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

Wstep

Kazdy organizm posiada unikatowy kod genetyczny, niezbedny do przeka-
zania informacji do potomnych komoérek somatycznych oraz do prekursorow
gamet, co jest niezbedne do reprodukcji organizméw zywych. Informacja ta jest
zapisana w sekwencji nukleotydow kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA).
Kod genetyczny to uniwersalny system funkcjonujacy w przyrodzie, przypo-
rzadkowujacy sekwencje utozenia zasad w DNA sekwencji ulozenia aminokwa-
sow w biatku. Realizacja kodu genetycznego przez komorke polega na przepisa-
niu zakodowanej w sekwencji nukleotydéw informacji i przettumaczeniu jej na
sekwencj¢ aminokwasow w biatku (rys. 1). Wszystkie organizmy stosujg si¢ do
tego samego przyporzadkowania kodonow poszczegdlnym aminokwasom. Kod
genetyczny jest wigc powszechny dla wszystkich organizmow zyjacych na na-
szej planecie.

transkrypqa translacia

—

Rys. 1. Przeplyw informacji genetycznej w komorce

PCR - lancuchowa reakcja polimerazy (Polimerase Chain Reaction)

W latach 80. kanadyjski biochemik Kary Mullis wraz ze wspdtpracownika-
mi opracowali metodg PCR, czyli fancuchowa reakcje polimerazy (ang. Polyme-
rase Chain Reaction) pozwalajacg na powielanie dowolnej sekwencji DNA
w warunkach in vitro [Mullis 1990]. Obecnie jest to jedna z najwazniejszych
technik biologii molekularnej posiadajaca wiele odmian [Bal 2007; Stomski
2008; Weglenski 2000]. Pozwala ona uzyskaé¢ ze ztozonej mieszaniny fragmen-
tow DNA miliardy kopii $cisle okreslonego fragmentu, ktére moga by¢ uzyte do
dalszych analiz.

Klasyczna reakcja PCR opiera si¢ na trzech, cyklicznie powtarzajacych si¢
etapach, roznigcych si¢ temperaturg i czasem trwania [Bal 2007; Stomski 2002;
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Weglenski 2000]. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzi matryca (czasteczka
kwasu nukleinowego), na podstawie ktorej termostabilna polimeraza DNA do-
budowuje komplementarne 2'-deoksyadenozynotrojforsorany (dANTPy) bedace
substratami reakcji. O tym, ktory fragment bedzie namnozony, decydujg startery,
krotkie jednoniciowe fragmenty DNA o znanej sekwencji, ktore przylaczajg sie
do matrycy definiujagc fragment ulegajacy amplifikacji. W pierwszym etapie
reakcji nastepuje termiczna denaturacja podwdjnej nici DNA (~95°C), prowa-
dzac do powstania pojedynczych nici kwasu deoksynukleinowego. W drugim
etapie obnizenie temperatury umozliwia przylaczanie si¢ starterow do jednoni-
ciowej matrycy DNA, dzigki czemu polimeraza DNA zapoczatkowuje wydtuza-
nie nowej nici DNA w kierunku 5'—3' przez sukcesywne dotgczanie pojedyn-
czych, komplementarnych do matrycy dNTPoéw. W kolejnych cyklach reakcji
nowo powstata podwojna ni¢ DNA ulega denaturacji i staje si¢ matryca w kolej-
nych cyklach. W reakcji przebiegajacej z perfekcyjng wydajnoscig w poczatko-
wych cyklach reakcji liczba kopii wzrasta w ilo$ci 2-krotnej na cykl (2"). Kiedy
powielanie osigga maximum wydajnosci, reakcja przestaje mie¢ charakter eks-
ponencjalny. W kolejnych cyklach polimeraza ulega stopniowej termicznej inak-
tywacji, a sktadniki mieszaniny reakcyjnej ulegaja wyczerpywaniu. Ocena ilo$ci
produktu po zakonczeniu reakcji nie daje wigc odpowiedzi dotyczacej poczat-
kowej ilosci czasteczek matrycowych.

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

Do oznaczenia ilo$ci matrycowego DNA zawartego w probie wykorzystuje
si¢ zmodyfikowang technike PCR (Real-Time PCR), ktora pozwala na monito-
rowanie reakcji w czasie, w ktérym ona przebiega [Stomski 2002; Weglenski
2000]. Istota reakcji Real-Time PCR jest mozliwos¢ monitorowania progresji
amplifikacji DNA w fazie eksponencjalnej. Umozliwiajg to specyficzne barwni-
ki lub sondy wprowadzone do reakcji, ktore przytaczajac si¢ do produktu reakcji
emitujg fluorescencje. Wzrost fluorescencji jest proporcjonalny do ilosci produk-
tu generowanego w kazdym cyklu reakcji, a jej pomiar umozliwiajg specjalnie
do tego przystosowane termocyklery. Podstawa obliczen poziomu ekspresji ba-
danego genu jest cykl progowy — Cr (ang. Cycle Threshold), czyli cykl, w kto-
rym dana probka osiggnie poziom linii progowej (prostej odcinajgcej szumy).
Jest on skorelowany z poczatkowsg ilo§cig matrycy; im wigksza wyjSciowa ilos¢
matrycy, tym nizsza warto$¢ Cr [Ahmed 2002].

Stezenie badanej sekwencji mozna mierzy¢ dwoma metodami: stosujgc ana-
lize bezwzgledng lub wzgledna. Metoda bezwzglgdna dzigki wykorzystaniu
krzywych standardowych pozwala na okreslenie poczatkowej ilo§ci materiatu
genetycznego w jednostkach rzeczywistych, np. liczbie kopii oznaczanej se-
kwencji. W metodach wzglednych wynik stanowi krotno$¢ zmiany ekspresji
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badanego genu pod wplywem procedury do§wiadczalnej w odniesieniu do proby
referencyjnej zwanej réwniez kalibratorem, ktorym zazwyczaj jest proba nie-
poddana zadnym manipulacjom eksperymentalnym [Bubner, Baldwin 2004;
Ginzinger 2002].

Do analizy przyrostu ilosci produktu w czasie rzeczywistym opracowano
kilka metod ro6znigcych si¢ czgsteczkami emitujgcym fluorescencje. Barwniki
takie jak SYBR Green I, bromek etydyny oraz jodek propidyny sa detektorami
niespecyficznymi, ktore po zwigzaniu z kazdym dwuniciowym DNA obecnym
w mieszaninie reakcyjnej, bez wzgledu na jego sekwencje (niespecyficzne pro-
dukty reakcji, dimery utworzone przez startery), emitujg Swiatto o okreslonej
dlugosci fali. Metoda ta jest wigc obarczona duzym bledem pomiarowym. Moz-
liwym obej$ciem tego problemu jest wykonanie krzywej topnienia. Kazdy dwu-
niciowy DNA znajdujacy si¢ w mieszaninie reakcyjnej ma okre§long temperatu-
r¢ topnienia. Okreslenie temperatury topnienia komponentdow reakcji umozliwia
wyeliminowanie reakcji niespecyficznych.

Druga bardziej czuta i specyficzna metoda wykorzystuje znakowane fluore-
scencyjnie sondy bedace oligonukleotydami o sekwencji komplementarnej do
badanego fragmentu czasteczki DNA, ktore emituje $wiatlo w odpowiednich
warunkach. Przyktadami stosowanych w reakcji Real-Time PCR sond s3:
TagMan, Beacons, Scorpions, SimpleProbe, Eclipse, Cyclicons i inne.

Dziatanie najcze¢sciej stosowanych sond opiera si¢ na zjawisku transferu
energii rezonansu fluorescencji (FRET — ang. Fluorescence Resonance Energy
Transfer) pomigdzy fluorochromem a zwiazkiem wygaszajagcym. Czasteczka
fluorochromu (donor) absorbuje okre$long dlugosé fali, a nastgpnie przenosi
energi¢ na inny fluorochrom (akceptor), gdzie dochodzi do wygaszania emisji,
badZz emitowane jest Swiatto o innej dlugosci fali niz fala zaabsorbowana [Espy
1in. 2006]. Teoria ta zostata opracowana przez Theodora Forstera w latach 40.
Pierwsze badania biologiczne, w ktorych wykorzystano FRET, przeprowadzono
w 1970 r. w analizie bialek. W potowie lat 80. i poczatku 90. powstaty pierwsze
publikacje z wykorzystaniem FRET do badan genetycznych DNA.

Zasada dzialania sondy TagMan

Sondy TagMan sg oligonukleotydami o dlugosci ok. 20-30 par zasad zawie-
rajacymi na koncu 5'-fluorescencyjny barwnik reporterowy, za$ na koncu 3' —
wygaszacz. Kiedy sonda jest nienaruszona, blisko$¢ barwnika i wygaszacza
powoduje supresj¢ fluorescencji [Forster 1948; Lakowicz 1983]. Aby wzbudzi¢
emisj¢ §wiatta, czasteczka reportera musi zosta¢ oddzielona od wygaszacza.
Umozliwia to 5'—3' egzonukleolityczna aktywno$¢ Taq DNA polimerazy, dzig-
ki ktoérej podczas reakcji PCR sonda jest degradowana [Lie, Petropoulus 1998].
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Podczas akumulacji produktéw PCR w kazdym cyklu reakcji sonda rozpoznaje
komplementarny fragment DNA 1 wigze si¢ z nim. Egzonukleolityczna aktyw-
no$¢ Taq DNA polimerazy degraduje sonde w miejscu migdzy reporterem
a wygaszaczem, co w konsekwencji prowadzi do wzrostu sygnatu fluorescencji barw-
nika reporterowego. Powszechnie stosowane barwniki na koncu 5'-,,reporterowe” to:
FAM (6-karboksylofluoresceina), TET (tetrachloro-6-karboksylo-fluoresceina) oraz
VIC (nazwa zastrzezona przez ABI, USA). Do barwnikow wykorzystanych na koncu
3' — ,,wygaszacze” naleza TAMRA (6-karboksylotetrametylorodamina) oraz DAB-
CYL [kwas 4-('-dimetyloaminofenyloazo) benzoesowy].

Przykladowe badania ekspresji genéw wykonywane w oparciu o technike
Real-Time PCR

W laboratorium Centrum Eksperymentalnego Badan nad Rozrodem Zwie-
rzat Centrum Biotechnologii Stosowanej i Nauk Podstawowych prowadzone sa
badania zmian w ekspresji genow gonadoliberyny i podjednostek gonadotropin
w strukturach centralnego uktadu nerwowego §winiodzika w okresie najdluzsze-
2o 1 najkrotszego dnia $wietlnego. Badania te prowadzone sg przy uzyciu tech-
niki Real-Time PCR z wykorzystaniem sondy TagMan.

W laboratorium znajduje si¢ aparat do detekcji Real-Time StepOnePlus
(Applied Biosystems) (rys. 2). Reakcje przeprowadzane sa na ptytkach umozli-
wiajacych jednoczesne wykonanie 96 analiz.

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

jest na rys. 3. Wystegpujace krzywe wskazujg na spadek ekspresji badanego genu
w stosunku do proby kontrolne;.
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Rys. 3. Wykres przyrostu amplifikacji w czasie rzeczywistym

Podsumowanie

Metoda Real-Time PCR jest nicodlaczng i jedng z podstawowych metod szeroko
stosowanych w inzynierii biomedycznej. W porownaniu z klasyczng technika PCR
jest szybsza i bardziej czula. Doktadno$¢ wyniku w duzej mierze zalezy od uzytej
w reakgeji czasteczki emitujgcej fluorescencje. Sondy molekularne, ktorych konstruk-
cja oparta jest na zjawisku FRET, s3 detektorami bardziej specyficznymi
W poréwnaniu z barwnikami emitujgcymi $wiatlo, takimi jak SYBR Green I, przez co
analiza pomiaru ilosci kopi produktu charakteryzuje si¢ wysoka czutoscia.

Literatura

Ahmed F.E. (2002), Detection of genetically modified organisms in foods, ,,Trends in Biotechnol-
ogy”, nr 5.

Bal J., red. (2007), Biologia molekularna w medycynie. Elementy genetyki klinicznej, Warszawa,
ISBN: 978-83-01-14703-7.

Bubner B., Baldwin L.T. (2004), Use of real-time PCR for determining copy number and zygosity
in transgenic plants, ,,Plant Cell Rep.”, nr 23.

Espy M.J., Uhl J.R., Sloan L.M., Buckwalter S.P., Jones M.F., Vetter E.A., Yao J.D.C., Wengenack N.L.,
Rosenblatt J.E., Cockerill III F.R., Smith T.F. (2006), Real-Time PCR in Clinical Microbiolo-
gy: Applications for Routine Laboratory Testing, Clinical Microbiology Reviews.

Forster T. (1984), Zwischenmolekulare Energiewanderung und Fluoreszenz, ,,Ann Phys
(Leipzig)”, nr 2.

Ginzinger D.G. (2002), Gene quantification using real-time quantitative PCR: An emerging tech-
nology hits the mainstream, ,,J. Mol. Endocrinol”, nr 30.

Lakowicz J.R. (1983), Principles of Fliorescence Spectroscopy, Plenum Press, New York, chapter 2.

Lie Y.S., Petropoulos C.J. (1998), Advances in quantitative PCR technology: 5' nuclease assays,
,.Current Opinion Biotechnol”, 9.

376



Mullis K.B. (1990), The unusual origin of the polymerase chain reaction, Sci Am.
Stomski R., red. (2008), Analiza DNA. Teoria i praktyka, Poznan, ISBN: 978-83-7160-496-6.
Weglenski P., Bartnik E., (2000), Genetyka molekularna, Warszawa, ISBN 830111830X.

Streszczenie

,Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR) zajmuje bardzo wazne miejsce
w badaniach biologii molekularnej. Wiele technik inzynierii biomedycznej wy-
korzystuje produkty tej reakcji do dalszych analiz. Real-Time PCR jest metoda
opartg na klasycznej metodzie PCR. Mimo swojej krotkiej historii jej popular-
nos$¢ 1 obszar zastosowania wcigz wzrasta. Jej gtownymi zaletami jest wicksza
czuto$¢, precyzyjnos¢ oraz mozliwos¢ ilosciowej oceny produktu w komoérkach
lub tkankach. Zjawisko transferu energii rezonansu fluorescencji (FRET) jest
podstawg dziatania sondy TagMan jako jednej z wielu wykorzystywanych do
monitorowania przyrostu produktu amplifikacji w kolejnych cyklach reakcji.

Celem niniejszej pracy byl zwigzty opis metody z przedstawieniem jej najwaz-
nigjszych zalet oraz mozliwo$ci zastosowania w praktyce na przykladzie badan
prowadzonych w Centrum Biotechnologii Stosowanej i Nauk Podstawowych.

Stlowa kluczowe: inzynieria biomedyczna, biologia molekularna, PCR.

The application of fluorescence resonance energy transfer (FRET) method for
the quantitative determination of gene expression with using TagMan probe

Abstract

Polymerase chain reaction (PCR) takes a very important place in the study
of molecular biology. Many biomedical engineering techniques use the products
of this reaction for further analysis. Real-Time PCR is a method based on the
classical method of PCR. Despite its short history, its popularity and area of use
is still increasing. Its main advantages are high sensitivity, precision and the
ability to quantitatively evaluate the product in cells or tissues. The phenomenon
of fluorescence resonance energy transfer (FRET) is the basis of action TagMan
probe as one of many used for monitoring the growth of the product amplifica-
tion in the subsequent reaction cycles.

The aim of this study was brief description of the method with presentation
of the most important advantages and possibilities of practical application as an
example of research conducted at the Center for Applied Biotechnology and
Basic Sciences.

Key words: biomedical engineering, molecular biology, PCR.
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