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Введение
Настоящий стандарт разработан для подтверждения аналитических требований в отношении ко­

личественного определения специфических последовательностей (мишеней) нуклеиновых кислот. Он 
также может быть применим для расширенного биопроизводства, биологических исследований и раз­
работок, промышленной биотехнологии, инженерной биологии и передовой терапии, где необходимо 
продемонстрировать качество продукции, основываясь на измерениях и количественном определении 
специфических последовательностей-мишеней нуклеиновых кислот.

Количественное определение последовательностей-мишеней нуклеиновых кислот — это сквоз­
ное функциональное измерение, которое оказывает широкое воздействие на многие аспекты биотехно­
логии. Например, количественное определение биомаркеров нуклеиновых кислот с целью мониторинга 
эффективности биопроцессов и их соответствия качеству по расчетным параметрам для биофармати- 
ческого производства и промышленной биотехнологии, характеристика чистоты и качества клеточных 
лекарственных препаратов для передовой терапии (ATMPs); оценка числа копий гена для оценивания 
активности и терапевтической эффективности генной терапии и аналитики контроля процессов для 
применения при редактировании генома и инженерной биологии.

Основополагающий метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) изменил сферу анализа нуклеи­
новых кислот благодаря ее надежности и простоте. Научно-техническое развитие оборудования оказа­
ло воздействие на широкий спектр методов/приборов для количественного определения нуклеиновых 
кислот, основанных на ПЦР, и привело к последующему развитию таких методов, как:

- количественная ПЦР в реальном времени (кПЦР), предлагающая методы количественной оцен­
ки молекул ДНК и РНК относительно калибровочного материала или независимой пробы;

- цифровая ПЦР (цПЦР), предлагающая возможность выполнения количественного определения, 
отслеживаемого до СИ, посредством метода молекулярного подсчета, без необходимости построения 
калибровочной кривой.

Однако, проведение количественного определения нуклеиновых кислот на высоком уровне ана­
литического качества может быть проблематичным. Например, широко известно, что загрязненные 
или разложенные экстракты нуклеиновой кислоты могут повлиять на точность количественной оценки. 
Так же, плохо проработанный анализ кПЦР или цПЦР с низкой производительностью амплификации 
и специфичностью праймера может повлиять на точность количественной оценки. Кроме того, такие 
аспекты, как калибровочные растворы, градуировочные кривые, корректировка данных и обработка, 
могут оказать сильное влияние на точность количественной оценки последовательностей-мишеней ну­
клеиновых кислот.

Настоящий стандарт позволит улучшить достоверность получаемых данных, будет способство­
вать выбору и оптимизации процедур и обеспечит поддержку рабочих параметров, которые можно 
использовать при проведении количественного определения последовательностей-мишеней нуклеи­
новых кислот. Данные отраслей биотехнологии и биологической науки с высокой достоверностью из­
мерений обеспечат взаимосогласованность данных, улучшенное качество продукции, сниженные риски 
и затраты и будут способствовать международной торговле.

В настоящем стандарте использованы следующие формулировки:
- «должен» указывает на требование;
- «следует» — на рекомендацию;
- «возможно» — на разрешение;
- «может» — на возможность или способность.
Более подробные данные приведены в Директивах ИСО/МЭК, часть 2.

IV
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Н А Ц И О Н А Л Ь Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т  Р О С С И Й С К О Й  Ф Е Д Е Р А Ц И И

БИОТЕХНОЛОГИЯ

Требования к оценке эффективности методов количественного определения 
последовательностей нуклеиновых кислот-мишеней.

Количественная ПЦР и цифровая ПЦР

Biotechnology. Requirements for evaluating the performance of quantification methods for nucleic acid target sequences.
qPCR and dPCR

Дата введения — 2024—03—01

1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает общие требования к оценке эффективности и обеспечению 

качества методов определения последовательностей нуклеиновых кислот (мишеней).
Настоящий стандарт применим к количественному определению последовательностей ДНК (де­

зоксирибонуклеиновая кислота) и РНК (рибонуклеиновая кислота) мишеней, используя методы ампли­
фикации либо цифровой ПЦР (цПЦР), либо количественной ПЦР в реальном времени (кПЦР). Он при­
меняется к последовательностям-мишеням, присутствующим в молекулах нуклеиновых кислот, включая 
двухцепочечную ДНК (дцДНК), такую как геномная ДНК (гДНК) и плазмидная ДНК, одноцепочечную ДНК 
(оцДНК), комплементарную ДНК (кДНК) и одноцепочечную РНК (оцРНК), включая рибосомальную РНК 
(рРНК), матричную РНК (мРНК) и длинную и короткую некодирующую РНК [микроРНК (миРНК) и корот­
кую интерферирующую РНК (киРНК)], а также двухцепочечную РНК (дцРНК).

Настоящий стандарт применим к нуклеиновым кислотам, полученным из биологических источ­
ников, таких как вирусы, прокариотические и эукариотические клетки, бесклеточные биологические 
жидкости (например, плазма или клетки) или лабораторных источников [например, олигонуклеотиды, 
синтетические генетические конструкции и транскрибированная in vitro (IVT) РНК].

Настоящий стандарт не применим к количественному определению очень коротких ДНК олигону­
клеотидов (<50 оснований).

Настоящий стандарт включает:
- аналитический план, включая методы количественного определения (количественное опреде­

ление числа копий нуклеиновой кислоты с использованием калибровочной кривой, как в кПЦР, или по­
средством подсчета молекул, как в цПЦР, количественный анализ относительно независимой пробы и 
пропорциональные измерения), и использование контрольных проб;

- количественную оценку общей массовой концентрации нуклеиновой кислоты и контроль каче­
ства пробы нуклеиновой кислоты, включая оценку качества нуклеиновой кислоты (чистота и целост­
ность);

- метод ПЦР-анализа, оптимизацию, испытание на специфичность с помощью компьютерного мо­
делирования и в лабораторных условиях;

- контроль и анализ качества данных, включая критерии приемки, установку пороговых значений 
и нормализацию;

- валидацию метода (прецизионность, линейность, предел количественного определения, предел 
обнаружения, правильность и устойчивость) по определенным требованиям для кПЦР и цПЦР;

- подходы к установлению метрологической прослеживаемости и оценке неопределенности из­
мерений.

Издание официальное
1
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Настоящий стандарт не устанавливает критерии или требования к отбору проб биологического 
материала или обработке биологических проб (т. е. сбор, сохранность, транспортирование, хранение, 
обработка и экстракция нуклеиновой кислоты). Также он не устанавливает требования и критерии от­
бора проб для специфических областей применения (например, продукты питания или клиническое 
применение, где могут возникать определенные проблемы с матрицей).

2 Нормативные ссылки
В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие стандарты [для дати­

рованных ссылок применяют только указанное издание ссылочного стандарта, для недатированных — 
последнее издание (включая все изменения)]:

ISO/IEC Guide 98-3:2008, Uncertainty of measurement — Part 3: Guide to the expression of uncertainty 
in measurement (GUM:1995) [Неопределенность измерения. Часть 3. Руководство по выражению не­
определенности измерения (GUM:1995)]

ISO/IEC Guide 99, International vocabulary of metrology — Basic and general concepts and associated 
terms (VIM) [Международный словарь по метрологии. Основные и общие понятия и соответствующие 
термины (VIM)]

3 Термины и определения

В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определениями.
ИСО и МЭК ведут терминологические базы данных для использования в области стандартизации 

по следующим адресам:
- платформа онлайн-просмотра ИСО: доступна по адресу: http://www.iso.org/obp;
- Электропедия МЭК: доступна по адресу: http://www.electropedia.org/.
3.1 ампликон (amplicon): Особый фрагмент ДНК или РНК, который является продуктом техноло­

гии амплификации ДНК, таким как цепная реакция полимеризации (ПЦР).
[ИСО 13495:2013, 3.3.1]
3.2 график амплификации (amplification plot): Графическое изображение генерации сигнала ре­

портера (как правило, флуоресцентного) во время реакции кПЦР или цПЦР

П р и м е ч а н и е  1 — Для систем кПЦР и некоторых систем цПЦР график амплификации показывает взаи­
моотношение между номером цикла (ось х) и флуоресцентным сигналом (ось у).

П р и м е ч а н и е  2 — Для конечной точки цПЦР отображается флуоресцентный сигнал каждого разделения 
цПЦР. Для одного флуорофора одномерный график амплификации показывает число разделений (ось х) против 
конечного флуоресцентного сигнала (ось у). Многомерный график амплификации показывает флуоресцентный 
сигнал для каждого канала детектора на каждой оси.

3.3 калибровочная кривая; градуировочная кривая (calibration curve; standard curve): Выраже­
ние соотношения между показанием и соответствующим измеренным значением величины.

[Руководство ИСО/МЭК 99:2007, 4.31, изменено — примечания исключены]
3.4 калибратор (calibrator): Эталон, используемый при калибровке.

П р и м е ч а н и е  1 — Термин «калибратор» используют только в определенных областях.

Пример — Пробу межпланшетного калибратора для кПЦР часто включают в каждый планшет 
для кПЦР в исследовании, включающем несколько планшетов для кПЦР или экспериментах, что­
бы компенсировать отклонения между планшетами из-за факторов измерения приборов, таких как 
установки базовой линии и пороговых значений. Межпланшетный калибратор содержит целевую(ые) 
последовательность(и), выявляемую(ые) при ПЦР-анализе и измеренную(ые) с помощью того ПЦР- 
метода, что и анализируемые пробы.

[Руководство ИСО/МЭК 99:2007, 5.12, изменено — добавлен пример]
3.5 комплементарная ДНК; кДНК (complementary DNA; cDNA): Одноцепочечная ДНК, компле­

ментарная для данной РНК и синтезированная в присутствии обратной транскриптазы для использова­
ния в качестве матрицы для ДНК амплификации.

3.6 число копий (copy number): Количество молекул (копий), содержащих определенную после­
довательность нуклеиновой кислоты.

2
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[ИСО 16577:2016, 3.28, изменено — «ДНК последовательности» заменено на «содержащих опре­
деленную последовательность нуклеиновой кислоты»]

3.7 концентрация числа копий (copy number concentration): Количество молекул (копий), содер­
жащих определенную последовательность нуклеиновой кислоты в определенном объеме.

3.8 цикл количественного определения Cq (quantification cycle Cq): <кПЦР> цикл, при котором 
флуоресценция от реакции пересекает определенное пороговое значение, при котором сигнал может 
быть отделен от фоновых значений.

П р и м е ч а н и е  1 — Цикл количественного определения — это общий термин, который включает порого­
вое значение цикла (Cf), точку пересечения (Ср), точку отсчета и все остальные специальные термины приборов, 
относящиеся к дробному циклу, используемые для количественного определения концентрации мишеней в анали­
зе кПЦР.

П р и м е ч а н и е  2 — Цикл количественного определения основывается либо на пороговых значениях, при­
меняемых ко всем пробам, либо на регрессионном анализе сигнала, для каждой пробы.

[ИСО 16577:2016, 3,32 изменено в соответствии с Руководством MIQE [1] — добавлены примеча­
ния 1 и 2]

3.9 дельта Cq, \ C q (delta Cq, ACq)\ Разница между двумя значениями Cq, ACq = Cq -  Cq 2̂y
3.10 цифровая ПЦР; цПЦР (digital PCR; dPCR): Процедура, при которой матрицы нуклеиновых 

кислот распределяются во множество ячеек номинально эквивалентного объема таким образом, чтобы 
некоторые ячейки содержали матрицу, а другие нет, с последующей ПЦР-амплификацией последова­
тельностей-мишеней и детектированием специфических ПЦР-продуктов, при условии подсчета количе­
ства ячеек с положительным и отрицательным сигналами для матрицы-мишени.

П р и м е ч а н и е  1 — Считается, что последовательности-мишени нуклеиновых кислот распределены по 
ячейкам случайным образом и независимо во времени процесса разделения.

П р и м е ч а н и е  2 — Подсчет положительных и отрицательных ячеек, как правило, основывается на де­
тектировании конечной точки ПЦР-продуктов с последующим циклическим температурным воздействием, однако, 
контроль кПЦР в реальном времени кумуляции ПЦР продукта также возможен для некоторых цПЦР-платформ.

3.11 требуемый ген; GOI (gene of interest; GOI): Исследуемая последовательность-мишень гена.
3.12 значение лямбда к (lambda value; X): Среднее число мишеней на ячейку цПЦР, на основе 

доли капель, в которых произошла амплификация.

П р и м е ч а н и е  1 — Основные величины цПЦР для расчета лямбды — это количество положительных 
ячеек (NP) и общее количество ячеек (NT).

3.13 предел количественного определения; LOQ (limit of quantification; LOQ): Наименьшая кон­
центрация или количество последовательностей-мишеней нуклеиновой кислоты на определенный объ­
ем, которую(ый) можно измерить с приемлемым уровнем достоверности в соответствии с условиями, 
указанными в методе.

П р и м е ч а н и е  1 — Как правило, выражается как (фактическое) значение сигнала или измерения, которое 
дает оценку с определенным коэффициентом вариации (CV).

[ИСО 16577:2016, 3.91, изменено — заменено «содержание изучаемого аналита» на «количество 
последовательностей-мишеней нуклеиновой кислоты», «количество матриц» на «объем» и «относи­
тельное среднеквадратическое отклонение (RSD)» на «коэффициент вариации (CV)»]

3.14 предел обнаружения; LOD (limit of detection; LOD): Значение измеренной величины, полу­
ченное с применением методики измерения, для которой вероятность ложного утверждения об отсут­
ствии компонента в материале есть (3, при условии, что есть вероятность а ложного утверждения о его 
присутствии.

[Руководство ИСО/МЭК 99:2007, 4.18, определение для «предела обнаружения»; примечания ис­
ключены]

3.15 линейность (linearity): Способность метода анализа в определенном диапазоне давать ана­
литический сигнал или результаты, пропорциональные количеству последовательностей-мишеней ну­
клеиновой кислоты, определяемой в лабораторной пробе.

П р и м е ч а н и е  1 — В случае кПЦР порог цикла пропорционален логарифму по основанию 10 количества 
последовательностей-мишеней нуклеиновой кислоты.
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П р и м е ч а н и е  2 — Термин «линейность» часто связан с диапазоном линейности метода и означает спо­
собность метода предоставить сигнал или результат, прямо пропорциональный концентрации последовательно­
сти-мишени нуклеиновой кислоты.

[ИСО 16577:2016, 3.92, изменено — добавлены примечания 1 и 2; «количество аналита» замене­
но на «количество последовательностей-мишеней нуклеиновой кислоты»]

3.16 измеряемая величина (measurand): Величина, подлежащая измерению.

П р и м е ч а н и е  1 — Спецификация измеряемой величины требует знаний рода величины, описания яв­
ления, тела или вещества, которым присуща эта величина, включая любые существенные составляющие, в том 
числе и химические.

П р и м е ч а н и е  2 — Во втором издании VIM и в МЭК 60050-300:2001 измеряемая величина определяется 
как «величина, являющаяся объектом измерения».

П р и м е ч а н и е  3 — Измерение, включая измерительную систему и условия, при которых оно выполня­
ется, может изменить явление, тело или вещество таким образом, что измеренная величина может отличаться от 
измеряемой величины по определению. В этом случае необходимо вводить соответствующую поправку.

Пример 1 — На количество гена-мишени, измеренного с помощью ПЦР, влияет длина ампликона 
ПЦР-анализа и размер фрагмента матрицы (~ < длина ампликона).

Пример 2 — Денатурация ДНК в пробе в ssDNA влияет на количественное определение с помощью 
цПЦР, так как две нити разделены.

[Руководство ИСО/МЭК 99:2007, 2.23, изменено — изменены примечание 3 и примеры, и исклю­
чено примечание 4]

3.17 кривая плавления (melting curve): Анализ, описывающий характеристики диссоциации 
двухцепочечной ДНК, наблюдаемой при нагревании.

[ИСО 16577:2016, 3.107, изменено — исключено примечание 1]
3.18 температура плавления Тт (melting temperature Тт)\ Температура, при которой 50 % спи­

ралей двухцепочечной ДНК диссоциированные, так как спираль ДНК плавится в определенном темпе­
ратурном диапазоне, а не при одной четко обозначенной температуре.

[ИСО 16577:2016, 3.108]
3.19 матричная [информационная] РНК; мРНК (messenger RNA; mRNA): Подтип рибонуклеи­

новой кислоты, служащий матрицей для синтеза белка.
3.20 безматричный контроль; NTC (no template control; NTC): Контролируемая реакция, содер­

жащая все реактивы, за исключением экстрагированной пробы матричной нуклеиновой кислоты.

П р и м е ч а н и е  1 — Эта контролируемая реакция используется для демонстрации отсутствия загрязняю­
щих нуклеиновых кислот. Вместо матричной ДНК, например, в реакцию добавляют соответствующий объем воды, 
не содержащей нуклеиновых кислот. Иногда используют термин «контроль ПЦР-реактива».

3.21 нормализация (normalization): Изменение измеренного количества последовательности- 
мишени нуклеиновой кислоты путем вычитания (С^-шкала) или деления (линейная шкала) на количе­
ство или количества параметров, которые отражают неспецифические технические факторы.

3.22 ячейки (partitions): Капли или полости номинально эквивалентного объема, в которых смесь 
цПЦР реагентов случайным образом распределяется, а затем амплифицируется с помощью ПЦР

3.23 ПЦР-анализ; анализ (PCR assay, assay): Метод измерения кПЦР (см. 3.25) или цПЦР 
(см. 3.10) с использованием заданных олигонуклеотидных праймеров (и, в некоторых случаях, зонда 
или зондов), который используется для идентификации и/или количественного определения целевых 
нуклеиновых кислот.

3.24 эффективность ПЦР Е (PCR efficiency Е): Фракции молекул, амплифицируемые в каждом 
цикле ПЦР.

Пример — Если пробирка содержит 100 молекул-мишеней, а после одного цикла ПЦР содержит 
180 молекул, то Е = 0,8. Вычисленный коэффициент амплификации регистрируют как процент или 
долю от 1. А 100 %-ная эффективность равна удвоению ампликона в течение каждого цикла.

3.25 количественная ПЦР в реальном времени; кПЦР (quantitative real-time PCR; qPCR): Эн­
зиматическая процедура, сочетающая амплификацию специфических сегментов ДНК in vitro с количе­
ственной оценкой специфических ПЦР продуктов в процессе амплификации.
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П р и м е ч а н и е  1 — В то время как ПЦР воспроизводит копии соответствующей ДНК последовательности, 
флуоресцентный маркер флуоресцирует прямо пропорционально количеству присутствующей ДНК (что теорети­
чески может быть рассчитано путем обратных вычислений для получения исходного количества определенной 
ДНК, присутствующей в пробе перед началом ПЦР).

[ИСО 16577:2016, 3.162, изменено — слово «количественная» добавлено к термину, а «количе­
ственная оценка» к определению]

3.26 референсный ген; эндогенный ген (reference gene; endogenous gene): Ген-мишень, при­
сутствующий в каждой пробе в приблизительно равной концентрации, который устойчив к ответной 
флуктуации в связи с изменениями в биологических условиях или условиях исследования, или стаби­
лен в определенных видах или таксоне.

П р и м е ч а н и е  1 — Референсные гены традиционно считались генами «домашнего хозяйства». Однако 
при измерении РНК, могут использоваться мишени, которые не считаются генами домашнего хозяйства; следова­
тельно, ссылочный термин сейчас — это референсный ген [1].

3.27 обратная транскрипция; RT (reverse transcription; RT): Процесс получения кДНК из матри­
цы РНК, используя ферментативную активность ревертазы, связанной с одним или более олигонукле- 
отидным праймером при подходящем наборе условий.

[ИСО 16577:2016, 3.180, изменено — «ДНК» заменено на кДНК»]
3.28 эффективность обратной транскрипции; эффективность RT (reverse transcription efficiency; 

RT efficiency): Соотношение молекул РНК, преобразованных в кДНК, выраженное в процентах.

Пример — Эффективность RT 80 % означает, что 80 % матриц РНК были преобразованы в кДНК.

3.29 отрицательный контроль RT [RT minus control; RT(-)]: ПЦР с обратной транскрипцией, со­
держащая матричную нуклеиновую кислоту испытуемой пробы и все реагенты амплификации, за ис­
ключением энзимов ревертазы.

П р и м е ч а н и е  1 — Отрицательный контроль RT используют при количественной оценке РНК и фоновых 
величин, получаемых из остаточной геномной ДНК в пробе.

3.30 цПЦР с обратной транскрипцией; RT-цПЦР (reverse transcription dPCR; RT-dPCR): Про­
цесс, с помощью которого нить РНК сначала обратно транскрибируется в свой ДНК-комплемент (ком­
плементарная ДНК или кДНК) с использованием ревертазы, и результатирующая кДНК амплифициру- 
ется с помощью цПЦР.

П р и м е ч а н и е  1 — Этот процесс может быть одно- или двухэтапным.
П р и м е ч а н и е  2 — При одноэтапной RT-цПЦР этапы RT и цПЦР амплификации выполняют один за дру­

гим в одной пробирке с ген-специфическими праймерами.
П р и м е ч а н и е  3 — При двухэтапной RT-цПЦР этапы RT и цПЦР амплификации выполняют как две неза­

висимые реакции. В данном случае этап RT может использовать неспецифические праймеры (т. е. смесь олиго-dT 
праймеров и/или случайных олигонуклеотидов) для получения глобальной кДНК популяции из всех матриц в пробе 
РНК. кДНК затем используют для последующего анализа с помощью цПЦР и исследуют на интересующие после­
довательности с помощью ген-специфических ПЦР-праймеров.

3.31 количественная ПЦР с обратной транскрипцией; RT-кПЦР (reverse transcription qPCR; 
RT-qPCR): Процесс, с помощью которого нить РНК сначала обратно транскрибируется в свой ДНК- 
комплемент (комплементарная ДНК или кДНК) с использованием ревертазы, и результатирующая кДНК 
амплифицируется с помощью кПЦР

П р и м е ч а н и е  1 — Этот процесс может быть одно- или двухэтапным, также как и в случае с RT-цПЦР

[ИСО 16577:2016, 3.181 изменено — добавлено примечание]
3.32 проба (sample): Небольшая часть или количество, взятые из популяции или партии, в идеа­

ле представляющие собой репрезентативную выборку из всего материала.
[ИСО 16577:2016, 3.185]
3.33 специфичность; аналитическая специфичность (specificity; analytical specificity): Способ­

ность методики измерения самостоятельно определить величину, которую необходимо измерить с ее 
помощью.

Пример — Специфичность ПЦР-анализа представляет собой его способность детектировать 
исключительно намеченные мишени, и чтобы на количественную оценку мишени не оказывала влияние
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перекрестная специфичность родственных или потенциально мешающих нуклеиновых кислот или ус­
ловий, относящихся к пробе.

[ИСО 15193:2009, 3.9, изменено — добавлен пример]
3.34 одиночный нуклеотидный полиморфизм; SNP (single nucleotide polymorphism; SNP): Од­

нонуклеотидные позиции в генетической последовательности, встречающиеся с ощутимой частотой в 
популяции.

[ИСО 25720:2009, 4.23]
3.35 однонуклеотидная вариация; SNV (single nucleotide variant; SNV): Вариация последова­

тельности ДНК, встречающаяся, когда одиночный нуклеотид, А, Т, С или G, в геноме (или другая после­
довательность-мишень) отличается в матрицах.

3.36 последовательность-мишень; последовательность-мишень нуклеиновой кислоты
(target sequence; nucleic acid target sequence): Специфическая последовательность ДНК, предназна­
ченная для детектирования, например, с помощью ПЦР

[ИСО 16577:2016, 3.203]
3.37 матрица (template): Нить ДНК или РНК, задающая нуклеотидную последовательность вновь 

синтезированной нити ДНК или РНК, из которых две нити являются комплементарными.
[1ИСО 16577:2016, 3.206]
3.38 испытуемая проба (test sample): Проба, подготовленная для испытания или анализа, всю 

или часть которой используют для испытания или анализа одновременно.
[ИСО 16577:2016, 3.210]
3.39 общая нуклеиновая кислота (total nucleic acid): Общее количество нуклеиновой кислоты в 

пробе после экстракции нуклеиновой кислоты, выраженное как концентрация по массе.

П р и м е ч а н и е  1 — Общая нуклеиновая кислота относится к ожидаемому большинству видов в опреде­
ленном экстракте (например, ДНК или РНК).

4 План проведения определения

4.1 Общие положения

План проведения количественного определения нуклеиновой кислоты должен включать выбор 
соответствующего типа и количества проб, этапы процесса ауторепродукции, контроль, который не­
обходимо включить, потребность в методе случайного отбора проб и стандартную схему определения. 
Особые факторы, которые необходимо учитывать, приведены ниже. Оценка прецизионности анализа 
последовательности-мишени нуклеиновой кислоты на целевом диапазоне испытуемых проб при вали­
дации (см. 8.2) метода анализа должна определять количество воссозданных реакций, выполненных в 
процессе стандартного анализа.

4.2 Метод количественного определения

4.2.1 Общие положения
Выбор методики количественной оценки будет зависеть от применения. Большая часть методо­

логических подходов, которые можно использовать, а также требования к применению, приведены в 
4.2.2—4.2.5.

4.2.2 Определение концентрации нуклеиновой кислоты с помощью количественной ПЦР 
с использованием калибровочной кривой

Калибровочную кривую строят, используя независимые измерительные эталоны с указанными 
абсолютными и относительными концентрациями [например, концентрация количества копий (копий/ 
мкл), стандарты массового соотношения (г/кг), международная система измерений (СИ)], которые име­
ют такую же или аналогичную матрицу, что и испытуемые пробы.

Расхождение результатов калибровочной кривой должно отражать неопределенность измерений 
и распространяться на оценку неопределенности концентраций испытуемой пробы.

Если анализируют РНК, калибровочный стандарт должен содержать РНК и должен пройти такую 
же предварительную обработку, что и испытуемые пробы, т. е. включая этап обратной транскрипции. 
Если анализируют кольцевую ДНК, ее необходимо привести к линейному виду для исключения любой 
сверхспирализации. Если испытуемая проба — это одноцепочечная ДНК (оцДНК) (например, кДНК), то
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стандарты измерения должны либо представлять собой одноцепочечную ДНК, либо формулу калибро­
вочной кривой необходимо изменить, чтобы отразить разницу в 1 единицу Cq, так как матрица оцДНК 
не амплифицируется в первом цикле ПЦР [2].

Калибровочные растворы должны быть равномерно распределены по диапазону концентраций, 
и предпочтительно выходить за его пределы [3]. Необходимо использовать минимум пять различных 
концентраций, каждая как минимум в двух экземплярах.

Концентрации испытуемых проб оценивают по калибровочной кривой. Концентрацию с, вычисля­
ют по формуле

где Cq — Cq испытуемой пробы;

а — отрезок на калибровочной кривой;

Ь — наклон.

П р и м е ч а н и е  — «Абсолютное количественное определение» зачастую используется производителями 
оборудования в отношении оценки концентраций неизвестных проб с помощью калибровочной кривой. Это исполь­
зование термина «абсолютное количественное определение» неправильное, так как калибровочную кривую строят 
с помощью калибровочных растворов известных концентраций.

4.2.3 Определение концентрации количества копий с помощью цПЦР с использованием 
подсчета молекул

цПЦР — это конечное измерение, которое дает возможность определить количество последова­
тельностей-мишеней нуклеиновой кислоты без использования калибровочной кривой. Смесь цПЦР, со­
держащая испытуемый раствор, произвольно распределяется в отдельные ячейки номинально равного 
объема таким образом, чтобы некоторые ячейки не содержали матрицы нуклеиновой кислоты, а другие 
содержали одну или более матричных копий. Ячейки подвергаются термическому циклу до конечной 
точки, а затем считываются, чтобы определить фракции ячеек с положительной реакцией. Необходимо 
использовать статистику Пуассона [4] для оценки количества копий ДНК-мишени.

Среднее количество копий на ячейку А вычисляют по формуле

где А/р — количество положительных ячеек;

NT — общее количество ячеек.
Концентрацию количества копий (копии мкл-1) в цПЦР (СцПцР mjx) вычисляют по формуле

где Vp — средний объем ячейки, нл.
Объем ячейки, используемый в вычислении концентрации количества копий, должен основывать­

ся на эмпирических измерениях, выполненных при валидации оборудования или основанных на опу­
бликованных отчетах, а неопределенность измерений объема ячейки должна быть отражена в суммар­
ной неопределенности измерения концентрации количества копий (см. 10.4).

Если смесь цПЦР и предшествующие разведенные растворы испытуемых проб были приготовле­
ны по объему, концентрацию количества копий (копии мкл-1) в испытуемом растворе С вычисляют по 
формуле

Ь
( 1)

(2)

(3 )

(4)

где D — фактор разведения по объему из испытуемого раствора в смесь цПЦР.
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Если смесь цПЦР и предшествующие разведенные растворы испытуемых проб были приготов­
лены по массе, концентрацию количества копий (копии мкл-1) в испытуемом растворе С вычисляют по 
формуле по сравнению с приготовлением по объему

где р — плотность испытуемого раствора, мг/мкл;

Рцпцр mjx — плотность смеси цПЦР, мг/мкл; 

т — масса испытуемого раствора, мг; 

т цпцр premix — масса предварительно приготовленной смеси ПЦР, мг.

Если матрица одноцепочечная, расчетная концентрация числа копий в испытуемом растворе озна­
чает концентрацию числа копий одноцепочечной матрицы. Если матрица включает конкатемер или тан­
демный повтор последовательности-мишени, матрицу необходимо дигерировать энзимом, имеющим 
участок рестрикции между последовательностями-мишенями, а не в пределах последовательности- 
мишени. Этап дигерирования необходим, чтобы все последовательности-мишени были независимыми 
и могли случайным образом распределиться в процессе разделения. Недостаточное дигерирование 
приведет к заниженной оценке концентрации количества копий мишени.

4.2.4 Относительное количественное определение с помощью кПЦР
Количественное определение нуклеиновой кислоты с помощью данных кПЦР, основанных на зна­

чениях Cq, без использования калибровочной кривой часто называют «относительным количественным 
определением». Так как значения Cq — это логарифмические величины, значение дельта Cq фактиче­
ски выражает измерение отношений между двумя значениями величины.

Первичные значения дельта Cq, вычисленные во время анализа, должны основываться на значе­
ниях Cq двух проб, измеренных в одной и той же ПЦР. Не рекомендуется, чтобы первичные вычисления 
дельта Cq основывались на значениях Cq двух ПЦР-анализов для одной и той же пробы, так как зна­
чения Cq не имеют отношение друг к другу с точки зрения количества мишеней и характеристик неза­
висимой амплификации и пороговые значения различных ПЦР-анализов делают невоспроизводимым 
прямое сравнение [1]. Кроме того, вычисление значений дельта Cq, основанное на двух пробах, по­
зволяет провести конвертацию в линейную шкалу (обычно называемые относительными величинами), 
чтобы учесть эффективность ПЦР (см. 6.2.3), по формуле (см. [5])

где Е — эффективность ПЦР;

ACq — значение дельта Cq.
Из-за отсутствия калибровочной кривой сравнение данных различных исследований требует 

включения межпланшетного калибратора или эталонной пробы, включенной в каждый планшет, чтобы 
нормализовать расхождения в установках пороговых значений [7].

Для измерений вариации числа копий с помощью количественной ПЦР, при условии, что ампли­
фикацию гена или делецию сравнивают с эталонным геном [7], требуется эталонная проба с известным 
соотношением 1:1, чтобы нормализовать возможные расхождения в эффективности количественной 
ПЦР между двумя ПЦР анализами.

Кроме того, процедуры измерения с помощью количественной ПЦР, применяющие методику отно­
сительной количественной оценки, должны включать дополнительную независимую эталонную пробу 
или эталонный контроль материала по каждому планшету количественной ПЦР, чтобы контролировать 
воспроизводимость метода количественного определения со временем, а также, в отличие от исполь­
зования калибровочной кривой (см. 4.2.2), калибратор с независимо присвоенным значением отсут­
ствует, и эффективность ПЦР не измеряют в каждом анализе.

Если статистическая обработка, включая предоставление доверительных интервалов или расши­
ренную неопределенность измерений, основывается на допущении распределения, соответствующее 
допущение необходимо проверить на правильность. Такие проверки могут включать, например, стати­
стическую проверку отклонения от предполагаемого распределения или проверку графика квантиль-

(5)

Относительное количество = (1 + Е)АСд (6 )
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квантиль. Необходимо сгенерировать как минимум 30 независимых единиц данных для любой провер­
ки допущений по распределению.

Пример — Допущение нормальности необходимо проверить с помощью критерия Шапиро-Уилка 
или с помощью графика нормальной вероятности.

П р и м е ч а н и е  — Проверка допущений распределения не устанавливает доказательство определенного 
распределения. Скорее, она указывает на то, что отклонения от предполагаемого распределения не настолько 
большие, чтобы вызвать серьезное беспокойство относительно определенного набора данных.

Если статистический анализ выполняют с использованием логарифмически преобразованных 
данных, доверительные интервалы и неопределенности измерений должны регистрироваться на той 
же шкале. Если логарифмически преобразованные данные преобразовывают в линейную шкалу, до­
верительные интервалы и неопределенности измерений необходимо вычислить [8] или предоставить 
доказательство того, что симметричная аппроксимация доверительного интервала на линейной шкале 
достаточная для покрытия самого большого из двух асимметричных доверительных интервалов.

4.2.5 Определение отношения между двумя мишенями с помощью цПЦР
Для определения отношения (R) между мишенью А и мишенью В в одном и том же испытуемом 

растворе можно использовать двойной анализ цПЦР. При проведении исследования в условиях двой­
ного анализа коэффициенты для объема, массы, плотности и разбавления исключают для двух мише­
ней, и в результате для измерения вычисляют по формуле

R =

1П 1 N P Target А 
NT

In ( ^PTarget В ^
N-,

( 7)

где Nр Target а — количество положительных ячеек для мишени А;

Л/р Target в — количество положительных ячеек для мишени В.

Более подробное руководство по величинам коэффициентов, основанным на цПЦР, приведено в
[4], [7].

4.3 Метод нормализации

Методы количественной оценки, применяющие нормализацию, должны демонстрировать, что ме­
тодика нормализации подходящая.

Нормализация должна минимизировать воздействие технической вариации, или «шума», чтобы 
способствовать определению истинной биологической вариации.

В [9] указано о систематической погрешности амплификации микроРНК (миРНК) в количествен­
ном определении, основанном на кПЦР Это необходимо учитывать для результатов измерений норма­
лизации микроРНК (миРНК).

Нормализация вводит поправку на коэффициенты, влияющие на пробу в целом вместо того, что­
бы являться специфической для мишени нуклеиновой кислоты, и, тем самым, избегает источников 
искаженного измерения неспецифической вариации требуемого гена. Технические коэффициенты, 
контролируемые с помощью метода эффективной нормализации, включают изменчивость элементов 
выборки, порчу пробы при транспортировании и хранении, и выход экстракции нуклеиновой кислоты и 
обратную транскрипцию.

Так как нормализацию обычно применяют к значениям Cq кПЦР, нормализации могут подвергать­
ся как значения Cq, так и значения количества копий.

Существует множество методов нормализации технических расхождений, которые могут подойти 
для анализа ДНК или матричной РНК (мРНК) (экспрессия гена) [10]. Более подробное руководство по 
методам специфической нормализации приведено ниже.

а) Нормализация эталонных генов. Для количественной оценки геномной ДНК (гДНК), данные 
могут быть нормализованы к одному или более эталонным генам. Необходимо оценить много геномных 
локусов, чтобы убедиться, что выбранный маркер является репрезентативным для количества геном-
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ных копий [11]. Используемый(е) эталонный(е) ген(ы) необходимо оценить в части их стабильности в 
типах пробы.

b ) Нормализация уровня экспрессии эталонных генов. Для исследования экспрессии генов це­
левое количество должно быть нормализовано к множественным эталонным генам в силу возможной 
изменчивой экспрессии в одном эталонном гене и последующей систематической погрешности в ана­
лизе GOI [1]. Эталонные гены для измерения мРНК и экспрессии миРНК должны быть эмпирически 
проверены в экспериментальных условиях и на типах проб, к которым применяют данный метод из­
мерения. Можно использовать статистику для определения оптимального количества эталонных генов 
для нормализации [12]— [14].

c) Нормализацию уровня экспрессии всех исследуемых генов часто называют глобальной нор­
мализацией. Этот вариант можно использовать, когда нельзя идентифицировать стабильные гены для 
использования в качестве эталонных (как в некоторых случаях измерения экспрессии миРНК [15] и ис­
следованиях экспрессии одноклеточного гена), при условии, что измерено достаточно большое общее 
количество мишеней. Количество мишеней, необходимых для глобальной нормализации, должно быть 
оценено [16].

d) Нормализация количества используемого материала, в случаях, когда результат метода из­
мерения, основанного на кПЦР или цПЦР, заявлен для определенной входной величины. Подходящие 
примеры — это количество клеток, объем крови или общее количество РНК. Для определенных приме­
нений, таких как основанных лишь на нескольких клетках, где экспрессия — стохастическая и входное 
количество определено независимо (например, с помощью микроскопирования), этот метод лучше, чем 
нормализация эталонных генов [17].

4.4 Контроль

К методу кПЦР или цПЦР должен применяться надлежащий контроль для оценки общего количе­
ства и надежности вырабатываемых данных. Вид контроля должен точно отражать испытуемые пробы. 
Методы должны устанавливать положительный и отрицательный контроль, включенный в каждый ана­
литический анализ. Примеры соответствующего контроля приведены в таблице 1.

Отрицательный контроль должен включаться наряду с испытуемыми пробами, чтобы и к устано­
вочному контролю ПЦР, и отрицательному контролю применялись одни и тем же методы экстракции и 
подготовки, что и к анализируемой пробе. Необходимо включить количество отрицательных контролей, 
а их подготовка должна перемежаться с подготовкой испытуемых проб, чтобы получить репрезентатив­
ную оценку уровня загрязнения в процессе анализа. Для методов RT-кПЦР или RT-цПЦР, отрицатель­
ный контроль должен включать RT(-)-KOHTponb, содержащий пробы положительной РНК, которые были 
обработаны с помощью метода выделения РНК, который необходимо применять к испытуемым пробам.

Если применимо, чистота последовательности нуклеиновой кислоты материала положительного 
контроля должна проверяться с помощью глубокого секвенирования. Для материала положительного 
контроля, используемого для калибровки, должен указываться метод, с помощью которого определены 
значения величины.

Т а б л и ц а  1 — Положительный и отрицательный контроль для методов количественного определения целевых 
нуклеиновых кислот

Тип контроля Наименование
контроля Типовой состав Причина включения

Отрицатель­
ный

NTC Реакция, содержащая 
воду или буферный рас­
твор вместо матрицы ну­
клеиновой кислоты

Детектирование загрязнения измерения 
на этапе установки реакции (кПЦР/цПЦР для 
анализа ДНК; RT-кПЦР/цПЦР или RT для 
одно- или двухэтапного анализа ДНК или 
РНК, соответственно).

Детектирование нежелательных продук­
тов амплификации, таких как амплифициро- 
ванные первичные димеры, которые могут 
встречаться при использовании связываю­
щих красителей дцДНК
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Окончание таблицы 1

Тип контроля Наименование
контроля Типовой состав Причина включения

Отрицатель­
ный

Холостая про­
ба для экстракции

Экстракция, содержа­
щая воду или буферный 
раствор вместо испытуе­
мой пробы

Контроль, осуществляемый вместе с ис­
пытуемой пробой, чтобы детектировать за­
грязнение на этапе экстракции

Отрицатель­
ный

RT(-) Реакция RT без добав­
ления энзима RT

Амплификация гДНК (для анализа мРНК)

Отрицатель­
ный

Специфич­
ность

Матричная проба или 
контроль гДНК, не содер­
жащий целевую матрицу

Характеристика и контроль доли лож­
ноположительных результатов (например, 
100 %-ный дикий тип гДНК для количествен­
ной оценки SNV; немодифицированная раз­
новидность для испытания ГМО)

Положитель­
ный

Количествен­
ная оценка

Хорошо изученный 
биологический материал 
или раствор нуклеиновой 
кислоты

Количественная оценка функционально­
сти компонентов реакции и оценка эффек­
тивности ПЦР-анализа.

Оценка специфичности реакции для ана­
лиза генотипа с помощью анализа кривой 
плавления постамплификации

Положитель­
ный

Количествен­
ная оценка

Хорошо изученный 
биологический материал 
или раствор нуклеиновой 
кислоты

В качестве количественного положитель­
ного контроля; также оценка количественных 
результатов измерения или калибровки

Положитель­
ный

Внутренний по­
ложительный кон­
троль

Холостая проба или 
матрица с добавлением 
чужеродной матрицы

Подтверждение того, что не имело место 
ингибирование реакции (контроль качества 
для ложноотрицательных результатов)

П р и м е ч а н и е  — Категории контроля приведены в ИСО 24276.

5 Контроль качества пробы. Количество общей нуклеиновой кислоты, 
целостность и чистота

5.1 Общие положения

Преаналитичекие методы и экстракция матрицы специфической нуклеиновой кислоты должны 
проводиться по необходимости для испытуемой пробы согласно соответствующим стандартам ИСО и 
руководствам, если применимо (например, серия ИСО 20184 и серия ИСО 20186).

Как правило, следует измерить общую массовую концентрацию нуклеиновой кислоты (обычно 
выражаемую как нг/мкл или мкг/мл), чтобы обеспечить соответствующую входную пробу на кПЦР или 
цПЦР, на показатели которой может повлиять вариация матрицы общей нуклеиновой кислоты реакции. 
Анализ деградированных проб может привести к получению данных низкого качества и неточному коли­
чественному определению. Кроме того, присутствие ингибиторов может выборочно повлиять на цПЦР 
и кПЦР [18].

Чтобы показать, что вводимые данные кПЦР/цПЦР стандартизированы и пробы нуклеиновой кис­
лоты достаточно чистые, концентрированные и не содержат компонентов, которые ингибируют или уве­
личивают последующую кПЦР или цПЦР, необходимо описать следующие методы для характеристики 
очищенной пробы нуклеиновой кислоты:

- целостность нуклеиновой кислоты;
- чистоту нуклеиновой кислоты.
Если один из этих шагов или более не применимы или не целесообразны, должны быть указаны 

причины. Например, в некоторых информационных потоках вводные данные реакции будут нормали­
зованы до входных величин, например, объем биологической жидкости (см. 4.3), а не общее количе-
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ство нуклеиновой кислоты. Аналогичным образом, если выполняют одноклеточный анализ, количество 
общей нуклеиновой кислоты слишком маленькое для анализа целостности нуклеиновой кислоты, и 
анализ чистоты не применяют.

Используемые общие методы измерения концентрации общей нуклеиновой кислоты и оценки ее 
качества приведены в 5.2— 5.4 вместе с требованиями к их применению.

5.2 Количественное определение общей нуклеиновой кислоты

5.2.1 Общие положения
Количественное определение общей нуклеиновой кислоты (ДНК или РНК, сообразно ситуации) 

может быть выполнено с помощью различных методов, включая ультрафиолетовую спектрофотоме­
трию, флуоресцентный ДНК/РНК-анализ и кПЦР

Однородность пробы нуклеиновой кислоты — это определяющий фактор в любом методе количе­
ственного определения. Проба нуклеиновой кислоты должна быть полностью растворена и тщательно 
перемешана перед проведением количественного определения. Должна быть предоставлена инфор­
мация по вариации между дублирующими измерениями одной и той же пробы для типовых проб.

5.2.2 Спектрофотометрия
Нуклеиновые кислоты сильно поглощаются в УФ с максимумом в 260 нм или приблизительно ука­

занному значению, таким образом, их можно количественно оценить путем измерения УФ-поглощения, 
используя спектрофотометр (см. приложение А). Необходимо учитывать следующие источники систе­
матической погрешности, оказывающие воздействие на данный метод:

- все присутствующие виды нуклеиновых кислот участвуют в поглощении (т. е. ДНК, РНК, корот­
кие олигонуклеотиды и свободные олигонуклеотиды), таким образом можно дать завышенную оценку 
концентрации интересующей нуклеиновой кислоты (например, ДНК);

- многие химические соединения поглощаются при 260 нм или приблизительно указанному зна­
чению (например, фенольные растворы, используемые для выделения или лизиса), тем самым пред­
ставляя другой потенциальный источник положительной систематической погрешности.

Для того, чтобы результаты определения массовой концентрации прослеживались до СИ, необ­
ходима калибровка с помощью сертифицированного стандартного образца с составом, аналогичным 
составу испытуемой пробы.

5.2.3 Флуорометрия
Использование флуоресцентных красителей для количественного определения общей нуклеино­

вой кислоты — это альтернативный метод количественной оценки. Флуоресцентные методы зависят от 
характеристик флуоресценции небольших молекул или красителей при связывании с нуклеиновой кис­
лотой. Необходимо учитывать потенциальные источники систематической погрешности, оказывающие 
воздействие на флуоресцентные методы, включая:

- состояние денатурации нуклеиновой кислоты;
- деградацию нуклеиновой кислоты, так как некоторые красители преимущественно связываются 

с молекулами, превышающими определенный размер;
- температуру;
- pH;
- воздействие УФ-света (фотообесцвечивание);
- химические загрязнители, которые могут повлиять на эффективность связывания (необходимо 

проверить информацию поставщика);
- химические загрязнители, которые вызывают гашение флюоресценции, так как это значительно 

влияет на флуорометрические показания. Тяжелые ионы, такие как анионы йодина или катионы цезия, 
а также нейтральные молекулы, такие как акриламиды, могут действовать как гасители.

Измерения связаны с калибровочным материалом или стандартным раствором нуклеиновой кис­
лоты, следовательно, погрешность измерений зависит от точности значения, присвоенного калибро­
вочному материалу, и от сходства состава испытуемой пробы и калибровочного материала. Также не­
обходимо включить оценку положительного и отрицательного контроля.

5.2.4 Оценка концентрации общей ДНК с помощью кПЦР/цПЦР
кПЦР и цПЦР могут использоваться для количественного определения общей ДНК специфическо­

го таксономического назначения, например общая ДНК человека, общая бактериальная ДНК, общая 
грибковая ДНК, путем использования праймеров соответствующей таксономической специфичности 
в сочетании с преобразованием в массовую концентрацию, используя значение величины генома ор-
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ганизма. В соответствии с данным методом измеряют количество амплифицируемой ДНК, не обяза­
тельно концентрации общей ДНК в пробе, следовательно, результаты необходимо интерпретировать 
вместе с информацией по целостности (см. 5.3) и чистоте (см. 5.4) пробы.

К методам, основанным на кПЦР/цПЦР, относительно количественного определения общей ДНК 
применяют следующие требования:

- специфичность: Должны быть предоставлены данные по специфичности ПЦР-анализа, вклю­
чая коммерческие ПЦР-анализы. Для видоспецифических праймеров должно быть продемонстрирова­
но отсутствие гомологии с другими видами. Для праймеров и зондов известных последовательностей 
специфичность необходимо проверять в соответствии с 6.1.4 и 6.2.5;

- метрологическая прослеживаемость: Для прослеживаемого количественного определения об­
щего количества копий гДНК или массовой концентрации, калибровочная кривая должна основываться 
на эталонном материале, анализированном в отношении массовой концентрации и количества геном­
ных копий на единицу объема. Должен быть указан источник эталонного материала;

- коммутативность калибрующего вещества: Эффективность ПЦР калибрующего вещества долж­
на быть такой же, как эффективность ПЦР анализируемой пробы;

- отсутствие ПЦР-ингибирования: Отсутствие ингибирования в анализируемой пробе (см. 5.4);
- длина ампликона ПЦР-анализа для измерения общей концентрации ДНК должна соответство­

вать планируемому последующему анализу кПЦР/цПЦР, т. е. быть схожей по длине ампликона или со­
провождаться свидетельствами целостности нуклеиновой кислоты.

5.3 Целостность нуклеиновой кислоты

Целостность нуклеиновой кислоты влияет на точность количественного определения специфи­
ческих последовательностей-мишеней, и должна быть предоставлена информация, относящаяся к 
целостности пробы.

Методы, обычно используемые для оценки целостности пробы нуклеиновой кислоты с примерами 
применения, приведены в приложении В. Самые распространенные методы — это гель-электрофорез 
(капиллярный и блочный) и измерение ампликонов с разными размерами. Необходимо обратить вни­
мание на положительный контроль и калибровочные материалы, используемые для принятия/отбра- 
сывания целостности нуклеиновой кислоты в испытуемой пробе или для количественной оценки ее 
целостности. Примеры могут включать пробы высокого качества как положительный контроль для 
гель-электрофореза или интактную матрицу плазмиды для соотношения 573' или анализ ампликонов 
различных размеров. Кроме того, показатели методов измерения последующих кПЦР или цПЦР с ис­
пытуемыми пробами различной целостности необходимо анализировать, чтобы установить критерии 
целостности нуклеиновой кислоты.

5.4 Чистота нуклеиновой кислоты

Необходимо определить чистоту нуклеиновой кислоты. Это может включать, без ограничения, 
проверку:

- отсутствия мешающих химических примесей: органический растворитель, компоненты гликана 
и протеина, переносимые из матрицы пробы или на этапе экстракции;

- отсутствия загрязняющей гДНК в пробе РНК (по желанию на наличие РНК в пробе ДНК).
Могут быть применены различные подходы, включая, без ограничения:
a) УФ-спектрофотометрия. Присутствие потенциально загрязняющих органических веществ мож­

но грубо определить, измерив показатели поглощения при 280 и 230 нм для протеинов, и при 230 нм 
для хаотропных солей и фенола. Критические параметры — это коэффициент поглощения от 260 до 
280 нм и коэффициент поглощения от 260 до 230 нм (см. приложение А). Данный подход ограничен 
пробами с достаточной концентрацией для количественного определения общей нуклеиновой кислоты 
с помощью УФ-спектрофотометрии (см. 5.2.2).

b) кПЦР- и цПЦР-анализ с внутренним контролем для ПЦР-амплификации. Увеличение или сни­
жение значения Cq чужеродной молекулы, внесенной в пробу, по сравнению со значением Cq для ана­
логичного количества чужеродных молекул, внесенных в буферный раствор, указывает на присутствие 
ингибиторов или усилителей реакции соответственно [19]. Наоборот, для кПЦР-метода, основанного на 
цПЦР или калибровочной кривой, увеличение или снижение количества копий чужеродной молекулы, 
внесенной в пробу, по сравнению с количеством копий, измеренным для аналогичного количества чу-
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жеродных молекул, внесенных в буферный раствор, указывает на присутствие ингибиторов или усили­
телей реакции соответственно.

c) Флюорометрический метод с определением специфичности для РНК или ДНК (см. 5.2.3).
d) Контролируемые реакции RT(-) или анализ, нацеленный на гДНК, также подходят для опреде­

ления загрязнения гДНК в пробе РНК (см. 6.3.2).
Применения методов анализа чистоты нуклеиновой кислоты для ряда клинических препаратов 

приведены в [20].

6 Метод анализа и оптимизация для количественного определения 
последовательностей-мишеней нуклеиновой кислоты

6.1 Метод анализа

6.1.1 Общие положения
Требования к количественной оценке РНК и ДНК с помощью методов анализа цПЦР/РТ-цПЦР и 

кПЦР/РТ-кПЦР приведены ниже.

П р и м е ч а н и е  — В [21] также приведено руководство.

6.1.2 Выбор ампликона
Более короткие амликоны, как правило, амплифицируются с большей эффективностью, чем бо­

лее длинные, но они должны иметь достаточную длину, чтобы в достаточной степени отличаться от воз­
можных первичных димеров при использовании детектирования с помощью флюоресцентного красите­
ля. Рекомендуется ампликон длиной 250 п.о. (Ьр) или менее для большинства цПЦР- и кПЦР-анализов. 
Необходимо избегать области, богатые GC, повторяющиеся области и области с общеизвестными SNP, 
за исключением случаев, когда целью является дифференциальное детектирование SNP [22]. После­
довательности между праймерами должны дать результативный и специфический участок для связы­
вания зондом, если используется химическое детектирование с помощью зонда.

П р и м е ч а н и е  — База данных точечных нуклеотидных полиморфизмов (dbSNP) — это курируемая база 
данных широко известных SNP в геноме человека. См. [23].

6.1.3 Создание праймера и зонда
Праймеры создают при температуре отжига от 50 °С до 68 °С, и они должны содержать от 40 % 

до 60 % содержания GC, при этом у них должны отсутствовать любые значимые вторичные структу­
ры [22]. В оптимальном варианте, расхождение между температурами отжига пары праймеров должно 
составлять от 1 °С до 2 °С.

Длина зонда должна составлять <30 оснований. При использовании гидролизуемого зонда тем­
пература отжига зонда должна быть не менее чем на 5 °С выше, чем температура праймеров. Кроме 
того, следует избегать гуанина на 5'-конце зонда из-за возможности гашения сигнала флуоресценции. 
Температура плавления зонда может быть увеличена за счет использования связующих веществ с ма­
лой бороздкой или модифицированных нуклеотидов (таких как закрытые нуклеиновые кислоты).

6.1.4 Оценка специфичности in silico
Анализы ПЦР должны быть разработаны для обеспечения специфичности, а специфичность 

должна проверяться с помощью компьютерного моделирования (in silico).
Праймеры и зонды ПЦР, предназначенные для целевой последовательности, также могут связы­

ваться с аналогичными последовательностями (например, гомологичными генами в пределах одного 
генома), если последовательности совпадают или отличаются всего на несколько пар оснований от 
нецелевой мишени. Если область между парой праймеров достаточно мала [<500 п.о. (Ьр)], ампли­
кон может быть получен во время ПЦР. В этом случае может случиться так, что анализ не является 
специфичным для гена-мишени, поскольку нецелевая матрица может способствовать репортерному 
сигналу, если он присутствует. Добавление зонда в порядок проведения определения может улучшить 
специфичность.

Чтобы оценить специфичность по отношению к последовательности ампликона-мишени, прай­
меры и зонды должны быть проверены в сравнении с базой данных эталонов транскриптов или базой 
данных геномов на наличие необходимых матриц и базой данных (базами данных) возможных загряз­
няющих матриц (например, используя [24]). В случае идентификации потенциального нецелевого про­
дукта ПЦР при первоначальном скрининге in silico должна быть оценена гомология последователь-
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ности зонда с возможным ампликоном, полученным в результате неспецифического связывания пары 
праймеров (например, с точки зрения числа несоответствий) для информирования о специфичности 
анализа на основе зонда.

микроРНК (миРНК) часто образуют семейства близкородственных последовательностей, которые 
могут отличаться только на 1— 2 п.о. (Ьр), поэтому специфичность анализа микроРНК (миРНК) должна 
быть проверена in silico по сравнению с другими членами того же семейства микроРНК (миРНК), что­
бы предсказать степень перекрестной реактивности и предоставить информацию для тестирования 
in vitro (см. 6.2.5). Следует также верифицировать специфичность анализа зрелой микроРНК (миРНК) 
по сравнению с первичной и исходной формами микроРНК (миРНК).

П р и м е ч а н и е  — База данных miRBase [25] представляет собой доступную для поиска базу данных опу­
бликованных последовательностей миРНК и аннотаций, которая предоставляет информацию о последователь­
ностях и семействах миРНК. Версии miRBase после miRBase16 могут содержать ложные миРНК, которые были 
идентифицированы с помощью NGS из-за небольших фрагментов РНК при подготовке библиотеки [26].

6.1.5 Метод RT-KnUP/RT-qriUP
Для количественного определения РНК эффект загрязнения gDNA в испытуемой пробе должен 

быть сведен к минимуму путем выбора областей, которые являются уникальными для последователь­
ности РНК, если это возможно.

Пример — Для мишеней мРНК, которые подвергаются сплайсингу интронных последовательно­
стей, анализ RT-кПЦР или RT-цПЦР может быть разработан с использованием праймеров, которые 
охватывают экзон-экзонные границы.

Анализ специфичности in silico должен включать поиск BLAST (средство поиска основного ло­
кального выравнивания) конкретной эталонной геномной последовательности. Влияние перекрестной 
реактивности должно быть охарактеризовано во время анализа специфичности (см. 6.2.5) и оптимиза­
ции метода с испытуемой пробой (см. 6.3.2).

Для методов RT, в которых для синтеза кДНК используют прайминг на основе олиго-dT, может 
возникать З'-смещение из-за фрагментации транскрипта мРНК или снижения процессивности энзима 
RT по направлению к 5'-концу молекулы. Поэтому следует также учитывать расположение ампликона 
в транскрипте.

6.2 Оптимизация анализа с использованием очищенных проб

6.2.1 Общие положения
Показатели количественного определения нуклеиновых кислот должны быть оптимизированы. 

Требования к параметрам метода, которые следует учитывать для получения оптимизированных ха­
рактеристик анализа, включая выходной сигнал, эффективность и специфичность ПЦР, перечислены 
ниже.

Анализы, основанные на количественном определении нуклеиновых кислот, можно приобрести у 
ряда коммерческих поставщиков. Анализы должны быть валидированы каждой лабораторией, прежде 
чем они будут использоваться в аналитических целях. Заявления поставщиков, касающиеся проведе­
ния анализов, должны проверяться на месте, и для получения оптимизированных результатов анализа 
может потребоваться проведение дополнительных анализов.

Идеальные материалы положительного контроля (см. 4.4) для начальной оптимизации анализа 
(см. 6.2.2, 6.2.3, 6.2.4) представляют собой простые матричные молекулы (например, плазмиды, оли- 
гонуклеотидные конструкции, РНК, транскрибированные in vitro), содержащие только интересующую 
область-мишень. Оптимизация анализа миРНК может быть выполнена с использованием синтетиче­
ских олигонуклеотидов РНК той же последовательности. Они дополняют материалы положительного 
контроля с более сложной нуклеиновой кислотой (например, гДНК, общая РНК из клеточных линий), 
которые содержат возможные перекрестно-реактивные последовательности (например, псевдогены; 
изоформы транскриптов), что позволяет оценить специфичность (см. 6.2.5).

6.2.2 Оптимизация сигнала флуоресценции
Первоначальная оптимизация анализа кПЦР или цПЦР должна включать испытание диапазона 

температур отжига ПЦР, количества циклов ПЦР и концентраций праймеров/зондов для определения 
оптимальных условий для вывода флуоресцентного сигнала.

В случае цПЦР также требуется оптимизация для минимизации количества ячеек с промежуточ­
ной амплитудой флуоресценции (и Cq для систем цПЦР в реальном времени) между отрицательными
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и положительными кластерами. Разрешение цифрового анализа Rs — это количественный показатель 
того, насколько хорошо две популяции (положительные и отрицательные) могут быть дифференциро­
ваны при линейном разделении. Оно определяется как разница во флуоресценции между двумя пика­
ми, деленная на суммированную ширину пиков. Было предложено разрешение 2,5, чтобы допустить 
некоторое ухудшение разрешения в более сложных пробах [27].

6.2.3 Эффективность амплификации (КТ)-кПЦР
После оптимизации основных параметров анализа (см. 6.2.2) должна быть определена эффек­

тивность ПЦР-процедуры измерения, основанной на кПЦР или RT-кПЦР.
Эффективность ПЦР оценивают путем анализа калибровки или серии разведений ДНК (кПЦР) 

или РНК (RT-кПЦР) во время анализа (см. приложение С). Для RT-кПЦР необходимо выполнить кали­
бровку РНК или серию разведений, поскольку это позволяет провести валидацию одинаковой эффек­
тивности RT в применимом линейном диапазоне анализа [28]. Для анализа RT-кПЦР эффективность 
ПЦР с калибровкой ДНК или серией разведений также может быть проанализирована для сбора ин­
формации об эффективности ПЦР-праймеров независимо от этапа RT.

Наклон калибровочной кривой или ряд разведений можно перевести в значение эффективности 
(см. приложение С). Эффективность (ИТ)-кПЦР следует оценивать в нескольких определениях (мини­
мум 3) и вычислить доверительный интервал, чтобы оценить прецизионность оценки. При отсутствии 
помех (см. 6.3.1) средняя эффективность ПЦР должна составлять от 90 % до 110 % (минус 3,6 > наклон 
> минус 3,1). Степень линейности должна быть охарактеризована коэффициентом корреляции (напри­
мер, коэффициентом корреляции Пирсона, R). Коэффициент корреляции R2 должен быть более 0,99.

П р и м е ч а н и е  — Теоретически эффективность ПЦР не может превышать 100 %, поскольку количество 
молекул матрицы не может быть увеличено более чем в два раза в каждом цикле. Однако наблюдаемая эф­
фективность ПЦР, вычисленная с помощью регрессионного анализа, может случайно превысить 100 %. Если на­
блюдаемая эффективность ПЦР неоднократно превышает 100 %, это может быть связано с присутствием инги­
бирующих веществ (см. 6.3.1) или артефактом в образцах стандартной кривой или параметрах анализа данных 
(см. приложение С).

6.2.4 Эффективность RT
Эффективность RT может сильно различаться [29]— [31], поэтому эффективность RT следует оце­

нивать во время оптимизации анализа. Доказательства оптимизации эффективности RT могут вклю­
чать:

- сравнение альтернативных энзимов/наборов RT [31];
- количественную оценку эффективности RT с использованием транскрибируемых in vitro РНК- 

матриц [30], [32].
Из-за короткой длины миРНК и киРНК методы, направленные на эти молекулы, обычно включают 

модифицированную стадию RT, включающую удлинение молекулы миРНК или праймеров «петля-на- 
стебле», чтобы удлинить последовательность-мишень до длины, подходящей для ПЦР-амплификации. 
Влияние метода миРНК RT на эффективность RT и специфичность анализа (см. 6.2.5) можно оценить 
путем сравнения альтернативных подходов во время оптимизации метода.

6.2.5 Специфичность
Должны быть оценены специфичность анализа к предполагаемой мишени и потенциальная пе­

рекрестная реактивность с гомологичными последовательностями (например, последовательностями 
SNP/SNV, псевдогенами, паралогами или ортологами), которые могут присутствовать в типовой биоло­
гической пробе. Для анализов, нацеленных на эукариотические геномные области, специфичность RT- 
кПЦР или RT-цПЦР для предполагаемого транскрипта РНК также следует оценивать путем испытания с 
использованием пробы гДНК. Специфичность анализа miRNA должна быть проанализирована в отно­
шении синтетических олигонуклеотидов РНК, близкородственных для миРНК. Анализ специфичности 
праймера/зонда in silico (см. 6.1.4) может дать информацию для испытаний «мокрыми» лабораториями.

Измерения материалов положительного контроля (см. 4.4) следует сравнивать с измерениями 
аналогичных вводимых количеств близкородственных матриц, которые вероятно будут присутствовать 
в пробе. Для повышения специфичности анализа может потребоваться изменение температуры отжига 
ПЦР (см. 6.2.2).

Анализ кривой плавления также может быть выполнен в качестве доказательства специфичности 
праймера. Анализ кривой плавления представляет собой пост-ПЦР-анализ, выполняемый для оценки 
специфичности амплифицированных продуктов на основе их характеристик плавления. Реакции, про­
водимые в присутствии красителей, связывающих двухцепочечную ДНК (дцДНК), инкубируют в диапа-
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зоне повышающихся температур. Для детектирования одной последовательности-мишени нуклеино­
вой кислоты на графике производных должен наблюдаться один пик, что свидетельствует о том, что в 
реакции был получен один ампликон.

П р и м е ч а н и е  — Температура плавления (Гт ) зависит от длины последовательности ДНК, содержания 
G:C, буфера и последовательного расположения нуклеотидов.

Для анализа должна быть вычислена доля ложноположительных результатов анализа, выражен­
ная как доля (%) целевой концентрации матрицы или количества на реакцию. Частота ложноположи­
тельных результатов необходима для установления предела обнаружения LOD (см. 8.4).

6.3 Оптимизация метода с использованием испытуемых проб

6.3.1 Влияние ПЦР-ингибиторов на матрицу пробы
Пробы нуклеиновой кислоты, содержащие ингибирующие соединения (например, реагенты для 

приготовления проб, избыточный белок), могут привести к частичному или полному ингибированию 
последующей ПЦР. На присутствие ПЦР-ингибиторов также могут указывать спорадическая или позд­
няя амплификация, плохая воспроизводимость и нелинейность калибровочной кривой. Кроме того, в 
дополнение к оценке основных примесей химических веществ или нуклеиновых кислот, приведенных 
в 5.4, необходимо оценить влияние матрицы пробы на специфический анализ кПЦР/цПЦР, поскольку 
наблюдалась различная чувствительность анализов к ингибиторам [33].

Требования для измерения влияния матрицы пробы на показатели анализа и оценки специфиче­
ского ингибирования ПЦР включают, без ограничения, следующее:

- количественное определение внутреннего контроля ПЦР, несущего последовательность-ми­
шень нуклеиновой кислоты, такой как контрольный ампликон, плазмида, очищенная гДНК. Наличие и 
степень ингибирования (или усиления) можно определить путем приготовления контрольных реакций, 
содержащих:

a) внутренний контроль ПЦР, добавленный к экстрагированной матрице пробы;
b ) только внутренний контроль ПЦР (т. е. в отсутствие экстрагированной пробы/матрицы);
c) только экстрагированная матрица пробы (т. е. без внутреннего контроля ПЦР) для измерения 

фоновой концентрации нуклеиновой кислоты-мишени (если она присутствует).
Для проверки статистической значимости с использованием соответствующего испытания (напри­

мер, f-критерий) необходимо подготовить как минимум три повторения каждой контрольной реакции. 
При отсутствии модификации результатов анализа матрицей пробы количество целевой нуклеиновой 
кислоты, измеренное в контрольной пробе 1, равно сумме количеств, измеренных в контрольных про­
бах 2 и 3, в то время как если анализ ингибируется (или усиливается) матрицей пробы, количество в 
контрольной пробе 1 будет значительно меньше (или больше), чем сумма количеств, измеренных в 
контрольных пробах 2 и 3;

- разведение пробы. Поскольку разведение снижает концентрацию потенциальных ингибиторов, 
ожидаемые кратные расхождения в концентрации или значениях С , основанные на разведении, соот­
ветствующем наблюдаемым различиям, свидетельствуют об отсутствии ингибирования (или усиления);

- анализ кинетики отдельных реакций [34] и/или расчет эффективности амплификации с исполь­
зованием серии разведений [35], [36].

6.3.2 Наличие примесей нуклеиновых кислот в испытуемой пробе
Чувствительность анализа RT-кПЦР или RT-цПЦР к загрязнению гДНК (перенесенному с этапа 

экстракции) должна быть оценена, как описано в 6.1.5 и 6.2.5. Присутствие загрязняющей gDNA в ис­
пытуемой пробе следует идентифицировать с помощью РТ(-)-контроля (см. 4.4). Следует избегать за­
грязнения гДНК с помощью использования ДНКазы (DNAse) в процессе подготовки РНК.

Контроль RT(-) не должен показывать амплификации. Однако, если реакции RT(-) дают положи­
тельный результат (или наблюдается спорадическая картина обнаружения с долей реакций, генериру­
ющих сигнал), их существование должно быть обосновано, а расхождение в Cq или концентрации меж­
ду испытуемыми пробами и парным реакциями RT(-) должно быть охарактеризовано. Влияние сигнала 
гДНК следует учитывать при количественном определении целевой нуклеиновой кислоты и вычислении 
предела обнаружения LOD-метода (см. 8.4).

6.3.3 Валидированный диапазон измерений
Должен быть описан валидированный диапазон измерений для метода, который охватывает пре­

дел обнаружения LOD (см. 8.4), и указан линейный диапазон метода (см. 8.5).
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Чтобы установить валидированный диапазон измерения метода, необходимо изучить ответную 
реакцию эталонных материалов (или, если эталонные материалы недоступны, собственных проб или 
проб с добавками), концентрации которых перекрывают интересующий диапазон и достигают предель­
ного разведения.

Для количественного определения концентрации с помощью кПЦР с использованием калибро­
вочной кривой (см. 4.2.2) количество целевой нуклеиновой кислоты в испытуемых пробах должно на­
ходиться в пределах диапазона концентраций, охватываемого калибровочной кривой.

Для цПЦР валидированный диапазон измерений должен быть указан как диапазон копий на реак­
цию (или значений ламбда), поскольку среднеквадратическая погрешность оценки концентрации Пуас­
сона (см. 4.2.3) варьируется в зависимости от доли положительных ячеек [37], [38].

6.4 Контроль без матрицы

Все NTC и отрицательные контроли процессов не должны демонстрировать признаков ПЦР- 
амплификации. Любые неотрицательные результаты (например, праймер-димер для методов с исполь­
зованием интеркалирующих красителей) должны быть подкреплены доказательствами (например, с 
использованием анализа кривой плавления в 6.2.5).

7 Контроль качества данных (QC) и анализ данных

7.1 Общие положения

Анализ данных включает изучение исходных данных, оценку их качества и надежности, установку 
порога флуоресценции и предварительную обработку экспортированных исходных данных.

7.2 Критерии соответствия

7.2.1 кПЦР
Графики амплификации кПЦР обычно показывают сигмоидальную кривую отклика, соответствую­

щую трем фазам амплификации:
a) амплификация матрицы, которая ниже предела обнаружения флуоресцентного сигнала;
b ) экспоненциальная амплификация, подтверждаемая линейным наклоном в зависимости от чис­

ла циклов;
c) плато, где компоненты реакции становятся предельными; возможно, что последний будет от­

сутствовать в испытуемых пробах, где фаза Ь) проявляется на последнем числе цикла.
Процедуры измерения должны включать оценку кривых амплификации испытуемых проб для 

подтверждения вышеупомянутых фаз амплификации и сравнение флуоресцентных сигналов базовой 
линии и фазы плато с сигналами проб положительного и отрицательного контроля (см. 4.4).

7.2.2 цПЦР
Для цПЦР на основе чипа анализ изображения должен отображать равномерную дисперсию пас­

сивного эталонного красителя по ячейкам и отсутствие пузырьков воздуха внутри чипа. Кроме того, 
случайное распределение положительных и отрицательных результатов должно быть подтверждено 
визуально.

Для цПЦР в реальном времени графики амплификации в реальном времени должны показывать 
воспроизводимую логарифмически-линейную амплификацию в пределах узкого окна Cq, которое от­
носится к значению лямбда для реакции (например, ожидается, что значения Cq для реакций с одной и 
двумя молекулами/ячейками будут разделены одной единицей Cq [39], [40]).

Для капельной цПЦР минимальное количество принимаемых капель должно соответствовать ре­
комендациям производителя или заданным пользователем значениям. Критерии качества, связанные 
с амплитудой флуоресценции капель, должны включать:

- на графике зависимости амплитуды флуоресценции капель от числа капель не должны присут­
ствовать полосы капель с амплитудой флуоресценции ниже отрицательного кластера капель или выше 
положительного кластера капель, поскольку они могут указывать на аномалии в размере капель;

- на графике зависимости амплитуды флуоресценции капель от количества капель для повтор­
ных анализов цПЦР сдвиг амплитуды флуоресценции положительных и отрицательных кластеров ка­
пель между повторами должен быть минимальным;
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- доля капель с промежуточной флуоресценцией (между отрицательными и положительными кла­
стерами капель) должна быть минимизирована во время оптимизации анализа (см. 6.2). Долю капель 
с промежуточной флуоресценцией необходимо контролировать и учитывать в погрешности измере­
ния (см. 10.4).

7.3 Установка пороговых значений

7.3.1 кПЦР
Пороговые значения должны устанавливаться:
- значительно выше базовой линии фоновой флуоресценции, чтобы быть уверенным в том, что 

любая кривая амплификации не пересечет порог преждевременно из-за фоновой флуоресценции;
- как можно ниже, чтобы гарантировать, что порог пересекает логарифмически-линейную фазу 

кривой амплификации, где на него не влияет фаза плато;
- на фиксированном уровне для всех проб, измеренных одним и тем же методом на одном и том 

же планшете.
7.3.2 цПЦР
Положительные и отрицательные контрольные материалы (см. 4.4) последовательности высокой 

чистоты имеют решающее значение для установки порогового значения цПЦР и должны быть интегри­
рованы в рабочий процесс для установки порогового значения и категоризации ячеек с промежуточной 
флуоресценцией (так называемый «дождь»), для которых существует несколько подходов [41]— [43].

В частности, для альтернативного дуплексного анализа (например, количественного определения 
SNP, когда используется одна пара праймеров и > 2 зондов, что приводит к снижению флуоресценции в 
двойных положительных каплях), пороговые значения должны быть установлены (или проверены, если 
выполняется автоматическая установка пороговых значений) путем просмотра графиков амплифика­
ции в 20-режиме [44].

7.4 Первичная обработка данных

7.4.1 кПЦР с использованием калибровочной кривой
Приемлемые пределы наклона калибровочной кривой должны быть указаны на основании до­

верительного интервала, определенного для эффективности ПЦР во время оптимизации анали­
за (см. 6.2.3).

7.4.2 Относительное количественное определение (кПЦР)
Рабочий процесс для первичной обработки исходных данных Cq должен включать компенсаци­

онную правку вариаций в установке пороговых значений между запусками [межпланшетная калибров­
ка (см. 4.2.4)].

Эффективность анализа должна быть скорректирована при вычислении относительных вели­
чин [5] (см. 4.2.4).

Полный рабочий процесс шагов первичной обработки для метода относительного количествен­
ного определения зависит от применения. Например, в исследованиях экспрессии отдельных клеток 
транскрипты-мишени зачастую экспрессируются гетерогенно и отсутствуют в части проб отдельных 
клеток, что требует использования подходов для обработки отсутствующих данных [6].

7.5 Идентификация выбросов
Данные необходимо проверять на наличие выпадающих значений, например, с помощью крите­

риев Диксона или теста Грабба. При наличии нескольких выбросов следует проводить проверки, пред­
назначенные для обнаружения множественных выбросов.

П р и м е ч а н и е  — В ИСО 16269-4 приведено руководство по обнаружению и обработке выбросов.

8 Валидация метода количественного определения нуклеиновых кислот

8.1 Общие положения

Метод количественного определения нуклеиновых кислот (кПЦР и цПЦР) должен быть валидиро- 
ван. В ИСО 5725-1 приведено общее руководство по валидации метода. Должны быть предоставлены 
параметры эффективности метода с целью подтверждения того, что данный метод дает результаты, 
подходящие для предполагаемой цели с приемлемым уровнем неопределенности измерения.
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Параметры эффективности метода могут включать технические требования:
- для специфичности (требования изложены в 6.2.5);
- прецизионности;
- предела количественного обнаружения LOQ;
- предела обнаружения LOD;
- правильности;
- линейности;
- устойчивочти.
Требования к описанию данных характеристик для процедур измерения как кПЦР, так и цПЦР, 

приведены в 8.2— 8.7, а конкретные аспекты для кПЦР и цПЦР приведены в 8.8 и 8.9, соответственно.

8.2 Прецизионность

Прецизионность — это мера изменчивости результатов независимых измерений, полученных для 
одной и той же пробы в оговоренных условиях. В зависимости от оговоренных условий прецизионность 
измерений можно разделить на повторяемость метода, внутрилабораторную прецизионность и воспро­
изводимость. В рамках одной лабораторной валидации должны быть определены и воспроизводимость 
метода, и внутрилабораторная прецизионность.

Количество повторных измерений (в рамках анализа) и независимых анализов должно быть до­
статочным для получения надежной оценки среднеквадратического отклонения SD. В ИСО 5725-1 при­
ведено руководство по количеству повторных измерений, требуемых для соответствия заданной не­
определенности в оценке среднеквадратического отклонения.

Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA может быть выполнен для вычисления средне­
квадратического отклонения относительной повторяемости Srepeatre| и относительной поэтапной вари­
ации Srun rei по формулам:

с  _ ^  
^ repeat,rel

c sample,meas

MS between run -MS within run

* run,rel
n repli

c sample,meas
(9)

где /WSwithjn run — среднее арифметическое квадратов серии, вычисленное с помощью однофакторного 
анализа ANOVA;

^ b e tw e e n  run —  внутрисерийное среднее арифметическое квадратов, вычисленное с помощью 
однофакторного анализа ANOVA;

/7герм — среднее значение повторений на серию;

^sample meas — средняя концентрация измеренного количество копий пробы по всем сериям.

8.3 LOQ

Необходимо указать прецизионность, связанную с LOQ; например, как среднеквадратическое от­
клонение SD или относительное SD. LOQ вычисляют на основе анализа повторов концентраций пробы 
в нижней части линейного диапазона процедуры измерения.

Прецизионность оценок LOQ зависит от количества повторов, выполненных для каждой концен­
трации и приращения концентрации между пробами. Необходимо выполнить не менее 10 повторений 
для каждой концентрации с небольшим приращением концентрации (в два раза выше и ниже ожидае­
мой концентрации для LOQ) [45]— [47].

8.4 LOD

Оценка LOD должна учитывать как статистическое распределение ложноположительных резуль­
татов, так и истинно-положительных проб [48]. Должна быть указана вероятность ложноположительно­
го детектирования р и ложноотрицательного детектирования а (например, р = 0,05) или достоверность 
классификации истинно-положительного (равно 1 — а) или ложноотрицательного (равно 1 — (3).
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Частота ложноположительных результатов процедуры измерения должна быть охарактеризована 
как часть оценки специфичности (см. 6.2.5) и анализа отрицательного контроля (см. 4.4, 6.3.2 и 6.4). В 
приложениях, где LOD в основном определяют частотой ложноположительных результатов анализа, 
статистическое распределение истинно-положительных результатов может быть смоделировано тео­
ретически. Например, частота ложноположительных результатов с использованием ДНК дикого типа в 
качестве матрицы является критической для определения LOD анализа цПЦР, измеряющего SNV, по­
этому распределение истинно-положительных результатов моделируется теоретически [49].

Частоту детектирования истинно-положительных результатов следует оценивать на основе по­
вторных измерений проб, содержащих целевые количества в нижней части рабочего диапазона про­
цедуры измерения, где >0 % и <100 % реакций являются положительными и охватывают диапазон для 
требуемого уровня достоверности. Например, при 95 %-ной достоверности, LOD является самой низ­
кой концентрацией, при которой 95 % повторов являются положительными. Калибровочные материалы 
или положительные пробы, для которых были установлены значение количества и неопределенность 
измерения, должны использоваться для характеристики частоты детектирования истинно-положитель­
ных результатов. Если выполняются разведения (объемные или гравиметрические), прецизионность 
разведений должна быть охарактеризована и использована для расчета неопределенности измерения 
концентрации, установленной как LOD.

Доля положительных повторов изображается на графике относительно концентрации калибро­
вочных материалов, и она может быть интерполирована для получения большей прецизионности пу­
тем подгонки данных к сигмоидальной кривой, и получения доверительного интервала оценки LOD [47]. 
Прецизионность оценки LOD зависит от количества повторных проб для каждой концентрации и при­
ращения концентрации между пробами. Необходимо выполнить не менее 10 повторов на уровень кон­
центрации. Приращение концентрации должно быть не более чем двукратным.

П р и м е ч а н и е  — Если лаборатория не знает, где ожидать LOD, хорошая стратегия состоит в том, чтобы 
сначала оценить его, выполнив предварительное исследование всего с несколькими повторами при каждой кон­
центрации и охватив более широкий диапазон концентраций, а затем выполнить большое количество повторов в 
узком диапазоне концентрации.

8.5 Линейность

Линейный диапазон процедуры измерения должен быть задокументирован.
Степень линейности в пределах этого диапазона должна быть охарактеризована относительно 

наклона и коэффициента корреляции (например, коэффициента корреляции Пирсона, R) с помощью 
регрессионного анализа ожидаемого количества нуклеиновой кислоты относительно замеренного коли­
чества нуклеиновой кислоты. Измеряемой величиной должна быть величина, измеренная с помощью 
метода (см. 4.2), а не промежуточная величина (например, Cq), подлежащая дальнейшей обработке 
данных (см. 7.4).

Пробы, используемые для оценки линейности, должны быть репрезентативными для типичных 
испытуемых проб и могут представлять собой калибровочные материалы или серию разведений ис­
пытуемой пробы. Для серии разведений анализируют относительное количество.

Ожидаемый наклон графика замеренного значения относительно ожидаемого значения составля­
ет 1,0, с точкой пересечения (0,0). Рекомендуется наклон от 0,95 до 1,05. Коэффициент корреляции R2 
должен быть больше 0,99.

П р и м е ч а н и е  — Дополнительная информация об определении линейности в цПЦР приведена в [50]. До­
полнительная информация об использовании коэффициента корреляции для верификации линейности приведена 
в [51].

8.6 Правильность

Правильность измерения — это выражение того, насколько среднее значение бесконечного числа 
(т. е. большого числа в действительности) результатов, полученных с помощью метода, приближается 
к эталонному значению. Существует три основных подхода к получению подходящего эталонного зна­
чения:

a) использование сертифицированных эталонных материалов;
b ) метод «введено-найдено» с использованием проб с добавками;
c) сравнение с результатами, полученными другим методом [52].
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Для перечисления а) сертифицированный стандартный образец должен иметь матрицу, очень по­
хожую на матрицу испытуемой пробы, и целевую концентрацию числа копий в том же диапазоне, что и 
стандартные пробы.

8.7 Устойчивость критерия

Во время испытания на устойчивость критерия необходимо исследовать влияние небольших 
отклонений в соответствующих параметрах метода на эффективность метода и результаты измере­
ний. Соответствующими параметрами метода, которые могут повлиять на результат метода, являются 
концентрация и источник (производитель) праймеров и зондов, состав реагентов для ПЦР, термоци­
клер [53] и параметры циклической термообработки.

Как правило, считается, что метод цПЦР, являющийся методом ПЦР с анализом результатов по 
конечной точке, более устойчивый, чем методы кПЦР, однако амплитуда флуоресценции и температура 
отжига являются важными параметрами для дифференциации положительных и отрицательных ячеек, 
поэтому концентрация и источник (производитель) праймеров и датчики и температура отжига должны 
варьироваться во время испытания на устойчивость.

8.8 Особые принципы валидации метода кПЦР

8.8.1 Повторяемость кПЦР или RT-кПЦР
Повторяемость процедуры измерения, основанной на кПЦР или RT-кПЦР, должна быть выражена 

в соответствии с используемым методом количественного определения: для подхода, использующего 
калибровочную кривую (см. 4.2.2), среднеквадратическое отклонение SD единиц концентрации кали­
бровочной кривой являются подходящими, в то время как для метода относительного количественного 
определения (см. 4.2.4) среднеквадратическое отклонение SD должно отражать конечное количество, 
вычисленное с помощью методики измерения.

Для выражения повторяемости как коэффициента вариации значений Cq (CVc ) используют фор­
мулу (см. [47])

С’ полученное по формуле (10), следует использовать для расчета повторяемости конечного количе­
ства нуклеиновой кислоты, измеренного с помощью методики измерения.

Показатели прецизионности зачастую симметричны относительно вычисленной концентрации, 
если они выражены на логарифмической шкале Cq. При преобразовании в линейную шкалу показатель 
прецизионности становится асимметричным относительно вычисленной концентрации. Поэтому следу­
ет учитывать, достаточно ли симметричной аппроксимации значений прецизионности на линейной шка­
ле для охвата положительных и отрицательных интервалов, выраженных на логарифмической шкале.

8.8.2 Внутрилабораторная прецизионность и воспроизводимость кПЦР или RT-кПЦР
Для метода относительного количественного определения (см. 4.2.4) прецизионность между не­

зависимыми анализами или между лабораториями не должна выражаться как среднеквадратическое 
отклонение SD необработанных значений Cq, поскольку значения Cq несопоставимы между экспери­
ментами из-за различий в установках пороговых значений. Прецизионность должна быть выражена 
для конечного количества процедуры измерения после обработки данных (см. 7.4) и нормализации 
данных (см. 4.3).

8.9 Особые принципы валидации метода цПЦР

Известно, что точность цПЦР зависит от значений X из-за их зависимости от статистики Пуассона 
для учета ячеек с многочисленной занятостью [37]. В связи с этим, прецизионность цПЦР должна быть 
установлена как диапазон значений X, а также как количество, измеренное с помощью процедуры из­
мерения (см. 4.2) нуклеиновой кислоты-мишени. Кроме того, для мультиплексных анализов следует 
указать диапазон значений X для матриц нуклеиновых кислот, на которые нацелены другие анализы в 
рамках мультиплексного анализа, поскольку это может повлиять на эффективность метода.

(10)
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9 Прослеживаемость и сопоставимость измерений количественного 
определения нуклеиновых кислот

9.1 Метрологическая прослеживаемость

Прослеживаемость результата измерения относится к метрологической прослеживаемости. Она 
соотносит результат с единицами СИ или другими согласованными стандартами/ссылками. Прослежи­
ваемость важна для сопоставимости аналитических результатов (см. ИСО/МЭК 17025).

Метрологическую прослеживаемость результатов измерений цПЦР и кПЦР устанавливают в со­
ответствии с ИСО 17511.

Величины со знаками подсчета, в том числе копии определенной последовательности нуклеино­
вых кислот, имеют значение один. Один по своей природе является элементом любой системы единиц. 
Величины с единицей один можно рассматривать как прослеживаемые до СИ [54]. Таким образом, фор­
мальная прослеживаемость до СИ может быть получена с помощью соответствующих валидированных 
процедур измерения.

В качестве процедуры измерения, основанной на подсчете, цПЦР может стать основой первичной 
эталонной процедуры измерения концентрации числа копий нуклеиновых кислот (для фрагментов ну­
клеиновых кислот, амплифицируемых в данных условиях экспериментальной ПЦР), при условии уста­
новления специфичности и полноты подсчета и заявления о неопределенности измерений [55], [56].

9.2 Использование стандартных образцов

Стандартные образцы следует использовать для обеспечения аналитической прослеживаемости 
результатов измерений и верификации показателей процесса измерения нуклеиновых кислот. При на­
личии соответствующих стандартных образцов на основе нуклеиновых кислот следует использовать их 
по назначению.

9.3 Калибровка приборов

Приборы, используемые для количественного определения нуклеиновых кислот, необходимо от­
калибровать с использованием соответствующих калибраторов и/или стандартных образцов, при на­
личии. Вспомогательное оборудование, включая, помимо прочего, весы и микропипетки, также должно 
быть откалибровано.

10 Неопределенность измерений (MU) в измерениях кПЦР и цПЦР

10.1 Общие требования к расчету неопределенности измерений (MU)

Неопределенность измерений можно определить как оцениваемый диапазон значений, в преде­
лах которого находится истинное значение измерения. Диапазон значений указывает на надежность 
результата измерения. Оценка неопределенности включает влияние как случайных, так и систематиче­
ских погрешностей в процедуре измерения. При оценке факторов, влияющих на неопределенность ре­
зультата измерения, следует учитывать все возможные источники изменчивости в процессе измерения. 
В приложении D приведен обзор источников неопределенности в измерениях кПЦР и цПЦР. Должны 
быть оценены экспериментальные данные и другие источники информации, такие как опубликованные 
результаты и сертификаты калибровки, для создания бюджета неопределенности, отражающего клю­
чевые этапы анализа, влияющие на результат измерения. Дополнительные указания для вычисления 
неопределенности измерения приведены в [57] для кПЦР и [58] для цПЦР.

Вычисления неопределенности измерений для методов количественного анализа нуклеиновых 
кислот должны включать следующие оценки:

- повторяемость, прецизионность и воспроизводимость измерений кПЦР или цПЦР;
- систематическую погрешность измерений кПЦР или цПЦР;
- неопределенность значений, присвоенных эталонным материалам;
- неопределенность разведения испытуемых проб или калибровочных материалов (случайные 

ошибки в разведении могут быть зафиксированы во внутрилабораторной прецизионности, если повто­
ры выполняются на протяжении всего процесса);
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- неопределенность, связанную с нормализацией: неопределенность измерения эталонного(ых) 
гена(ов) или других генов, применяемых для нормализации (см. 4.3), должны быть надлежащим обра­
зом объединены в соответствии с формулой, используемой для вычисления нормализованного количе­
ства исследуемой мишени (например, среднее геометрическое множества количеств эталонных генов);

- другие факторы, которые могут повлиять на результат измерения.
Неопределенности должны быть объединены в соответствии с Руководством ИСО/МЭК 98-3. Ко­

эффициент охвата, применяемый для вычисления расширенной неопределенности с заданным дове­
рительным уровнем (например, 95 %), должен учитывать количество выполненных повторов, которое 
определяет степени свободы, используемые для вычисления коэффициента охвата.

Анализы, проводимые при валидации метода, могут предоставить информацию по прецизионно­
сти (см. 8.2) и правильности (см. 8.6), которые можно использовать при вычислении неопределенности 
измерений.

На основе повторяемости и межсерийных оценок (см. 8.2) относительную стандартную неопреде­
ленность внутрилабораторной прецизионности метода (wprecisjon ге|), связанную со средней измеренной 
концентрацией числа копий пробы, вычисляют по формуле (см. [58])

где лгип— количество экспериментов, выполненных в процессе валидации.
Если концентрацию стандартных проб определяют путем калибровки по эталонному материалу 

(см. 4.2.2), неопределенность сертифицированной концентрации эталонного материала должна быть 
включена в суммарную неопределенность.

Если для оценки правильности (см. 8.6) имеется независимый эталонный материал, неопреде­
ленность систематической погрешности (ubias rej) вычисляют по формуле

П р и м е ч а н и е  — Этот подход действителен только в тех случаях, когда не наблюдается существенной 
систематической погрешности, или систематическая погрешность скорректирована на указанное количество ну­
клеиновых кислот.

где исеПге| — относительная неопределенность, связанная с сертифицированной концентрацией 

количества копий.

10.2 Неопределенность измерений кПЦР

Неопределенность измерений кПЦР также должна учитывать неопределенность эффективности 
ПЦР. Эффективность ПЦР является неотделимой от вычисления количества нуклеиновой кислоты-ми­
шени с использованием подхода, основанного на калибровочной кривой (см. 4.2.2), поэтому вариация 
эффективности ПЦР может быть отражена в данных межлабораторной прецизионности при валида­
ции метода. Для подхода относительного количественного определения (см. 4.2.4) могут использовать­
ся доверительные интервалы эффективности ПЦР, полученные в результате оптимизации анализа 
(см. 6.2.3), которые должны отражать оценки эффективности ПЦР из нескольких исследований (>3).

10.3 Измерения, основанные на отношении

Для величин, основанных на отношении (см. 4.2.4 и 4.2.5), погрешности измерения должны учи­
тывать корреляцию между переменными в соответствии с Руководством ИСО/МЭК 98-3:2008, 5.2. Если 
отношение между двумя величинами [такими как количество копий или Cq GOI и Cq эталонного(ых) 
гена(ов)] вычисляют с использованием усредненных значений для каждой величины, требуется по­
правка на корреляцию. Однако, если отношение вычисляют непосредственно для каждого повторного 
измерения (например, % SNV/общее количество копий SNV-содержащей области в одной реакции), 
поправка на корреляцию не требуется.

Дополнительное руководство по вычислению вклада прецизионности типа А в неопределенность 
измерений для измерений цПЦР на основе отношений (см. 4.2.5) приведено в [7].

( 11)

precision,rel +L/cert,rel >
( 12)
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10.4 Неопределенность измерений цПЦР

Неопределенность измерения цПЦР должна учитывать экспериментальные источники вари­
ации; недостаточно вычислить неопределенность измерения исключительно на основе теоретиче­
ских 95 %-ных доверительных интервалов подсчета Пуассона [59]. Поскольку оценка Пуассона для 
количества нуклеиновых кислот является неотъемлемой частью количественного определения цПЦР 
(см. 4.2.3), экспериментальная репликация [например, выполненная в валидационных исследовани­
ях (см. 8.2)] фиксирует этот источник неопределенности, и отдельного учета теоретической прецизи­
онности обычно не требуется для вклада суммарной прецизионности в неопределенность измерения 
[см. формулу (11)] [60].

П р и м е ч а н и е  — Экспериментальные среднеквадратические отклонения могут значительно разли­
чаться. Можно вычислить ожидаемое среднеквадратическое отклонение на основе статистики Пуассона, чтобы 
подтвердить, что экспериментальное среднеквадратическое отклонение не дает нереально малого значения 
неопределенности.

Следует также учитывать следующие факторы, определенным образом влияющие на процедуры 
измерения на основе цПЦР:

a) неопределенность объема ячейки. Этот элемент необходим для количественного определе­
ния концентрации копий ДНК с помощью цПЦР (см. 4.2.3). Для измерений цПЦР на основе отношения 
(см. 4.2.5) неопределенность объема ячейки не требуется, однако, в особых случаях высоких значений 
лямбда неоднородность объема ячейки в реакции может внести вклад в неопределенность результата 
измерения на основе отношения [59], [61]. Опубликованные исследования можно использовать для 
оценки неопределенности объема ячейки [62]— [65]. Применяемое значение объема ячейки должно со­
ответствовать типу используемых для цПЦР реагентов (мастермикс) [64];

b ) классификация положительных и отрицательных ячеек. Вариация настроек пороговых значе­
ний флуоресценции влияет на количественную оценку с помощью цПЦР как концентрации числа копий, 
так и отношений [58], [66]. Следовательно, вклад этого источника неопределенности следует оценивать 
на основе данных, в которых пороговое значение было изменено для одного набора данных; например, 
анализ разными операторами или сравнение используемого альтернативного программного обеспече­
ния.

11 Отчеты
Отчет должен содержать достаточно данных, чтобы можно было провести независимую оценку 

результатов количественного определения нуклеиновых кислот.
Элементы отчетности должны включать следующие, без ограничения:
- проба — идентификатор, дескрипторы источника;
- реагенты — наименование, источник, номер партии;
- синтез олигонуклеотидов — производитель, чистота;
- процедуры и условия подготовки проб;
- марка и модель используемого прибора и соответствующие настройки — включая условия ци­

клической термообработки ПЦР и общий объем реакции;
- планы квалификации, валидации и верификации;
- результаты измерений с соответствующими единицами измерения и неопределенностью;
- процедура анализа данных;
- непредвиденные результаты наблюдения.
Конкретные методологические и рабочие параметры, которые должны быть подробно описаны 

для кПЦР и цПЦР, вместе с указанием первоочередности (необходимого/желательного), в соответствии 
с руководствами MIQE [1] и dMIQE [67], приведены в приложении Е.
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Приложение А 
(справочное)

Спектрофотометрия

А.1 Общие положения
Спектрофотометрия является широко используемым методом количественного определения общего ко­

личества нуклеиновых кислот (см. 5.2.2) и оценки чистоты нуклеиновых кислот (см. 5.4). В данном приложении 
представлена информация о коэффициентах поглощения для измерений общей концентрации нуклеиновых кис­
лот, критерии интерпретации химической чистоты и примеры результатов типового спектрофотометрического 
УФ-анализа.

А.2 Взаимосвязь между поглощением и общей концентрацией нуклеиновых кислот
Концентрацию нуклеиновой кислоты определяют с помощью закона Бэра-Ламберта, который прогнозиру­

ет линейную корреляцию между поглощением при длине волны 260 нм и концентрацией нуклеиновой кислоты с 
коэффициентом оптической плотности, зависящим от определяемых количественно видов нуклеиновой кислоты 
(дцДНК, оцДНК, оцРНК, дцРНК).

Показатель поглощения при 260 нм, равный 1,0, эквивалентен ~40 мкг/мл чистой оцРНК, ~46 мкг/мл чистой 
дцРНК и ~50 мкг/мл чистой дцДНК. Более точный количественный анализ нуклеиновых кислот может быть выпол­
нен в денатурирующих условиях с одноцепочечной ДНК (оцДНК) с коэффициентом поглощения 37 мкг/мл.

А.З Коэффициенты поглощения и чистота нуклеиновых кислот
Для высококачественной пробы ДНК показания коэффициента поглощения при 260 и 280 нм (соотноше­

ние 260/280) для чистой ДНК должны быть приближены к 1,8. Если отношение заметно ниже, это может указывать 
на присутствие белка, фенола или других загрязняющих веществ. Если отношение приближено к 2, это может 
указывать на загрязнение РНК.

Для высококачественной пробы РНК отношение 260/280 должно быть приближено к 2. Наблюдались слу­
чаи, когда показания коэффициента поглощения при 260 и 280 нм, равные 1,8, свидетельствуют о наличии при­
близительно 70 %—80 % белка в пробах. Поскольку существует множество белков, которые ингибируют и ПЦР, и 
обратную транскрипцию, лаборатория должна определить свои пороговые значения для отбраковки или принятия 
пробы.

Следует отметить, что отношение 260/280 может варьироваться в зависимости от pH и ионной силы [68].
Отношение коэффициента поглощения при 260 нм к коэффициенту поглощения при 230 нм (отноше­

ние 260/230) в идеале должно находиться в диапазоне от 2,0 до 2,2. Если отношение заметно ниже ожидаемого, 
это может указывать на присутствие загрязняющих веществ, поглощающих при 230 нм.

Показания исходного поглощения следует вычесть из всех измерений (даже в случае отношения).
Дополнительное руководство приведено в ИСО 21571.
На рисунках А.1 и А.2 приведены примеры проб ДНК разного качества. Проба ДНК хорошего качества на ри­

сунке А.1 демонстрирует отношение 260/280 от 1,8 до 2,0 и отношение 260/230 2,20. Проба ДНК низкого качества 
на рисунке А.2 не имеет определенного пика при 260 нм наравне с поглощением при 280 нм и большим пиком при 
230 нм, что приводит к очень низкому отношению 260/230 (0,33), и отношение 260/230 < 1,8.

X  — длина волны, нм; Y — поглощение

Рисунок А.1 — Пример считывания спектрофотометрических показаний для пробы ДНК высокого качества
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Поглощение в диапазоне от 220 до 350 нм показано вместе с выходными данными для концентрации ДНК 
(нг/мкл) и отношениями поглощения.

X  — длина волны, нм; Y — поглощение

Рисунок А.2 — Пример считывания спектрофотометрических показаний для пробы ДНК низкого качества

Поглощение в диапазоне от 220 до 350 нм показано вместе с выходными данными для концентрации ДНК 
(нг/мкл) и отношениями поглощения.
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Приложение В 
(справочное)

Целостность нуклеиновой кислоты

В.1 Общие положения
Исследование целостности нуклеиновой кислоты позволяет оценить факторы, которые могут повлиять на 

эффективность процедуры измерения, основанной на кПЦР- или цПЦР, как, например, наличие деградации ну­
клеиновой кислоты (короткие фрагменты) или высокомолекулярной ДНК (см. 5.3). Методы оценки распределения 
размеров фрагментов ДНК или РНК в пробе перечислены в В.2 и В.З, соответственно. Примеры методов анализа 
целостности нуклеиновых кислот, применяемых к ряду клинических проб, приведены в [20].

В.2 Методы оценки целостности ДНК

В.2.1 Электрофорез
Для клеточной гДНК полоса с высокой молекулярной массой обычно присутствует в верхней части геля. Пят­

на или кометные хвосты свидетельствуют о деградации и фрагментации пробы. Наоборот, для бесклеточной ДНК 
ожидается размер фрагмента основного пика примерно 130—170 пар оснований (Ьр) [69]. Для некоторых приборов 
специальные алгоритмы обеспечивают количественный показатель целостности ДНК, основанный на особенно­
стях электрофоретического анализа.

В.2.2 ПЦР длинных фрагментов
ПЦР длинных фрагментов можно использовать для амплификации последовательностей до 15 т.п.н. (kb) с 

использованием определенных типов полимераз. Она дает качественную оценку целостности ДНК [70].

В.2.3 ПЦР-анализ с ампликонами разной длины
Одна и та же геномная область нацелена на несколько наборов праймеров для ПЦР с разными длинами 

ампликонов и обеспечивает индекс или отношение амплифицируемых молекул при разных размерах фрагмен­
тов [71]—[74].

В.З Методы оценки целостности РНК

В.3.1 Электрофорез
Электрофоретические профили представляют отчетливые полосы для разных групп молекул [рибосомаль- 

ная РНК (рРНК) разного размера, малая РНК и т. д.] и показывают смещение размера фрагмента, связанное с 
деградацией. Специальные алгоритмы обеспечивают количественный показатель целостности РНК, основанный 
на особенностях электрофоретического анализа [75].

Алгоритмы, которые основаны в основном на характеристиках электрофоретического анализа рРНК, под­
ходят для оценки целостности молекул РНК высокого качества, где пики рРНК различимы. Для прокариотической 
РНК для оценки целостности используют отношение рРНК 23S и 16S субъединиц рибосомы. Для эукариотической 
РНК используют отношение рРНК из 28S рРНК и 18S субъединиц рибосомы. Однако, если качество РНК серьезно 
снижено (например, после формалиновой фиксации ткани), эти алгоритмы не подходят для оценки качества мо­
лекул мРНК.

В.3.2 RT-кПЦР для отношения 573' мРНК
Этот анализ целостности основан на измерении отношения количеств мишени, расположенной на 5’-конце, и 

мишени, расположенной на З'-конце одного и того же транскрипта, с использованием RT-праймирования на основе 
олиго-dT. Это обеспечивает относительную меру целостности мРНК. Если РНК не повреждена, ожидается одинако­
вая концентрация при использовании каждого анализа (отношение равно 1), тогда как более высокое число копий 
З'-анализа по сравнению с 5' ожидается, если РНК деградировала [76].

Эффективность стратегии RT-праймирования на основе 3’ следует валидировать с использованием типовых 
испытуемых проб, поскольку может оказаться, что она неинформативна для высокофрагментированной РНК.

В.3.3 RT-кПЦР-анализ повторяющихся элементов
Концентрация экспрессируемых повторяющихся последовательностей (например, AluJ) может быть измере­

на как индикатор амплифицируемости мРНК [76]. Должна быть включена контрольная проба высокой целостности, 
чтобы явно свидетельствовать о деградации пробы.

В.3.4 Анализы RT-кПЦР с ампликонами разной длины
Что касается целостности ДНК, этот подход может быть применен к целостности РНК путем измерения одно­

го и того же транскрипта с ампликонами разной длины [77].
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Приложение С 
(справочное)

Эффективность ПЦР

С.1 Общие положения
ПЦР-эффективность кПЦР, как правило, проверяют путем построения калибровочной кривой или серией 

разведений (см. 6.2.3). В данном приложении приведена информация по порядку проведения определения и вы­
числению эффективности ПЦР.

С.2 Порядок проведения определения
Для оценки эффективности кПЦР калибровочные материалы или проба для приготовления серии разведе­

ний («стандартные растворы»), формирующие стандартную кривую, должны состоять из очищенной матричной 
ДНК. Это могут быть синтетические олигонуклеотиды, очищенная плазмида, очищенная гДНК или очищенный про­
дукт ПЦР. Для оценки эффективности RT-кПЦР стандартные растворы должны состоять из очищенной матричной 
РНК: например, РНК транскрибированная in vitro, или очищенная клеточная РНК. Стандартные растворы могут 
быть приготовлены из высококонцентрированного сырья, которое последовательно разбавляют.

Рекомендуется нуклеиновая кислота-носитель (без перекрестной реактивности с анализом) для поддержа­
ния общего содержания нуклеиновой кислоты в реакционной смеси эквивалентным в серии разведений, особенно 
для молекул с низкой молекулярной массой, таких как олигонуклеотиды или плазмидная ДНК, которые могут при­
лепляться к пробиркам. Стандартная кривая должна охватывать как можно более широкий диапазон концентраций 
и быть применимой к планируемому использованию процедуры измерения.

Точная оценка эффективности ПЦР характеризуется узким доверительным интервалом. Это достигается с 
помощью большого количества стандартов. Рекомендуется как минимум 24 измерения, распределенные, напри­
мер, в виде четырех повторов при шести различных концентрациях [78].

С.З Вычисления
Предлагаются следующие показатели качества и параметры испытаний:
a) Повторяющиеся данные проверяют на наличие выбросов. Выбросы могут быть идентифицированы, на­

пример, с помощью испытания проб тестом Грабба относительно остатка. Рекомендуется использовать довери­
тельный интервал 95 %.

1) Если обнаружен один выброс, данные и анализ должны быть пересмотрены для определения причины 
выброса. Если причина идентифицирована и может быть исключена, данный выброс может быть удален из ана­
лиза, а оставшиеся данные могут быть использованы для построения стандартной кривой;

2) Если более одного выброса обнаружено для пробы, данные, соответствующие этой пробе, не должны 
использоваться для построения стандартной кривой.

b) Данные кПЦР из «стандартных растворов» вычисляют по формуле с помощью линейной регрессии

где у — значение Cq,
х — десятичный логарифм концентрации [1од10(С|) или относительной концентрации (в случае серии разведе­

ний)] стандартного раствора;
а — отрезок прямой;
Ь — градиент.

Необходимо оценить коэффициент корреляции линейной регрессии (см. 6.2.3).
Можно выполнить дополнительное испытание на линейность, например, путем оценки с помощью проведе­

ния испытаний или сравнения линейной аппроксимации с многочленами второго и третьего порядка по формулам:

у = а + Ьх, (С.1)

у = а + Ьх + сх2, (С.2)

у = а + Ьх + сх2 +dx3, (С.З)

где с — коэффициент члена второго порядка; 
d — коэффициент члена третьего порядка.
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Важность подгоночных параметров с и d сравнивают с наклоном Ь. Значительное взвешивание с и d предпо­
лагает отклонение от линейности при низкой и/или высокой концентрации.

Если данные показывают отклонение от линейности, крайняя точка данных должна быть удалена, а остав­
шиеся данные, теперь охватывающие более узкий диапазон, должны быть проверены на линейность.

Для данных кПЦР отклонение от линейности часто наблюдается при высокой концентрации, особенно на 
определенных приборах. Это отклонение может быть связано с неправильным вычитанием базовой линии про­
граммным обеспечением прибора из-за раннего увеличения флуоресценции наиболее концентрированной пробы. 
Отклонение от линейности может сильно повлиять на оценку эффективности ПЦР, поскольку пробы, имеющие 
отклонения, с экстремальными концентрациями и, из-за более сильного эффекта линейной регрессии, оказывают 
сильное влияние на подгонку, в результате чего оценки эффективности ПЦР значительно выше 100 %, что тео­
ретически невозможно. Если возможно, следует внести коррективы в подход к установлению базовой линии или 
процедуру измерения, валидированную в узком диапазоне концентраций (см. 6.3.3).

_с) Среднюю эффективность ПЦР Е оценивают на основании нескольких определений со средним градиен­
том (Ь) по формуле

Е = 10~1/ь-  1,

со среднеквадратической погрешностью SE — по формуле

о,г_ С^_ (1 + Ё)1пЮ 
Ы = Е  ~  b t z b  — ---------

ь

и доверительным интервалом (С/) — по формуле

CI = E±t,95 %,/т—2 ‘ S E E ’

(С.4)

(С.5)

(С.6)

где t95 о/ п-2 — коэффициент расширения при доверительном уровне 95 %, вычисленный по обратному 
^-распределению;

п — количество экспериментов, проведенных для определения эффективности ПЦР.
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Приложение D 
(справочное)

Неопределенность измерений

D.1 Общие положения
Как обработка биологической пробы (отбор проб из исходного материала, хранение, экстракция нуклеино­

вых кислот), так и измерение нуклеиновых кислот влияют на неопределенность значения количества, полученного 
с помощью метода измерения на основе кПЦР или цПЦР. Результаты могут быть систематическими; связаны с по­
ложительной или отрицательной систематической погрешностью (например, экстракция нуклеиновых кислот или 
эффективность RT < 100 %), или случайными (относящиеся к прецизионности применяемых методов). Составной 
экспериментальный план с повторением для разных этапов всего процесса обеспечивает прецизионность и про­
гнозирует случайные воздействия на неопределенность измерения в результате [79].

Обзор источников неопределенности, которые могут повлиять на измерения кПЦР и цПЦР, представлен в D.2 
и D.3, чтобы помочь разработчикам методов кПЦР или цПЦР учесть факторы, которые могут иметь значение при 
разработке соответствующего бюджета неопределенности измерений.

D.2 Источники неопределенности для всего процесса (кПЦР)
Возможные источники неопределенности во всем процессе от биологической пробы до количественного 

определения нуклеиновых кислот изображены на рисунке D.1 для процедуры измерения, основанной на кПЦР. Для 
RT-кПЦР уникальные источники неопределенности включают обработку ДНКазой и RT. Для методов кПЦР, исполь­
зующих калибровочную кривую (см. 4.2.2), имеют значение источники неопределенности в значении, присвоенном 
калибровочному материалу.
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Рисунок D.1 — Причинно-следственная диаграмма. Весь процесс вклада неопределенности для процедуры
измерений, основанной на кПЦР
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Центральная стрелка представляет экспериментальный процесс от пробы до метода количественного опре­
деления. Ветви, ведущие в последовательность эксперимента, характеризуют источники изменчивости, вносящие 
вклад в неопределенность на различных этапах процесса. Адаптировано из [80].

D.3 Источники неопределенности для цПЦР
Источники неопределенности, влияющие на цПЦР, изображены на рисунке D.2 для процедуры измерения 

на основе капельной цПЦР, применяемой для количественного определения концентрации числа копий (см. 4.2.3).

Cprimers/probe — концентрация праймеров и пробы; Dfsample — коэффициент разведения пробы перед добавлением ПЦР-микса; 
DfpcR — коэффициент разведения пробы в ПЦР-миксе; Мм  — масса разбавителя; Mdi|+samp|e — масса разбавителя и пробы, 

/WpremiX — масса микса до отбора пробы; /Wmjx — масса ПЦР-микса с пробой; \/d — объем капель

П р и м е ч а н и е  — Воспроизведено с разрешения [58].

Рисунок D.2 — Причинно-следственная диаграмма. Вклад неопределенности для процедуры измерения,
основанной на цПЦР
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Приложение Е 
(справочное)

Карты контроля MIQE и dMIQE

Е.1 Общие положения
Требования к информации для разработки методов кПЦР или цПЦР в соответствии с настоящим стандартом 

разделяют многие из требований к публикации экспериментальных данных из экспериментов кПЦР и цПЦР, изло­
женных в «Минимальная информация для публикации результатов экспериментов количественной ПЦР в реаль­
ном времени» (MIQE) и «Минимальная информация для публикации результатов экспериментов цифровой ПЦР» 
(dMIQE) [1], [67]. Карты контроля MIQE и dMIQE приведены, чтобы информировать разработчиков методов кПЦР 
и цПЦР об аспектах всего процесса (включая отбор проб, извлечение нуклеиновых кислот, измерение), которые 
могут быть описаны.

Е.2 Карта контроля MIQE
В таблице Е.1 приведены данные по методологическим и рабочим параметрам, приведенным в карте контро­

ля для публикации данных экспериментов, основанных на кПЦР, опубликованные в руководстве MIQE [1].

Т а б л и ц а  Е.1 — Карта контроля MIQE [воспроизведено с разрешения Американской ассоциации клинической 
химии (ААСС)]

Пункт для проверки Значимость

ПЛАН ЭКСПЕРИМЕНТА

Определение экспериментальной и контрольной групп Е

Количество в каждой группе Е

Анализ проведен головной лабораторией или исследовательской лабораторией? D

Подтверждение вкладов автора D

ПРОБА

Описание Е

Объем/масса обрабатываемой пробы D

Микроскопическое или макроскопическое препарирование Е

Процедура обработки Е

Если заморожена — каким способом и как быстро? Е

Если химически связанная — с чем, как быстро? Е

Условия и период хранения пробы [особенно для химически связанных формалином и залитых 
парафином (FFPE) проб] Е

ЭКСТРАКЦИЯ НУКЛЕИНОВОЙ кислоты

Процедура и/или оборудование Е

Наименование набора и данные по модификации Е

Источник дополнительных используемых реагентов D

Данные по обработке ДНКазы или РНКазы Е

Оценка загрязнения (ДНК или РНК) Е

Количественное определение нуклеиновой кислоты Е

Прибор и метод Е
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Продолжение таблицы Е. 1

Пункт для проверки Значимость

Чистота (А260/А280) D

Частота выявления D

Метод/прибор определения целостности РНК Е

RIN/RQI или Cq транскриптов 3’ и 5’ Е

Следы электрофореза D

Испытание на ингибирование (разведения Cqj спайк и прочее) 

ОБРАТНАЯ ТРАНСКРИПЦИЯ

Е

Полные условия реакции Е

Количество РНК и реакционный объем Е

Праймирующий олигонуклеотид (при использовании GSP) и концентрация Е

Обратная транскриптаза и концентрация Е

Температура и время Е

Производитель реагентов и каталожные номера D

Cqs с и без RT D

Условия хранения кДНК 

ИНФОРМАЦИЯ О МИШЕНИ кПЦР

D

Учетный номер последовательности Е

Расположение ампликона D

Длина ампликона Е

Скрининг специфичности in silico (BLAST и т. д.) Е

Псевдогены, ретропсевдогены или другие гомологи? D

Выравнивание последовательности D

Анализ вторичной структуры ампликона D

Расположение каждого праймера по экзону или интрону (если применимо) Е

Какие сплайс-варианты являются целевыми? 

ОЛИГОНУКЛЕТИДЫ кПЦР

Е

Последовательности праймеров Е

Идентификационный номер RTPrimerDB D

Последовательности зондов D

Расположение и идентичность любых модификаций Е

Производитель олигонуклеотидов D

Метод очистки 

ПРОТОКОЛ кПЦР

D

Полные условия реакции Е
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Продолжение таблицы Е. 1

Пункт для проверки Значимость

Объем реакции и количество кДНК/ДНК Е

Праймер, (зонд), концентрации Мд++ и dNTP Е

Идентификация и концентрация полимеразы Е

Наименование и производитель буфера/набора Е

Точный химический состав буфера D

Добавки (SYBR Green I, DMSO и др.) Е

Производитель планшетов/пробирок и каталожный номер D

Полные параметры термоциклирования Е

Настройка реакции (ручная/роботизированная) D

Производитель прибора для кПЦР Е

ВАЛИДАЦИЯ кПЦР

Доказательства оптимизации (из градиентов) D

Специфичность (гель, последовательность, плавление или расщепление) Е

Для SYBR Green I, Cq NTC Е

Стандартные кривые с наклоном и точкой пересечения с осью Y Е

Эффективность ПЦР, рассчитанная по наклону Е

Доверительный интервал для эффективности ПЦР или среднеквадратическая ошибка D

R2 стандартной кривой Е

Линейный динамический диапазон Е

Изменение Cq на нижнем пределе Е

Доверительные интервалы во всем диапазоне D

Доказательства для предела обнаружения Е

При мультиплексном анализе эффективность и LOD каждого анализа Е

АНАЛИЗ ДАННЫХ

Программа анализа кПЦР (источник, версия) Е

Определение метода Cq Е

Идентификация выброса и его размещение Е

Результаты NTC Е

Обоснование количества и выбор референсных генов Е

Описание метода нормализации Е

Количество и соответствие биологических повторов D

Количество и этап (RT или кПЦР) технических повторов Е

Повторяемость (вариации внутри анализа) Е

Воспроизводимость (изменение между анализами, % CV) D
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Окончание таблицы Е.2

Пункт для проверки Значимость

Анализ мощности D

Статистические методы значимости результатов Е

Программное обеспечение (источник, версия) Е

Представление данных по Cq или необработанных данных с использованием языка разметки 
данных ПЦР в реальном времени (RDML) D

Обозначения:
Е — необходимые; 
D — желаемые.

Е.З Опросной лист dMIQE
В таблице Е.2 приведены данные по методологическим и рабочим параметрам, приведенным в опросном 

листе для публикации данных экспериментов, основанных на цПЦР, опубликованные в руководстве dMIQE.

Т а б л и ц а  Е.2 — Опросной лист dMIQE [воспроизведено с разрешения Американской ассоциации клинической 
химии (ААСС)]

Пункт для проверки Значимость

ПЛАН ЭКСПЕРИМЕНТА

Определение экспериментальной и контрольной групп Е

Количество в каждой группе Е

Анализ проведен головной лабораторией или исследовательской лабораторией? D

Анализ мощности D

ПРОБА

Описание Е

Объем/масса обрабатываемой пробы Е

Микроскопическое или макроскопическое препарирование Е

Процедура обработки Е

Если заморожена — каким способом и как быстро? Е

Если химически связанная — с чем, как быстро? Е

Условия и период хранения пробы [особенно для FFPE проб] Е

ЭКСТРАКЦИЯ НУКЛЕИНОВОЙ кислоты

Количественное определение — прибор/метод Е

Условия хранения: температура, концентрация, продолжительность, буфер Е

Количественное определение ДНК или РНК Е

Прибор/метод количественной оценки/оценки целостности, например, RIN/RQI и маркировки 
или 3’:5’

Е

Информация по структуре матрицы Е

Модификация матрицы (расщепление, обработка ультразвуком, предварительная 
амплификация и т. д.)

Е
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Продолжение таблицы Е.2

Пункт для проверки Значимость

Обработка матрицы (начальный нагрев или химическая денатурация) Е

Ингибиторное разведение и спайк Е

Оценка загрязнения ДНК образца РНК Е

Данные об обработке ДНКазы, если выполнялась Е

Производитель используемых реагентов и каталожный номер D

Хранение нуклеиновой кислоты: температура, концентрация, продолжительность, буфер Е

ОБРАТНАЯ ТРАНСКРИПЦИЯ (при необходимости)

Метод праймирования кДНК + концентрация Е

Одно- или двухэтапный протокол Е

Количество РНК, используемое на реакцию Е

Данные по компонентам и условиям реакции Е

Эффективность RT D

Предполагаемые копии, измеренные с добавлением и без добавления RT D

Производитель используемых реагентов и каталожный номер D

Объем реакции (для двухэтапной реакции обратной транскрипции) D

Хранение кДНК: температура, концентрация, продолжительность, буфер D

ИНФОРМАЦИЯ О МИШЕНИ цПЦР

Учетный номер последовательности Е

Расположение ампликона D

Длина ампликона Е

Скрининг специфичности in silico (BLAST и т. д.) Е

Псевдогены, ретропсевдогены или другие гомологи? D

Выравнивание последовательности D

Анализ вторичной структуры ампликона и содержание GC D

Расположение каждого праймера по экзону или интрону (если применимо) Е

Какие сплайс-варианты являются целевыми? Е

ОЛИГОНУКЛЕТИДЫ цПЦР

Последовательности праймеров и/или последовательность окружения ампликона Е

Идентификационный номер RTPrimerDB D

Последовательности зондов D

Расположение и идентичность любых модификаций Е

Производитель олигонуклеотидов D

Метод очистки D

ПРОТОКОЛ цПЦР

Полные условия реакции Е
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Продолжение таблицы Е.2

Пункт для проверки Значимость

Объем реакции и количество РНК/кДНК/ДНК Е

Праймер, (зонд), концентрации Мд++ и dNTP Е

Идентификация и концентрация полимеразы Е

Каталожный номер и производитель буфера/набора Е

Точный химический состав буфера D

Добавки (SYBR Green 1, DMSO и др.) Е

Производитель планшетов/пробирок и каталожный номер D

Полные параметры термоциклирования Е

Настройка реакции D

Гравиметрическое или объемное разбавление (ручное/роботизированное) D

Общий подготовленный объем реакции ПЦР D

Номер ячейки Е

Объем отдельной ячейки Е

Общий объем измеренных ячеек (эффективный размер реакции) Е

Вариация объема ячейки/среднеквадратическое отклонение D

Исчерпывающая информация и надлежащее использование контролей Е

Производитель прибора цПЦР Е

ВАЛИДАЦИЯ цПЦР

Данные оптимизации для анализа D

Специфичность (при измерении редких мутаций, последовательностей патогенов и т. д.) Е

Предел обнаружения калибровочного контроля D

При мультиплексном анализе, сравнение с одиночными анализами Е

АНАЛИЗ ДАННЫХ

Среднее количество копий на ячейку (/\ или эквивалент) Е

Программа анализа цПЦР (источник, версия) Е

Идентификация выброса и его размещение Е

Результаты NTC Е

Примеры положительных и отрицательных результатов экспериментов в качестве 
дополнительных данных Е

При необходимости, обоснование количества и выбора эталонных генов Е

При необходимости, описание метода нормализации Е

Количество и соответствие биологических повторов D

Количество и этап (RT или кПЦР) технических повторов Е

Повторяемость (вариации внутри анализа) Е

Воспроизводимость (различия между анализами/пользователями/лабораториями и т. д.) D
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Окончание таблицы Е.2

Пункт для проверки Значимость

Вариация и доверительный интервал эксперимента Е

Статистические методы, используемые для анализа Е

Отправка данных с использованием RDML D

Обозначения:
Е — необходимые;
D — желаемые.
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Приложение ДА 
(справочное)

Сведения о соответствии ссылочных международных стандартов национальным
и межгосударственным стандартам

Т а б л и ц а  ДА.1

Обозначение ссылочного 
международного стандарта

Степень
соответствия

Обозначение и наименование соответствующего межгосударственного
стандарта

ISO/IEC Guide 98-3:2008 ЮТ ГОСТ 34100.3—2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008 «Неопределенность 
измерения. Часть 3. Руководство по выражению неопределенно­
сти измерения»

ISO/IEC Guide 99 — •к

* Соответствующий национальный, межгосударственный стандарт отсутствует. До его принятия рекомендует­
ся использовать перевод на русский язык данного международного стандарта. Официальный перевод данного 
международного стандарта находится в Федеральном информационном фонде стандартов.

П р и м е ч а н и е  — В настоящей таблице использовано следующее условное обозначение степени соответ­
ствия стандарта:

- ЮТ — идентичный стандарт.
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