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Cq Degeri Nedir?

Kantitatif PCR (qQPCR) gergeklestiriyorsaniz, ct degerinin ne oldugunu bilmeniz ve anlamaniz ¢ok 6nemlidir.
Bu ayki biltende ct degerinin qPCR'deki kritik rolind, degisen isimlendirmelerini, nasil hesaplandiginive isler
bazen ters gittiginde neler oldugunu anlatacagiz.

Tim Isimlendirmeleri

Bir ct degeri yillar icinde teknoloji gelistikce ve degistikce agagida listelediklerimiz de dahil olmak Uzere birgok
isim verildigini vurgulamak isteriz. Tirkgeye cevrildiginde anlamlan biraz gariplegse de bu degerlerin hepsi
aynidir. qPCR terminolojisini standardize etmek amaciyla MIQE (Kantitatif Ger¢ek Zamanl PCR Deneylerinin
Yayinlanmasi igin Asgari Bilgi kilavuzlar) Cq degerinin kullanilmasini onerir.

Ct — (threshold cycle) esik dongisu

Cp — (crossing point) gegis noktasi

TOP — (take-off point) kalkis noktasi

Cq - (quantification cycle) niceleme déngusi

Nedir bu Cq Degeri?

Gergek zamanli PCR (qPCR) bir hedef dizinin mutlak miktarini 6lgmek veya numuneler arasinda bir hedef
dizinin nispi miktarlarini kargilagtirmak icin kullanilir. Bu teknik, hedef diziye baglanan 6zel bir floresan
sinyalinin amplifikasyonu ile gercek zamanli olarak izlenir. Floresan problari sekansa 6zgi olmasina ragmen
¢ogu qPCR deneyi esnasinda arka plan floresanlari da meydana gelebilir. Hedef sekans ile ilgili anlamli bilgiler
toplamak istiyorsak bu arka plan sinyallerini g6z ardi etmek veya hesaba katabilmek ¢ok 6nemlidir. Bu sorun
qPCR'daki iki faktor ile ele alinir: Esik gizgisi ve Cq dederi.

Esik gizgisi; hedef sekansin tespit seviyesindeki bir floresan yogunluguna ulastigi noktadir. Otomatik ya da
manuel olarak hesaplanabilen, istatistiksel olarak anlamli bir artisi yansitan sinyaldir.

Cq dederi; numunenin reaksiyon egrisinin esik gizgisiyle =
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Cq Degerini Etkileyen Faktérler

Bu degeri etkileyebilecek birgok faktor vardir.

¢ Floresans emisyonu, bir ¢ézeltideki pH ve tuz konsantrasyonundan etkilenebilir. Bu nedenle yiiksek
kaliteli, son kullanim tarihleri gegmemis ve uygun kosullarda saklanmis PCR bilesenleri kullandiginizdan
emin olmalisiniz.

e ROX gibi pasif referans boyalar kullaniyorsaniz ROX'un FAM boyasina olan olan orani reaksiyon
dederlerini belirleyecektir. DUsik ROX miktar yiksek reaksiyon degeri Uretir.

e PCR verimliligi; primerlerin 6zgilligine, primer Tm sicakligina ve numunenin baglangi¢ konsantrasyonu
ve safliina baglidir. %90'in Gzerinde ¢ikan bir verimlilik PCR etkinligi icin kabul edilebilirdir. Mikemmel bir
PCR1 10 kathk dilusyonlar arasindaki cq farkinin yaklasik 3,3 dongiye denk gelmesiyle tespit edebiliriz.

¢ Yine korelasyon katsayisinin (R?) 1 olmasi PCR ¢alismasinin mikemmel oldugunu gésterir.

e Standart egri caligmasi yapilirken en az 4 noktayi 3 tekrarli galismak en saglikl sonuglari almanizi
saglayacaktir.

¢ RNA/cDNA calismalarinda alanin RNAse kontaminasyonunu engellemek icin sirekli steril tutmaniz ve
numuneleri dondur ¢6z yapmaktan kaginin.
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