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أفضل  حول  الآراء  في  توافق  عدم  حاليا  يوجد  الخلفية: 

لتفاعل  الحقيقي  الوقت  وتفسير  لتنفيذ  الموجودة  السبل 

النقص  تتفاقم المشكلة بسبب   .)qPCR( المتسلسل  البلمرة 

مما  المنشورات،  من  العديد  في  الاختبارية  التفاصيل  في 

يعوق قدرة القارئ على التقييم الدقيق لجودة النتائج المقدمة 

أو لإعادة التجارب.

نشر  المعلومات حول  من  الأدنى  الحد  يستهدف  المحتوى: 

البلمرة  لتفاعل  الكمي  الحقيقي  الوقت  تجارب  إرشادات 

ضمان  على  للمساعدة  النتائج  دقة   )MIQE( المتسلسل 

بين  والتوافق  التنسيق  وتعزيز  العلمية،  المؤلفات  سلامة 

المختبرات، وزيادة الشفافية التجريبية. MIQE هي عبارة 

من  الأدنى  الحد  تصف  الإرشادات  من  مجموعة  عن 

الكمي  الحقيقي  الوقت  تجارب  لتقييم  اللازمة  المعلومات 

ترافق  مرجعية  قائمة  وتشمل  المتسلسل.  البلمرة  لتفاعل 

التسليم المبدئي للمخطوطة للناشر. من خلال توفير جميع 

الاختبارات،  وخصائص  الصلة  ذات  التجريبية  الأوضاع 

يستطيع المراجعون تقويم صحة البروتوكولات المستخدمة. 

التسلسل  و  الكامل لجميع مواد المحاليل  الكشف  أن  كما 

الحمضي، و أساليب التحاليل هي ضرورية لتمكين باحثين 

 MIQE آخرين لإنتاج نتائج جديدة. وينبغي نشر تفاصيل

إما في شكل اختصار أو عبر الخط المباشر للإنترنت.

الموجز: إنّ إتباع هذه الإرشادات سيشجع على ممارسات 

فيها  لبس  لا  موثقة  نتائج  بتوفر  ويسمح  أفضل،  تجريبية 

حول الوقت الحقيقي الكمي لتفاعل البلمرة المتسلسل.
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الوقت الحقيقي الكمي لتفاعل البلمرة المتسلسل المعتمد على 

الفلورسينت )3–1(، مع قدرتها على كشف وقياس كميات 

ضئيلة من الأحماض النووية في مجموعة واسعة من العينات 

من مصادر عديدة، هي أساس التكنولوجيا التقنية للتفوق في 

 التشخيص الجزيئي وعلوم الحياة والزراعة، والطب )5 ,4(. 

السرعة،  جنب  إلى  جنبا  والتطبيق،  المفهوم  بساطة  وان 

والنوعية في مقاييس متجانسة، جعلت منها  والحساسية، 

إلى  بالإضافة  النووي.  للحمض  الكمي  للتحديد  المفتاح 

استخدامها كأداة للبحث، قد وضعت العديد من التطبيقات 

التشخيصية، بما في ذلك التحديد الكمي الميكروبي، تحديد 

الجرعة الجينية، وتحديد الجينات المحورة في الأغذية المعدلة 

وتطبيقات  السرطان،  معاودة  من  المخاطر  وتقييم  وراثيا، 

تستخدم في الطب الشرعي )11–6(.
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 ينعكس هذا الرواج في العدد الهائل من المنشورات 

لتفاعل  الكمي  الحقيقي  الوقت  عن  بيانات  تتضمن  التي 

كواشف,  دائما  تستخدم  التي  المتسلسل،  البلمرة 

وبروتوكولات, وأساليب تحليل, وصيغ تقارير متنوعة. هذا 

الافتقار الملحوظ إلى التوافق في الآراء بشأن أفضل السبل 

لإجراء تجارب تفاعل البلمرة المتسلسل الكمي، لديه نتائج 

سلبية وهي القصور في النتائج المستمرة والمتتالية لسلسلة 

)12(. تشمل  التجارب والذي يعيق اعتبارها كمقياس مستقل

العيوب التقنية التي تؤثر على أداء الفحص ما يلي: )أ( عدم 

الحمض  جودة  أو  تحضيرها،  أو  العينات،  تخزين  كفاءة 

النووي، تؤدى إلى درجة عالية من التغيير في النتائج. )ب( 

سوء اختيار بادئات تفاعل الاستنساخ العكسي و البادئات 

والدلائل لتفاعل البلمرة المتسلسل مما يؤدي إلى أداء غير 

فعال. )ج( يمكن أن تكون البيانات والتحليلات الإحصائية 

الغير ملائمة وتوليد النتائج مضللة إلى حد كبير. وبناء على 

ذلك، هناك خطر حقيقي من المؤلفات العلمية الخاطئة التي 

ترافق العديد من المنشورات التي تحتوي على نتائج غير كافية 

“اختراقات  ومتناقضة )13(. نشر )14( وتراجع )15( العلوم

المشكلة  وتتفاقم  مقلقة.  يوفر تحذيرات  تقرير   ”2005 عام 

عن طريق عدم توفر المعلومات في معظم تقارير الدراسات 

التي استخدمت هذه التكنولوجيا، مع العديد من المنشورات 

التي لا توفر ما يكفي من تفاصيل التجارب ليتمكن القارئ 

التجارب.  تكرار  إمكانية  أو  المعلومات  وجودة  دقة  تقييم 

العينة ونقلها،  التحديد، معلومات الحصول على  على وجه 

جودة الحمض النووي الريبي ونقاءه، تفاصيل الاستنساخ 

البلمره التسلسلي، وفي كثير من  العكسي، وكفاءة تفاعل 

تطبيع  أن  حين  في  التحليل،  مقاييس  حذف  يتم  الأحيان 

دون  المرجعية  الجينات  احد  الى  استنادا  يتم   العينة 

مبررات كافية.

والنقاد  والكتّاب  المؤلفين  تزويد  الوثيقة  هذه  ترمي 

المبينة  المعلومات  من  الأدنى  الحد  مواصفات  والمحررين 

تفاعل  لتجارب  ذكرها  يجب  التي   ،1 رقم  الجدول  في 

البلمرة المتسلسل الكمي، لضمان دقتها وتفسيرها تفسيرا 

من  الأدنى  الحد  أي   MIQE تكرارها.  وبالتالي  صحيحا، 

المعلومات لنشر تجارب الوقت الحقيقي الكمي لتفاعل البلمرة 

المتسلسل على غرار المبادئ التوجيهية التي وضعت لمماثلة 

وتحليل DNA microarray مجموعة الحمض النووي )16(، 

الجينوم  تسلسل  مواصفات   ،)17( البروتيوميات  تجارب 

)18(، وتلك المناقشة في إطار العمل لتداخل الحمض النووي 

منسقة  مبادرات  وكلها   ،)21( والايض   ,)20  ،19( الريبي 

تحت مظلة MIBBI )الحد الأدنى للمعلومات عن التحقيقات 

 .)22( )http://www.mibbi.org ،البيولوجية والطبية الحيوية 

للسماح  الموحد  الإبلاغ  لغة  إدراج  إلزام  مقترحا  ليس 

بمشاركة البيانات، على الرغم من أنه من المتوقع أنه يمكن 

هذه  لتشمل  المستقبل  في  التوجيهية  المبادئ  هذه  تحديث 

التوصيات. بدلا عن ذلك، استهدفت هذه المبادئ التوجيهية 

وثوقية النتائج للمساعدة في ضمان سلامة المؤلفات العلمية، 

وتعزيز التماسك بين المختبرات، وزيادة الشفافية التجريبية. 

التي  الحديثة  المنشورات  مع  بالاقتران  تقرأ  أن  وينبغي 

التسلسلي  البلمره  تفاعل  توحيد  مسألة  عمق  في  تتعامل 

الكمي )26–23(.

1 المصطلحات 

 تتطلب بعض المصطلحات توحيدا لضمان وضوحها:

لتفاعل   qPCR اختصار  استخدام  يتم  أن  نقترح  	1.1

تطبيقات  في   RT-qPCR و  الكمي  التسلسلي  البلمرة 

 RT-qPCR النسخ العكسي، حيث أن تطبيق اختصار

لــ qPCR يسبب إرباك 

الجينات المستخدمة للتطبيع يجب أن تستخدم كجينات  	1.2

مرجعية وليس كجينات تخزينية. 

محققات TaqMan يجب أن يشار إليها كمحققات مائية. 	1.3

عن  يعبر  مصطلح  هو   FRET المصطلح  	1.4 

على  يدل  وهو  المحققات(  لنقل  الفلورسينت  )طاقة 

التي  الانبعاث/التبريد  على  تعتمد  عامة  ميكانيكية 

تنطلق من التفاعل بين الكترونات المثارة من جزيئين 

Light� نوع  من  المحققات  الفلورسينت.  صبغة   من 

محققات  أنها  على  إليها  يشار  أن  ينبغي   Cycler

التهجين المزدوج.

يسرد قاموس أكسفورد الإنجليزي الكمي فقط وليس  	1.5

النوعي وبالتالي، السابق هي الكلمة الصحيحة.

البلمرة  تفاعل  دورة  جزئيا  تصف  التي  التسميات  	1.6

التسلسلي المستخدمة في القياس الكمي غير متناسقة، 

للدورة  العبور  نقطة   ،)Ct( لدورة  الأدنى  الحد  مع 

في   
ً
حاليا  المستخدمة   )TOP( الإقلاع  ونقطة   ،)Cp(

المنشورات. كل هذه المصطلحات تدل على نفس القيمة 

الشركات  وقد صيغت من  الكمي  التفاعل  أجهزة  في 

الدقة  أساس  على  وليس  التفريق  بقصد  المتنافسة 
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Table 1. MIQE checklist for authors, reviewers, and editors.a

Item to check Importance Item to check Importance

Experimental design qPCR oligonucleotides

Definition of experimental and control groups E Primer sequences E

Number within each group E RTPrimerDB identification number D

Assay carried out by the core or investigator’s laboratory? D Probe sequences Dd

Acknowledgment of authors’ contributions D Location and identity of any modifications E

Sample Manufacturer of oligonucleotides D

Description E Purification method D

Volume/mass of sample processed D qPCR protocol

Microdissection or macrodissection E Complete reaction conditions E

Processing procedure E Reaction volume and amount of cDNA/DNA E

If frozen, how and how quickly? E Primer, (probe), Mg2�, and dNTP concentrations E

If fixed, with what and how quickly? E Polymerase identity and concentration E

Sample storage conditions and duration (especially for FFPEb samples) E Buffer/kit identity and manufacturer E

Nucleic acid extraction Exact chemical composition of the buffer D

Procedure and/or instrumentation E Additives (SYBR Green I, DMSO, and so forth) E

Name of kit and details of any modifications E Manufacturer of plates/tubes and catalog number D

Source of additional reagents used D Complete thermocycling parameters E

Details of DNase or RNase treatment E Reaction setup (manual/robotic) D

Contamination assessment (DNA or RNA) E Manufacturer of qPCR instrument E

Nucleic acid quantification E qPCR validation

Instrument and method E Evidence of optimization (from gradients) D

Purity (A260/A280) D Specificity (gel, sequence, melt, or digest) E

Yield D For SYBR Green I, Cq of the NTC E

RNA integrity: method/instrument E Calibration curves with slope and y intercept E

RIN/RQI or Cq of 3� and 5� transcripts E PCR efficiency calculated from slope E

Electrophoresis traces D CIs for PCR efficiency or SE D

Inhibition testing (Cq dilutions, spike, or other) E r2 of calibration curve E

Reverse transcription Linear dynamic range E

Complete reaction conditions E Cq variation at LOD E

Amount of RNA and reaction volume E CIs throughout range D

Priming oligonucleotide (if using GSP) and concentration E Evidence for LOD E

Reverse transcriptase and concentration E If multiplex, efficiency and LOD of each assay E

Temperature and time E Data analysis

Manufacturer of reagents and catalogue numbers D qPCR analysis program (source, version) E

Cqs with and without reverse transcription Dc Method of Cq determination E

Storage conditions of cDNA D Outlier identification and disposition E

qPCR target information Results for NTCs E

Gene symbol E Justification of number and choice of reference genes E

Sequence accession number E Description of normalization method E

Location of amplicon D Number and concordance of biological replicates D

Amplicon length E Number and stage (reverse transcription or qPCR) of technical replicates E

In silico specificity screen (BLAST, and so on) E Repeatability (intraassay variation) E

Pseudogenes, retropseudogenes, or other homologs? D Reproducibility (interassay variation, CV) D

Sequence alignment D Power analysis D

Secondary structure analysis of amplicon D Statistical methods for results significance E

Location of each primer by exon or intron (if applicable) E Software (source, version) E

What splice variants are targeted? E Cq or raw data submission with RDML D

a All essential information (E) must be submitted with the manuscript. Desirable information (D) should be submitted if available. If primers are from RTPrimerDB,
information on qPCR target, oligonucleotides, protocols, and validation is available from that source.

b FFPE, formalin-fixed, paraffin-embedded; RIN, RNA integrity number; RQI, RNA quality indicator; GSP, gene-specific priming; dNTP, deoxynucleoside triphosphate.
c Assessing the absence of DNA with a no–reverse transcription assay is essential when first extracting RNA. Once the sample has been validated as DNA free,

inclusion of a no–reverse transcription control is desirable but no longer essential.
d Disclosure of the probe sequence is highly desirable and strongly encouraged; however, because not all vendors of commercial predesigned assays provide this

information, it cannot be an essential requirement. Use of such assays is discouraged.
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الدورة  استخدام  نقترح  نحن  التوضيح.  أو  العلمية 

 RDML وفقا   ،)Cq(  )quantification cycle( الكمية 

)لغة توصيف البيانات في Real Time-PCR( مقياس 

.)27( )http://www.rdml.org( البيانات

2 اعتبارات المفاهيم

مراجعة  المفيد  من  أنه  نجد  الإرشادات،  وتبرير  لشرح 

عدد من المفاتيح الرئيسية المحيطة بتجارب تفاعل البلمره 

التسلسلي الكمي:

من  الأدنى  الحد  إلى  تشير  التحليلية  الحساسية  	2.1

في  بدقة  قياسها  يمكن  التي  العينة  في  النسخ 

النسبة  هي  السريرية  الحساسية  حين  في  الفحص، 

اضطراب  من  يعانون  الذين  الأشخاص  من  المئوية 

معين، حيث يحدد الفحص النتيجة الإيجابية للحالة. 

الكشف  بحد  عادة  الحساسية  عن  التعبير  يتم 

الكشف  يتم  أن  يمكن  الذي  التركيز  وهو   ،)LOD(

عنه بدرجة معقولة )احتمال %95 شائع الاستخدام( 

 )LOD( الكشف  حد  التحليل.  طريقة  إعطاء  مع 

بلمره  تفاعل  لكل  نسخ   3 نظريا  حساسية  الأكثر 

 95% بواسون  توزيع  افتراض  على   .)28( متسلسل

تفاعل  من  نسخة  الأقل  على  لوجود  فرصه  تمنح 

وعادة  للكشف.  مفردة  ونسخه  المتسلسل،  البلمره 

)أي  العينة  تجهيز  خطوات  التجربة  طرق  تشمل  ما 

الاستخلاص( و عند الحاجة نقوم بالنسخ العكسي. 

إذا كانت التغييرات في الحجم وكفاءة هذه الخطوات 

حساسية  الأكثر   )LOD( الكشف  فحد  محسوبة، 

للتجربة،  الصلة  ذات  بالوحدات  عنه  التعبير  يمكن 

النتائج  الأنسجة.  من  نانوغرام  كل  من  نسخة  مثل 

الكشف  لحد  النظري  الاحتمال  من  الأقل  التجريبية 

 تتبع 
ً
)LOD( يجب أن لا تصدر نهائيا. وهي أيضا 

تقدير  ومضللة.  معنى  لها  ليس   )0( بقيمة  النتائج 

الكمي  التفاعل  تحليلات  في   )LOD( الكشف  حد 

الطبيعة  بسبب  معقدا  المتسلسل  البلمرة  لتفاعل 

معرف  غير   Cq ال  لأن  وذلك   ،Cq لل  اللوغاريثميه 

التحديد  صفر.  الوراثية  المادة  تركيز  يكون  ما  عند 

التفاعل  في   LOD الكاشف  لحد  والنموذجي  الملائم 

 الكمي لتفاعل البلمره المتسلسل يعتمد علي استمرار 

البحث )26(.

التفاعل  عن  الكشف  الى  التحليل  خصوصية  تشير  	2.2

تسلسل  لإعطاء  المتسلسل  البلمره  لتفاعل  الكمي 

الأحماض الامينيه بدلا من الأهداف الغير مخصصة 

الموجودة في العينة. خصوصية التشخيص هي النسبة 

يعرف  قد  التي  للحالة  غير تحديد  من  للأفراد  المئوية 

عنها الفحص بأنها سلبيه لهذه الحالة.

التجريبية  القياسات  بين  الفرق  إلى  الدقة  تشير  	2.3

أو  مضاعفة  كتغييرات  الموجودة  الفعلية،  والتركيزات 

في تقدير عدد النسخ.

تشير القدرة على التكرار)الدقة على المدى القصير أو  	2.4

الفرق داخل المقايسة ( إلى الدقة والمتانة للمقايسة مع 

نفس العينات التي تم تحليلها بشكل متكرر في نفس 

 .CQ ال  لاختلافات   SD ب  التعبير  ويمكن  المقايسة. 

بدلا من ذلك يمكن استخدام SD او CV لعدد النسخ 

 Cqs مع CV أو متغيرات التركيز. لا ينبغي أن تستخدم

.)29(
تشير القدرة على الإنتاج )الدقة على المدى الطويل أو  	2.5

بين  النتائج  في  تباين  إلى  للاختبار(  الداخلي  التغير 

وعادة  المختلفة  المختبرات  بين  أو  المختلفة  الأشواط 

النسخ  لعدد   CV ب  أو   SD ب  عنه  التعبير  يتم  ما 

بين  ما  لتغييرات  الناتجة   Cq تخضع  التركيزات.  أو 

 Cq الأشواط )30(، وبالتالي الإبلاغ عن الاختلاف في

في مابين الأشواط أمر غير مناسب.

يجب أن توضح بالضبط ما هو الهدف من المنشورات 

المستهدفة  للجينات  الوراثية  المادة  تركيزات  تصف  التي 

الاستنساخ  عملية  فان  الريبي.  النووي  الحمض  في 

الكائنات  جينات  من  والعديد  البشرية  الجينات  لمعظم 

 )32  ،31( استبدالي  ربط  هي  الأخرى  الخلايا  المتعددة 

من  لكل شكل  تكون خاصة  الارتباط  في  التغيرات  وهذه 

البروتينات البديلة مع الاختلاف في أشكال الارتباط التي 

ونتيجة  مختلفة.  مراحل  وفي  مختلفة  أنسجة  عن  ذكرت 

في  نسخها  يمكن  التي  المنطقة  من  واحد  اكسون  لذلك، 

من  عدد  عن  يكشف  قد  الكمي  التسلسلي  البلمرة  تفاعل 

يمكن  لا  التي  الإنترونات  منطقة  بينما  الربط،  متغيرات 

ترجمتها تكون محفزة لبادئيات التفاعل أكثر ولكن قد تفقد 

بعض متغيرات الربط تماما. وفي الآونة الأخيرة تم ذكر 

ووصف الجينات من نوع nonimprinted التي تسبب خلل 

في التعبير )33(. وبصورة إجمالية تعني هذه النتائج أن 
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من  أنتجت  التي  التعبير  قيم  في  الكثير  التباين  ليس 

تجارب RT-qPCR مجرد اختلافات ناتجة من البروتوكولات 

التي  التصحيحات  عن  ناجمة  ولكنها  المستعملة  التجريبية 

تطبقها معالجة البيانات المختلفة اللوغرثمية، كل منها يكون 

كافتراضات حول البيانات. وعلى الرغم من تفاعل البلمرة 

المتسلسل الكمي، كثيرا ما أعلن انه المعيار الذهبي، إنما في 

هو متغير واحد, والإبلاغ عن النتائج  الواقع هذا “المعيار” 

يتطلب قدرا كبيرا من التطور والتحليل والتفسير )43(.

3 البحوث مقابل تطبيقات التشخيص

يمكن تقسيم تطبيقات تكنولوجيا تفاعل البلمرة التسلسلي 

تطبيقات  تحلل  تشخيصية.  وتطبيقات  بحوث  إلى  الكمي 

إنتاجية  مع  الأهداف  من  واسعة  مجموعة  عادة  الأبحاث 

منخفضة نسبياً والعديد من أنواع العينات المختلفة. تتعلق 

بفحص  معالجتها  الى  تحتاج  التي  الرئيسية  المقاييس 

والتي تدل في هذا السياق  حساسية وخصوصية التحليل, 

عنها سواء  الكشف  التي يمكن تحليل  الأهداف  على عدد 

بالسلبية  موثقة   )NTCs( عينة  بدون  ضبط  قوالب   كانت 

على التوالي. 

عدد  عادة  التشخيصية  التطبيقات  تحلل  المقابل،  في 

محدود من الأهداف، ولكنها تتطلب بروتوكولات ذات إنتاجية 

عالية التي لا تستهدف إلا عدد قليل من أنواع العينات. على 

الرغم من كل الاعتبارات التي تنطبق على تطبيقات البحوث 

والفحوصات  التشخيصية،  الفحوصات  على  أيضا  تنطبق 

الاحتياجات  من  عدد  لديها  التي  التشخيصية  السريرية 

هذه  وتشمل  فيها.  النظر  إلى  تحتاج  التي  الإضافية 

التحليل,  وخصوصية  حساسية  حول  معلومات  المتطلبات 

غالبا  يكون  ما  كيفية  إلى  يشير  السياق  هذا  في  أنه  إذ 

وكيف  الهدف،  في وجود  إيجابية  نتيجة  بإرجاع  الاختبار 

غالبا ما يكون سلبيا في غياب الهدف. علاوة على ذلك، غالبا 

بينها  ما  وفي  المختبرات  في  والدقة  الصحة  يتم رصد  ما 

من قبل برامج مراقبة الجودة الخارجية. وتشمل متطلبات 

وعما  التقارير،  نتائج  لتوليد  معايير  السريرية  المختبرات 

وبيانات  عينات  على  متكررة  قياسات  إجراء  يتم  كان  إذا 

كاذبة،  سلبية  أو  كاذبة  إيجابية  بيانات  من  قرار  على 

التي  المتعددة  المختبرات  بين  ما  في  النتائج  في  والتشابه 

تستخدم نفس التقنيات أو المختلفة عنها.لقد تّم حتى الآن، 

من  كل  أكدت  وقد  المختبرات،  بين  مقارنات  بضعة  إجراء 

استخدام الفحص RT-qPCR الذي يستهدف فقط واحدة 

أو على الأكثر اثنتين من المنطقة التي يمكن ترجمتها من 

المادة الوراثية للحمض النووي الريبي المرسل لم تعد كافية 

لمعرفة مستوى التعبير لجين معين. نتيجة لذلك، يجب توفير 

 إلى جنب مع تقييم 
ً
معلومات لتسلسل بادئيات التفاعل جنبا 

الربط  بها لمعرفة متغيرات  يتعلق  خصوصيتها في كل ما 

وقاعدة  الأشكال  المتعدد  الواحدة  النيوكليوتيده  مواقع  و 

البيانات لها. وللحصول الى مجموعة من بادئيات التفاعل 

 ،)35  ،34(  RTprimerDB البيانات  قاعدة  من   اختيرت 

في  المتخصصين  استشارة  يفضل  بسهولة  ذلك  وليتم 

 RTprimerDB (http://www.rtprimerdb.org( موقع 

الذي يحتوي على كافة المعلومات ذات الصلة للفحوصات 

ومعايير  والمقدمين  المعلومات  من  الكثير  وعلى  التجارية 

نتائج  عن  الإبلاغ  يجب  المطلوبة.  التجريبي  التحقيق 

على  فقط  منها  والمختبرة  منها  المتحقق  غير  الاختبارات 

الحواسيب بحيث لا يتم تشجيعها.

يجب أن نتذكر أن الكشف عن وجود الحمض النووي 

كان سوف  إذا  عما  معلومات  أي  يقدم  لا  المرسل  الريبي 

ترجمة  يتم  كان  إذا  ما  الواقع  في  أو  بروتين  إلى  يترجم 

البروتين الوظيفي كليا. 

أي  أو   Immunohistochemistry, western blotting

على  قادرة  دائما  ليست  الأخرى  الكمي  التعيين  طرق  من 

التعاطي مع البيانات الخلوية الوراثية للحمض النووي الريبي 

المرسل. والآن اثبت عدم وجود التوافق بين المادة الوراثية 

للحمض النووي الريبي وبيانات تركيز البروتين في كثير من 

الأحيان )36(، وهو صحيح لاسيما بالنسبة للحمض النووي 

تشكل جزءا  التي  البروتينات  يحدد  والذي  المرسل  الريبي 

أصبح  فقد  وأخيرا،   .)37( الوظائف  المتعدد  البروتين  من 

من الواضح أن معرفة وجود وظيفة المادة الوراثية الدقيقة 

على  قادرا  كونه  الجيني  التعبير  لفهم  مهمة   microRNAs

تحديد أنواع الحمض النووي الريبي المرسل )38(.

معظم  أن  علم  على  تكون  أن  أيضا  الضروري  ومن 

كميات بيانات الحمض النووي الريبي ليست مطلقة، وإنما 

نسبية. وهكذا، فإن الجينات المرجعية أو المواد المستخدمة 

تجربة  لصحة  تقييم  وأي  الحاسمة  هي  للمواصفات 

RT-qPCR يجب النظر في مدى ملائمته مع مرجع نسبي- 

النووي المرجعي الشامل  كمي. لذلك، فان تطوير الحمض 

أنّ  إلا  مفيدة جدا  الريبي  النووي  للحمض  المعايرة  ومواد 

.)42 ،41( 
ً
 شاملا 

ً
 سحريا 

ً
الأمر )39، 40(، لن يكون حلا 
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5 مراقبة جودة الأحماض النووية

5.1 عينات الحمض النووي الريبي 
العينات  في  الريبي  النووي  للحمض  الكمي  القياس 

تستخدم  أن  المستحسن  من  لأنه  جدا  مهم  المستخرجة 

مع  المقارنة  عند  الريبي  النووي  الحمض  كميات  ذات 

للقياس الكمي  عينات مختلفة. هناك العديد من الإجراءات 

الطيفي  القياس  ذلك  في  بما  الشائع،  الاستعمال   في 

الاماعة تحاليل   ،)NanoDrop; Thermo Scientific( 

 micro fluidic analysis (Agilent technologies Bionalyzer, 

الكهربائي  الترحيل   Bio Rad Laboratories Experion)

 الهلامي )Qiagen’s QIAxcel( أو كشف صبغة الفلورسنت 

تؤدي   )Ambion/Applied Biosystems’ RiboGreen(

الطرق إلى نتائج مختلفة مما يجعل محاولة مقارنة البيانات 

حكيمة  غير  مختلفة  أساليب  مع  عليها  الحصول  تّم  التي 

النووي  للحمض  الكمي  للقياس  المفضلة  الطريقة   .)48(
الفلوريسنت  أصباغ  استخدام  هو   RiboGreen الريبي 

للكشف عن  التي يفضل استعمالها  تلك  المثال  على سبيل 

تركيزات منخفضة للهدف، في أي حال فإنه من المستحسن 

قياس جميع العينات بطريقة واحدة فقط وأن تعطى تقارير 

بهذه المعلومات.

النووي  الحمض  تلوث  مدى  اختبار  أيضا  المهم  ومن 

الجيني والإبلاغ عنه وتسجيل معايير الحد الأدنى للكميات 

م تقرير عما  المحتملة من هذا التلوث، ومن الضروري أن يُقدَّ

مع هاضم  الريبي  النووي  عينة الحمض  معالجة  تّمت  إذا 

النووي  الحمض  هاضم  نوع  متضمنا  النووي  الحمض 

مع  النتائج  عن  تقرير  وتقديم  التفاعل  وظروف  المستخدم 

مقارنةCq الإيجابية من دون وجود ضوابط النسخ العكسي 

لكل هدف من الحمض النووي.

قوالب  جودة  تقييم  توثيق  أيضا  الضروري  ومن 

ينطبق  لا  التي  الوحيدة  الحالة  الريبي.  النووي  الحمض 

النووي  عليها هذا الشرط هو عندما تكون كمية الحمض 

الريبي المستخرج منخفضة جدا ولا تسمح بتقييم الجودة. 

النووي  الحمض  استخراج  يتم  عندما  الحالة  هذه  تنشأ 

الريبي من الخلايا الأحادية، والبلازما، وغيرها من سوائل 

و/ الليزر،  عينات  بعض  و  الخلايا،  من  الخالية  الجسم 

الحالات  في  أيضا  ينطبق  كما  الأنسجة.  تزريع  أو وسط 

البلمرة  تفاعل  و  الاستخلاص  خطوتي  فيها  تستمر  التي 

الأساسية  المعلومات  واحد.  أنبوب  في  الكمي  المتسلسل 

الحمض  كمية  عن  بيانات  يتضمن  تقريرا  تقدم  أن  يجب 

التشخيصية  الفحوصات  توحيد  ضرورة  الدراسات  هذه 

لتفاعل البلمرة التسلسلي الكمي )45 ,44(. ومن المقرر أن 

تعتمد مارسته في ما بين المختبرات ضمن إطار المشروع 

العام  والتحسين  المعايير  )التوحيد  السابع   الأوروبي 

لأدوات ما قبل التحليلية وإجراءات التشخيص في المختبرات 

SPIDIA http://www.spidia.eu.

4 الحصول على العينة، معالجتها، وتحضيرها

للتجربة،  التغيير الأولى  يشكل الحصول على عينة مصدر 

النووي  تستهدف الحمض  التي  للتجارب  بالنسبة  وخاصة 

الريبي، وذلك لأنه من الممكن أن تتضرر ملامحه بسهولة من 

جراء عملية جمع العينات وتجهيزها وهناك بعض الاقتراحات 

الثلج دون آثار  بأنه من الممكن تخزين أنسجة جديدة في 

 ،)46( الريبي  النووي  الحمض  وتركيز  جودة  على   كبيرة 

 
ً
ولكن على الرغم من أن هذا الافتراض قد يكون صحيحا 

بالنسبة لبعض الحمض النووي الريبي والأنسجة وبالتالي 

أخذ  الأفضل  من  لذا   
ً
عالميا  للتطبيق  قابلة  تكون  لا  قد 

تقارير  تقدم  أن  المهم  من  لذلك،  ونتيجة  والحذر.  الحيطة 

تفصيلية عن تاريخ الحصول على عينة الأنسجة وعما إذا 

تمت معالجتها فوراً. إذا لم تتم معالجة العينة فورا، فمن 

الضروري أن تعطى تفاصيل عن كيفية الحفاظ عليها ومتى 

وتحت أي ظرف كانت مخزنة.

سبيل  على  ضروري,  أيضا  هو  للعينة  موجز  وصف 

المثال يكشف الفحص ألمجهري لعينة الورم السرطاني عن 

نسبة الخلايا السرطانية في العينة حيث ينبغي الإبلاغ عن 

هذه المعلومات.

الثانية  الخطوة  هو  النووي  الحمض  استخراج 

الكافي  التجانس  على  الاستخراج  كفاءة 
ّ
تعتمد  الحاسمة. 

الطبيعي  الموضع  داخل  المثال  سبيل  على  العينة  نوع  و 

وكثافة  المستزرعة  الخلايا  سجل  مرحلة  مقابل  للأنسجة 

الهدف والحالة الفيزيولوجية )صحية، سرطانية، أو نخرية( 

الضروري  من  الحيوية.  الكتلة  وكمية  الوراثي  والتعقيدات 

ذكر التفاصيل المتعلقة بطريقة استخراج الحمض النووي 

والأساليب المستخدمة لقياس تركيز الحمض النووي وتقييم 

نوعيته. إنّ مثل هذه التفاصيل حاسمة خاصة عند الحمض 

النووي الريبي المستخرج من عينات شرحت بواسطة الليزر 

الجزئي وجمدت، فالاختلاف في إجراءات إعداد الأنسجة 

يكون له تأثير كبير على كل من المستخلص وجودة الحمض 

النووي الريبي )47(.
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تدهور  أي  الريبي  النووي  الحمض  عينة  على  ظهر  إذا 

المعلومة،  هذه  عن  الإبلاغ  يتم  أن  الضروري  فمن  جزئي، 

وذلك لأن حساسية الاختبار للكشف عن اقل مستوى للنسخ 

ربما ينخفض وقد تنتج عن الاختلافات النسبية في تدهور 

المستنسخ نسب غير صحيحة للهدف.

5.2 عينات الحمض النووي
بشكل عام، يكون تدهور الحمض النووي أقل بكثير، ولكن 

من المهم أن نكون قادرين على تقييم مدى تدهور الحمض 

النووي في تطبيقات الطب الشرعي، أو في الحالات التي 

تكون الظروف البيئية قاسية خاصة في مشاهد الجرائم 

أو في حالات الكوارث الشاملة أو في المواقع التي تنطوي 

على حالات فقدان الشخص. فقد يؤدي ذلك الى التدهور 

قطعة  حجم  النووي.  للحمض  الكيميائية  التركيبة  في 

يساعد  الكمي  التسلسلي  البلمرة  تفاعل  لقياس  صغيرة 

تطوير  تم  ولكن  بالاختبار،  المتعلقة  المشاكل  تقليل  على 

أساليب توفر القياس الكمي للجودة الحمض النووي )54( 

حيث ينبغي النظر فيها لمثل هذه الأغراض المتخصصة.

تبقى احتمالية التثبيط بشكل عام متغيرة في التطبيقات 

التي يجب معالجتها في المطبوعة، ومن المهم ضمان عدم 

وجود مثبطات شاركت في تنقية الحمض النووي مما سوف 

يؤدي إلي تشوه النتائج، على سبيل المثال، كشف العوامل 

أن  من  بالرغم   .)55( قيمتها  وتحديد  للأمراض  المسببة 

بعض النظريات مثل تحليل العينات مع الضوابط الايجابية 

يمكن أن تستخدم للكشف عن التثبيط فإنّ تفاعلات البلمرة 

التسلسلي المختلفة قد لا تكون معرضة بنفس القدر للتثبيط 

الحمض  مستخلصات  التنقية  في  شاركت  مواد  بواسطة 

استخدام  الأفضل  فمن  وبالتالي،   .)57  ،56( النووي 

إثبات  و  روتيني  بشكل  النووية  الأحماض  في  التخفيفات 

أن الانخفاضات الملحوظة في Cqs أو أعداد النسخ تكون 

مطابقة للنتيجة المتوقعة وتقديم تقرير عن هذه البيانات. 

6 الاستنساخ العكسي

على  كبيرا  اختلافا  العكسي  الاستنساخ  خطوة  تُدخِل 

الضروري  فمن  وبالتالي،   .)59 ،58(  RT-qPCR فحص 

والمواد  الكواشف  و  للبروتوكول  مفصل  وصف  إعطاء 

 .]cDNA[ المستخدمة لتحويل الحمض النووي الريبي إلى

ويجب أن تشتمل هذه الوثائق على كمية الحمض النووي 

نوع  و  التفاعل،  بادئيات  إستراتيجية  و  العكسي  للنسخ 

أو  عكسي  نسخ  وجود  وعدم  والسلامة،  الريبي،  النووي 

أن  بالذكر  الجدير  و  المتسلسل.  البلمرة  تفاعل  مثبطات 

الجسم  في  ملحوظ  بشكل  يتحلل  الريبي  النووي  الحمض 

النووي  للحمض  الطبيعي  التنظيم  إلى  الحي، وذلك يرجع 

 .)49( البيئية  للمؤثرات  الاستجابة  في  المرسل  الريبي 

وإنّ  الباحث؛  سيطرة  عن  خارج  التدهور  هذا  فمصدر 

أحد مظاهره هو أن عينات الحمض النووي الريبي العالية 

الجودة يمكن أن تظهر الفرق في تدهور الحمض النووي 

الريبي المفرد. 

يجب أن تقاس نسبة A280/A260 في محلول ذات رقم 

كافي  غير  يكون  القياس  هذا  ولكن  محايد،  هيدروجيني 

الكمي،  التحليل  في  سيستخدم  النووي  الحمض  كان  إذا 

وخصوصا عندما يكون الهدف هو قياس الاختلافات الطفيفة 

)10 مرات( في التركيزات الخلوية للحمض النووي الريبي 

المرسل. لا توفر نسبة الامتصاصية مؤشرا لنقاوة الحمض 

النووي الريبي، لأن وجود الحمض النووي أو بقايا الفينول 

تؤثر علي النسبة. بدلا من ذلك، ينبغي أن يتوفر للمرء أدلة 

الهلام الكهربائي على الأقل والأفضل من ذلك نتائج تحليل 

 microfluidics الحمض النووي الريبي الريبوزومي بناء علي

)50(. أو بفحص سلامة الجين المرجعي/ الجين المستهدف 
Bioanalyzer/ 5:'3 )51(. إن الاستفادة من استخدام  نظام'

Experion لحساب عدد سلامة الحمض النووي الريبي أو 

تلك  توفر  هو  الريبي  النووي  الحمض  لجودة  مؤشر  رقم 

الحمض  لعينة  العامة  الحالة  عن  كمية  معلومات  التدابير 

الريبي. ومن المهم أن نأخذ في الاعتبار، أن هذه  النووي 

الأرقام ترتبط بجودة الحمض النووي الريبي الريبوزومي، 

ولا يمكن أن نتوقع أن تكون قياسا مطلقا للجودة. يتطلب 

استخدام اختبار '5:'3 كفاءة تفاعل البلمرة التسلسلي في 

كلا المقايسات متطابقة تقريبا )51( وألا تكون عرضة لفرق 

التثبيط. كما يتطلب هذا الاختبار أيضا إنشاء عتبة المعيار 

لتحقيق  الكافية  الريبي  النووي  الذي يحدد جودة الحمض 

نتائج يمكن الاعتماد عليها. أما من الناحية المثالية ينبغي أن 

يستهدف الاختبار “سلامة الجينات المرجعية” على الأرجح 

دون الإنترونات، مع '5:'3 بنسبة حد ادنى من 5–0.2 تقريبا. 

بوضوح، هناك حاجة إلى مزيد من العمل لإنشاء بروتوكول 

 من حيث التكلفة وبسيطا لتقييم 
ً
يطبق عالميا، يكون فعالا 

سلامة الحمض النووي الريبي. 

يجب أن يتم التحقق من تثبيط نشاط النسخ العكسي 

العينة  من  التخفيف  بواسطة  التسلسلي  البلمرة  تفاعل  أو 

 .)53 ،52( SPUD أو باستخدام مثبط عام مثل )يفضل ذلك( 
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7.1 الهيكل الثانوي

المثال  سبيل  على  المستهدف  النووي  الحمض  لهيكل 

الثانوية(  الريبي  النووي  الحمض  هيكل  حلقة  و  )الجذعية 

البلمرة  وتفاعل  العكسي  النسخ  كفاءة  على  كبير  تأثير 

مواقع  الاعتبار  بعين  توضع  أن  يجب  ولذلك  المتسلسل، 

المتفاعل  النووي  الحمض  ومنتج  والكاشفات،  البادئات، 

النووي  الحمض  طي  قوالب  و  المتسلسلة،  البلمرة  مع 

مع  النووي  الحمض  تسلسل  من  التحقق  وينبغي  الريبي. 

النووي للحمض  المثال:  سبيل  علي  للطي  قابلة   برمجيات 

 mfold http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/dna-form1.cgi 

http://frontend.bioinfo.rpi. الريبي  النووي  للحمض  أو 

 edu/applications/mfold/cgi-bin/rna-form1-2.3.cgi

الطي  بناء  قوالب  تكون  أن  ينبغي  المثالية،  الناحية  ومن 

متاحة للمراجعين.

7.2 الخصوصية
كمادة  السيليكون  أدوات  خصّ  ما  في  الأبحاث  تبقى 

الجذعة )BLAST( أو ما يعادلها من خصوصية مفيدة في 

لجينات  ملحوظ  تماثل  أي  توثيق  يجب  الاختبار.  تصميم 

شكل  علي  وتقديمه  متوقعة  غير  أخرى  أهداف  أو  زائفة 

تسلسل منسق للمراجعة، ومع ذلك، يجب التحقق من صحة 

كقياس  المباشرة  التجريبية  الأدلة  مع  التجربة  خصوصية 

الحمض  وتسلسل  معين  انصهار  زمن  في  الحرارة  درجة 

النووي والهلام الكهربائي أو تقييد إنزيم الهضم و معرفة 

حجم قطعة الحمض النووي.

ع درجة حرارة انصهار  توقُّ تكون الخوارزميات حول 

النيوكليوتايد مفيدة جدا للتصميم الأولي، ولكن لا بد من 

أن  من  الرغم  على  تجريبيا.  المثلى  الحرارة  درجة  تحديد 

عملية تحسين البادئيات أصبحت غير عصرية، إلا أن سوء 

 تحسين التلدين له تأثير كبير علي قياس جودة التفاعل )51(. 

كما أن الوجود الملحوظ لثنائي الجزئيات )المثنوي( التمهيدي 

في الفحوصات يقلل من كفاءة تفاعل البلمرة المتسلسل في 

المقايسات المستندة إلى المسبار وبالتالي يولد نتائج ايجابية 

كاذبة في المقايسات المبنية على صبغة السيانين اللامتناسقة 

 .)SYBR Green I( المستعملة كلون أخضر للحامض النووي 

تحسين  أجل  من  الأدلة  بعض  توفير  ينبغي  انه  حيث 

في  مثالية  ناحية  من  المراجعين،  علي  وعرضها  البادئيات 

شكل درجة حرارة التلدين الملائمة، تدرج كمية الماغنيسيوم، 

وتعرض في شكل قيم Cq، مساحات الاستشعاع مقابل عدد 

الدورات, و/أو منحنيات الذوبان )61(.

الإنزيم، والكمية ودرجة الحرارة، وزمن خطوة الاستنساخ 

الاستنساخ  خطوة  تنفذ  أن  المستحسن  فمن  العكسي. 

الحمض  تركيز  يكون  وأن  مرات  ثلاث  أو  مرتين  العكسي 

النووي الريبي نفسه في كل عينة )58(. 

7 تفاعل البلمرة المتسلسل الكمي 

البلمرة  تفاعل  لاختبارات  التالية  المعلومات  توفير  يجب 

لكل  البيانات  لقاعدة  الانضمام  أرقام  الكمي:  المتسلسل 

المترجمة  المناطق  ومواقع  المرجعية،  وللجينات  هدف 

المتتالية  والسلاسل  كاشف،  أو  بادئ  لكل  المتتالية  في 

هوياتها  ذلك  في  بما   ،oligonucleotide لكل  والتركيزات 

القواعد.  وتغيرات  المصبغات  روابط  وأماكن  ومواقعها 

القالب  وكمية  البلمرة،  إنزيم  وهوية  تركيز  أيضا  ويتطلب 

الماغنيسيوم،  تركيز  و  تفاعل  لكل   )cDNA أو   DNA(

)أملاح،  العازلة  للمحاليل  الدقيقة  الكيميائية  والتراكيب 

يجب  التفاعل.  وحجم  والمضافات(،  الحموضة،  ودرجة 

التي  والأجهزة  الأدوات  يحددوا  أن  أيضا  المحققين  على 

تفاعل  ظروف  على  تدل  التي  الوثائق  وكل  استخدمت 

المستخدمة  الاستهلاكية  المواد  لأن  المتسلسل.  البلمرة 

تؤثر في تفاعل البلمرة الحراري، فمن الضروري التعرف 

ومصنعيها.  الأطباق،  أو  والشرائط،  الأنابيب،  على 

المستخدمة،  البلاستيكية  للمواد  الشفافية  درجة  إنّ 

لأن   ً أيضا  مهمة  شفافة  أو  بيضاء  المثال،  سبيل  على 

في  جوهرية  اختلافات  تظهر  المختلفة  البلاستيكية  المواد 

تستخدم  .عندما  )60( وحساسيته  الفلوريسنت  انعكاس 

اللصق(  أو  )بالحرارة  التغليف  طريقة  وتؤثر  الأطباق 

ينبغي  وبالتالي  المحيطة  الأطباق  في  العينات  تبخر   على 

أن تكون موثقة.

بشكل  يعتمد  التسلسلي  البلمرة  تفاعل  كفاءة  لأن 

كبير على باديئات التفاعل المستخدمة،لهذا فان تسلسلها 

مع  حتى  تماما  ممكن  الشرط  هذا  ينتشر.  أن  يجب 

للشركات  سوابق  هنالك  لأن  التجارية،  التفاعل  باديئات 

متاحا والكواشف  التفاعل  باديئات  تسلسل   لجعل 

http://www.primerdesign.co.uk/research_with_

integrity.asp

قواعد  إلى  بقوة  تسليمها  يشجع  ذلك،  إلى  بالإضافة 

البيانات العامة مثل RTprimerDB، ومع مرور الوقت يمكن 

تبادل  مراكز  في  عالمية  هذه  البيانات  قواعد  تصبح  أن 

المعلومات.
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أن  فينبغي  التشخيصية  للفحوصات  بالنسبة  أما 

معايير  على  الكمي  المتسلسل  البلمرة  تفاعل  يشتمل 

الزمني  الفاصل  يوضع ضمن  الذي  وجدت،  إن  مستقلة، 

أيضا بمستخلص ضوابط  يوصى  كما  للمقايسة.  الخطي 

الإيجابية والسلبية.

7.4 قياس الأداء
كالتالي:-  الأداء  لقياس  خصائص  تحديد  من  بد   لا 

الديناميكي  والنطاق  التسلسلي،  البلمرة  تفاعل  كفاءة 

الخطي، الدقة

7.4.1 كفاءة تفاعل البلمرة التسلسلي:- ترتبط قوة ودقة 
تفاعل  كفاءة  مع  عادة  الكمي  المتسلسل  البلمرة  تفاعل 

خاصة  أهميه  ذات  كفاءته  وتكون  المتسلسل،  البلمرة 

النووي  الحمض  مرسل  تركيز  بأن  التوضيح  يتم  عندما 

المرجعية.  الجينات  تلك  مع  تتناسب  علاقة  ذو   الريبي 

الطرق  أكثر  إحدى  هي  كيو  سي  دلتا  دلتا  طريقة  وإنّ 

المتعارف عليها لتحديد الاختلافات في التركيز في ما بين 

واحد حيث  مرجعي  مع جين  التطبيع  على  وتقوم  العينات 

يتم احتساب الفرق بين قيم دلتا الجينات المستهدفة و دلتا 

الجينات المرجعية وتتم مقارنة دلتا سي كيو Cq من العينات 

المستهدف  الجين  تضخيم  يتم  أن  يجب  مباشرة.  المختلفة 

مقارنتها  اجل  من  فعالة  بطريقة  المرجعي  الجين  دلتا  و 

الأهم. دقتها  تكون  ما  بقدر  الطريقة  شهرة  تهم  لا   بدقة. 

ومع ذلك، طورت نماذج أكثر عمومية لتصحيح الاختلافات 

باستخدام  والسماح   ،)62( الكمي  التضخيم  كفاءة  في 

جينات مرجعية متعددة )30(.

أن  يجب  المتسلسل  البلمرة  تفاعل  تضخيم  كفاءة 

توفر  المعايرة  هذه  مثل  لأن  المعايرة،  منحنيات  في  تقرأ 

بساطة، وسرعة، ومؤشر استنساخ لمتوسط ​​كفاءة تفاعل 

التضخيم من  وينبغي أن تحدد كفاءة  المتسلسل.  البلمرة 

وعلى وجه التحديد,  منحدر سجل الخطي لمنحنى المعايرة, 

 slope/1–10 ل  المساوية  المتسلسل  البلمرة  تفاعل   كفاءة 

)المتغير  الأول  القالب  تركيز  لوغاريتم  يكون  عندما 

 Cq كيو  سي  و  السيني  المحور  علي   المستقل)مرسوم 

فان  الصادي.  المحور  علي  مرسوم  التابع(  )المتغير 

كميه  أن  إلي  يشير   ”100%“ الاقصي  النظري  الحد 

يتم  المثالية  الناحية  فمن  دورة،  كل  في  يتضاعف  المنتج 

تقدير متوسط كفاءات سي أي او اس اي CI or SE من 

المتكررة. المعايرة  منحنيات 

7.3 الضوابط وأجهزة القياس الكمي
بالإضافة إلى عدم وجود ضوابط للنسخ العكسي في تفاعل 

البلمرة المتسلسل الكمي المذكور أعلاه، فانه من الضروري 

وضع ضوابط إضافية و- أو أجهزة لقياس جميع تفاعلات 

البلمرة المتسلسل الكمي. تكشف ان تي سي )NTC( تلوث 

كما  المجسات  تستخدم  عندما  المتسلسل  البلمرة  تفاعل 

ثنائي  مثل  المقصودة  غير  التضخيم  نواتج  تمييز  يمكنها 

الجزئيات )المثنوي( من نواتج تفاعل البلمرة المتسلسل الناتج 

أخضر  كلون  المستعملة  اللامتناسقة  السيانين  صبغة  من 

للحامض النووي )SYBR Green I(. وينبغي أن تدرج ان تي 

سي )NTC( على كل طبق أو مجموعة من العينات وتنشأ 

يمكننا  المثال  سبيل  على  العينات،  رفض  لحالات  بيانات 

 تجاهل قيمة Cq اذا كان تركيز قيمة Cq لأقل تركيز غير 

معروف هي )35(.

النووية  الأحماض  في  الإيجابية  الضوابط  إنّ 

وفحص  لرصد  مفيدة  التجريبية  العينات  من  المستخرجة 

ضرورية  وتكون  الوقت،  مرور  مع  تحدث  التي  المتغيرات 

عندما لا يتم تنفيذ منحنيات المعايرة في كل عملية. 

مستهدفة  جزيئات  الكمي  القياس  أجهزة  تكون  قد 

قطعة  أو  الاصطناعي  الريبي  النووي  الحمض  مثل  نقية 

من الحمض النووي التي تمتد لتغطي كامل تفاعل البلمرة 

الحمض  النووي,  الحمض  بلازميد  تركيبات  المتسلسل، 

الحمض  البلازميدات،  في  المستنسخ  التكميلي  النووي 

الحمض  مجمعات  المختبر،  في  المستنسخ  الريبي  النووي 

أو  الريبي  النووي  الحمض  المرجعية،  الريبي  النووي 

المعايير  أو  معينة،  بيولوجية  عينات  من  النووي  الحمض 

البيولوجية المعترف بها دوليا عندما تصبح متاحة. ينبغي 

النووي  ناقل الحمض  من  تركيز محدد  تخفيفي ذي  عمل 

10الي  من  القولونية  الإشريكية  أو  الخميرة  )إما  الريبي 

الأمراض  مسببات  عن  للكشف  لتر(.  لكل  نانوجرام   100

البشرية، يمكن تخفيف المعايير في عينة الضابط السلبي 

التي تحتوي إما علي الحمض النووي الريبي أو الحمض 

النووي، أو قد تخفف في البلازما البشرية السليمة، وبعد 

ذلك يمكن إجراء تحلل في وجود الحمض الريبي النووي 

الأعمال  من  سلسلة  في  القالب  تحضير  يمكن  الناقل. 

حيث  المتتالية.  والإذابة  التجمد  عملية  لتجنب  التخفيفية 

ينبغي إعداد دفعة جديدة عند الكشف عن تحول في قيمة 

Cq ما بين 0.5 إلي 1. بدلا من ذلك، يمكن تخزين محاليل 

منحنيات المعايرة لمدة أسبوع في 4 درجات مئوية ومن ثم 

التخلص منها.
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في  الاختلاف  حول  كثيرة  تفسيرات  هنالك  الدقة   7.4.4
نتائج تفاعل البلمرة المتسلسل الكمي بما في ذلك الاختلاف 

التلدين،  فترة  نهاية  على  تؤثر  التي  الحرارة  درجات  في 

أخطاء  في  والمتمثلة  التركيز  في  والاختلاف  والتمسيخ، 

المص، و العشوائية. 

تتغير عادة الدقة في تفاعل البلمرة المتسلسل الكمي 

ومن  المستنسخة  النسخ  عدد  وانخفاض  التركيز  تغير  مع 

تتم  التي  المتكررة  الاختلافات  ذكر  يجب  المثالية  الناحية 

دي  اس  الخطأ  بمجالات  تسمى  فقرة  في  التجربة  داخل 

المكررة.  العينات  مع  المعايرة  منحنيات  شكل  في  أو   SD 

في  التباين  عن  للتعبير  استخدامها  لكن يمكن   CIs (29(

 CVs مع Cqs أعداد النسخ أو التركيزات. وينبغي التمييز

الاختلاف  مع  الفني  الاختلاف  هذا  استخدام  ينبغي  لا 

البيولوجي يمكن أن يعطينا  التطابق  البيولوجي، حيث أن 

البلمرة  تفاعل  نتائج  في  للاختلافات   الإحصائية  الدلالة 

في  أما  العلاجات.  أو  الجماعات  بين  الكمي  المتسلسل 

أن  أيضا  الضروري  من  يكون  فقد  التشخيص  فحوصات 

يقدم تقرير عن دقة التجربة بين المواقع والشركات المختلفة.

 MULTIPLEX qpcr 7.5
تفاعل  إلي حد كبير من طاقة تحليل  الملتيبلكس  قد ذادت 

البلمرة المتسلسل الكمي خاصة عند تطبيقها علي الكشف 

التلقائي للطفرات )67(. حيث يتطلب ذلك عرض أدلة تثبت 

أن القياس الكمي الدقيق لأهداف متعددة في أنبوب واحد 

ليس اختلالا تكون متساوية حتى عندما يستخدم الفحص 

لهدف واحد. هذا الشأن له أهمية خاصة )LOD( أن كفاءة 

الفحص بمعنى عند تشارك أهداف أقل في التضخيم مع 

أهداف وفيرة للغاية.

8 تحليل البيانات

وتقييم  الخام،  البيانات  فحص  البيانات  تحليل  يتضمن 

يتم  حيث  وذكرها  النتائج  واستخراج  ووثوقيتها،  جودتها 

وصف مجموعة البيانات المختلفة وطرق عملها حيث أظهر 

الكمي  المتسلسل  البلمرة  تفاعل  أن تحاليل  للبيانات  تقييم 

تختلف كثيرا في أدائها )68(.

ومن الضروري توفير معلومات مفصلة عن طرق تحليل 

مواصفات  مع  جنب  إلى  جنبا  فعاليتها،  ومدى  البيانات 

القيم  لتحديد  أساليب  ذكر  يجب  المستخدمة.  البرمجيات 

توثيق  يتطلب  البيانات.  هذه  مثل  في  والتصرف  المتطرفة 

كمي  هدف  لكل  المعايرة  منحنيات  تضمين  يجب 

المعلومات  هذه  إتاحة  يمكن  بحيث  المقدمة  المخطوطة  مع 

للمراجعين؛ يجب تضمين المنحدرات الصادية المستمدة من 

تلك الانحناءات في المنشور. إنّ الاختلافات في كفاءة تفاعل 

ذات  معايرة  منحنيات  عنه  ينتج  التسلسلي سوف  البلمرة 

قيم  فإن الاختلافات بين  لذلك،  ونتيجة  انحدارات مختلفة، 

سي كيو Cq للاهداف والمراجع لن تظل ثابتة في ظل تغيير 

كمية القالب, وعليه سوف تكون حسابات التركيزات النسبية 

غير دقيقة، مما يسفر عن نتائج مضللة. 

حيث يجب الاشتباه في قيم ال سي كيو Cq الاقل من 

40 نسبه لكفاءتها المتدنية ويفضل عدم ذكرها. مع ذلك، فإن 

استخدام قطع ال سي كيو Cq التعسفي ليست مثالية، لأنها 

قد تكون إما منخفضة جدا )القضاء على نتائج صحيحة( 

أو عالية جدا )زيادة نتائج ايجابيه كاذبة( )26(.

7.4.2 النطاق الديناميكي الخطي يجب أن يوصف النطاق 
الديناميكي للتفاعل علي أنه تفاعل خطي )من أعلى إلى أدنى 

عدد نسخ قابلة للقياس الكمي التي أنشئت بواسطة منحنى 

المعايرة(. واعتمادا على القالب المستخدم لتوليد منحنيات 

المعايرة، وينبغي أن يشمل النطاق الديناميكي ما لا يقل عن 3 

   .5 or 6 log10  ترتيبات وان تكون مثالية ويتراوح تركيزها بين 

الزمني  الفاصل  المعايرة الخطي  يجب أن يتضمن منحنى 

الأحماض النووية المراد قياس كميتها، لأن المستويات الأقل 

تركيزا في التحديد الكمي تكون عادة ضعيفة، كما ينبغي 

أن يحدد الاختلاف في أقل تركيز ضمن الفاصل الزمني 

الخطي. يجب ذكر معاملات الارتباط )قيم r2( ومن الناحية 

خلال  من  خطية  ديناميكية   CIs تقدم  أن  ينبغي  المثالية، 

مجموعة كاملة.

يتم فيه  التركيز الأقل الذي  LOD 7.4.3 يعرّف LOD بأن 
أخرى،  وبعبارة  الايجابية.  العينات  من   95% عن  الكشف 

ضمن مجموعة متكررة يحتوي الهدف فيها علي اقل نسبة 

تركيز و لا تكون نسبه فشل التفاعل أكثر من %5. أن العدد 

الأدنى من نسخ تفاعل البلمرة المتسلسل محدود،ولا يمكن 

استخراج 3 نسخ تفاعل البلمرة المتسلسل. وفي هذه الحال 

إذا تم إجراء تفاعلات متعددة حينها يمكن الحصول علي 

القياس الكمي لأقل تركيز عبر نظام تفاعل البلمرة المتسلسل 

الرقمي. )29، 63، 64(. في الواقع، يمكن التحقق من معايرة 

نسبة  أن  لتظهر  التخفيف  من  الحد  طريق  عن  التركيز 

التفاعلات الفاشلة والناجحة تتبع توزيع بواسون.
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8.2 المتغيرة 
 ينافس التفاوت المتأصل في النظام البيولوجي أو يتجاوز 

هذا  يلاحظ  ما  وغالبا  المجموعات  بين  المتغيرة  التجربة 

لزيادة  البيولوجية  التطبيقات  تستخدم  عندما  الاختلاف 

الدلالة الإحصائية للتجربة. علي الرغم من أن الاختلافات 

بين التطبيقات البيولوجية قد تكون كبيرة، إلا أن كمية كافية 

تسمح بتمييز اصغر الاختلافات في التجربة.

للتعامل  نموذجيا  مثالا  تقدم  مقالات  مؤخرا  نشرت   

ذات  البيانات  استخلاص  وكيفية  البيانات  هذه  مثل  مع 

خاضعة  المعايرات  من  البيولوجية  الناحية  من  المغزى 

للتغيير بيولوجية عالية من المقايسات المعرضة للاختلافات 

البيولوجية.هنالك العديد من العوامل التي تساهم في تباين 

لتحقيق  اللازمة  البيولوجية  التطبيقات  علي  وتؤثر  التجربة 

قوة إحصائية معينة وبناء على ذلك، فان تحليل القوة مفيد 

لتحديد عدد العينات اللازمة لاستنتاجات صحيحة.

8.3 التحليل النوعي 
تستخدم تقنية تفاعل البلمرة التسلسلي للكشف عن مجرد 

وجود الحمض النووي، بدلا من تحديد ذلك بدقة ويشار إليه 

بتفاعل البلمرة التسلسلي النوعي والذي يستخدم على نطاق 

واسع في تشخيص العوامل المسببة للأمراض. إنّ المشكلة 

في التقييم الكمي أو النوعي لتقنية تفاعل البلمرة التسلسلي 

هو أن دقه الإجابة ب لا أو نعم تحتاج إلي معرفه حساسية 

التقنية عند نهاية التفاعل. وبناء ً علي ذلك يجب تقديم معلومات 

فيما  والفحص خاصة  الأداء  النوعي و خصائص  الفحص 

يتعلق بالنقاط التي نوقشت في الأقسام 7.4.2 و 7.4.3.

الاستنتاجات

لفحوصات  الجودة  لضمان  التدابير  ضمان  ضرورة  إنّ 

 )86–75  ،44  ،25( عليها.  المتعارف   RT-qPCR و   qPCR

بدقة  النووي  الحمض  كمية  تحديد  بإمكانها  التقليدية  إنّ 

بين  الرئيسي  الفرق  هي   qPCR تقنية  و   PCR شديدة، 

التقنية، حيث انه يجب على الشخص تمييز هذا الاختلاف 

التسلسلي يمكن  البلمرة  تفاعل  تقنية  أنّ  الافتراض  وعدم 

أن تترجم مباشرة نحو شكل تفاعل بلمرة تسلسلي كمي. 

الجدول 1 يقدم قائمة مرجعية لإعداد تقارير الدراسة. إنّ 

هنالك  أن  بحيث  مطلوبة  هي  ضرورية  تعتبر  التي  البنود 

آخرين  وباحثين  العمل  بتقييم  للمراجعين  للسماح  حاجة 

لإعادة إنتاجه )E( ومن العناصر المرغوب فيها أيضا والتي 

دقة الفحص التعرف على.Cq وعرض التركيزات المقابلة أو 

لتقييم  )CIs 95%( الأساليب الإحصائية المستخدمة  القيم 

المعلومات  تشمل  أن  يجب  هذه  المثال  سبيل  على  الفروق 

كل من البيانات المتكررة والمستنسخة، إذا كانت متوفرة, 

وكما نوقش على ذكر أن قيمة سي Cq وبالتالي مضلله في 

Cq تكون  بـ سي  حساب عدد النسخ المستنسخة. مقارنة 

غير ملائمة يجب توفير معلومات عن الأساليب المستخدمة 

لتقييم الدقة، بما في ذلك دلالة إحصائية لمختلف التقارير 

بين المجموعات.

8.1 التطبيع
تفاعل  في تجارب  به  موثوق  أساسي  هو عنصر  التطبيع 

على  تسيطر  العملية  هذه  لأن  الكمي  المتسلسل  البلمرة 

الاستنساخ  ومحصلة  المستخلص  العائد  في  التغيرات 

وضع  يمكننا  بالتالي  و  التضخيم  وكفاءة  العكسي 

مقارنات بين تركيزات الحمض النووي الريبي في العينات 

داخلي  المرجعية كمتحكم  إنّ استخدام الجينات  المختلفة. 

النووي  الحمض  بيانات  لتطبيع  شيوعا  الطرق  أكثر  هي 

إستراتيجية  في  عليها  المتوافق  الطرق  من  وهي  الريبي 

بتجربتها  فائدتها  من صحة  التحقق  يجب   .)69( التطبيع 

تجريبية  بتصاميم  خلايا  أنواع  أو  معينة  أنسجة  علي 

الوعي  زيادة  وجود  من  الرغم  وعلى  للأسف،  و  محددة. 

أن  من  الرغم  وعلى  المنهجية  صحة  من  التحقق  لأهمية 

المعروف وعلى نطاق واسع أن الآثار المحتملة مضللة إلى 

غير  بصورة  المرجعية  الجينات  استخدام  من  كبير  حد 

ملائمة للتطبيع إلا أن هذه الاعتبارات أيضا لا تزال تهمل 

العديد من  لذلك، لا تزال  على نطاق واسع )70(. ونتيجة 

التحليلات الجزيئية من تفاعلات البلمرة التسلسلي الكمي 

تحتوي على بيانات سيئة التطبيع.

يتضمن التطبيع ذكر نسب تركيزات الحمض النووي 

الريبي المرسل في الجينات التي تهم تلك الجينات المرجعية 

المرسل  الريبي  النووي  الحمض  عن  التعبير  ينبغي  حيث 

بطريقة ثابتة علي أن تظهر تركيزاته ارتباط قوي مع كمية 

الحمض النووي الريبي المرسل الموجودة في العينات. 

إنّ التطبيع ضد إحدى الجينات المرجعية غير مقبول 

ليؤكدوا  واضحة  أدلة  سيقدمون  المحققون  كان  إذا  إلا 

التجريبية  الظروف  ظل  في  التعبير  ثابت  بأنه  للمراجعين 

يجب  المرجعية  الجينات  واختيار  الأمثل  والعدد  الموضحة 

تحديده تجريبيا و بالطرق المذكورة )71، 73(.
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ينبغي أن تندرج إذا أمكن لكنه قد لا يكون متاحا في جميع 

الحالات حيث )D( أن الامتثال السليم لجميع البنود المدرجة 

عن  الأولي  للكشف  ضروريا  ليس  المرجعية  القائمة  على 

مئات الأهداف. تم التعرف مرة واحدة في مجموعة محدودة 

ينبغي وصف  ذلك  ومع  20 هدفا(  من  )اقل  الأهداف  من 

المضافة المرجعية  قبل  من  مفصل  هو  كما  الاختبار   أداء 

http://www.rdml.org/miqe/.

التوجيهية  المبادئ  هذه  من  الغرض  إنّ  وباختصار، 

يقوم على 3 أشياء:-

تمكين المؤلفين من تصميم وتقديم تقارير تجارب تفاعل  	1

البلمرة التسلسلي الكمي التي لديها القدر الأكبر من 

ومقارنتها  المقدمة  المخطوطات  ونوعية  الكامنة  القيمة 

بالمعايير المعمول بها. 

تقنية  جودة  قياس  والمحررين  للمراجعين  السماح  	2

المخطوطات المقدمة لقاء مقياس معتمد

الدراسات  في  الموصوفة  التجارب  إعادة  تسهيل  	3

المنشورة التي تتبع هذه المبادئ التوجيهية.

هذه  يستعمل  الذي  الاستقصاء  ان  لذلك،  ونتيجة 

تكون  معطيات  ينتج  سوف  والمطبقة  الواسعة  التكنولوجيا 

المطاف،  نهاية  في  و  للمقارنة  قابلية  وأكثر  اتساقا  أكثر 

ستكون جديرة بالثقة بصورة أكبر.

تعريب صحيح عن النص الانكليزي المرفق ربطا

المترجم المحلَّف ميلاد نجيم

بيروت، في 20 مايو / أيار 2013

This article has been translated with the permission of AACC. AACC is not responsible for the accuracy of the translation. The views presented are those of the authors and 
not necessarily those of the AACC or the Journal. Reprinted from Clin Chem, 2009; 55:611-622, by permission of AACC. Original copyright © 2009 American Association for 
Clinical Chemistry, Inc. When citing this article, please refer to the original English publication source in the journal, Clinical Chemistry.
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