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Technische focus met Guido Swart
Introductie: Differentiële genexpresie in geval van kankerontwikkeling en –voortgang - Ziektemerkers

Genexpressieprofielen laten zien welke genen tot expressie komen in cellen en weefsels. De genactiviteit bepaalt het actuele phenotype van een cel en de typische eigenschappen van een weefsel. Het identificeren van deze verschillen in genactiviteit is een belangrijk hulpmiddel om inzicht te krijgen in de biologische eigenschappen van cellen en hoe het celgedrag tot stand komt. Kanker is een levensbedreigende ziekte omdat er tijdens de groei en ontwikkeling van de tumor kankercellen ontstaan die in staat zijn uit te zaaien naar andere locaties en daar uitgroeien tot nieuwe gezwellen (dit proces heet metastase). Wij onderzoeken dit proces voor het huidmelanoom (= kanker van de pigmentcellen in de huid). We beschikken over een verzameling differentiële genen, waarvan de biochemische en celbiologische functies nader worden gekarakteriseerd. Op deze wijze proberen we hun rol in het uitzaaiingproces van tumorcellen te verklaren. In breder verband is de parallelle ontwikkeling van simpele biochemische assays enerzijds en complexe orgaan- en/of diermodellen anderzijds een belangrijk middel voor het ontwerpen, selecteren en valideren van nieuwe medicijnen tegen kanker. 

Opdrachten

Celdifferentiatie wordt gereguleerd door genexpressie, wat op zijn beurt weer gereguleerd wordt op zeer veel verschillende niveaus. Door de regulering van genexpressie kunnen uit hetzelfde genoom verschillende celtypen met heel andere eigenschappen gemaakt worden.

- Methodes om genactiviteit te meten en hun werking
RNA – 
Northern blotting



Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR)


FISH



RNAi



Microarrays      _ 

Eiwit – 
Immunohistochemie


  
Western blotting

        
Spectrofotometrie

Northern blot: 
Het op gel brengen van een oplossing met daaraan toegevoegd een probe voor de mRNA van het gezochte gen. Hierdoor kan worden afgeleid in welke mate dit mRNA aanwezig is en hoe actief het gen is. 

Microarray (en RT-PCR): 
Op de microarray worden volgorden gebracht van het hele genoom uit een cDNA. Daarna worden er twee verschillende probes gemaakt. Deze zijn van de celtypen die je wilt vergelijken. In dit geval gaat het dus om een gezonde cel en een kanker(huid)cel. Omdat onderzoekers hier willen kijken naar de activiteit van genen in de cel, wordt gekeken naar de aanwezige mRNAs. Wanneer er immers mRNAs aanwezig zijn betekent dat dat er transcriptie van het bijbehorende gen plaatsvindt en dat dit dus actief is. Beide probes worden gemaakt door het isoleren van de mRNAs uit de cellen en deze met behulp van RT-PCR om te zetten van mRNA in cDNA. Beide stukken cDNA worden hierbij fluorescent gemerkt met twee verschillende kleuren. Laten we zeggen grasgroen (gezond) en bloedrood (kanker). Vervolgens worden de twee monsters op de microarray gebracht en kan er hybridisatie plaats vinden. De chip wordt daarna ‘gewassen’ om te zorgen dat er alleen gehybridiseerd cDNA achterblijft. Uit de kleuren kunnen er vervolgens verschillen ontdekt worden tussen de genexpressieprofielen van de verschillende celtypen. De kleuren van de plekken van specifieke genen zeggen het volgende:

Rood – (Rood > Groen) Meer expressie in de kankercel

Geel – (Rood = Groen) Normale expressie in beide celtypen

Groen – (Rood < Groen) Inactiviteit of onderexpressie van het gen in de kankercel

Zwart – Geen expressie in beide celtypen


Naast een plek met perfect complementaire (Perfect Match PM) oligonucleotiden die op de microarray worden gebracht, wordt er voor elke volgorde ook een imperfecte (Mismatch MM) oligonucleotide op de microarray gebracht. Deze begint met een verkeerde nucleotiden. Dit is een maatregel om ‘ruis’ uit te filteren. Deze zogeheten ruis zijn stukken DNA die kunnen hybridiseren doordat ze sterk op de volgorde in kwestie lijken, maar niet thuishoren op die plaats. Door een misplaatste nucleotide aan het geheel toe te voegen, wordt de gevoeligheid van de oligonucleotide voor het complementaire DNA lager en zullen de DNA-strengen die het minst lijken op de oligonucleotide het eerst afvallen. Er treedt dus een soort selectie op. Door te kijken naar de verschillen tussen de spot met PM en MM kan er veel gezegd worden over de nauwkeurigheid van de waarneming en zijn de resultaten betrouwbaarder. Verder is het goed voor de betrouwbaarheid van microarrays om de resultaten van verschillende proeven samen te nemen en gebruik te maken van statistische analyse. Tegenwoordig vindt dit allemaal in de computer plaats. 
(Noot: het is heel belangrijk om bij dit soort experimenten om op de complementariteit van je volgorden te letten)
RNAi:

Een ingewikkelde manier om naar de expressie van genen te kijken, maar vooral handig om de functie van een mRNA en/of gen te kijken, doordat je precies één gen kan uitschakelen door zijn transcripten af te laten breken door de RNAi-machinerie. Dit gebeurt door het inbrengen van een stuk RNA wat complementair is met het mRNA in kwestie. Hierdoor kan hybridisatie plaatsvinden. Dit dsRNA is vervolgens het aangrijpingspunt voor de RNAi. De methode is erg effectief en specifiek. Soms zijn enkele strengen RNA al genoeg. De methode vind veel plaats in embryologisch weefsel (Lodish 12.4 voor RNAi mechanisme). 
Immunohistochemie: 
Er kunnen antilichamen gemaakt worden voor het eindproduct van het gen. Hierdoor kunnen de gevormde eiwitten gekleurd worden, waardoor een beeld wordt gevormd van de activiteit van het gen. 

De methoden berusten meestal op hybridisatie van RNA wat aanwezig is op het moment dat het gen actief is, i.e. mRNAs. Ook wordt hierbij gebruikt gemaakt van probes en fluorescente labeling. 

FISH
Het maken van een streng RNA die complementair is met de streng mRNA die hoort bij het gen wat je wilt onderzoeken. Als je deze RNA vervolgens een fluorescent label meegeeft en op een weefsel brengt, kun je door de kleuring feilloos zien waar de expressie van dit gen plaatsvindt. 
Western blot:
Hoe onderzoek je welke genen verantwoordelijk zijn voor uitzaaiing?

Gebruik maken van verschillende levende materialen:

- Cellijnen (Onbeperkte hoeveelheid weefsel, maar er moet gelet worden op de realiteitswaarde (in vitro vs. in vivo) Er kunnen grote verschillen ontstaan, vooral naarmate cellijnen ouder worden)

- Tumorweefsel (Weggenomen uit Patiënten, primair en secundaire tumoren,   soms verder gekweekt in een proefdier)

- Antilichamen

- Proefdieren (diermodellen)

- Gezond weefsel

Dit materiaal wordt vaak gebruikt in verschillende fasen van het onderzoek. Het begin van het onderzoek, het meer fundamentele deel, vindt vaak plaats in cellijnexperimenten. Hier is een onbeperkte hoeveelheid materiaal aanwezig, wat buitengewoon homogeen is. Zo kan er goed labonderzoek plaatsvinden. Tijdens het onderzoek moet er dan langzaam een omslag plaatsvinden in de richting van meer heterogeen weefsel wat weggenomen is bij patiënten. Dit tumorweefsel geeft een beter beeld van de werkelijke situatie en moet zorgen dat het onderzoek ook daadwerkelijk toepasbare medische handelingen oplevert. Er moet hier wel veel nauwkeurig gewerkt worden omdat er bijzonder weinig tumormateriaal is. Dit is dus erg kostbaar. 

Het experiment wat de docent beschreef op de werkgroep ging om eiwitfactoren die zich bevinden op het celmembraan en zorgen voor de uitzaaiing van kankercellen. Hiertoe werden op een petrischaal kankercellen opgekweekt die met elkaar in contact waren en kankercellen die niet met elkaar in contact waren. Het idee was dat de kankercellen die contact hadden de membraangebonden factoren zouden activeren, waardoor het gen hierachter tot expressie zou komen. 

De onderzoekers deden een microarray onderzoek van deze twee cellen en uit de enorme hoeveelheid verschillen in genexpressie tussen de twee cellen werd eerst de ruis weg gefilterd door het poolen van resultaten en gebruik te maken van de verschillen tussen PM en MM (zie microarray hierboven). De selectie die hieruit overbleef kon verder bestudeerd worden door eerst gebruik te maken van de kennis die al aanwezig was in de bioinformatica. Vervolgens kan er overgegaan worden tot het uitschakelen van de gevonden genen door middel van knock-out experimenten. Op die manier kan de functie van de genen in kwestie achterhaald worden.

