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Application of real-time PCR technique for validation of microarray
experiment

Summary

Microarray technology has recently reached the mainstream. It is widely ap-
plied in many biological fields of studies. Despite of its uncontested advantages
microarray results have to be validated using independent methodology. For
this purpose real-time PCR platform has become the most popular method of
choice. The ability of PCR product measurement after each cycle is connected
here with wide dynamic range of detection. This review is a summary of our
knowledge on the technical issue of quantitative PCR utilization in microarray
results confirmation.
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I. Wprowadzenie

w ostatnich latach jestesmy Swiadkami niezwykle szybkiego
rozwoju oraz postepujacej komercjalizacji technologii i metod
znajdujacych zastosowanie w poznawaniu wielu dziedzin nauki
m. in. genomiki funkcjonalnej roélin i zwierzat.

Wsrod tych technologii niezwykle istotne miejsce zajmuja
mikromacierze DNA, ktore sg obecnie wykorzystywane w licz-
nych badaniach naukowych majacych na celu profilowanie eks-
presji gendw. Popularnos¢ metody jest wynikiem jej szerokich
mozliwosci aplikacyjnych i zasobow uzyskiwanych informacji.
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Zastosowanie techniki PCR w czasie rzeczywistym do walidacji eksperymentu mikromacierzowego

Przygotowujgc eksperyment mikromacierzowy nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze uzy-
skane wyniki mogg okazac sie niezwykle trudne w interpretacji (obecnos¢ szumoéw),
a falszywie pozytywne lub negatywne sygnaty moga zagtuszy¢ prawidtowy obraz
profilu ekspresji badanych gendw. Z tego wzgledu coraz czesciej w literaturze roz-
wazana jest kwestia koniecznosci potwierdzenia uzyskanych wynikéw z wykorzy-
staniem niezaleznej metody, czyli tzw. walidacja mikromacierzy.

Do potwierdzenia wynikow uzyskanych z mikromacierzy DNA wykorzysta¢ moz-
na takie techniki jak Northern biot, DD-PCR (ang. differential display PCR), pdtiloscio-
wy oraz ilosciowy PCR. Niekiedy stosowane sg rowniez metody oparte na analizie
proteomu (elektroforeza dwukierunkowa biatek. Western biot). Zwazywszy jednak
na niecatkowitg koretacje pomiedzy ekspresjg na poziomie proteomu a ekspresjg na
poziomie transkryptomu, czesto nie obserwuje sie oczekiwanych ilosciowych zmian
na poziomie biatka, ktore korespondowatyby z otrzymanymi danymi mikromacie-
rzowymi (1).

PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) niezwykte szybko zyskal miano
,»Ztotego standardu” stosowanego dla potwierdzania wynikéw eksperymentu mikro-
macierzowego. Dzieki jego zaletom takim jak, czuto$¢ oraz szeroki zakres detekcji,
specyficzno$¢ substratowa i powtarzalno$¢ wynikow mozliwe jest potwierdzenie
lub zaprzeczenie istnienia korelacji pomiedzy otrzymanymi danymi.

Prawidtowe przeprowadzenie procesu walidacyjnego wymaga znajomosci tech-
nicznej strony metody, a zatem sposobdw: detekcji produktéw, projektowania sond
i starteréw optymalnych dla przebiegu reakcji, whasciwej oceny ilosciowej, normali-
zacji wynikow jak réwniez ich analizy statystycznej.

2. Systemy detekcji

Specyficznos¢ metody PCR w czasie rzeczywistym zalezy zaréwno od instrumen-
tu stosowanego do $ledzenia sygnatu (termocykler sprzezony z urzadzeniem umoz-
liwiajagcym pomiar fluorescencji w trakcie trwania reakcji), jak i od stosowanych
technik detekcji produktu PCR i monitorowania reakcji amplifikacji. Opracowano
kilka sposob6w analizy przyrostu ilosci produktéw reakcji real-time PCR opartych na
zwigzkach fluorescencyjnych.

Fluorescencyjne sygnaty, ktore sa proporcjonalne do ilosci powstajagcego pro-
duktu moga by¢ generowane przez wigzace sie do dsDNA barwniki fluorescencyjne
tub przez sekwencyjnie specyficzne fluorescencyjne sondy oligonukleotydowe.

2.1. Barwniki wigzace sie do dsDNA - detekcja nieswoista

Pierwsze zastosowanie metody PCR w czasie rzeczywistym wyptywato bezpo-
$rednio z badan Higuchiego i wsp. (2). W trakcie udoskonalania metody, mutagen-
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ny, interkalujacy bromek etydyny zastgpiono mniej toksycznymi, lecz bardziej spe-
cyficznymi i czutymi barwnikami przytaczajagcymi sie do dwuniciowego DNA, np. YO
- PROI czy SYBR Green |. Niezaleznie od mechanizmu wigzania do dsDNA, aby
mogty one zosta¢ zastosowane w metodzie real-time PCR musza spetnia¢ dwa pod-
stawowe wymagania: 1) wzrost fluorescencji nastepuje po zwigzaniu barwnika
z dsDNA, 2) barwnik nie wptywa na przebieg reakcji. Obecnie najczesciej wykorzy-
stywanym w reakcji real-time PCR barwnikiem wigzacym sie do dsDNA jest SYBR Green !
(3). jest to asymetryczny zwigzek cyjaninowy, strukturalnie spokrewniony z barwni-
kami takimi jak YOYO-1, BEBO oraz TOTO-1 (4).

Zawarte w literaturze wyjasnienie mechanizmu interakcji SYBR Green | z DNA
opiera sie na mozliwosci sekwencyjnie niespecyficznego wigzania sie tego barwnika
do matej bruzdy helisy (4-6). Niezwiazana posta¢ barwnika nie wykazuje wykrywalnej
fluorescencji. Powinowactwo wigzania SYBR Green | do dsDNA jest ponad 100-krot-
nie wyzsze niz bromku etydyny, za$ fluorescencja zwigzanego barwnika jest wg
j. Wilhelm (4) ponad 1000-krotnie wyzsza, za$ wg R. H. Lekanne Deprez (7) 100-krot-
nie wyzsza niz barwnika w stanie wolnym. Z tego tez powodu jest on niezwykle
przydatny w monitorowaniu akumulacji produktu PGR. Wzbudzenie SYBR Green | na-
stepuje przy uzyciu Swiatta niebieskiego o dtugosci fali ok. 470 nm. Spektrum emisji
jest porownywalne ze spektrum emisji fluoresceiny z maksimum przy ok. 520 nm (4).

Z chwilg rozpoczecia reakcji PCR wzrastajgca iloS¢ nowo syntetyzowanych nici
powoduje wzrost sygnatu fluorescencyjnego. Najwiekszg zaletg barwnika jest mozli-
wos¢ zastosowania razem z nim dowolnej pary starterow i matryc, dzieki czemu
metoda ta staje si¢ bardzo uniwersalna i mniej kosztowna, jednoczes$nie jest wystar-
czajaco czuta, aby wykry¢ pojedynczg kopie DNA w mieszaninie reakcyjnej. Ograni-
czeniem systemu bazujacego na SYBR Green | jest rozpoznawanie niespecyficznych
sekwencji DNA.

W rzeczywistosci zliczana jest kazda dwuniciowa czasteczka DNA obecha w mie-
szaninie reakcyjnej, tacznie z niespecyficznymi produktami reakcji PCR i dimerami
starteréw. Istnieje zatem niebezpieczenstwo uzyskania zawyzonych lub fatszywie
pozytywnych wynikdw. Aby przezwyciezy¢ ten problem i potwierdzi¢ obecnos¢ spe-
cyficznego produktu wymagane jest wykonanie krzywej topnienia amplikonu.

2.1.1. Krzywa topnienia amplikonu

Temperaturg topnienia {Tm, ang. melting temperature,) DNA nazywamy takg tem-
perature, w ktérej potowa duplekséw DNA ulegta rozpleceniu (6). jest ona zalezna
od wielu czynnikdw m.in. stezenia dsDNA, dtugosci oraz skfadu nukteotydowego,
czyli zawartosci par G-fC i A-I-T amplikonu. Dla dtuzszych czasteczek DNA warto$é
Tm miesci sie w granicach 80-100°C. Charakterystyczny dla amplikonu pik na krzy-
wej topnienia mozna odr6zni¢ od pikdw pochodzacych od artefaktéw, np. dimeréw
starterow, ktére pojawiajg sie przy nizszych temperaturach topnienia.
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Rys. Krzywe generowane podczas reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

A. Krzywa amplifikacyjna: | - faza pierwsza reakcji, obejmujgca na wykresie stabe fluktuacje odpo-
wiadajace sygnatowi tla; 2 - faza druga, logarytmiczna; 3 - faza trzecia, plateau; NTC (ang. no template
control ) - kontrola bez matrycy. B. Krzywa standardowa Ct = m x tog(c) 4- B.

Specyficznosé reakcji real-time PCR z wykorzystaniem barwnika SYBR Green | jest
weryfikowana przez wykonanie krzywej topnienia amplikonu.

Ze wzgledu na fakt, ze temperatura topnienia specyficznego amplikonu jest
zwigzana z jego wielkos$cia, wykorzystanie analizy krzywej topnienia eliminuje ko-
niecznos$¢ przeprowadzenia analizy elektroforetycznej po zakonczonej reakcji am-
plifikacji (niemniej jednak moze ona zostaC przeprowadzona). Po ostatnim etapie
amplifikacji produkty sg tagodnie podgrzewane do wyznaczonej temperatury i ana-
lizowana jest zmiana fluorescencji (w poczatkowej fazie obserwowany jest znaczacy
jej wzrost az do osiggniecia Tm, po czym nastepuje nagty spadek fluorescencji). Na
wykresie przedstawiona jest zaleznos¢ negatywnego ilorazu pochodnej fluorescen-
cji i temperatury (y = - dF/dT) wzgledem temperatury (x = T). Pole pod krzywa
jest proporcjonalne do ilosci produktu.
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Poniewaz kazdy dsDNA ma specyficzng temperature topnienia Tm, mozliwe jest
ilosciowe okre$lenie w jednej mieszaninie reakcyjnej komponentéw majacych rozne
Tm i w ten sposob wyeliminowanie z iloSciowego oznaczenia komponentow niespe-
cyficznych. Krzywa topnienia znajduje réwniez zastosowanie w ocenie czystosci za-
rowno produktu jak réwniez wyjsciowej matrycy (brak lub obecno$é charaktery-
stycznego dla produktu piku na krzywej topnienia, powstatego po reakcji, w ktorej
matrycg byt catkowity RNA). W przeciwienstwie do elektroforezy, analiza krzywej
topnienia pozwala na rozroznienie produktow o tej samej dtugosci, lecz r6znym
stosunku par GC/AT. Ponadto dwa produkty o tej samej dtugosci i zawartosci par
GC, lecz roznym ich rozmieszczeniu mogg posiada¢ odmienne profile krzywych top-
nienia (8-10). Potaczenie ciggtego monitorowania fluorescencji podczas reakcji PGR
z analiza krzywej topnienia zapewnia lepszg detekcje i rdéznicowanie produktow
PGR.

2.2. Sondy specyficzne wzgledem sekwencji — detekcja swoista

Problem specyficznosci detekcji amplikonu zostat rozwiazany przez zastosowa-
nie sekwencyjnie specyficznych sond znakowanych fluorescencyjnie i umiejscowio-
nych pomiedzy parg starterow PGR. Proces hybrydyzacji (lub degradacji) zazwyczaj
nie interferuje z ekspotencjalng akumulacjg produktéw PGR. Obecnie stosowanych
jest kilka réznych podejs$¢ do specyficznych analiz ilosciowych bazujacych na reakcji
PGR w czasie rzeczywistym.

2.2.1. Sondy hydrolityczne - metoda TagMan

W 1991 r. Holland i wsp. jako pierwsi wykazali, ze rozszczepienie podwojnie
znakowanej sondy przez 5' nukleazowg aktywnos¢ Tag DNA polimerazy podczas re-
akcji PGR moze znalez¢ zastosowanie w detekcji specyficznego wzgledem danej
sondy produktu (11).

W klasycznym systemie TagMan wykorzystuje sie swoistg dla amplifikowanego
fragmentu sonde fluorescencyjna. Sonda TagMan jest oligonukleotydem o dtugosci
20-30 nukleotydéw i Tm o 5-10°C wyzszej niz Tm starterow (12). Zawiera ona na
koncu 5' fluorescencyjny barwnik reporterowy (ang. reporter dye), ktérego spektrum
emisji jest ttumione przez inny barwnik fluorescencyjny petniacy role wygaszacza
(ang. quencher), zlokalizowany w dowolnej pozycji zajmowanej przez tymine lub na
koricu 3’. Barwnik ttumiacy, zlokalizowany na korfcu 3' oligonukleotydowej sondy
zapewnia jednak bardziej efektywne wyciszanie barwnika reporterowego niz wyga-
szasz znajdujacy sie w srodkowych pozycjach sondy. Dzieki temu uzyskiwana jest
wieksza fluorescencja podczas rozszczepienia sondy. Dodatkowo, gdy koniec 3’jest
zablokowany, sonda nie moze by¢ wydtuzana jak starter. Do barwnikéw reportero-

92 PRACE PRZEGLADOWE



Zastosowanie techniki PCR w czasie rzeczywistym do walidacji eksperymentu mikromacierzowego

wych nalezg m.in. Oregon Green, FAM, JOE, Yakima Yellow, Cy3, Cy5, ROX, Texas
Red, TET i HEX, a do barwnikéw ttumigcych np. DABCYL i TAMRA (11,13-15).

Podczas reakcji PCR sonda wigze sie specyficznie z matryca pomiedzy miejscami
wigzania starteréw. Kiedy sonda jest nienaruszona, blisko$¢ barwnika reporterowe-
go i wygaszacza powoduje supresje fluorescencji. Na etapie przylgczania starteréw
sonda hybrydyzuje do amplifikowanego fragmentu DNA i w trakcie etapu wydtu-
zania starterow zostaje zdegradowana przez polimeraze Tag, majaca aktywnos¢
5'"3' egzonukleazy.

Fizyczne uwolnienie barwnika reporterowego od barwnika ttumigcego prowadzi
do wzrostu fluorescencji mierzonej przez urzadzenie (16). Degradowana sonda
uwalnia fluorochrom w kazdym cyklu, dodajgc nowy barwnik do poprzednio uwol-
nionego. W konsekwencji sygnat fluorescencyjny jest wzmacniany w kazdym cyklu.
Sygnat ten zalezy zaréwno od syntezy DNA, jak réwniez od hybrydyzacji i hydrolizy
podwdjnie znakowanej sondy (17).

System TagMan uzywa uniwersalnych parametrow termicznych i warunkéw re-
akcji PCR. Specyficznym wymaganiem dla fluorogenicznych sond jest jednak brak
zasady G na koncu 5’, poniewaz jej obecnos¢ blisko barwnika reporterowego wyga-
sza jego fluorescencje nawet po rozszczepieniu. Wskazane jest réwniez unikanie
dtugich powtorzen jednonukleotydowych (zwlaszcza guaniny lub cytozyny) oraz
wewnetrznych niesparowan sondy z matryca, gdyz wydajnos¢ rozszczepienia sondy
jest zalezna od stopnia komplementarnosci jej i matrycy (12).

2.2.2. Sondy hybrydyzacyjne

Technika ta oparta jest na zastosowaniu dwoch krétkich sond komplementar-
nych do amplifikowanej sekwencji oraz odpowiednio dobranych starteréw. Sondy
hybrydyzacyjne stanowig pare, przy czym jedna sonda jest znakowana na koncu 3'
za pomocg barwnika bedacego donorem energii np. FAM, a druga na koncu 5' przy
uzyciu barwnika petnigcego funkcje akceptora np. TET, TAMRA, ROX, Cy3, Cy5 (4).
Wykorzystane zostaje tu zjawisko FRET (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer),
czyli transferu energii od fluorofora donorowego do akceptorowego. Poniewaz
FRET maleje wraz z odlegtoscia, sondy hybrydyzacyjne muszg by¢ tak zaprojektowa-
ne, aby hybrydyzowaly w sasiadujacych obszarach matrycy DNA (zazwyczaj rozdzie-
lone od | do 5 nukleotydami).

jesli podczas hybrydyzacji, zwrécone do siebie przeciwnymi korcami sondy,
zhybrydyzujg do sekwencji docelowej, wéwczas oba barwniki znajdujg sie blisko
siebie i mozliwe jest przeniesienie energii wzbudzenia od donora do akceptora.
W konsekwencji generowany sygnat mierzony jest za pomocg fluorymetru, a po-
wstata fluorescencja jest proporcjonalna do ilosci DNA zsyntetyzowanego podczas
reakcji PCR (4,13,14,17).
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2.2.3. Sondy typu molecular beacon

Molecular beacons sg to sondy DNA majace strukture spinki do wtoséw. Sekwencja
petli jest komplementarna do specyficznej matrycy, a sekwencje jg oskrzydlajace sa
wzajemnie do siebie komplementarne i zawierajg od 10 do 15 nukleotydow (4). W for-
mie nie zhybrydyzowanej, gdy struktura szpilki jest zamknigta, barwnik reporterowy
i thumigcy umieszczone sg na koncach 5' i 3' i znajduja sie blisko siebie. W tym przy-
padku wszystkie fotony emitowane przez barwnik reporterowy sg absorbowane przez
wygaszacz. W obecnosci sekwencji komplementarnej, sonda rozwija sie i hybrydyzuje
do matrycy. Barwnik reporterowy i wygaszasz zostajg rozdzielone, a sonda zaczyna
emitowa¢ fluorescencje. Sondy typu spinki do wiosdw charakteryzuja sie wysoka spe-
cyficznoscig, gdyz tworzone przez nie kompleksy sonda - matryca wykazujg wieksza
stabilno$¢ termodynamiczna niz sonda w formie struktury spinkowej (16).

2.2.4. Sondy typu scorpion

Sonda typu scorpion sktada si¢ ze startera potagczonego na koicu 5' nieamplifiko-
walnym tgcznikiem z sondg molecular beacon. W trakcie wydtuzania startera scorpion
struktura spinki do wlos6éw zostaje rozerwana, a sonda zagina si¢ o 180° i wigze sie
do nowo powstatej nici DNA.

W wyniku wydtuzenia sondy zwieksza sie odlegtos¢ pomiedzy barwnikami re-
porterowym i ttumigcym, prowadzac do wzrostu fluorescencji. W poréwnaniu z sys-
temami TagMan i molecular beacons, sondy typu scorpion sg efektywniejsze i emitujg
znacznie silniejszy sygnat fluorescencyjny (14).

Wszystkie systemy detekcji oparte na fluorescencyjnych sondach umozliwiajg
selektywng wizualizacje tylko oczekiwanego produktu reakcji, co sugeruje wysoka
specyficznosé i doktadnosc, jednakze niespecyficzne produkty, ktore mogly po-
wsta¢ podczas przebiegu reakcji i wptywac na jej przebieg, pozostajg nie wykryte.

Oba sposoby detekcji, zastosowanie barwnikéw lub sond fluorescencyjnych, wy-
kazujg podobne ograniczenia takie jak powtarzalnos¢ oraz zakres czutosci (7).

3. Projektowanie oligonukleotydow

Optymalna dtugos¢ produktu reakcji real-time PCR z zastosowaniem fluorescen-
cyjnych sond miesci sie w zakresie 70-150 par zasad, za$ SYBR Green | nie wigcej niz
300 par zasad (18). Amplifikacja krdtszych produktow jest bardziej wydajna oraz
wykazuje wieksza tolerancje na warunki reakcji. Petna denaturacja krétkich frag-
mentéw DNA w zakresie temperatury 92-95°C jest bardziej prawdopodobna niz
fragmentow dtugich; w konsekwencji umozliwione jest bardziej efektywne wigzanie
starteréw i sond do ich komplementarnych sekwencji w matrycy DNA.
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Biorgc pod uwage, ze szybko$¢ dobudowy kolejnych nukleotyddw przez polime-
raze Taq wynosi 30-70 zasad na sekunde, czas polimeryzacji w reakcji real-time PCR
wynosi zaledwie 15-30 sekund.

Selekcja starterdw i sond zalezna jest od wielkosci amplikonu oraz lokalizacji
sondy. W celu unikniecia fatszywie pozytywnych wynikéw, pochodzacych z amplifi-
kacji genomowego DNA, miejsca wigzania przynajmniej jednego startera powinny
znajdowac sie na granicy egzon - egzon (cDNA). W przypadku, gdy nieznane sg
granice intron - egzon konieczne jest wcze$niejsze wykonanie trawienia RNA
z wykorzystaniem DNazy L

Optymalna dtugos¢ starterow obejmuje 15-20 nukleotydéw oraz zawarto$¢ par
GC od 20-70". Temperatury topnienia startera forward i reverse nie powinny roznic¢
sie wiecej niz o0 1-2°C. Sekwencje bogate w pary GC sg podatne na niespecyficzne in-
terakcje, ktére moga zmniejsza¢ efektywnos¢ reakcji i generowac fatszywe sygnaty.
Selekcja starteréw posiadajgcych w obrebie ostatnich pieciu nukleotydéw konca 3'
tylko jedng lub dwie pary GC zmniejsza ryzyko wzajemnego ich parowania i formo-
wania dimeréw starterow, podobnie jak zastosowanie hot-start polimerazy.

Wydtuzanie starterow nastepuje natychmiast po ich hybrydyzacji do matrycy,
ktora wkroétce po tym maskowana jest przez nowo zsyntetyzowang ni¢ DNA. Aby za-
pewni¢ wczesniejsza hybrydyzacje sondy niz starteréw do matrycy, wartos¢ jej Tm
powinna by¢ przynajmniej o 10°C wyzsza od warto$ci Tm starter6w i wynosi¢
w przyblizeniu 68-70°C (13,14,19).

4. Graficzna analiza danych otrzymanych w reakcji real-time PCR

Wszystkie odmiany PCR w czasie rzeczywistym, niezaleznie od sposobu detek-
cji, opieraja sie na tej samej zasadzie pomiaru liczby kopii DNA. Po kazdym cyklu
mierzony jest poziom fluorescencji w odpowiadajagcym wybranemu fluorochromowi
zakresie widma.

Warto$¢ Rn™ jest ilorazem intensywnosci emisji fluorescencji barwnika reporte-
rowego i intensywnosci emisji wygaszacza podczas amplifikacji. Od wartosci tej
odejmowany jest poziom tla, czyli warto§¢ oznaczona symbolem Rn~, bedaca Sred-
nim poziomem fluorescencji w poczatkowej fazie reakcji, zazwyczaj obejmujacej
3-15 cykli (ang. baseline).

Warto$¢ Rn ~ jest ilorazem intensywnosci emisji fluorescencji barwnika reportero-
wego przez intensywno$¢ wygaszacza przed rozpoczeciem amplifikacji. Uzyskane
w ten sposob wartosci wzglednego wzrostu fluorescencji (ARn) po kazdym cyklu
[ARn=(Rn+) - (Rn")], proporcjonalne do ilosci powstajacego produktu PCR, nanoszo-
ne sg na wykres zalezno$ci wielkosci sygnatu od czasu okre$lonego przez liczbe cykli.
W przypadku prawidtowo wykonanej reakcji dla rozcienczen standardéw, wykresy
przedstawiajg réwnolegle krzywe sigmoidalne o identycznym nachyleniu. Kolejnym
etapem jest ustalenie linii progowej (ang. threshold) umieszczonej powyzej nieswo-
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istych odchylen ARn i w obrebie logarytmicznego wzrostu. W praktyce, wybdr linii
progowej nalezy czesto do operatora, lecz moze by¢ ona arbitralnie ustalana przez
program komputerowy. Dla kazdej z badanych probek oznaczana jest liczba kopii Cj
(ang. copy treshold) definiowana jako numer cyklu, w ktorym krzywa amplifikacyjna
przecina linie progowa, czyli nastepuje wykrywalny wzrost fluorescencji (12,20,21).

Wartos¢ Cj jest proporcjonalna do logarytmu wyjsciowej ilosci matrycy w pro-
bie. Im wiecej kopii badanej sekwencji bylo w momencie rozpoczecia reakcji, tym
mniej cykli potrzeba, aby poziom fluorescencji, pochodzacy z powstatych produk-
téw, przekroczyt wartos¢ Cj (oznacza to mniejszg wartos¢ Cj). Detekcja matych ilos-
ci kopii genu wymaga wiekszej liczby cykli niz wartos¢ C7 (22-24).

5. Analiza ilosciowa i normalizacja wynikéw

Real-time PCR umozliwia iloSciowa analize wyjsciowego stezenia matrycy, ktorej
mozna dokonaé na dwa sposoby. Pierwszym z nich jest ocena absolutna, drugim za$
relatywna.

5.1. Ocena absolutna - metoda krzywej standardowej

Ocena absolutna pozwala ustali¢ catkowita wyjsciowa ilos¢ matrycy w badanej
probie, wyrazong w liczbie kopii lub stezeniu. Okreslenie poziomu ekspresji genu
w takiej postaci mozliwe jest dzieki zastosowaniu zewnetrznych standardéw. Funk-
cje standardu moze petni¢ cRNA lub cDNA docelowego genu, syntetyzowane in vitro
ssDNA oraz sklonowany, powielony i oczyszczony fragment sekwencji docelowego
genu w wektorze plazmidowym.

Standard powinien réwniez posiada¢ nastepujace cechy: 1) identyczne z analizo-
wanymi prébami miejsca wigzania starterow i sond, 2) identyczne lub bardzo zbli-
zone do analizowanych préb sekwencje miedzy miejscami wigzania starteréw, oraz
3) réwnowazng wydajnos¢ reakcji z wydajnoscig reakcji badanej proby. Stezenie
standardu DNA lub RNA oznaczane jest przez pomiar spektrofotometryczny przy
dtugosci fali 260 nm (16,25,26).

Na podstawie wartosci Ct uzyskiwanych dla kolejnych rozciefczen standardu,
wykreslana jest krzywa regresji (zwana krzywa standardowa, ang. standard curve) lo-
garytmu stezenia matrycy (0$ X) w stosunku do otrzymanych wartosci Cj(o$ Y). Licz-
be kopii w badanej prébie ustala sie przez naniesienie uzyskanych wartosci Cj préb
badanych na krzywg standardowa, ktorej réwnanie przedstawia sie wzorem:

Ct = m X log(conc) -I- B
gdzie:
Cj - linia progowa, log(conc) - logarytm stezenia, m - nachylenie krzywej, B -
warto$¢ Cj dla stezenia rownego jednej jednostce.
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Nachylenie krzywej odzwierciedla wydajnos¢ reakcji amplifikacji, ktéra oblicza-
na jest wg wzoru:
Eff = 10(-i/m) - 1
gdzie:
EfF - wydajnos¢ reakcji (ang. efficiency), m - nachylenie krzywej (ang. slope).

Wydajnos¢ reakcji powinna miesci¢ sie w przedziale 90-100%. Nachylenie krzy-
wej wynoszace -3,322 odpowiada 100% wydajnosci reakcji, zas m = -3,8 odpowiada
wydajnosci réwnej 83%.

0 wiarygodnosci otrzymanych wynikéw swiadczy wartos¢ wspétczynnika korela-
cji (R2, ang. correlation coefficient, square regression coefficient).  oznacza procent da-
nych zgodnych ze statystyczng hipotezg, ktdéry w kontekscie iloSciowym okresla
procent danych znajdujacych sie na krzywej standardowej, tworzonej przez serie
rozcienczen standardu.

Zbyt niska wartos¢ wspoétczynnika korelacji oznacza, ze zadane standardy nie
moga by¢ odpowiednio dopasowane do krzywej, a w konsekwencji uzyskane wyniki
sg nierzetelne. Prawidlowa warto$¢ R* zblizona jest do 0,99. Nie wszyscy autorzy
uwazajg ten rodzaj oceny ilosciowej za ocene catkowita. Ginzinger (18) oraz Ticho-
pad i wsp. (27) twierdza, ze metoda krzywej standardowej nie jest metodg abso-
lutna, bez wzgledu na pochodzenie i staranno$¢ oznaczenia stezenia standardow.

5.2. Wzgledna analiza ilosciowa

Rzetelna analiza ilosciowa wymaga korekcji eksperymentalnych odchyleri indy-
widualnych wydajnosci odwrotnej transkrypcji badanych préb. Wynika to stad, ze
réznice wydajnosci odwrotnej transkrypcji skutkujg w ilosci cDNA, ktéra nie kore-
sponduje z wyjsciowg iloscig RNA. Normalizacja wzgledem genu o statym poziomie
ekspresji, stanowigcym tzw. wewnetrzny gen referencyjny (ang. housekeeping gene),
jest obecnie powszechnie akceptowang metoda korekcji nieznacznych wariacji spo-
wodowanych réznica w wydajnosci odwrotnej transkrypcji, jak rowniez wyjsciowej
ilosci RNA (14).

Poziom ekspresji badanego genu w ocenie relatywnej determinowany jest i przed-
stawiany jako stosunek miedzy iloscig transkryptu genu badanego a iloscig tran-
skryptu wewnetrznego genu referencyjnego we wszystkich probach. Wartos¢ ta jest
kolejno poréwnywana pomiedzy prébami np. pochodzacymi z réznych organéw lub
tez tkanek.

Idealny gen kontrolny powinien posiada¢ niezmienny poziom ekspresji w roz-
nych organach i tkankach organizmu oraz w r6znych warunkach eksperymental-
nych. Do najczesciej stosowanych gendw referencyjnych nalezg m.in. geny (3-aktyny,
ubikwityny, tubuliny, 18S i 28S rRNA, cyklofilin, dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogli-
cerynowego (GAPDH) oraz p-glukuronidazy (14,27).
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Procedury obliczeniowe rdznig sie w zaleznosci od tego czy transkrypty badane-
go genu amplifikuja sie z poréwnywalng wydajnoscia do wydajnosci amplifikacji
transkryptéw wewnetrznego genu referencyjnego, czy tez te wydajnosci sg znacz-
nie rézne (28).

6. Wybor gendw do walidacji

w wielu eksperymentach z wykorzystaniem mikromacierzy DNA liczba bada-
nych gendw jest zbyt duza, aby méc dla kazdego z nich indywidualnie przeprowa-
dzi¢ proces walidacji. Wybor genéw do dalszych analiz nie pozostaje zatem bez
wptywu na ostateczny ksztatt otrzymanych wynikéw. Wazng kwestig jest uwazne
przyjrzenie sie ,rzedom wielko$ci” regulacji genéw, tzn. ile razy ekspresja danego
genu ulega zwiekszeniu lub zmniejszeniu w poréwnaniu z kontrolg. tatwiej jest
szacowa¢ zmiany w ekspresji genow, ktorych mRNA naturalnie wystepuje w ko-
morce na wysokim poziomie, niz dla gendw, ktdrych poziom ekspresji in v/Vo jest
bardzo niski. Wykazano, ze korelacja pomiedzy wynikami mikromacierzy i PCR
w czasie rzeczywistym dla gendw, ktérych ekspresja ulega zmianie wiecej niz
2-krotnie jest silna i zblizona do 90% (29). Czestym jest zanik tej korelacji pomie-
dzy wynikami otrzymanymi obiema metodami w sytuacji, gdy wynik z analizy mi-
kromacierzy sugeruje nizszg niz dwukrotng zmiane w poziomie ekspresji badane-
go genu, np. dla 1,4-krotnej zmiany w poziomie regulacji genu korelacja ta wynosi
juz tylko 40% (30).

Innym zagadnieniem pozostaje posiadanie wiedzy dotyczacej przewidywanych
profili ekspresji gendw. tatwiej jest sprawdza¢ poprawno$¢ wyniku mikromacie-
rzowego dla genu, ktérego profil ekspresji jest znany. Jesli badacz posiada taka
mozliwos¢, sugeruje sie, zeby wykorzystaé taki gen do walidacji, cho¢by w celu
kontroli samego procesu walidacyjnego. Zalecane jest rowniez sprawdzenie a priori
poprawnosci otrzymanych wynikéw z uzyciem metod in silico opierajacych sie na
wykorzystaniu opublikowanych danych literaturowych dostepnych w bazach da-
nych, np. NCBI. Przystepujac do nastepnego etapu, jakim jest eksperymentalne
sprawdzenie uzyskanych wynikéw nalezy umiejetnie zaprojektowac miejsca wig-
zania starteréw i sond, ktore zostang wykorzystane w reakcji PCR w czasie rzeczy-
wistym. Blgd na tym etapie znaczaco wptywa na wynik iloSciowego PCR. Startery
i sondy w miare mozliwosci powinny obejmowac¢ swym zasiegiem region analo-
giczny do tego, do ktérego projektowane byly sondy mikromacierzowe. W litera-
turze nie podaje sie wytycznych wyznaczajacych minimalng liczbe gendw, ktore
powinny zosta¢ sprawdzone z uzyciem PCR w czasie rzeczywistym. Wybor ten
lezy w gestii indywidualnego badacza, jednakze nie ulega watpliwosci, ze im licz-
ba badanych gendw jest wieksza, tym rzetelniejsze oraz bardziej informatywne
stajg sie uzyskane wyniki.
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7. Podsumowanie

Technologia mikromacierzy DNA stata sie niezwykle poteznym narzedziem ba-
dawczym w rekach badaczy reprezentujgcych rozne dziedziny nauki. W ostatnich la-
tach nacisk potozony byt na udoskonalanie technicznej strony metody, aby mozliwe
stato sie uzyskiwanie powtarzalnych wynikéw. Teraz, kiedy zostata ona juz opraco-
wana, na pierwszy plan wysuneto sie zagadnienie weryfikacji uzyskanych wynikéw.
Wsrdéd metod mozliwych do zaaplikowania prym wiedzie zdecydowanie PCR w cza-
sie rzeczywistym, i to ta metoda jest w zdecydowanej wiekszosci wybierana przez
badaczy. Pamieta¢ nalezy, ze aby uzyskany wynik byl miarodajny, weryfikacja musi
zosta¢ wykonana w tym samym laboratorium oraz na tym samym materiale biolo-
gicznym, ktérego dotyczag wyniki mikromacierzy (31). Nie nalezy réwniez pomingé
kwestii jakosci i czystosci badanych préb, od ktérej uzalezniony jest rezultat prze-
prowadzanej reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Wyeliminowanie czynnikéw zwiga-
zanych z tlem sprawia, ze uzyskany wynik iloSciowy jest tatwiejszy do interpretacji.

Stosowane skroty

FAM: 6 - karboksyfluoresceina

TFT: tetrachloro-6-karboksyfluoresceina
JOE: 2,7-dimetoksy-4,5-dichloro-6-karboksyfluoresceina
HEX: heksachloro-6-karboksyfluoresceina

TAMRA: 6-karboksytetrametylorodamina
DABCYL: kwas 4-(4'-dimetylaminofenylo) benzoesowy
ROX: 6-karboksy-N,N,N’,N’-tetrametylorodamina

Praca finansowana z funduszy projektu badawczego MNiSzW nr N N301 2042 33.
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