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Zastosowanie transferu energii rezonansu fluorescen
(FRET) w ilosciowej metodzie oznaczania ekspresji genow
na przyktadzie sondy TagMan

Wstep

Kazdy organizm posiada unikatowy kod genetyczny, nidalp do przeka-
zania informacji do potomnych komorek somatycznpehz do prekursorow
gamet, co jest niezdne do reprodukcji organizmdogywych. Informacja ta jest
zapisana w sekwencji nukleotydéw kwasu deoksyrykigimowego (DNA).
Kod genetyczny to uniwersalny system funkcjaoyjw przyrodzie, przypo-
rzadkowujacy sekwencje utzenia zasad w DNA sekwencji ienia aminokwa-
sow w biatku. Realizacja kodu genetycznego przemdet polega na przepisa-
niu zakodowanej w sekwencji nukleotydow informagjirzettumaczeniu jej na
sekwenat aminokwasow w biatku (rys. 1). Wszystkie organizetgsuy sig do
tego samego przypardkowania kodondw poszczegdéinym aminokwasom. Kod
genetyczny jest wt powszechny dla wszystkich organizmayjacych na na-
szej planecie.

o transkrypcja

Rys. 1. Przeplyw informacji genetycznej w komarce

translacja
_—

PCR — faacuchowa reakcja polimerazy Polimerase Chain Reaction

W latach 80. kanadyjski biochemik Kary Mullis wrag wspétpracownika-
mi opracowali meto@ PCR, czyli t&ccuchowy reakcg polimerazy (angPolyme-
rase Chain Reactignpozwalajca na powielanie dowolnej sekwencji DNA
w warunkachin vitro [Mullis 1990]. Obecnie jest to jedna z napméjszych
technik biologii molekularnej posiadajp wiele odmian [Bal 2007; Stomski
2008; Weglenski 2000]. Pozwala ona uzyskae zt@zonej mieszaniny fragmen-
téw DNA miliardy kopiiscisle okrelonego fragmentu, ktére madpy¢ uzyte do
dalszych analiz.

Klasyczna reakcja PCR opierg sia trzech, cyklicznie powtarzaych sg
etapach, riniacych s¢ temperatug i czasem trwania [Bal 2007; Stomski 2002;
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Weglenski 2000]. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzitnyea (casteczka
kwasu nukleinowego), na podstawie ktorej termostabpolimeraza DNA do-
budowuje komplementarne 2'-deoksyadenozynotréjfarso (ANTPy) kdace
substratami reakcji. O tym, ktéry fragmerthkie namneony, decydyj startery,
krétkie jednoniciowe fragmenty DNA o znanej sekwjendoére przyhczap sie
do matrycy definiyjc fragment ulegapy amplifikacji. W pierwszym etapie
reakcji nasgpuje termiczna denaturacja podwdjnej nici DNA (%@p prowa-
dzac do powstania pojedynczych nici kwasu deoksynuokleego. W drugim
etapie obnienie temperatury unibiwia przylaczanie si starterow do jednoni-
ciowej matrycy DNA, dziki czemu polimeraza DNA zapagkowuje wydtza-
nie nowej nici DNA w kierunku 5>3' przez sukcesywne dgkanie pojedyn-
czych, komplementarnych do matrycy dNTPOw. W kalejn cyklach reakc;ji
nowo powstata podwdéjnaihDNA ulega denaturacji i stajecsinatrya w kolej-
nych cyklach. W reakcji przebiegagj z perfekcyja wydajnacia w pocatko-
wych cyklach reakgcji liczba kopii wzrasta wéld 2-krotnej na cykl (9. Kiedy
powielanie osiga maximum wydajrei, reakcja przestaje niecharakter eks-
ponencjalny. W kolejnych cyklach polimeraza uletpgpsiowe] termicznej inak-
tywacji, a sktadniki mieszaniny reakcyjnej ulegaiyczerpywaniu. Ocena Hoi
produktu po zakiéczeniu reakcji nie daje wé odpowiedzi dotycgrej pocat-
kowej ilosci czasteczek matrycowych.

Analiza przyrostu produktu amplifikacji w czasie rzeczywistym (Real-Time
PCR)

Do oznaczenia ikei matrycowego DNA zawartego w prébie wykorzystuje
sie zmodyfikowan technile PCR (Real-Time PCR), ktéra pozwala na monito-
rowanie reakcji w czasie, w ktérym ona przebiegwrfski 2002; Wglenski
2000]. Istog reakcji Real-Time PCR jest rdoavos¢ monitorowania progres;ji
amplifikacji DNA w fazie eksponencjalnej. Urilaviaja to specyficzne barwni-
ki lub sondy wprowadzone do reakcji, ktore paeglapc sk do produktu reakcji
emituja fluorescengj. Wzrost fluorescenciji jest proporcjonalny dadioproduk-
tu generowanego w kdym cyklu reakcji, a jej pomiar umliwiaja specjalnie
do tego przystosowane termocyklery. Podstalliczer poziomu ekspresji ba-
danego genu jest cykl progowy —+ ang.Cycle Threshold czyli cykl, w kt6-
rym dana prébka ogynie poziom linii progowej (prostej odcimagj szumy).
Jest on skorelowany z patkows iloscia matrycy; im weksza wygciowa ilas¢
matrycy, tym nisza warté¢ C; [Ahmed 2002].

Stezenie badanej sekwencji mma mierzy¢ dwoma metodami: stosigj ana-
liz¢ bezwzgédna lub wzgkdma. Metoda bezwzgbna dzgki wykorzystaniu
krzywych standardowych pozwala na clkeaie pocatkowej ilosci materiatu
genetycznego w jednostkach rzeczywistych, np. iEcMopii oznaczanej se-
kwencji. W metodach wzgtinych wynik stanowi krotrigé zmiany ekspresji
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badanego genu pod wptywem proceduryvdadczalnej w odniesieniu do proby
referencyjnej zwanej rowntekalibratorem, ktérym zazwyczaj jest proba nie-
poddanazadnym manipulacjom eksperymentalnym [Bubner, Baid&DO04;
Ginzinger 2002].

Do analizy przyrostu ikei produktu w czasie rzeczywistym opracowano
kilka metod ré@niacych st¢ czsteczkami emitacym fluorescengj Barwniki
takie jak SYBR Green |, bromek etydyny oraz jode&pidyny s detektorami
niespecyficznymi, ktére po zadaniu z kadym dwuniciowym DNA obecnym
w mieszaninie reakcyjnej, bez wzdl na jego sekwengj(niespecyficzne pro-
dukty reakcji, dimery utworzone przez startery),iteya swiatto o okrglonej
diugcici fali. Metoda ta jest wic obarczona diym bledem pomiarowym. M-
liwym obejciem tego problemu jest wykonanie krzywej topnieiazdy dwu-
niciowy DNA znajdujcy sk w mieszaninie reakcyjnej ma oklena temperatu-
r¢ topnienia. Okréenie temperatury topnienia komponentow reakcji Zimda
wyeliminowanie reakcji niespecyficznych.

Druga bardziej czuta i specyficzna metoda wykomzgsznakowane fluore-
scencyjnie sondy dolace oligonukleotydami o sekwencji komplementarnej do
badanego fragmentu gsteczki DNA, ktore emitujgwiatto w odpowiednich
warunkach. Przyktadami stosowanych w reakcji RealeTPCR sondas Tag-
Man, Beacons, Scorpions, SimpleProbe, Eclipse,i€yts i inne.

Dzialanie najcgsciej stosowanych sond opiera sia zjawisku transferu
energii rezonansu fluorescencji (FRET — aRlylorescence Resonance Energy
Transfe) pomidzy fluorochromem a zwikiem wygaszajcym. Cazsteczka
fluorochromu (donor) absorbuje oklena diugas¢ fali, a nastpnie przenosi
energé na inny fluorochrom (akceptor), gdzie dochodzivdggaszania emisiji,
badz emitowane jes§wiatto o innej dtugéci fali niz fala zaabsorbowana [Espy
i in. 2006]. Teoria ta zostata opracowana przezodlbea Forstera w latach 40.
Pierwsze badania biologiczne, w ktérych wykorzyst&RET, przeprowadzono
w 1970 r. w analizie bialek. W potowie lat 80. igagtku 90. powstaly pierwsze
publikacje z wykorzystaniem FRET do badgenetycznych DNA.

Zasada dziatania sondy TagMan

Sondy TagMangoligonukleotydami o diugmi ok. 20—-30 par zasad zawie-
rajacymi na kaicu 5'-fluorescencyjny barwnik reporterowy$z@a kacu 3' —
wygaszacz. Kiedy sonda jest nienaruszona, biéskmarwnika i wygaszacza
powoduje supresjfluorescencji [Forster 1948; Lakowicz 1983]. Abyhwudzi
emisg swiatla, casteczka reportera musi zostaddzielona od wygaszacza.
Umozliwia to 5—3' egzonukleolityczna aktyw’é Taq DNA polimerazy, dzr
ki ktorej podczas reakcji PCR sonda jest degradawWaie, Petropoulus 1998].
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Podczas akumulacji produktow PCR wzéetam cyklu reakcji sonda rozpoznaje
komplementarny fragment DNA i wie skt z nim. Egzonukleolityczna aktyw-
nos¢ Taq DNA polimerazy degraduje sendv miejscu mgdzy reporterem
a wygaszaczem, co w konsekwenciji prowadzi do wrmginatu fluorescencji barw-
nika reporterowego. Powszechnie stosowane barwaikioicu 5'-,reporterowe” to:
FAM (6-karboksylofluoresceina), TET (tetrachlord®rboksylo-fluoresceina) oraz
VIC (nazwa zastrzena przez ABI, USA). Do barwnikéw wykorzystanychkaécu

3' — ,wygaszacze” nale TAMRA (6-karboksylotetrametylorodamina) oraz DAB-
CYL [kwas 4-('-dimetyloaminofenyloazo) benzoesowy].

Przyktadowe badania ekspresji gendw wykonywane w @pciu o technike
Real-Time PCR

W laboratorium Centrum Eksperymentalnego Badad Rozrodem Zwie-
rzat Centrum Biotechnologii Stosowanej i Nauk Podstawah prowadzoness
badania zmian w ekspresji genéw gonadoliberynydjguinostek gonadotropin
w strukturach centralnego ukladu nerwoweéginiodzika w okresie najdisze-
go i najkrotszego dniéwietlnego. Badania te prowadzongmzy wyciu tech-
niki Real-Time PCR z wykorzystaniem sondy TagMan.

W laboratorium znajduje siaparat do detekcji Real-Time StepOnePlus
(Applied Biosystems) (rys. 2). Reakcje przeprowadza na ptytkach umi-
wiajacych jednoczesne wykonanie 96 analiz.

Rys. 2. Real-Time StepOnePlus (Applied Biosystems)
Przyktadowy wykres przyrostu amplifikacji badanyggnow przedstawiony

jest na rys. 3. Wyspujace krzywe wskazigjna spadek ekspresji badanego genu
w stosunku do préby kontrolnej.
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Rys. 3. Wykres przyrostu amplifikacji w czasie rzezywistym

Podsumowanie

Metoda Real-Time PCR jest niegectra i jedn z podstawowych metod szeroko
stosowanych w itynierii biomedycznej. W poréwnaniu z klasygzechnik, PCR
jest szybsza i bardziej czuta. Doktaéhevyniku w duzej mierze zaley od wytej
w reakcji casteczki emitujcej fluorescenej Sondy molekularne, ktérych konstruk-
cja oparta jest na zjawisku FRETa gletektorami bardziej specyficznymi
w poréwnaniu z barwnikami emitigymi swiatto, takimi jak SYBR Green |, przez co
analiza pomiaru iki kopi produktu charakteryzujezsiysoky czutcicia.
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Streszczenie

.<Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR) zajmuje bardzaneamiejsce
w badaniach biologii molekularnej. Wiele technikyinierii biomedycznej wy-
korzystuje produkty tej reakcji do dalszych anaReal-Time PCR jest metad
opart na klasycznej metodzie PCR. Mimo swojej krotkiggtdrii jej popular-
nos¢ i obszar zastosowania weiwzrasta. Jej gldbwnymi zaletami jesteksgza
czulas¢, precyzyjndé¢ oraz maliwosé ilosciowej oceny produktu w komorkach
lub tkankach. Zjawisko transferu energii rezonaflsarescencji (FRET) jest
podstawy dziatania sondy TagMan jako jednej z wielu wykatgyanych do
monitorowania przyrostu produktu amplifikacji w kglych cyklach reakgciji.

Celem niniejszej pracy byt zedty opis metody z przedstawieniem jej najwa
niejszych zalet oraz mibwosci zastosowania w praktyce na przykladzie hada
prowadzonych w Centrum Biotechnologii Stosowamdguik Podstawowych.

Stowa kluczowe:inzynieria biomedyczna, biologia molekularna, PCR.

The application of fluorescence resonance energyaimsfer (FRET) method for
the quantitative determination of gene expression ith using TagMan probe

Abstract

Polymerase chain reaction (PCR) takes a very irapbitlace in the study
of molecular biology. Many biomedical engineerieghniques use the products
of this reaction for further analysis. Real-TimeRP a method based on the
classical method of PCR. Despite its short histiasypopularity and area of use
is still increasing. Its main advantages are highsgivity, precision and the
ability to quantitatively evaluate the product ills or tissues. The phenomenon
of fluorescence resonance energy transfer (FREfeidasis of action TagMan
probe as one of many used for monitoring the grasftthe product amplifica-
tion in the subsequent reaction cycles.

The aim of this study was brief description of thethod with presentation
of the most important advantages and possibildfggractical application as an
example of research conducted at the Center foridgpBiotechnology and
Basic Sciences.

Key words: biomedical engineering, molecular biology, PCR.
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