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Differential display - the method of searching for specifically ex
pressed genes

Summary

Identification of differentially expressed genes is one of the major chal
lenges in molecular biology. Several techniques allow the cloning of such se
quences. How'ever, methods such as differential hybridization are time-consum
ing and require large amounts of mRNA. Recently a new approach has been suc
cessfully developed: differential display by polymerase chain reaction (DD PCR). 
This technique has been proven to be highly effective in identifying sequences 
that are differentially expressed in various cell types.
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1. Wstęp

Przebieg normalnego rozwoju, jak i zmian patologicznych 
powstających w przypadku chorób takich jak nowotwory, czy 
też powodowanych przez mutację pojedynczego genu lub kom
pleksu wielu genów jest kierowany przez zmiany w ekspresji 
genów (1,2). Zmiany ekspresji genów są podstawą mechanizmów 
regulacyjnych, które kontrolują biologię komórki. Porównanie
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ekspresji genów w różnych typach komórek dostarcza podstawowej informacji po
trzebnej do analizy procesów biologicznych sterujących naszym życiem.

W zastosowaniu dotychczasowych metod analizy różnicowo aktywowanych ge
nów wykorzystuje się przede wszystkim metodę różnicowej hybrydyzacji (3). Opiera 
się ona na stworzeniu biblioteki cDNA zawierającej sekwencje interesujących nas 
genów. Klony zawarte w bibliotece przenoszono na płytki i podwójnie replikowano 
na filtrach. Każdy filtr hybrydyzowano z dwoma różnymi próbami cDNA znakowany
mi izotopowo, pochodzącymi z poly(A)+RNA. mRNA, z których otrzymano cDNA 
przygotowano z dwóch różnych populacji komórek, które wykazywały różnice w po
ziomie ekspresji genów. Technika ta pozwala wykrywać mRNA, które stanowi co 
najmniej 0,1% populacji mRNA w komórce (4). Natomiast metoda różnicowego namna
żania jest 10-krotnie czulsza, przez co umożliwia wykrywanie sekwencji rzadko wy
stępujących, charakterystycznych dla białek okresowo specyficznych.

2. Charakterystyka metody różnicowego namnażania

Metodę różnicowego namnażania (różnicowej amplifikacji) (rys. 1), opracowali 
Lianga i Pardee w 1992 r. (5). Pozwala ona na wykrywanie genów różnicowo aktywo
wanych w różnych typach komórek organizmu, czy w jednakowych komórkach da
nej tkanki po zadziałaniu jakiegoś bodźca (6). Ogólną strategią tej techniki jest 
przepisanie informacji z sekwencji mRNA na cDNA poprzez odwrotną transkrypcję, 
a następnie powielenie cDNA w reakcji PGR. Pary starterów do PGR tak dobrano, aby 
powielały około 50-100 fragmentów cDNA, gdyż jest to optymalna liczba możliwa 
do rozdziału na pojedynczym żelu. Istotnym elementem tej metody jest zastosowa
nie odpowiednich starterów 3’ (zwanych również starterami oligo(dT) lub starterami 
zakotwiczonymi) i starterów 5’ (przypadkowych).

Parametry PGR ustalono tak, aby umożliwić powielanie krótkich fragmentów. 
Liczbę powtórzonych cykli amplifikacji ustalono na nie więcej niż 40 (5). Namno
żone fragmenty cDNA rozdzielano na żelach poliakrylamidowych lub agarozowych 
(7) i porównywano ich profile elektroforetyczne. DNA wyizolowane z produktów 
różnicowych klonowano w wektor bakteryjny i sekwencjonowano.

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 124-133 2001 125



Grażyna Dąbrowska

Izolowanie RNA

(Usunięcie DNA za pomocą DNazy I)

Całkowite RNA Roli {Af RNA

Odwrotna transkrypcja

Metoda nieradioaktywna----- PCR------ Metoda radioaktywna

Elektroforeza

Wybarwianie azotanem srebra --------- Wizualizacja-----------  Ekspozycja na błonie rentgenowskiej

Izolacja z żelu DNA prążka różnicowego

Reamplifikacja

Analiza typu NorthernKlonowanie

\
Sekwencjonowanie

Rys. 1. Schemat metody różnicowego namnażania.

3. Wybór starterów

Od czasu wprowadzenia metody DD PCR eksperymentowano z różnorodnymi 
starterami. Wybór starterów 3’ wykorzystuje ogon poli(A)'^ obecny w większości eu
kariotycznych mRNA (8) do zakotwiczenia startera na końcu 3’ poprzez ciąg d(T)i2 

(oraz dwie dodatkowe zasady). Z rachunku prawdopodobieństwa wynika, że każdy 
3’ starter rozpoznaje 1/12 całkowitej populacji mRNA, ponieważ wykluczając T jako 
przedostatnią zasadę istnieje 12 różnych kombinacji osatnich dwóch zasad. Startery 
5’ o losowej sekwencji przyłączają się do cDNA w różnych miejscach w stosunku do 
ogona połi(A)+, stąd produkty reakcji PCR różnią się wielkością. Do całkowitego 
przeanalizowania dowolnej populacji RNA poprzez DD PCR potrzebne jest użycie 26 
różnych starterów 5’ (9) (tab. 1).
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Tabela 1

Zestaw 5’ starterów używanych do całkowitej analizy ekspresjonowanego RNA metodą DD PCR wg Bauer 
i in. (16)

Nr Sekwencja (5’do 3’)

1 T A C A A C G A G G
2 T G G A T T G G T C
3 C T T T C T A C C C
4 T T T T G G C T C C
5 G G A A C C A A T C
6 A A A C T C C G T C
7 T C G A T A C A G G
8 T G G T A A A G G G
9 T C G G T C A T A G

10 G G T A C T A A G G
11 T A C C T A A G C G
12 C T G C T T G A T G
13 G T T T T C G C A G
14 G A T C A A G T C C
15 G A T C C A G T A C
16 G A T C A C G T A C
17 G A T C T G A C A C
18 G A T C T C A G A C
19 G A T C A T A G C C
20 G A T C A A T C G C
21 G A T C T A A C C G
22 G A T C G C A T T G
23 G A T C T G A C T G
24 G A T C A T G G T C
25 G A T C A T A G C G
26 G A T c T A A G G C

Wybrano przypadkowe 10-mery, dlatego podczas fazy przyłączania starterów 
w reakcji PCR musi być utrzymana dość niska temperatura (około 40°C). W tych wa
runkach startery przypadkowe mają tendencję do błędnego przyłączania się (10). 
Dla wielu transkryptów izolowanych metodą DD PCR stwierdzono dwa lub trzy 
błędne sparowania z sekwencją losowych starterów używanych w czasie reakcji 
(11). Aby zminimalizować ten problem niektórzy używają dłuższych starterów w po
łączeniu z wyższą temperaturą wiązania starterów (12).

Teoretycznie produkty DD PCR powinny zawierać sekwencje komplementarne 
zarówno do starterów losowych jak i zakotwiczonych. Aby zweryfikować to przy
puszczenie wykonano oddzielne reakcje PCR ze znakowanymi na końcach zakotwi
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czonymi bądź przypadkowymi starterami. W obu typach doświadczeń obserwowa
no zasadniczo identyczne wzory prążków (13). Jednakże opublikowano doniesienia 
o eksperymentach, w których cDNA obu porównywanych populacji RNA były na
mnożone z pojedynczego startera. Ustalono, że większa część powielonych frag
mentów cDNA została zainicjowana starterami losowymi (14). Natomiast Liang i in. 
(15) otrzymali produkty DD PGR stosując tylko startery oligo (dT).

4. Etapy metody różnicowego namnażania

4.1. Izolacja całkowitego RNA lub poli(A)-ł- RNA

RNA odznacza się małą stabilnością, a jego okres półtrwania u organizmów eu
kariotycznych jest krótszy niż 4 godziny (16). Dlatego w technice DD PGR istotne 
jest wyizolowanie RNA dobrej jakości (17).

Najmniej kłopotliwe jest zastosowanie, komercyjnych odczynników, np. TRI Re
agent (MRG Inc.) (18). Wykorzystując powinowactwo poli(A)+RNA do oligo(dT)-celu- 
lozy (19) otrzymywano frakcję poli(A)+ RNA, która stanowi około 5% całkowitego 
RNA (20).

Obecność genomowego DNA w preparatach RNA może być powodem powstawa
nia artefaktów (21). W celu usunięcia tych zanieczyszczeń, preparaty RNA poddawa
no trawieniu DNazą wolną od RNaz (22).

4.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Informację zapisaną w RNA przepisano na cDNA z udziałem odwrotnej tran- 
skryptazy, np. z MMl.V (23) i startera oligo(dT) w obecności mieszaniny deoksyrybo- 
nukleotydów.

4.3. Amplifikacja cDNA

cDNA powielano za pomocą łańcuchowej reakcji enzymatycznej używając poli- 
merazy Taq (24) łub fragmentu Stoffel polimerazy Taq (25). Fragment Stoffel polime- 
razy Taq dostarcza więcej produktów amplifikacji (około 40), podczas gdy w reakcji 
z polimerazą Taq obserwujemy jedynie około dziesięciu produktów specyficznej 
amplifikacji (26). W reakcji PGR niezbędna jest obecność starterów; zakotwiczonych 
(te same co w reakcji RT) i losowych oraz dNTP. W przypadku autoradiografii bezpo
średnio do reakcji PGR dodawano nukleotyd znakowany izotopem np. (12) lub 
32p (14).
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2 3 4 5 6 7

Fot. 1. Rozdział elektroforetyczny na 
żelu poliakrylamidowym produktów różni
cowego namnażania uzyskanych na mate
riale roślinnym (Pharbitis nil) z użyciem star
tera zakotwiczonego Tj, AA i startera przy
padkowego o sekwencji AGTCAGCCAC, 
poli(A)^RNA, odwrotnej transkryptazy Su- 
perScriptll, fragmentu Stoffel polimerazy 
Taq. DNA wybarwiono azotanem srebra.

Ścieżki: 1 - wzorzec wielkości-
-pBR322/FIaelll, 2 i 3 - produkt reamplifi- 
kacji DNA prążka różnicowego o wielkości 
około 390 par zasad, 4,5,6 i 7 - produkty 
reakcji PGR.

4.4. Elektroforeza produktów reakcji PCR

Otrzymane po amplifikacji fragmenty cDNA rozdzielano na 6% żelach poliakryla- 
midowych: denaturujących (27) lub natywnych (28) (fot. 1). Z powodzeniem wykrywa
no produkty DD PCR rozdzielane elektroforetycznie w 1,6% żelach agarozowych (7).

4.5. Wizualizacja produktów DD PCR

Najczęściej stosowaną techniką wizualizacji jest autoradiografia choć czas eks
pozycji potrzebny do uzyskania sygnału jest dość długi (24 godziny). W DD PCR sto
sowano nukleotyd wyznakowany izotopami fosforu czy ^^P, ponieważ jednora
zowo do reakcji potrzebna jest pięciokrotnie mniejsza ilość znakowanego nukleoty- 
du niż w przypadku znakowania (29).

Nieradioaktywną metodę wizualizacji - wysrebrzanie żeli opracowaną przez 
Bassam i in. (30) przystosowano dla techniki differential display (27). Barwienie azota
nem srebra jest szybką i czułą metodą. Poziom detekcji porównywalny jest z czu- 
łoścą osiąganą przy znakowaniu izotopowym czy fluorescencyjnym, np. fluorochro-
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mem SYBR Greenl (31). W niektórych procedurach DD PGR do barwienia produktów 
rozdzielonych na żelach agarozowych używano bromku etydyny (7).

4.6. Izolowanie DNA z prążka różnicowego

Prążek różnicujący identyfikowano w porównywanych ścieżkach żelu, wycinano 
z żelu, a zawarte w nim DNA izolowano. W przypadku żeli denaturujących DNA izo
lowano z wykorzystaniem kolumienek (32). DNA wyizolowane z żeli natywnych, bar
wionych srebrem używano do reakcji amplifikacji bezpośrednio po inkubacji frag
mentu żelu w buforze TE (33).

4.7. Reamplifikacja DNA prążka różnicowego

DNA otrzymane z żelu powtórnie amplifikowano z zastosowaniem identycznej 
pary primerów jak w pierwotnej reakcji PGR (fot. 1). Wielkość otrzymanego produk
tu sprawdzano na żelu agarozowym lub poliakrylamidowym. Niekiedy produkty re- 
amplifikacji otrzymane z prążków różnicowych ujawniały produkt niejednolity, 
wówczas wykonywano kilka rund reamplifikacji z oczyszczaniem, aż do otrzymania 
pojedynczego produktu (26).

5. Zastosowanie produktów DD PCR do klonowania genów ulegających 
różnicowej ekspresji

Podczas stosowania DD PCR często zdarzają się produkty fałszywie pozytywne. 
Dlatego każdorazowo sprawdzano hybrydyzacyjnie zreamplifikowane cDNA prąż
ków różnicowych. W tej analizie produkty powtórnej amplifikacji znakowano izoto- 
powo i stosowano jako sondę molekularną do hybrydyzacji z RNA pochodzącym 
z dwóch porównywanych wariantów.

Przetestowany produkt reamplifikacji ulegający różnicowej ekspresji w porów
nywanych tkankach, klonowano, a następnie sekwencjonowano DNA badanego pro
duktu różnicowego. Znając sekwencje badanego prążka porównywano ją z sekwen
cjami dostępnymi w banku genów używając do tego celu, np. programu BLAST.

6. Sposoby unikania fałszywie pozytywnych wyników

w celu uniknięcia fałszywie pozytywnych prążków:
1. Reakcje RT i PCR powtarzano na RNA pochodzącym z innej izolacji (34).
2. Do reakcji PCR brano 3 różne stężenia produktów RT (31).
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3. Przeprowadzano kontrolę amplifikacji na RNAjako matrycy z ominięciem eta
pu RT (17).

4. Wyizolowane RNA poddawano trawieniu DNazą (35).
5. Ponownie przeprowadzano reakcję PCR na tym samym produkcie odwrotnej 

transkrypcji w celu sprawdzenia czy wynik jest powtarzały (26).
6. Zastosowano dwa różne typy odwrotnych transkryptaz, np. z MMLV i Super- 

Script 11 do otrzymania cDNA (36).
7. Należy być świadomym, że w każdym prążku żelu może być obecny więcej niż 

jeden rodzaj cDNA (37).

7. Zastosowanie metody DD PCR

Metoda ta mimo swojej wieloetapowości ma duże zastosowanie jako jedna z naj
lepszych i najczulszych metod porównywania populacji RNA. Technika ta stała się 
do tego stopnia popularna, że wyprodukowano gotowe zestawy odczynników do 
DD PCR, np. firmy Gen Hunter Corporation, Brooklin.

Z powodzeniem wykorzystuje się DD PCR w badaniach nad genami aktywowany
mi podczas nowotworzenia u ludzi np. u chorych na raka jelita grubego (38,39), pro
staty (40) czy piersi (41). Technika ta przyczyniła się do poznania mechanizmów 
rządzących rozwojem organizmów i ich organów (31,42). Na przykład wyizolowanie 
genu Xbub3 z blastomerów Xenopus umożliwiło zrozumienie mechanizmów regula
cji cyklu komórkowego i różnicowania komórkowego we wczesnej fazie zarodka 
(43). Metodę tę stosowano z powodzeniem do identyfikacji genów ulegających róż
nicowej ekspresji zarówno w organizmach roślinnych (26,44) jak i zwierzęcych (45). 
Ostatnio technika DD PCR przyczyniła się też do zbadania zagadnień związanych 
z programowaną śmiercią komórek (46,47), a także wniosła wiele nowych wiadomo
ści na temat problemów związanych z otyłością (48,49). Możliwości metody różni
cowej amplifikacji doskonale ukazano w pracy Cirelli i Tononi (50), w której odnoto
wano bardzo subtelne różnice w ekspresji genów pojawiające się podczas snu.

Metoda DD PCR może być z powodzeniem stosowana w poszukiwaniu nowych 
genów aktywowanych bądź wyciszanych w określonych warunkach.

Wykaz stosowanych skrótów:
DD PCR - metoda różnicowego namnażania (differential display by polymerase chain reaction); MMLV 

- mysi wirus leukemii Moloneya; TE - Tris-HCI i EDTA.
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