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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Okreslenie podstawowego poziomu ekspresji genéw w zdrowych tkankach jest niezbgdne w ana-
lizie i interpretacji wynikéw pozyskanych z tkanek patologicznych. Zastosowanie metody real-
time RT-PCR, pozwalajacej na obserwacje procesu powielania materialu genetycznego w czasie
rzeczywistym, umozliwia szybkie i doktadne wykonanie pomiaru ilosci materiatu genetycznego
obecnego w prébie. Podczas kolejnych etapow przygotowywania préby w celu oznaczenia licz-
by transkryptéw badanych genéw, moze jednak dochodzi¢ do zmian ilosci materialu genetycz-
nego, ktérych najczestsza przyczyna jest rézna wydajnos¢ izolacji mRNA oraz odwrotnej trans-
krypcji w poszczegdlnych probach. Stad potrzeba normalizacji wynikéw migdzy analizowanymi
prébami, poprzez wykorzystanie genu referencyjnego (normalizujacego). Oznaczanie iloscio-
we, najczesciej w odrebnych reakcjach, genu badanego i normalizujacego w danej prébie daje
pewnosé, ze wszelkie zmiany w ilosci materialu genetycznego podczas badania dotycza w takim
samym stopniu obydwu genéw. Aby gen referencyjny byt dogodnym wzorcem, w stosunku do
ktérego mozna oznaczac ilosci mRNA innych genéw, musi charakteryzowac si¢ statym, nieregu-
lowanym poziomem ekspresji w danej tkance. Geny metabolizmu podstawowego, uznawane za
spetniajace ten warunek, sa powszechnie stosowane jako geny normalizujace. Badania ich eks-
presji wykazaty jednak istniejace roznice w liczbie transkryptéw w tkankach zdrowych i zmie-
nionych chorobowo, oraz zmiany ekspresji genéw metabolizmu podstawowego w tkankach pod
wplywem podawanych lekéw i innych substancji chemicznych. Celem pracy jest ukazanie r6znic
oraz wskazanie czynnikéw, ktére wptywaja na ekspresj¢ genéw metabolizmu podstawowego.

geny metabolizmu podstawowego ¢ geny referencyjne * PCR w czasie rzeczywistym ¢
ekspresja genow

Summary

The determination of gene expression levels in normal tissue is necessary for the analysis and
interpretation of results of gene profiling studies in pathological samples. With the real-time re-
verse transcription-PCR technique, which enables one to detect the amplification rate during
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the process, assessment of the amount of gene transcript is fast and accurate. The most impor-
tant problem in this type of analysis is the variability in the amount of genetic material between
samples, caused mostly by changes in the efficiency of mRNA isolation and reverse transcrip-
tion. Therefore, a reference gene to normalize sample variations is required. Quantification of the
mRNA of the target and the reference gene in the sample ensures that the changes in transcript
levels will influence both genes equally. To be used as a reference, a gene should show stable,
unregulated expression in the analyzed sample type. Housekeeping genes (HKGs) fulfill this cri-
terion and they are used for normalization purposes in most expression studies. However, trans-
cript levels of HKGs can vary between different types of tissue (normal and pathological sam-
ples) and under different treatment conditions (drugs and chemicals). The aim of this study was
to show the differences and the factors which can influence housekeeping gene expressions.
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Wstep

W ostatnich latach w badaniach molekularnych organizméw
zywych bardzo popularna stata si¢ analiza transkryptomu,
ktéra umozliwia poznanie profilu ekspresji genéw w ko-
morkach. Zglebienie réznic migdzy komorka zdrowa i ta,
w ktérej ekspresja genéw jest zaburzona, umozliwia usta-
lenie mechanizméw réznych choréb, w tym powszechnie
dzis wystepujacych nowotworéw [51,52]. Technika stoso-
wang najczesciej w tego typu analizie jest odwrotna trans-
krypcja (reverse transcription — RT) poprzedzajaca tan-
cuchowa reakcje polimerazy z obrazowaniem w czasie
rzeczywistym (real-time polymerase chain reaction), dalej
zwana w skrocie metoda real-time RT-PCR. Metoda ta zre-
wolucjonizowata mozliwos¢ detekcji mRNA, pozwalajac
na wykrycie nawet jednej kopii transkryptu [36]. Jej uzy-
cie do iloSciowego oznaczania ekspresji gendw umozliwia
diagnozowanie choréb nowotworowych, wybér odpowied-
niej terapii i monitorowanie odpowiedzi organizmu na le-
czenie [8]. Sama technika real-time PCR w onkologii stu-
zy takze do okreslania zmian na poziomie chromosoméw
(translokacje, powstawanie genéw fuzyjnych) oraz szaco-
wania zaawansowania choroby. Ponadto, znalazta zasto-
sowanie przy identyfikacji bakterii, okreslania ilosci ma-

teriatu genetycznego wirusa w zakazeniach HIV-1, HBV,
HCYV, oraz wykrywania mutacji (single nucleotide poly-
morphism — SNP) [58].

Oznaczenie poziomu ekspresji gendw wiaze si¢ z izola-
cja mRNA, odwrotng transkrypcja i amplifikacja cDNA.
Rézne wydajnosci wymienionych proceséw w poszcze-
g6lnych prébkach oraz nieunikniona w ich trakcie utrata
materiatu genetycznego moga nastreczaé wiele trudno-
$ci i prowadzi¢ do blednych wynikéw. Aby zapobiec tego
typu btedom, stosuje si¢ normalizacje liczby transkryptéw
badanego genu w stosunku do liczby transkryptéw genu
metabolizmu podstawowego [1,28,41]. Najczesciej uzy-
wanymi genami referencyjnymi sa: gen dehydrogenazy
aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDH), gen B-akty-
ny (ACTB), gen B3,-mikroglobuliny (B2M) oraz geny 18S
i 28S rybosomalnego RNA (rRNA) [23]. Wiele ekspe-
rymentéw wykorzystujacych normalizacj¢ liczby trans-
skryptéw w stosunku do genéw metabolizmu podstawo-
wego zaktada, ze poziom ekspresji tych genéw nie ulega
zmianie [23,42]. Ze wzgledu na dynamike proceséw za-
chodzacych w organizmie i nieustanne interakcje ko-
morki ze Srodowiskiem, poglad ten jest jednak podwa-
zany [44,60].
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Oris meToDY REAL-TIME RT-PCR

Reakcja PCR pozwala na logarytmiczne powielenie mate-

riatu genetycznego z wykorzystaniem starteréw, zaprojekto-

wanych tak, aby przytaczaty sie swoiscie do danej sekwen-

cji. Bufor reakcyjny zawiera 4 rodzaje deoksynukleotydéw,

zestaw starteréw, termostabilng polimeraze (np. Taq), jony

magnezu (kofaktor polimerazy) oraz matryce, czyli kwas

nukleinowy majacy ulec powieleniu [31]. Powielanie DNA

jest mozliwe dzigki wielokrotnemu powtarzaniu tréjetapo-

wego cyklu, w sktad ktérego wchodza:

(i) denaturacja dwuniciowego DNA;

(il) przylaczenie pary starteréw, komplementarnych do
danego fragmentu DNA;

(iii) wydtuzanie starteréw i synteza nici DNA [4].

Przyjmujac, ze kolejne cykle zachodza ze 100% wydajno-
Scia, liczba czasteczek powielanego DNA powinna wzra-
sta¢ logarytmicznie wedtug wzoru

N =N x2",

gdzie N, —koncowa liczba czasteczek, N, — wyjsciowa licz-
ba czasteczek, n — liczba cykli. W praktyce, ze wzgledu na
niedoskonatosci wynikajace np. z obecnosci inhibitoréw
polimeraz, niewtasciwego doboru sekwencji starteréw oraz
nie do konica optymalnych stezen reagentéw i temperatu-
ry, moze dochodzi¢ do nieefektywnego powielania DNA.
Przedstawiony wyzej wzor przybiera wéwczas postaé

N =N, XxE",

gdzie E to rzeczywista wydajnos¢ procesu powielania.
Znajac wydajnos¢ reakcji i1 ilo§¢ powstajacego produktu,
mozna wigc obliczy¢ poczatkowe stezenie matrycy. Dzigki
tym wilasnosciom metoda PCR znalazta zastosowanie w ana-
lizie ilosciowej, a po potaczeniu z odwrotng transkrypcja
i wykorzystaniu mozliwosci obrazowana reakcji w czasie
rzeczywistym, stala si¢ narzedziem pozwalajacym na do-
ktadne i szybkie zbadanie poziomu ekspresji genéw. Oprocz
metody real-time RT-PCR zmierzenie liczby transkryptéw
mozliwe jest takze z uzyciem technik northern blotting, hy-
brydyzacji in situ, testu ochrony przed dzialaniem rybo-
nukleaz (RNAse protection assay) czy tez mikromacierzy
cDNA [5]. Jednak to metoda real-time RT-PCR wyr6znia-
jaca si¢ szybkoscia, czuloscia, swoistoscia, powtarzalno-
Scig 1 szerokim zakresem detekcji, jest technika z wyboru
do badan ekspresji genéw w wielu laboratoriach diagno-
stycznych [6,21]. Gléwna wada tej techniki jest to, iz zanie-
czyszczenie probki nawet niewielka iloscia materiatu ge-
netycznego przeklada sig na biedny wynik [26].

Pomiar liczby transkryptéw metoda real-time PCR jest pro-
cedurg sktadajaca si¢ zasadniczo z 3 etapéw. Po przygoto-
waniu tkanki nastgpuje kolejno: izolacja mRNA, odwrot-
na transkrypcja oraz amplifikacja cDNA przy jednoczesnej
detekcji ilosci powstajacego produktu. Na rynku biotech-
nologicznym obecne sa systemy do jedno- i dwustopnio-
wej real-time RT-PCR. Jednostopniowa (one-step lub one-
tube real-time PCR) umozliwia przeprowadzenie odwrotne;j
transkrypcji i amplifikacji w jednej probowce. Ze wzgledu
na zmniejszenie w tym przypadku liczby wykonywanych
czynnosci, ryzyko zanieczyszczenia proby lub utraty mate-
riatu jest mniejsze [5]. W dwustopniowej reakcji (two-step
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Ryc. 1. Wykres fluorescencji w zaleznosci od cyklu w real-time PCR
z zaznaczonymi fazami reakdji i linia graniczng

lub two-tube real time PCR) najpierw jest przeprowadza-
na odwrotna transkrypcja, a otrzymana prdba jest nastgp-
nie przenoszona do kolejnych probéwek w celu wykona-
nia PCR. Odseparowanie tych dwéch proceséw pozwala
na latwiejsza optymalizacje reakcji i uzyskanie lepszych
rezultatéw w przypadku analizowania kilku r6znych trans-
kryptéw dla jednej préby. Ponadto, umozliwia wielokrotne
wykonanie analiz poszczegdlnych transkryptéw w tej sa-
mej prébce, po procesie odwrotnej transkrypcji.

Etapem charakterystycznym dla real-time RT-PCR jest sta-
dium powielania badanego materiatu genetycznego z obra-
zowaniem w czasie rzeczywistym. Proces ten jest mozliwy
dzigki zastosowaniu barwnikéw fluorescencyjnych. Aparat
przeprowadzajacy reakcje mierzy zmiany we fluorescencji
badanej prébki i na tej podstawie wyznacza ilo$§¢ powsta-
jacego produktu w kolejnych cyklach. Najpopularniejszym
barwnikiem w reakcjach real-time jest SYBR Green I, ktéry
wigze si¢ do dwuniciowego DNA, przez co jego fluorescen-
cja wzrasta prawie 1000-krotnie (im wigcej powstanie pro-
duktu tym wigksza bedzie fluorescencja probki). Wada tego
uktadu jest, oprocz braku mozliwosci analizowania kilku ge-
néw w jednej mieszaninie reakcyjnej, nieswoisto$¢ wigzania,
w wyniku czego wykrywane moga by¢ wszystkie sekwencje
dwuniciowe (np. dimery starteréw czy nieswoiste produkty
amplifikacji). Dlatego, oprécz krzywej wzrostu fluorescen-
¢ji, na koricu reakcji z SYBR Green I analizuje si¢ krzywa
topnienia, ktéra pozwala okresli¢ czystos¢ uzyskanego DNA
[23]. Bardziej swoista analize przeprowadzi¢ mozna z uzy-
ciem sond molekularnych, ktére przytaczaja si¢ do konkret-
nej sekwencji na matrycy [1]. Potaczone z sondami barw-
niki emituja w procesie fluorescencji swiatto, ktérego ilos¢
wzrasta proporcjonalnie do ilosci produktu. Cykl reakc;ji,
przy ktérym fluorescencja proby przekracza lini¢ graniczna
(threshold), ustalong automatycznie lub przez operatora, de-
finiowany jest jako Ct (cycle threshold) lub odpowiednio Cp
(crossing point, w przypadku urzadzenia LightCycler firmy
Roche) [8]. Ct mierzone jest w fazie logarytmicznego wzro-
stu ilosci DNA iim jego wartos¢ jest mniejsza tym wigksze
bylo stezenie matrycy na poczatku reakcji. Przyktad wykresu
otrzymanego w real-time PCR przedstawia rycina 1.

Do okreslenia liczby transkryptéw genow, stosuje si¢ rozne
podejscia. Wsrdd nich wyrdznia si¢ metody absolutne, do
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Tabela 1. Charakterystyka wybranych genéw metabolizmu podstawowego

Nazwa genu Symbol Funkcja
Enzymy
Dehydrogenazy aldehydu-3-fosfoglicerynowego GADPH enzym glikolityczny przeksztatcajacy aldehyd-3-fosfoglicerynowy
w 1,3-bifosfoglicerynian
klofilina € cvee izomeraza biatkowa bioraca udziat w fatdowaniu biatek i transporcie
y jadrowym

Aminotransferaza tyrozynowa TAT degradacja aminokwasow
B-glukuronidaza GUS degradagja siarczanu dermatanu i keratanu
Fosforvbozvlotransferaza hypoksantvnowa HPRT bierze udziat w metabolizmie nukleotydéw, przeksztatcajacy hipoksantyne

ybozy » y do monofosforanu inozyny
Deacetylaza histondw 1 HD1 deacetylacja histonéw i kondensacja chromatyny

Biatka strukturalne komorki

sktadnik cytoszkieletu, niezbedne w utrzymaniu ksztattu komérki

-aktyna ACTB : 4 )
B-akty
i segregacji chromosomow
Tubulina - biatko budujace centriole, wici, rzeski
Geny rybosomalne
18 STRNA - rRNA budujace matg podjednostke rybosomu
285 RNA - rRNA budujace duza podjednostke rybosomu
Inne
Katenina p-1 CTNNB1 pos'.redniczy w adhezji komdrek, faczac wewnqtrzkomérkowg biatka
szkielet z transmembranowymi receptorami — kadherynami
B,-mikroglobulina B2M biatko gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej

wyznaczenia doktadnej liczby badanych transkryptéw w pro-
bach, oraz metody wzgledne umozliwiajace jedynie okresle-
nie stosunkéw ilosciowych pomigdzy transkryptami w danej
prébie i migdzy probami. Najpopularniejsza jest wzgledne
oznaczenie z kalibratorem, w ktérym krzywa standardowa
wykorzystuje sig tylko do wyznaczenia wydajnosci reakcji,
a liczba transkryptéw w badanej probie wyrazona jest w sto-
sunku do liczby transkryptéw wybranego genu referencyjne-
go. W metodzie tej krzywe standardowe rysuje si¢ dla genu
badanego i referencyjnego na podstawie wynikéw real-time
PCR dla kolejnych rozcienczen jednej z prébek (np. mie-
szaniny badanych préb). Nastgpnie oblicza si¢ wydajnosé
(E) obydwu reakcji PCR na podstawie wzoru

E= 10[—1/3'10[):’]’

gdzie slope oznacza wspélczynnik kierunkowy krzywej
standardowej. Kolejnym etapem jest przeprowadzenie dla
kazdej z badanych prob oraz kalibratora (préba o statym
stosunku ilosci transkryptéw genu badanego i referencyj-
nego, najczesciej tkanka zdrowa) oddzielnych reakcji real-
time PCR dla genu badanego i referencyjnego. Na podsta-
wie wydajnosci reakcji okresla si¢ wtedy wzgledna liczbe
transkryptow analizowanych genéw. Aby umozliwi¢ po-
réwnanie ekspresji genu w poszczegdlnych prébach wynik
analizy przedstawia si¢ jako stosunek liczby transkryptéw
genu badanego i referencyjnego w danej prébie dzielony

przez stosunek liczby transkryptéw genu badanego i refe-
rencyjnego w prébie kalibratora.

Gen wykorzystywany do normalizacji powinien prezen-
towaé wiele wtasciwosci, dzigki ktérym otrzymany wy-
nik bedzie doktadny. Te cechy to staly poziom ekspresji
w danym rodzaju tkanki, niezaleznie od warunkéw do-
Swiadczalnych i stanu chorobowego, oraz zblizona licz-
ba transkryptéw w stosunku do liczby transkryptéw genu
badanego [28,46]. Jezeli powyzsze warunki sg spetnione,
ilo§¢ poddawanego badaniu mRNA nie stanowi najwaz-
niejszego problemu w analizie, a doktadnos¢ stosowanej
metody zalezy jedynie od zmian w wydajnosci amplifika-
cji obu genéw. Warunkiem przeprowadzenia miarodajne-
go eksperymentu jest wigc wybdr odpowiedniego genu do
normalizacji — najczesciej stosowanymi w tym celu gena-
mi sa geny metabolizmu podstawowego [5].

GENY METABOLIZMU PODSTAWOWEGO

Definicja genéw metabolizmu podstawowego (houseke-
eping gene — HKG) okresla je jako geny zaangazowa-
ne w procesy najistotniejsze dla przezycia komorki, kto-
re ulegaja ekspresji na stosunkowo statym, nieulegajacym
zmianom poziomie we wszystkich tkankach organizmu
[9,22,23,54]. W tabeli 1 przedstawiono przyklady genéw
metabolizmu podstawowego.
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Informacje na temat genéw HKG zebrano w ogdlnodostep-
nych bazach danych. Najobszerniejsza z nich —,,The Friendly
Alternative Splicing and Transcripts Data Base” (Fast DB)
[10] zawiera obecnie informacje o 720 genach metabolizmu
podstawowego. Zamieszczone zostaly tam takze dane doty-
czace struktury i potozenia genéw na chromosomie, rézne
postacie transkryptéw genéw wynikajace z alternatywnego
sktadania (alternative splicing) oraz liczba ich transkryptéw
w poszczegdlnych tkankach. Kolejna baza danych — ,,Human
Gene Expression Index” (Huge Index), stworzona zostata
dzigki wynikom uzyskanym z analizy ekspresji genéw z uzy-
ciem mikromacierzy [20]. W bazie tej opisano 452 geny me-
tabolizmu podstawowego. Okreslono réwniez ich Sredni po-
ziom ekspresji, funkcja i umiejscowienie w genomie.

Dane zamieszczone w ww. zrodtach, a takze w licznych pra-
cach badawczych [25,37,44,54], wskazuja, ze ekspresja okre-
Slonych genéw HKG nie jest stabilna we wszystkich typach
tkanek. To wszystko oznacza, ze identyfikacj¢ odpowiednich
gendw referencyjnych powinno przeprowadzac si¢ dla kazde-
go typu analizowanej tkanki, a czynnikéw, ktére moga wpty-
na¢ na poziom ekspresji gendw HKG jest bardzo duzo.

CzyYNNIKI WPLYWAJACE NA ANALIZE POZIOMU EKSPRESJI GENOW
METABOLIZMU PODSTAWOWEGO

Lokalizacja genu referencyjnego

Aby znalez¢ odpowiedni gen referencyjny nalezy prze-
analizowac czynniki, ktére w danej sytuacji moga wpty-
na¢ na wynik eksperymentu. Dotyczy to réwniez struktury,
jak i umiejscowienia genu w genomie. Zwlaszcza w przy-
padku pracy z materialem, jakim sa tkanki nowotworowe,
w ktdrych czeste sa zmiany genetyczne na poziomie chro-
mosomdw, wskazane jest sprawdzenie genotypu tkanki.
‘Wykonujac taka analize, mozna upewnic sig, czy wybrany
gen referencyjny nie znajduje si¢ w obrgbie chromosomu,
ktéry ulega delecji, amplifikacji lub innym zmianom mo-
gacym wplywac na liczbg kopii genu w komoérce. Badania
przeprowadzone na komérkach nowotworowych okr¢zni-
cy udowodnity istnienie réznic w strukturze chromosoméw
i ekspresji genéw [57]. Analiza zmienionych nowotworowo
tkanek wykazatla, ze zwigkszenie lub zmniejszenie ilosci
DNA chromosomalnego, korelowato odpowiednio z nadek-
spresja lub zmniejszona ekspresja genéw. Zjawisko to za-
obserwowano w ponad 60% badanych nowotworéw i doty-
czylto ono gtéwnie chromosoméw: 7, 8q, 13 1 20 (dodatkowe
kopie DNA) oraz chromosoméw: 1p, 4, 5q, 8p, 14q, 15q,
17p,18 (utrata DNA). Na podstawie prac opisujacych te za-
gadnienia mozna okresli¢, ktére miejsca sa najbardziej po-
datne na zmiany w danym typie nowotworu, a zebrane dane
moga postuzy¢ do wytypowania najwtasciwszego pod tym
katem genu referencyjnego. Rycina 2, przygotowana na
podstawie wybranych danych literaturowych [2,10,34,57],
przedstawia zestawienie anomalii chromosomowych, wy-
stgpujacych najczesciej w niektorych typach nowotwordw.
Uwidacznia ona jednoczes$nie problem wyboru odpowied-
niego genu referencyjnego w przypadku analizy ekspresji
genéw w probkach pobranych z nowotwordéw.

Budowa i sekwencja genu

Waznym czynnikiem przy projektowaniu eksperymentu
z uzyciem metody real-time RT-PCR, jest takze przesle-

dzenie budowy genu referencyjnego. Geny eukariotyczne
maja strukturg nieciagla, dlatego trzeba wziaé¢ pod uwa-
ge mozliwos¢ alternatywnego ich sktadania (alternative
splicing). Zjawisko to zachodzi np. w przypadku czg¢sto
wykorzystywanych do normalizacji genéw metabolizmu
podstawowego: GADPH, HPRT, 3-glukuronidazy, ubikwi-
tyny C [3.10]. Nalezy zatem uwaza¢ na mozliwos¢ istnie-
nia w komoérce réznych transkryptow tego samego genu
i uzywac starteréw o sekwencji obecnej w kazdej z moz-
liwych postaci mRNA lub we wszystkich postaciach wy-
krytych w interesujacej badacza tkance. Projektujac starte-
ry unika si¢ takze odcinkéw, w ktérych wystepuja miejsca
polimorficzne genu (z r6zna sekwencja nukleotydowa
w zalezno$ci od odmiany genu), gdyz istniejace réznice
migdzyosobnicze mogtyby prowadzi¢ do niewykrycia da-
nej sekwencji [1,40].

Pseudogeny

Pseudogeny definiowane sa jako niefunkcjonalne kopie
fragmentéw genéw, wlaczone do genomu przez retrotran-
spozycje mRNA lub duplikacje genomowego DNA [24].
Poniewaz znaczna czgs$¢ pseudogendéw (77%) moze by¢
transkrybowana, ilosciowe oznaczanie metoda real-time
RT-PCR poziomu transkryptéw genéw majacych pseu-
dogeny moze prowadzi¢ do btednych wynikéw w postaci
wyzszej niz w rzeczywistosci ekspresji analizowanego genu
[40]. Jak wykazaty badania, niektére geny metabolizmu
podstawowego maja wiele pseudogenéw, np. GAPDH ma
52 pseudogeny, cyklofilina A — 63, ACTB — 15 [65]. Aby
zwigkszy¢ swoisto$¢ w stosunku do stosowanego HKG, sto-
suje sig startery hybrydyzujace do miejsca, w ktérym wy-
korzystywany gen referencyjny rézni si¢ sekwencja w sto-
sunku do swojego pseudogenu. Na rycinie 3 przedstawiono
klasyfikacje poznanych pseudogenéw na podstawie funkcji
gendw majacych z nimi sekwencje homologiczne.

Funkcja genu

Wyszukujac odpowiednie geny do procesu normalizacji na-
lezy wybierad je tak, by nalezaty one do grup pelniacych
funkcje inne niz te, w ktére zaangazowane sa geny bada-
ne. Ma to na celu uniknigcie mozliwej koregulacji genéw,
co moze zaburza¢ wynik analizy [9,48]. Podczas badania
ekspresji genéw kodujacych biatka, dobrym rozwiazaniem
wydaje si¢ wykorzystanie genéw rRNA jako gendw refe-
rencyjnych. Zwigzane jest to z ich transkrypcja z udzia-
fem innej polimerazy, niezaangazowanej w transkrypcje
genéw kodujacych biatka [S6]. W praktyce jednak, za-
obserwowano znaczny wplyw czynnikéw biologicznych
i lekéw na poziom transkryptéw rRNA, co czgsto unie-
mozliwia uzycie genéw rRNA w normalizacji ekspresji
innych genéw[5].

Poziom ekspresji genu

Sugeruje sig, aby do analizy wybierac takie geny metabo-
lizmu podstawowego, ktérych poziom ekspresji jest zbli-
zony do poziomu prezentowanego przez gen badany. Jezeli
liczba kopii genu referencyjnego (stanowiacego wewngtrz-
ny standard) jest znacznie wyzsza, podczas PCR starte-
ry beda przytaczane z wigkszym prawdopodobienstwem
do sekwencji wystgpujacych w wigkszej liczbie kopii [5].
Skutkiem tego moze by¢ wynik falszywie zanizony [47,62].
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Ryc. 2. Zestawienie anomalii chromosomowych (amplifikacji i delecji) wystepujacych w wybranych typach nowotworéw z zaznaczeniem niektdrych
gendéw metabolizmu podstawowego znajdujacych sie w ich obrebie [2,10,34,57]. MGST 2 — mikrosomalna transferaza S glutationu 2, PSMB
4 - podjednostka B 4 proteasomu, ADAR-RNA swoista deaminaza adenozyny, RPL7 — rybosomalne biatko L7, GAPDH — dehydrogenaza
glicerolo-3-fosforanowa, ACTB — B-aktyna, GACT — y-aktyna, B2M — B-2-mikroglobulina, HD7 — deacetylaza 1 histonéw, RPL9 — rybosomalne
biatko L9, HPRT — fosforybozylo transferaza hipoksantynowa, PTDSST — nie-ATP-azowa podjednostka 265 proteasomu 2

Idealna sytuacja jest wtedy, gdy stosunek genu badanego
do referencyjnego jest zblizony do jednosci. W praktyce
stan taki jest trudny do osiagnigcia, a oszacowanie pozio-
mu ekspresji powinno by¢ sprawdzone przed kazdym wy-
borem genu referencyjnego.

Rodzaj tkanki

Nawet pomigdzy niezmienionymi chorobowo tkanka-
mi poziom ekspresji genéw metabolizmu podstawowego
moze si¢ znacznie rézni¢. Szczegétowa analiza (5154 po-
miaréw) 72 ludzkich tkanek ujawnita, jak w ich obregbie
zmienia si¢ poziom ekspresji genu GAPDH [3]. Okazato
sig, ze liczba transkryptéw GAPDH na 100 ng catkowite-

go komérkowego RNA waha si¢ od ponad miliona w mig-
$niach szkieletowych do niecatych 70 tys. w komoérkach
z gruczotu piersiowego. Inne dane otrzymane w ekspery-
mencie przeprowadzonym przez Warringtona i wsp. [63]
wykazuja, ze ekspresja genu GAPDH w grupie siedmiu
tkanek pochodzacych od dorostych ludzi rézni si¢ 7-krot-
nie. Wahania ekspresji genéw HKG obserwowaé mozna
takze w obrebie tego samego rodzaju tkanki. W zaprojek-
towanym przez Jemiolo i Trappe dos§wiadczeniu [23] bada-
no zmiang ekspresji czterech genéw metabolizmu podsta-
wowego: GAPDH, ACTB, B2M i 18S rRNA, w mig$niach
pod wptywem wysitku fizycznego. Otrzymane w ten spo-
s6b wyniki pokazaty, ze rozbieznoSci w zmierzonej ilosci
transkryptéw poszczegélnych genéw, przed rozpoczeciem
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Ryc. 3. Klasyfikacja poznanych pseudogendw na podstawie funkgji genéw majacych z nimi sekwencje homologiczne [65]

¢wiczenia fizycznego, bezposrednio po jego zakoriczeniu
14 godziny pdZniej, moga by¢ nawet 52-krotne.

Zrédlo i sposob izolacji analizowanej préby

W literaturze spotkac¢ si¢ mozna z iloSciowym oznacza-
niem mRNA wykonanym na materiale §wiezym (biop-
sje), mrozonym oraz utrwalonym w parafinie. Tkanka
z natury jest tworem niejednorodnym, stad wynik anali-
zy jest usrednieniem ekspresji genu z komoérek pochodza-
cych z r6znych subpopulacji, znajdujacych si¢ na réznych
etapach réznicowania. Uzyskany wynik, przedstawiaja-
cy wzor ekspresji danego genu, moze by¢ obarczony bte-
dem, co zostaje uwidocznione, poréwnujac ekspresje mie-
dzyosobnicza [7]. Jak wykazaty badania przeprowadzone
przez Goidina i wsp., komérki w obregbie guza wyizolo-
wanego od jednego pacjenta réznia si¢ profilem ekspre-
sji genébw GAPDH 1 ACTB [15]. Moze to nastr¢czaé wie-
le trudnosci podczas interpretacji wynikow, gdyz Zrodtem
zmiennos$ci moga by¢ btedy w samej procedurze wykony-
wania eksperymentu. Mniejsza heterogennos¢ préby moz-
na uzyskac izolujac komorki z tkanki technika LCM (Laser
Capture Microdissection). W metodzie tej, dzigki zasto-
sowaniu lasera oraz bton wychwytujacych materiat biolo-
giczny, mozna wyizolowac juz nawet pojedyncza komorke
[49]. Mata poczatkowa ilos¢ proby otrzymana ta metoda,
moze by¢ jednak przyczyna btednych wynikéw, gdyz na-
wet minimalne zanieczyszczenie obcym materiatem ge-
netycznym moze doprowadzi¢ do duzych btedéw w ozna-
czeniu ilosciowym [26].

‘W pracowniach histopatologicznych pobrane od pacjentéw
tkanki sa zwykle utrwalone w formalinie [26]. Mimo Ze za-
bieg ten prowadzi do degradacji mRNA, nie zawsze moz-
na go uniknaé. Niektére tkanki moga by¢ przechowywane

tylko w tej postaci, poniewaz obrébka Swiezych skrawkéw
otrzymanych z biopsji nie pozwala na oceng ich morfolo-
gii [29]. W badaniach przeprowadzonych przez Godfreya
i wsp. udowodniono, ze ilos¢ mRNA wykrytego metoda
real-time RT-PCR w utrwalonych w parafinie skrawkach,
jest ponad 32-krotnie mniejsza niz w Swiezych tkankach
[14]. Réznica ta mogta by¢é spowodowana nie tylko de-
gradacja mRNA, ale takze modyfikacjami chemicznymi
kwasu nukleinowego, ktére uniemozliwity jego powie-
lenie. Mimo to, mozliwe jest wykrycie zdegradowanych
fragmentéw mRNA, nawet jezeli okres pottrwania dane-
go transkryptu miescit si¢ w granicach 10 min [62]. Dzieje
sig¢ tak dzigki czutosci metody real-time PCR, ktéra wy-
krywa fragmenty mRNA o matej dtugosci. Zmiany w ilo-
Sci transkryptow w tkankach archiwizowanych sa r6zne dla
réznych genéw referencyjnych. Dobrze pokazuje to przy-
ktad genu GAPDH, ktérego liczba transkryptéw zwigk-
sza si¢ w tkankach przygotowywanych do utrwalenia, jak
i utrwalonych w parafinie. Przypuszcza sig, ze jest to spo-
wodowane indukcja transkrypcji genu pod wptywem niedo-
tlenienia, ktére nastgpuje po wycigciu tkanki z organizmu.
Zwiazane jest to Scisle z funkcja genu GAPDH, ktérego
produktem jest enzym glikolityczny [14].

Degradacja mRNA moze by¢ czynnikiem ograniczajacym,
gdy iloSciowemu oznaczaniu ma ulega¢ gen referencyj-
ny o niskiej ekspresji. Badania na materiale archiwalnym
(tzw. bloczki parafinowe) wykazaly, ze transkrypty genéw
o matej ekspresji moga by¢ niewykrywalne w utrwalonych
tkankach [62]. Po 5 latach mRNA genu HPRT byto nie-
wykrywalne w czg¢sci skrawkow pochodzacych z watroby,
po 10 latach w skrawkach uzyskanych z serca, z kolei de-
tekcja transkryptéw genu MDR-1 (multiple drug resistan-
ce — 1) data negatywne wyniki w skrawkach otrzymanych
ze Sledziony i przechowywanych przez okres 10 lat. Efekt
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ten mégt by¢ przyczyna degradacji mRNA pod wptywem
dziatania na tkanke formaling przed utrwaleniem w para-
finie. Uzyskane wyniki sugeruja, ze po jednym dniu prze-
trzymywania wycinka z biopsji w 6% formalinie, ilos¢
RNA, ktére moglo by¢ wyekstrahowane z proby, obnizyta
sie 0 51,4% w nerce, 45,9% w sercu, 28,4% w watrobie,
19,2% w $§ledzionie.

Lepszym sposobem utrwalania w parafinie wydaje si¢ prze-
chowywanie tkanek w niskiej temperaturze. Mrozenie po-
woduje mniejsza degradacje mRNA i umozliwia izolacje
wigkszej ilosci materiatu o duzo lepszej jakosci. Nie zaob-
serwowano takze znaczacej dezintegracji RNA (18S rRNA
i 28S rRNA) w tkankach inkubowanych przez 16 godzin
w lodzie [29]. Fragmenty tkanek pochodzace z biopsji
przetrzymywane w temperaturze pokojowej oraz w 0,9%
roztworze chlorku sodu (s6l fizjologiczna) wykazywaty
duzo wigkszy stopieri degradacji rRNA juz poczawszy od
6 godziny inkubacji. Zastosowanie komercyjnie dostep-
nego roztworu RNAlater® réwniez bardzo dobrze chroni
Swieze tkanki przed degradacja RNA. Nawet po inkubacji
przez 72 godziny w temperaturze pokojowej nie wykry-
to degradacji RNA w tkance zabezpieczonej w tym roz-
tworze [18,33].

Wiele probleméw pojawia sig takze w przypadku oznacza-
nia liczby transkryptéw w kulturach tkankowych. Nalezy
tutaj wzia¢ pod uwagg to, ze w hodowli, metabolizm ko-
morek rézni si¢ od metabolizmu in vivo. Zmiana ta wyni-
ka, m.in. z braku interakcji z innymi komérkami i czynni-
kami przez nie wydzielanymi oraz zaburzeniami struktury
trojwymiarowej obecnej w zywym organizmie. W czasie
utrzymywania hodowli nastepuje spowolnienie metaboli-
zmu, dochodzi do aneuploidii (zmiany ilo$ci chromoso-
mow), przez co hodowle staja sig heterogenne [50]. W przy-
padku badani in vitro réwniez sklad podtoza, na ktérym
prowadzona jest hodowla, moze mie¢ wptyw na ekspresje
gendéw. Na przyklad, komérki mysich fibroblastow hodo-
wanych na podtozu z Matrigelem™, prezentuja zwigkszo-
na ekspresje ACTB [46]. Natomiast komoérki hodowane na
pozywce bez surowicy wchodza w fazg GO, a jej dodatek
indukuje ekspresj¢ wielu genéw [44]. Wyniki badan z uzy-
ciem genéw HKG wykazaly, ze ekspresja genu GAPDH
i1 ACTB wzrasta po 8 godzinach stymulacji surowica, pod-
czas gdy poziom ekspresji B2M i 18S rRNA pozostaje pra-
wie niezmieniony. W innym przypadku, w badanej przez
Soveneta i wsp. [42] pierwotnej kulturze komérkowej ty-
rocytéw spostrzezono, ze po traktowaniu komoérek réznymi
mitogenami, poziom ekspresji genu GAPDH ulegal zwigk-
szeniu 1,5-krotnie, 2-krotnie, 2,5-krotnie w zaleznosci od
stosowania mutagendéw tyreotropiny (thyriod-stimulating
hormone — TSH), nabtonkowego czynnika wzrostu (epi-
dermal growth factor — EGF) i TPA (12-O-tetradecanoyl-
phorbol-13-acetate).

Wiek pacjenta

Touchberry i wsp. opublikowali dane, dotyczace korela-
cji wieku pacjenta z ekspresja trzech genéw metabolizmu
podstawowego: GAPDH, B2M i polimerazy RNA 2a [55].
Po pobraniu probek w grupie ludzi mtodych (Srednia wie-
ku 22,743,4 lat) oraz starszych (Srednia wieku 73%9,5 lat)
i przeprowadzeniu ilo§ciowego oznaczenia liczby transkryp-
tow stwierdzono, ze najmniejsza zmiang (stosunek liczby

transkryptow u ludzi mtodych do liczby transkryptéw u lu-
dzi starszych) odznaczat si¢ poziom ekspresji genu GAPDH
(stosunek 0,9), nastgpnie B2M (1,67) i genu polimerazy
RNA 2a (2,41). Sposréd badanych genéw, tylko GAPDH
zostat uznany za odpowiedni do ilo§ciowego oznaczania
ekspresji genéw niezaleznie od wieku. Dane te sa zgod-
ne z wynikami otrzymanymi przez Barbera i wsp., ktorzy
badajac ekspresj¢ genu GAPDH w 72 zdrowych tkankach,
nie zaobserwowali réznicy w ekspresji tego genu w réz-
nych grupach wiekowych [3].

Pleé i poziom hormonow

W badaniach przeprowadzonych na watrobach szczuréw
zdrowych oraz pozbawionych przysadki (co niwelowato
réznice w poziomie hormonéw ptciowych), sprawdzano
réznice w ekspresji gendéw metabolizmu podstawowego
[61]. Zaobserwowano istotne réznice w liczbie transkryp-
téw genu tubuliny, CYC i TAT — wigksza ich liczba znaj-
dowata si¢ w watrobach zdrowych samcéw niz zdrowych
samic. Transkrypty genu GAPDH i 18S rRNA byty z ko-
lei obecne w wigkszej liczbie w watrobach zdrowych sa-
mic niz samcow. Mierzac ekspresj¢ tych samych genéw
u szczurOéw z usunigtg przysadka, zaobserwowano, ze
liczba transkryptéw genu aminotransferazy tyrozynowej,
GAPDH, ACTB i 18S rRNA byt jednakowy u samic i sam-
céw. Zmiany ekspresji gendw metabolizmu podstawowe-
go: GAPDH i y-aktyny byly badane takze w grupie kobiet
zdrowych i z wtékniakomig$niakiem gtadkim macicy [64].
Zmniejszenie liczby transkryptow y-aktyny zaobserwowa-
no u kobiet po menopauzie oraz tych, ktére przyjmowa-
ty analog hormonu uwalniajacego gonadotroping (gona-
dotropin releasing hormone analog — GnRHa), zaréwno
w miometrium, jak i w guzach. U zdrowych kobiet cig-
zarnych wystapit znaczacy wzrost poziomu mRNA y-ak-
tyny w poréwnaniu do kobiet zdrowych, znajdujacych si¢
w prawidlowym cyklu. W przypadku genu GAPDH tkan-
ki guza i miometrium wykazano zwigkszona liczbg jego
transkryptéw w poréwnaniu z tkanka zdrowa.

Nowotwory

Duze réznice w ekspresji gendw metabolizmu podstawowe-
go obserwuje si¢ poréwnujac tkanki zdrowe i nowotworo-
we. Genem, ktéry najcze¢sciej wykazuje zmiennos$¢ w tego
typu analizach jest GAPDH (tab. 2). Potwierdzaja to bada-
nia przeprowadzone przez Rubie i wsp. [39] wykazujace
réznice w poziomach transkryptéw 21 HKG w czterech ty-
pach nowotworéw. W innej pracy [16] dotyczacej ekspre-
sji genéw GAPDH i 28S rRNA w nowotworowych komor-
kach watroby wykazano 16-krotne zwigkszenie poziomu
mRNA genu GAPDH w guzach u oséb z rakiem watro-
bowo-komérkowym w poréwnaniu z osobami zdrowymi
(kontrola), przy niezmienionej liczbie transkryptéw genu
18S rRNA. Tricararrico i wsp. [56] zbadali ekspresje 11 ge-
néw metabolizmu podstawowego, we fragmentach pobra-
nych z ognisk nowotworowych tkanki piersi. W poréwna-
niu z tkanka zdrowa liczba transkryptéw genu GAPDH byta
zanizona, prawie niezmieniona lub zawyzona w zaleznosci
od badanej préby. Zmiany poziomu ekspresji w nowotwo-
rach dotycza takze innych genéw. Interesujace studia pro-
wadzone nad komérkami szpiczaka mnogiego wykazaty,
iz istnieje korelacja miedzy ekspresja genu B2M u chore-
go i rokowaniem [17]. Poziom B2M w surowicy odzwier-
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Tabela 2. Zmiany w ekspresji gendw metabolizmu podstawowego w wybranych nowotworach w stosunku do tkanki zdrowej

Typ nowotworu Gen z zaburzona ekspresja Poziom w komorce Referencje
Nowotwdr przetyku HPRT 1 [39]
Nowotwdr trzustki GAPDH 1 [39]
Nowotwor zotadka 7?@’;% 4 1 [39]
Nowotwér okreznicy Gﬁﬁgﬁ 1 [39]
HPRT
Nowotwdr watroby (przerzutujacy) GAPDH 1 [39]
ACTB
Nowotwdr hepatokomérkowy GAPDH 1 [45]
Wiékniakomiesniak macicy GAPDH 1 [64]
Szpiczak mnogi B2M 1 [30]
Nowotwar piersi GAPDH Viub t [38,56]
Nowotwoér ptuc GAPDH 1 [41]
Nowotwor trzustki GAPDH 1 (43]

T Zwigkszona ekspresja w stosunku do tkanki zdrowej.
1 Zmniejszona ekspresja w stosunku do tkanki zdrowej.

ciedlat czas przezycia pacjenta. Wysoki poziom wskazy-
wat na krétki, a obnizony na dtugi czas przezycia. Wahania
poziomu ekspresji tego genu sugeruja, iz zmiany ekspre-
sji genéw wystepuja nie tylko miedzy tkanka zdrowa i no-
wotworowa, ale takze w obrebie nowotworu.

Zespot Downa

U ludzi z trisomig 21 chromosomu obserwuje si¢ zaburze-
nia w osSrodkowym uktadzie nerwowym objawiajace si¢ de-
mencja, ktorej jedna z przyczyn jest zaburzony metabo-
lizm glukozy w mézgu. Przeprowadzajac badania majace
okresli¢ poziom ekspresji genu GAPDH w tkance mézgo-
wej 0s6b z zespotem Downa [27] stwierdzono, ze w korze
czotowej liczba transkryptow badanego genu byta zawyzo-
na we wszystkich badanych prébach, a najwyzszy poziom
byt 0 70% wyzszy niz w mézgu osoby zdrowej. U okoto
50% pacjentéw ekspresja genu GAPDH byta zwigkszona
w pozostatych ptatach m6zgu, zmian nie zaobserwowano
natomiast w mézdzkach 0séb z zespotem Downa w po-
rOwnaniu z grupa kontrolng (osoby zdrowe).

Podawane leki i substancje chemiczne

Kazda wprowadzana do organizmu substancja chemiczna
wywotuje pewna jego odpowiedz, co jest naturalnym skut-
kiem interakcji komérka-srodowisko. Konsekwencja tego
moze by¢ zmiana ekspresji gendw, co dotyczy takze genéw
metabolizmu podstawowego. Stosowanie diety wzbogaca-
nej kreatyng moze prowadzi¢ do zmiany profilu ekspresji
gendw. Izolujac RNA z tkanki mig$niowej 0os6b wykonu-
jacych intensywne ¢wiczenia fizyczne, zbadano ekspre-
sj¢ gendw ACTB, B2M, CYC i GAPDH w czasie 0 (przed
podaniem kreatyny), po jednym i pigciu dniach po poda-

niu substancji [32]. Normalizacja otrzymanych danych,
prowadzona w stosunku do oséb przyjmujacych placebo
pokazuje, ze najbardziej wahatl si¢ poziom transkryptéw
genu GAPDH, podczas gdy zmiany poziomu pozostatych
transkryptéw badanych genéw miescity si¢ w przedziale
jednego Ct. Wykonane przez Valentiego i wsp. doswiad-
czenia na hodowlach in vitro nowotworu prostaty (linia
komoérkowa PC-3) i nowotworu piersi (linia T-47D) mia-
ly na celu zbadanie ekspresji genu GAPDH po podaniu
réznych aminobifosfonianéw [59]. Zwiazki te, stosowa-
ne in vivo, maja zdolnos$¢ do inhibicji resorpcji kosci, a in
vitro uczestnicza w indukcji apoptozy w komérkach no-
wotworowych. Trzy rézne leki zawierajace aminobifosfo-
niany (Alendronat, Pamidronat, Zoledronat), dodawane
do hodowli in vitro, zmniejszalty ekspresje genu GAPDH
wraz ze zwigkszaniem ich st¢zenia. W innym przypadku,
w badaniach obejmujacym 92 chorych cierpiacych na ast-
me badano ekspresj¢ gendw GAPDH i ACTB [13]. W gru-
pie tej znajdowali si¢ pacjenci przyjmujacy wziewnie kor-
tykosteroidy, jak i osoby nieprzyjmujace zadnych lekéw.
Rozpatrujac poziom ekspresji genu GAPDH w pobranych
fragmentach tkanek, zanotowano zmniejszong liczbg trans-
kryptow tego genu u 0séb cierpiacych na astme, ale nie-
przyjmujacych zadnych lekéw. Liczba transkryptéw ACTB
byta podobna u wszystkich 0oséb chorych na astme i jed-
noczesnie nizsza niz w grupie kontrolne;.

Pobpsumowanie

Jak wynika z przegladu wielu prac, czynnikéw, ktére moga
wplynaé na poziom ekspresji gendw metabolizmu pod-
stawowego jest bardzo duzo. Istnieje wigc powazne ryzy-
ko btednej interpretacji wynikéw przy zastosowaniu HKG
w procesie normalizacji liczby transkryptéw. Publikowane
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sq jednak prace wskazujace na przydatnos¢ dobrze dobra-
nych, pojedynczych genéw metabolizmu podstawowego
do tego procesu [3,11,16,23,32]. Sugeruja one, ze wybor
odpowiednich genéw powinien byé przeprowadzony, po-
przez przesledzenie ekspresji wigkszej grupy HKG w bada-
nej tkance, jeszcze przed rozpoczeciem wilasciwej analizy.
Testujac kilka ré6znych genéw mozna odnalez¢ te, ktérych
poziom ekspresji jest podobny w interesujacej nas tkance
zdrowej jak i zmienionej chorobowo np. w réznych typach
nowotwordw [7,12,15]. W literaturze znalezé mozna wiele

PismiennicTwo

cennych uwag i metod, ktére moga by¢ pomocne w dobo-
rze genu referencyjnego [1,19,35,53,60]. Wigkszos¢ z nich
opiera si¢ na wyliczeniach stopnia zmiennosci ekspresji ge-
néw w poszczegdlnych probkach oraz pomigdzy badanymi
genami HKG. W przeprowadzaniu tego typu badar duzym
utatwieniem bytoby stworzenie bazy danych, w ktérej zasto-
sowanie wiasciwego algorytmu, utatwiatoby wybdér genéw
do normalizacji. Analiz¢ mozna by byto wtedy ograniczy¢
do kilku HKG i wsréd nich eksperymentalnie wyznaczy¢
najwlasciwszy gen referencyjny w danym eksperymencie.
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