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oznanie mechanizmdw regulujacych ekspresje

wielu tysiecy genow jest jednym z podstawowych
kierunkéw genomiki. Do osiggniecia tego celu po-
trzebne sa specjalne techniki pozyskiwania i analizy
wielu danych. Wydaje sie, ze kluczem do rozwigzania
tych probleméw moze by¢ potaczenie nowoczesnych
osiggniec¢ z dziedziny nanotechnologii, informatyki
oraz klasycznych metod biologii molekularnej. Wyni-
kiem potgczenia tych dyscyplin byto skonstruowanie
mikromacierzy DNA [1].

Mikromacierze DNA, inaczej zwane czujnikami
DNA lub chipami genowymi umozliwiaja réwnocze-
sne Sledzenie tysiecy reakcji molekularnych na ptyt-
ce mniejszej niz szkietko przykrywkowe. Wdrozenie
tych systemow niewatpliwie zrewolucjonizuje bada-
nia mechanizméw zaburzen genetycznych, bedacych
przyczyng wielu schorzen molekularnych wtgcznie
z chorobami nowotworowymi. Za pomocg mikroma-
cierzy DNA, w na podstawie r6znic we wzorze aktyw-
nosci réznych genéw, bedzie mozna opracowywac
nowe, skuteczne leki. Zastosowanie mikromacierzy
udoskonali diagnostyke choréb i prognozowanie ich
przebiegu. Utatwi dobér leczenia dostosowany do po-
trzeb indywidualnego pacjenta, czyli umozliwi dopa-
sowanie terapii do swoistej postaci choroby i okresli
wiasciwy wybor lekow, ktore w kazdym konkretnym
przypadku beda najskuteczniejsze, a jednoczesnie
beda powodowac jak najmniej dziatan niepozada-
nych [2].

Idea jednoczesnego badania ekspresji wielu ge-
néw powstata juz w latach 8o. ubiegtego wieku. Po
odkryciu tancuchowej reakcji polimeryzacji (PCR), za-
stosowano po raz pierwszy technologie macierzy an-
tysens DNA (cDNA). Naniesiono woéwczas na paski
nitrocelulozy 4000 sklonowanych sekwencji cDNA.
Nastepnie wykonano do nich hybrydyzacje ze zna-
kowanymi radioaktywnie fragmentami cDNA otrzy-
manymi na matrycy informacyjnego RNA (mRNA)
pochodzacego z komérek raka okreznicy oraz pra-
widtowych komorek jelita. W efekcie uzyskano ob-
raz hybrydyzacji z dziesigtkami radioaktywnych
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punktéw, ktorych liczba byta proporcjonalna do licz-
by aktywnych genéw w badanych komérkach. Me-
toda ta pozwolita na okreslenie réznic w ekspresji
gendw pomiedzy réznymi typami histologicznymi
raka okreznicy [3,4].

W potowie lat 9o. przypomniano sobie o tych
badaniach i wiele grup badawczych oraz firm far-
maceutycznych prébowato udoskonali¢ techniki za-
poczgtkowane w latach 8o. Jednym z pierwszych,
ktéry tego dokonat byt P. Brown i wsp. [5]. Udoskona-
lit on precyzje i powtarzalnos¢ wynikéw uzyskiwa-
nych przy zastosowaniu mikromacierzy cDNA oraz
obnizyt ilos¢ mMRNA niezbednego do otrzymania po-
wtarzalnych wynikéw [5]. Z uwagi na wysokie kosz-
ty, wdrozenie tej techniki w badaniach molekularnych
nastepowato bardzo powoli. Przetom dokonat sig
w 1999 r. po opublikowaniu w Science pracy poswig-
conej profilowi molekularnemu blastéw biataczko-
wych [6]. Wykazano, ze za pomoca mikromacierzy
mozna odrozni¢ ostrg biataczke szpikowa od limfo-
blastycznej w oparciu o dane dotyczace ekspresji od-
powiednich genéw.

Ze wzgledu na budowe, sposéb otrzymywania oraz
dziatanie wyodrebniono dwa odrebne systemy macie-
rzy DNA. Mikromacierze oparte na oligonukleotydach
zostaty nazwane mikromacierzami oligonukleotydo-
wymi o wysokiej gestosci, a z tego wzgledu, ze system
ich otrzymywania nazywano Genechip, wprowadzo-
no okreslenie chipy DNA [7, 8]. W mikromacierzach
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oligonukleotydowych wykorzystuje sie
plastikowa ptytke, na ktérej bezpo-
srednio (in situ) przeprowadza sie kon-
trolowang synteze oligonukleotydéw
o okreslonej sekwencji. Otrzymane
oligonukleotydy maja zwykle dtugos¢
mniejsza niz 30 bp. Najczesciej zbu-
dowane s3 z 15-25 nukleotyddw, a ich
rozmiar nie przekracza 10 um. Na ptyt-

hybrydyzacji in situ, pozwalajacy na jednoczesny od-
czyt ekspresji do 1000 czasteczek mRNA w prébie.

Wszystkie te badania maja na celu otrzymanie
techniki, ktéra w sposéb szybki, niezawodny i tani
stuzytaby do okreslenia aktywnosci genéw w zywych
komérkach [10, 13].

Poznanie mechanizméw
regulujacych ekspresje wielu
tysiecy genéw jest jednym

z podstawowych kierunkéw

genomiki. Do osiggniecia
tego celu potrzebne

sg specjalne techniki
pozyskiwania i analizy wielu

Mechanizm dziatania mikromacierzy DNA

danych.

ce plastikowej o powierzchni 2 cm?,
ktoéra jest nosnikiem macierzy moze
zmiescic sie okoto 300 tys. sond oli-
gonukleotydowych [9]. Réwnolegle do technologii
chipéw DNA, rozwineta sie druga technika, w ktorej
wykorzystuje sie biblioteki klonéw DNA, ktére sg au-
tomatycznie nanoszone na szkietko macierzy. Macie-
rze tego typu sg nazywane, mikromacierzami cDNA.
Sa one otrzymywane na zwyktym szkietku podsta-
wowym preparatu mikroskopowego, na ktérym spe-
cjalna mikrodrukarka nanosi seryjnie odpowiednie
sondy cDNA o dtugosci 0,5-2kb. Sondy te uzyskuje
sie w wyniku klonowania produktéw reakcji odwrot-
nego PCR (RT-PCR). W chwili obecnej techniczne jest
mozliwe naniesienie okoto 25 tys. fragmentéw cDNA
(sond DNA) na powierzchnie jednego szkietka mikro-
skopowego pokrytego poli-L-lizyna, do ktérej przyta-
cza sie sondy cDNA [10].

Ten typ macierzy, opracowany na Uniwersytecie
Stanforda w USA, ma kilka zalet [11]. Pierwszg z nich
jest to, ze za ich pomocg mozna badac ekspresje ge-
néw, nie znajac ich petnej sekwencji. Nalezy tylko dys-
ponowac odpowiednimi klonami DNA namnozonymi
przez odwrotng transkrypcje i reakcje tancuchowej
polimerazy z mRNA (informacyjnego RNA), izolowa-
nego z badanych komaérek. Inng zaleta nie bez zna-
czenia jest to, ze w przeciwienstwie do chipéw DNA,
metoda ta jest bardziej dostepna i tansza. Wystarczy
tylko zakupi¢ odpowiedni automat nanoszacy tysia-
ce roznych sekwencji w sposob uporzadkowany na
nosnik (szkietko przykrywkowe) macierzy oraz miec
wtasnga biblioteke klondw. W miare rozwoju tej me-
tody firmy biotechnologiczne obracaja bibliotekami
komercyjnymi zawierajagcymi potrzebny zestaw klo-
néw do celéw diagnostycznych i badawczych. Naj-
wazniejsza jednak zaleta mikromacierzy cDNA jest
elastycznos¢ ich dziatania. W miare odkrywania eks-
presji kolejnych genéw w interesujacych nas zmie-
nionych chorobowo komérkach mozna modyfikowaé
sktad mikromacierzy cDNA i przytacza¢ do nich nowe
sondy DNA, czego nie mozna robi¢ w przypadku chi-
p6éw DNA [10, 12].

Oproécz stosowania powyzszych technik mikro-
macierzy uzyskano mniej popularne systemy, w kté-
rych wykorzystuje sie technologie mikrokuleczek, na
ktérych powierzchni osadzono oligonukleotydy (lu-
minex), nastepnie hybrydyzowane ze znakowanym
fluorescencyjnie RNA. Opracowano réwniez system
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Dziatanie mikromacierzy DNA opiera sie na trady-
cyjnych technikach hybrydyzacyjnych uzywanych do
analizy ekspresji genéw w komorce. Wyznakowana
préba pochodzaca z badanego materiatu biologicz-
nego jest po odpowiedniej obrébce wprowadzana
na ptytke zawierajgca sondy DNA o znanej sekwencji
nukleotydowej. W ten sposéb podczas jednego eks-
perymentu mozna zanalizowac ekspresje tysiecy ge-
néw, o ile na ptytce znajduja sie odpowiednie ilosci
reprezentujacych je sond. W mikromacierzach cDNA
role sond petnig fragmenty cDNA dtugosci okoto kil-
kuset nukleotydéw. W przypadku chipéw DNA, son-
dami sg krotkie oligonukleotydy otrzymane na drodze
syntezy chemicznej. Z uwagi na skomplikowany spo-
sob projektowania i produkcji, najczesciej korzysta
sie z gotowych chipéw DNA, oferowanych przez fir-
my biotechnologiczne.

Znacznie tatwiejsze do przygotowania sg sondy
DNA dla mikromacierzy cDNA, ktére zwykle konstru-
uje sie na indywidualne potrzeby danego eksperymen-
tu [14]. Mechanizm dziatania czujnika wykorzystuje
zdolnos¢ hybrydyzacji jednoniciowych kwaséw nu-
kleinowych w struktury dwuniciowe, w ktérych obie
nici sg potaczone za pomocg wiazah wodorowych,
wedtug modelu Watsona-Cricka. W kazdym taficuchu
DNA, zasada azotowa adenina (A), tworzy podwojne
wigzanie wodorowe z tyming (T) komplementarnego
tancucha, a zasada azotowa guanina (G), tworzy po-
tréjne wigzanie wodorowe z cytozyna (C) sasiednie-
go tancucha. Jezeli jednoniciowa sonda DNA napotka
komplemetarny fragment DNA, to nastepuje hybry-
dyzacja sondy z fragmentem DNA na komplemen-
tarnym odcinku. Na przyktad, jezeli czasteczka DNA
w badanej prébce za pomocg mikromacierzy taczy sie
z sonda o sekwencji —~GGCAATT, znaczy to, ze badana
czasteczka na pewnej dtugosci posiada fragment se-
kwencji komplementarnej —CCGTTAA [15].

Zasady prowadzenia testu

Wybdr typu mikromacierzy zalezy od rodzaju ba-
dania, ktére zamierzamy przeprowadzi¢. Do przygo-
towania i wykorzystania chipéw DNA niezbedna jest
znajomos¢ analizowanych sekwencji genéw, ktérych
aktywnos¢ zamierzamy zbadac. Mikromacierze cDNA
natomiast nie wymagaja takiej wiedzy, dlatego moz-
na je wykorzysta¢ do analizy ekspresji genéw o nie-
znanej lub tylko czesciowo znanej sekwencji. Test
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przeprowadzony z wykorzystaniem mikromacierzy
lub chipéw DNA mozna podzieli¢ na kilka etapow.
Pierwszy etap polega na otrzymaniu odpowiednich
sond DNA i umieszczeniu ich na specjalnym podto-
zu. Nastepna czynnos¢ polega na izolacji i wyznako-
waniu préby pochodzacej z materiatu pobranego od
pacjenta. W trzecim etapie prowadzi sie hybrydyza-
cje DNA pochodzacego z proby (préb) do sond DNA
umiejscowionych na mikromacierzach, a nastepnie
na podstawie danych przeprowadza sie komputero-
w3 analize wynikow.

Otrzymywanie sond do mikromacierzy

Sondy DNA do mikromacierzy cDNA otrzymuje sie
w wyniku powielania (amplifikacji) DNA za pomoca
reakcji PCR. Metoda PCR jest powszechnie wykorzy-
stywana w biotechnologii farmaceutycznej i biologii

) GENETYKA

Sposéb przygotowania préby pobranej od pa-
cjenta zalezy od rodzaju uzytej mikromacierzy DNA.
W kazdym jednak przypadku pierwszym krokiem
jest izolacja informacyjnego RNA (mRNA) z bada-
nego materiatu biologicznego. Stosuje sie najcze-
Sciej izolacje catkowitego mRNA lub izolacje poli (A)
RNA. Ilos¢ mRNA potrzebna do dalszego badania
powinna wynosi¢ od 30 do 50 pg. Liczba komérek
niezbedna do uzyskania takiej ilosci mRNA jest roz-
na w zaleznosci od pobranej tkanki. W przypadku
stosowania mikromacierzy cDNA nalezy przepisac
sekwencje mRNA préby badanej, na komplemen-
tarng sekwencje jednoniciowego cDNA. Proces ten
jest katalizowany przez odwrotng transkryptaze.
Podczas procesu odwrotnej transkrypcji do nowo-
powstajacego cDNA wbudowywuje
sie znakowane nukleotydy, zawiera-

molekularnej do otrzymywania duzej ilosci materiatu
genetycznego w wyniku jego powielenia, przy uzyciu
specyficznych enzymoéw. Przy przygotowaniu sond
DNA stosuje sie odwrotny PCR (tzw. RT-PCR), w kt6-
rym wystarczy zaprojektowaé odpowiednie startery
do selektywnej i wydajnej replikacji wybranych cze-
Sci gendw, bez koniecznosci poznania catej sekwencji
nukleotydowej sondy. Cechg tak otrzymanych sond
DNA i macierzy z nich sporzadzonych jest niska spe-

cyficznos¢ wobec genéw homologicznych. Wynika

jace znacznik fluorescencyjny. Umoz-
liwi to pézniejsza analize wynikéw
hybrydyzacji materiatu z prébek do
sond DNA. Zaleta stosowania mikro-
macierzy cDNA jest fakt, ze znaku-
jac dwie préby za pomoca réznych
znacznikéw fluorescencyjnych mozna
w jednym doswiadczeniu poréwnac
ekspresje genéw np. zmutowanych
czy zmienionych chorobowo z gena-

Mikromacierze oparte
na oligonukleotydach,
ktére zostaty nazwane
mikromacierzami
oligonukleotydowymi

0 wysokiej gestosci, a z tego
wzgledu, ze system ich
otrzymywania nazywano
Genechip, wprowadzono
okreslenie chipy DNA.

to z faktu, ze sonda zbudowana z kilkuset nukle-
otydéw moze przytaczy¢ fragment danej sekwencji
DNA, ktéra jest komplementarna na krétkim odcin-
ku sekwencji.

Problem ten mozna omingé w wyniku zastoso-
wania sond oligonukleotydowych, ktére stosuje sie
w chipach DNA. Z teoretycznych wyliczen wynika,
ze sekwencja 17-nukleotydowa powinna pojawic sie
tylko raz w DNA o dtugosci odpowiadajacej catemu
genomowi cztowieka. Jednak naturalne sekwencje
réznia sie od rozktadu statystycznego. Przygotowa-
nie, zatem odpowiednich sond oligonukleotydowych
wymaga poznania w zasadzie catej sekwencji geno-
mu. Oligonukleotydy projektuje sie w taki sposéb,
aby byty catkowicie komplementarne do odcinka ba-
danego genu. W celu zapewniania duzej selektyw-
nosci projektuje sie kilkanascie sond DNA, ktére sa
zdolne do przytaczenia z réznymi rejonami odpo-
wiedniego genu.

Przygotowanie préby

Materiatem wyjsciowym do badania sg najczesciej
komorki pobrane od pacjenta, tkanki lub komorki uzy-
skane z hodowli komérkowych czy tkankowych oraz
tkanki i narzady pobrane od zwierzat doswiadczal-
nych. W badaniach prébuje sie réwniez zastosowac
materiat biologiczny pochodzacy z biopsji cienkoigto-
wej, tkanek uzyskanych w czasie zabiegu chirurgicz-
nego oraz wymazéow z bton sluzowych [16, 17].
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mi w zdrowej tkance.

W przypadku chipéw DNA, znako-
wany fluorescencyjnie lub izotopowo jest nie, cDNA,
ale tzw. antysensowy RNA (cRNA), ktéry posiada po-
tencjalng sekwencje komplementarng do sekwencji
sond oligonukleotydowych, przytaczonych do ptyt-
ki chipa. W celu pozyskania cRNA z tkanki lub ho-
dowli komérkowej niezbednych jest kilka etapow.
Po otrzymaniu odpowiedniej ilosci mRNA z materia-
tu biologicznego przeprowadza sie proces odwrot-
nej transkrypcji (RT). W czasie tej reakcji najpierw
jest syntetyzowana pierwsza ni¢ cDNA na matrycy
mRNA, a nastepnie nic ta jest uzywana jako matry-
ca do syntezy nici komplementarnej. W ten sposéb
otrzymujemy dwuniciowy cDNA. W nastepnym eta-
pie przeprowadza sie transkrypcje in vitro, w ktérej
wyniku otrzymuje sie antysensowa ni¢ cRNA, wy-
znakowana izotopem promieniotwdrczym lub bio-
tyna. Otrzymany cRNA poddaje sie fragmentacji na
odcinki o dtugosci 35—200 par zasad, ktére moga ta-
czyt sie z sondami oligonukleotydowymi macierzy
DNA. Proces tgczenia zachodzi na zasadzie hybry-
dyzacji do komplementarnego zestawu fragmentéw
oligonukleotydowych. Hybrydyzacja w obu typach
mikromacierzy przebiega w zakresie temp. 45-65°C
przez okoto 16 h, w specjalnej komorze hybrydyzacyj-
nej, w warunkach zapewniajacych réwnomierny do-
step proby do catej powierzchni mikromacierzy [10].
Po procesie hybrydyzacji z sondg DNA do biotynylo-
wanego RNA przytacza sie kompleks, streptawidyny
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Rycina 1. Schemat oznaczania ekspresji genéw za pomoca
chipéw DNA

z barwnikiem fluorescencyjnym — fikoerytryna. Po
wyptukaniu niezwigzanej proby mikromacierz jest

gotowa do analizy.

Analiza wynikéw

Celem uzycia mikromacierzy jest zbadanie pozio-
mu ekspresji genéw w prébie badanej, wzgledem
proby kontrolnej i znalezienie genéw o odmiennej
ekspresji. Oprécz réznic w sposobie wytwarzania
miedzy dwoma typami macierzy istnieja réwniez
réznice w ich hybrydyzacji z materiatem badanym.
Najwazniejsza réznica wynika z poréwnawcze-
go charakteru badania za pomocg mikromacierzy
cDNA w stosunku do bezwzglednego pomiaru wy-
konywanego w przypadku chipéw DNA. W przypad-
ku mikromacierzy cDNA w jednym eksperymencie
wykonujemy hybrydyzacje z cDNA otrzymanym
z dwoch typow komorek. Jeden materiat pobra-
ny jest od tkanek zmienionych chorobowo, a drugi
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Rycina 2. Schemat oznaczanie ekspresji genéw za pomoca
mikromacierzy DNA

od tkanek zdrowych traktowanych jako wzorzec.
Obie pule cDNA s3 znakowane r6znymi barwnikami
i w czasie badania konkuruja ze sobg o hybrydyza-
cje do tych samych sond DNA. Jezeli w jednym typie
komérek nastepuje ekspresja danego genu, to z son-
da wiaze sie cDNA znakowane jednym barwnikiem,
a plamka po hybrydyzacji bedzie miata okresélony ko-
lor. Gdy ekspresja badanego genu bedzie zachodzi-
ta w jednakowym stopniu w obu typach komorek,
to kolor bedzie posredni. Natomiast brak ekspresji
badanego genu w obydwu typach komérek wyka-
ze sie brakiem zabarwienia, poniewaz zaden cDNA
nie ulegt hybrydyzacji. Podczas pomiaru na mikro-
macierzach cDNA jednemu genowi odpowiada jed-
na plamka hybrydyzacyjna (ang. spot) cDNA. Jesli
dojdzie do nieréwnomiernej hybrydyzacji na skutek
btedéw w naktadaniu préb (ztego doboru barwni-
ka), moze dojs¢ do znacznych btedow, ktore cze-
Sciowo probuje sie niwelowac poprzez prowadzenie
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rownolegle dwdéch oznaczen, znakujac jedna tkanke
raz zielonym barwnikiem, a w drugim badaniu czer-
wonym. Efekt hybrydyzacji mozna ogladaé w mi-
kroskopie przy wykorzystaniu techniki laserowej,
a odczytanie danych jest mozliwe dzieki uzyciu od-
powiedniego oprogramowania [18]

W chipach DNA na jedna ptytke nanosi sie mate-
riat biologiczny pochodzacy z jednego typu komorek.
Odczyt wyniku nie ma charakteru poréwnawczego,
ale bezwzgledny. Jezeli chcemy poréwnac dwa typy
komérek, musimy wykona¢ dwa oddzielne badania
z uzyciem dwadch prébek materiatu biologicznego.
Zastosowanie chipéw DNA umozliwia wykonywanie
wielu badan poréwnawczych miedzy réznymi typa-
mi komaérek. Przy ich uzyciu DNA ekspresje jednego
genu oceniamy na podstawie hybrydyzacji transkryp-
tu z kilkunastoma sondami oligonukleotydowymi, ho-
mologicznymi do réznych rejonéw badanego genu.
Sondy te s3a rozmieszczone w r6znych miejscach ma-
cierzy, co pozwala na zmniejszenie btedu podczas
pomiaru. W sumie mozna stwierdzi¢, ze pomiar na
mikromacierzach wysokiej gestosci znacznie lepiej
spetnia warunki pomiaru ilosciowego niz pomiar na
mikromacierzach cDNA. Sygnat ekspresji pojedyn-
czego genu w chipach DNA okreslany jest na podsta-
wie wielu pomiaréw i hybrydyzacji jednego rodzaju
transkryptu do jednej sondy DNA, a nie z dwéch proé-
bek transkryptu dodanych jednoczesnie w czasie po-
miaru (mikromacierze cDNA). Uzycie chipéw DNA do
pomiaréw jest bardziej powtarzalne i tatwiejsze do
zastosowania w diagnostyce choréb i badaniach me-
dycznych.

Na ptytce mikromacierzy wysokiej rozdzielczosci
moze znajdowac sie okoto 35—-50 tys. r6znych sekwen-
cji ludzkich genéw, podczas gdy catkowita liczba ge-
néw cztowieka wynosi okoto 25 tys. Réznice te mozna
wyjasni¢ w ten sposob, ze na ptytce mamy do czynie-
nia z obecnoscia wiecej niz jednej sondy dla danego
genu. Nastepna wazna sprawa, ktéra trzeba zazna-
czyt jest fakt, ze okreslenie ,,gen” dla sekwencji wy-
krywanych, na mikromacierzach nie jest catkowita
prawda, gdyz za pomoca macierzy ekspresyjnych nie
wykrywamy samych gendw, tylko ich transkrypty.

W wielu przypadkach proste poréwnanie pozio-
mu ekspresji gendw miedzy dwiema prébami jest
dopiero poczatkiem badan, ktére maja na celu po-
znanie zmian zachodzacych podczas dtugotrwatych
proces6w zwigzanych z rozwojem choroby. Aby tego
dokona¢ nalezy zestawi¢ wyniki otrzymane z wielu
doswiadczen. Pomiar dokonany za pomoca mikroma-
cierzy wykazuje obecnos¢ transkryptéw gendéw w ba-
danym materiale biologicznym, co daje informacje
o ekspresji odpowiednich genéw. W czasie pomiaru
mozna stwierdzi¢, czy ekspresja danego genu prze-
biegata lub czy doszto do jej zahamowania.

Przy uzyciu macierzy DNA mozna jednoczesnie
prowadzi¢ badania wielu tysiecy genéw, otrzymuje
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1. Z badanej probki uzyskuje sie mRNA (informacyjny RNA), z ktorego otrzymuje sie czasteczki

cDNA lub cRNA wyznakowane fluorescencyjnie.

2. Po naniesieniu na macierz czasteczki cDNA lub cRNA wiaza sie do komplementarnych sond

DNA.

3. Znaczniki fluorescencyjne przytgczone do cDNA/cRNA pozwalajg na wykrycie, ktére sondy
posiadajg sekwencje komplementarne do badanych sekwencji cDNA/cRNA, a znajac sekwencje

sond DNA mozna tatwo okresli¢ sekwencje badanej proby.

4. Obserwacji dokonujemy za pomocg odpowiedniego czytnika sprzezonego z komputerem

sie zestaw wynikow dla danego pacjenta, ktéry na-
zywa sie profilem genetycznym [19]. Profilem eks-
presji genéw mozna nazywac zaréwno peten zestaw
pomiaréw ekspresji, jak i pewna wyselekcjonowang
czes¢ charakterystyczna dla danej tkanki zmienionej
chorobowo [17, 20-22].

Czujniki biatkowe

Oproécz czujnikéw DNA, ktore stuza do wykrywa-
nia aktywnosci i poziomu ekspresji badanych genéw
do celéw diagnostycznych i badawczych, wprowa-
dzono nowy typ czujnika tzw. czujnik biatkowy. Czuj-
niki tego typu sa przeznaczone do bezposredniego
pomiaru ilosci danego biatka w tkankach badanego
organizmu. Za pomoca czujnikdéw tego rodzaju moz-
na stosunkowo szybko okresli¢ stezenie okreslonego
biatka w tkankach. W przysztosci macierze biatkowe
moga by¢ waznym narzedziem badawczym, umozli-
wiajgcym szybkie diagnozowanie wielu choréb mo-
lekularnych. W odréznieniu od czujnikéw DNA, nie
wymagaja izolacji mRNA i otrzymywania stabilnej
czasteczki antysens DNA czy antysens RNA. Do pro-
cesu oznaczania mozna uzy¢ materiatu biatkowego
pochodzacego z osocza krwi. Wiekszos¢ chorob wy-
stepujacych u pacjentéw pozostawia we krwi pewne
slady w postaci specyficznych biatek, ktérych obec-
nosé¢ czujniki biatkowe sg w stanie zidentyfikowac.
Macierze biatkowe podobnie jak macierze DNA zbu-
dowane sa cienkich ptytek, na ktérych sa umiesz-
czone miliony kopii setek réznych biatek, przy czym
kazde z nich znajduje sie w odrebnym miejscu na
ptytce. Obecnie trwaja intensywne prace, zmierzajace
do wprowadzenia macierzy opartych na przeciwcia-
tach, ktére wykazuja specyficzna aktywnosé wobec
konkretnego biatka. Wprowadzenie macierzy biatko-
wych opartych na przeciwciatach napotyka na wie-
le problemoéw. Nie ma obecnie selektywnych metod
pozwalajacych na masowa produkcje wielu réznych

1. W czujniku biatkowym na jednej ptytce znajduja sie odpowiednio rozmieszczone rézne
przeciwciata. Przeciwciata tego samego rodzaju s zgrupowane razem, wigzac odpowiednie

biatka.

2. Biatka obecne w umieszczonej na czujniku badanej prébie np. we krwi, przytaczaja sie do

charakterystycznych dla siebie przeciwciat.

3. Obecnos¢ znacznikéw fluorescencyjnych na przeciwciatach utatwia okreslenie, jakie biatka

zawierata badana prébka.
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Réwnolegle do technologii
chipéw DNA, rozwinegta
sie druga technika,

w ktérej wykorzystuje sie
biblioteki klonow DNA,

ktére sa automatycznie
nanoszone na szkietko
macierzy. Macierze

tego typu sg nazywane,
mikromacierzami cDNA

przeciwciat. Inng, znacznie powazniejsza przeszkoda
jest fakt, ze do tej pory zidentyfikowano zaledwie kil-
kadziesiat biatek Swiadczacych o rozwoju réznego ro-
dzaju choréb, co prawdopodobnie stanowi niewielki
utamek wszystkich biatek uczestniczacych w patome-
chanizmach réznych stanéw chorobowych. Wydaje
sie jednak, ze problemy te zostang pokonane i czuj-
niki biatkowe zrewolucjonizuja medyczne badania
podstawowe oraz diagnozowanie wielu choréb mo-
lekularnych [23, 24].

Zastosowanie technologii macierzy DNA

Zanim opracowano systemy mikromacierzy, do
badania ekspresji gendw wykorzystywano technolo-
gie odwrotnego PCR (RT-PCR). Za pomoca tej techniki
mozna zmierzy¢ ekspresje nie wiecej niz 8—10 gendw
w jednej prébie. W wyniku postepu techniki syntezy
oligonukleotydéw, klonowania gendw i opracowania
wydajnych systeméw komputerowych wprowadzo-
no techniki mikromacierzy, w ktérych jest mozliwa
jednoczesna analiza wielu tysiecy ge-
néw. W pracach badawczych doty-
czacych mikromacierzy DNA badania
ekspresji wielu genéw mozna podzie-
li¢ na kilka kierunkéw. Wykorzystano
mianowicie macierze DNA do bada-
nia wptywu endogennych i egzogen-
nych czynnikéw lub lekéw na ekspresje
gendw pacjentdw, prébujac okresli¢
mechanizm dziatania lekéw i ich sku-
tecznos¢ w terapii [25, 26]. Wykorzy-
stano je réwniez w badaniach, ktére
miaty na celu poszukiwanie powigzan
pomiedzy genami ulegajacymi ekspre-
sji w okreslonych warunkach, rozmieszczeniu sekwen-
cji wigzacych czynniki transkrypcyjne oraz badaniu
promotoréw i miejsc rozpoczecia transkrypcji [27].
W kolejnych badaniach wykorzystano te technike do
identyfikacji genéw kodujacych ekspresje biatek cy-
toplazmatycznych, btonowych i jadrowych. Uzyto ich
réwniez w badaniach ekspresji genéw w komdrkach
nowotworowych badajac réznice w ekspresji miedzy
tkanka zdrowa, stanem przedrakowym oraz zmiang
nowotworowa, a takze w badaniach dotyczacych roz-
nic w ekspresji genéw w zaleznosci od typu histolo-
gicznego nowotworu [28-31].

Nowe leki

Zastosowanie czujnika pomiarowego do wykrywa-
nia zmian ekspresji réznych genéw w genomach ko-
morek umozliwi uzyskiwanie niezwykle doktadnych
informacji o wptywie lekéw na aktualny stan chorego
organizmu. Znajomos¢ ogdlnego wzoru aktywnosci
genow bedzie niezwykle pomocna w procesie lecze-
nia, gdyz profil genetyczny otrzymany z macierzy
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obrazuje aktualny zapis molekularny stanu komorki
lub tkanki w konkretnych przypadkach np. w czasie
choroby czy po podaniu okreslonego leku. Podczas
procesu leczenia zapis taki bedzie ukazywat prze-
bieg zaburzen na poziomie komoérkowym w czasie
rozwijania sie i leczenia choroby. Poszczegblne wa-
rianty gendw warunkuja réwniez reakcje organizmu
na dane leki, ktére przyjmujemy, co wptywa na ich
skutecznos¢ oraz nasilenie ewentualnych dziatan nie-
pozadanych.

Czujniki DNA ujawniajace aktywnosé genéw wo-
bec stosowanych lekéw pozwola lekarzom dobieraé
kazdemu pacjentowi jak najlepsze grupy lekéw w sto-
sunku do danej choroby. Przy zastosowaniu mikro-
macierzy DNA istnieje mozliwos¢ wykrycia obecnosci
nieznanych do tej pory biatek, ktére moga powo-
dowac choroby molekularne, a ktére moga stac sie
celem dziatania nowych skuteczniejszych lekéw. Przy-
ktadem moga by¢ prace prowadzone przez prof. P.
Linsleya z Rosetta Inpharmatics [32], ktéry chciat zi-
dentyfikowac¢ nowe cele dla lekéw potrafiacych sku-
tecznie zwalcza¢ choroby zapalne, w ktérych uktad
immunologiczny niszczy komoérki wtasnego orga-
nizmu. Celem tej pracy byto okreslenie, jakie geny
w biatych krwinkach zmniejszaja lub zwiekszaja pro-
dukcje kodowanych przez siebie biatek réwnolegle
z genem odpowiedzialnym za wytwarzanie biatka,
interleukiny-2 (IL-2), silnie zwiazanej z rozwojem tego
typu schorzen. W tym celu wykonano profile ekspre-
sji gendw biatych krwinek wystawionych na dziata-
nie réznych zwigzkéw chemicznych. Nastepnie przy
uzyciu odpowiedniego programu komputerowego do
wykrywania genow, ktére zawsze wtaczaty sie lub
wytaczaty podczas aktywacji genu kodujacego IL-2,
wykryto gen, ktéry uczestniczy w szlaku IL-2 i kto-
rego produkt biatkowy jest dobrym celem dla lekéw
przeciwzapalnych.

Badania ekspresji genéw za pomoca chipéw DNA
moga postuzyc do wykrycia i wykluczenia potencjal-
nych lekéw, ktére mogtyby powodowaé powazne
dziatania niepozadane. Przyktadem moga byc ba-
dania prowadzone nad substancjami dziatajacymi
szkodliwie na migsien sercowy. W pierwszym eta-
pie badan sporzadzono profil ekspresji dla komérek
tego narzadu, poddanych nie tylko dziataniu okreslo-
nego zwigzku, ale takze juz istniejacych lekéw kardio-
logicznych i innych zwigzkéw chemicznych o znanej
kardiotoksycznosci[32]. Poréwnanie uzyskanych wzo-
row ekspresji pozwolito stwierdzi¢, czy badana sub-
stancje mozna wykorzysta¢ do stworzenia nowego,
bezpiecznego leku.

Diagnostyka choréb
Mikromacierze DNA mozna wykorzysta¢ do wy-

krywania dziedzicznych sktonnosci poszczegdlnych
0s6b do zapadania na rézne choroby. Istniejgce
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réznice genetyczne miedzy ludzmi sg czesto wyni-
kiem polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (ang.
single nucleotide polymorphism — SNP), powstaja-
cych na skutek mutacji. Mozna zbudowac czujniki
DNA wyposazone w warianty sond genowych zwia-
zanych z réznymi chorobami, aby wykry¢ SNP danej
osoby o podatnosci na chorobe Alzheimera, cukrzy-
ce czy konkretne typy nowotworéw. Za pomoca od-
powiednio zaprojektowanych czujnikéw DNA istnieje
mozliwos¢ znalezienia przyczyny choroby zakaznej
u pacjenta z objawami podobnymi do objawéw gry-
py (jak béle, podwyzszona temperatura, trudnosci
w oddychaniu), ktére sg zbyt mato specyficzne, by
zidentyfikowac wywotujgcy je patogen. W tym celu
jako sondy DNA nalezatoby umiesci¢ fragmenty DNA
reprezentujace geny, ktére wystepuja tylko u wybra-
nych czynnikdéw chorobotwérczych (bakterii, wiru-
s6w), a nastepnie nanies¢ odpowiednio oznakowane
cDNA uzyskane z prébki pacjenta (np. wydzielina bto-
ny sluzowej).

Mikromacierze DNA w mukowiscydozie

Mikromacierze DNA znalazty zastosowanie w ba-
daniach molekularnych zwigzanych z poszukiwaniem
zwigzkéw miedzy okreslong mutacja wywotujaca
chorobe molekularna a fenotypem. Za pomoca tego
typu techniki mozna sie réwniez pokusi¢ o zbadanie
skutkow terapii genowej na poziomie mRNA. Doko-
nano tego na przyktadzie mukowiscydozy, ktéra byta
jedna z pierwszych choréb genetycznych, w ktérej za-
stosowano terapie genowa.

Mukowiscydoza powstaje jako skutek muta-
cji w pozycji 508 genu CFTR (CFTR — Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator — regulator
przewodnictwa btonowego, odpowiada za istnie-
nie zaleznej od cAMP regulacji kanatu chlorkowego).
Mutacja tego typu zaburza transport biatka CFTR
z siateczki cytoplazmatycznej do btony komérkowej.
Uniemozliwia to prawidtowa regulacje elektrolitowa
zalezng od cAMP przy uzyciu kanatu chlorkowego
[33]. Za pomoca macierzy zbadano réznice ekspresji
genow w komorkach transfekowanych plazmidem
zawierajacym gen CFTR i plazmidem zawierajacym
zmutowana w pozycji 508 wersje genu CFTR. Bada-
nia wykazaty, ze mutacja tego genu powoduje istotne
zmiany w ekspresji okoto 26 genéw, ktére kodowaty
gtownie biatka wigzace DNA takie jak: NF-E1 (NF-E1—
czynnik transkrypcyjny), DB1 (DB1— DNA binding pro-
tein 1 - biatko wigzace DNA) i czynnik transkrypcyjny
Ard1 (Ard-1— czynnik transkrypcyjny). W kolejnych ba-
daniach inkubowano obie linie komérkowe w obec-
nosci CPX (8-cyklopentyl-1,3-dipropyl-ksantyny,
antagonisty receptora adenozynowego A1), ktory
jest potencjalnym lekiem w leczeniu mukowiscydo-
zy, obecnie w fazie badan klinicznych. Mechanizm
dziatania CPX polega na przytaczaniu si¢ do zmu-

towanego biatka 508-CFTR, ktére na skutek mutacji

ma zaburzong strukture trzeciorzedo-
wa. Przytaczenie CPX powoduje przy-
wrdécenie jego prawidtowej struktury
przestrzennej i umozliwia prawidtowy
transport z siateczki endoplazmatycz-
nej do btony komoérkowej [34]. Bada-
nia wykazaty, ze w czasie inkubacji
CPX z komérkami transfekowanymi
plazmidem zawierajgcym zmutowa-
ny w pozycji 508 gen CFTR nastepo-
wat znaczacy wzrost ekspresji okoto
69 genow. Wiekszos¢ tych gendw byta
juz dotychczas kojarzona z mukowi-
scydoza, a kilka z nich takich jak gen
MUC18 (MUC 18 — mucyna 18 — jedno
z wielu biatek wydzielanych przez gru-
czoty Sluzowe oskrzeli), interleukina 10
(IL10), kinaza biatkowa A (PKA) petnia
prawdopodobnie istotng role w prze-
biegu tej choroby [34, 35].

Badania procesu zapalnego

) GENETYKA

Dziatanie mikromacierzy
DNA opiera sie na
tradycyjnych technikach
hybrydyzacyjnych
uzywanych do analizy
ekspresji genéw w komorce.
Wyznakowana préba
pochodzaca z badanego
materiatu biologicznego
po odpowiedniej obrébce
jest wprowadzana na
ptytke zawierajacg sondy
DNA o znanej sekwencji
nukleotydowej. W ten
sposéb podczas jednego
eksperymentu mozna
zanalizowac ekspresje
tysiecy genéw, o ile

na ptytce znajduja sie
odpowiednie ilosci
reprezentujacych je sond.

w komérkach nabtonka

Mikromacierzy DNA uzyto row-
niez do badania proflu ekspresji genéw po zastoso-
waniu glikokortykosteroidéw. Zwigzki te nalezg do
podstawowych lekéw przeciwzapalnych stosowa-
nych w chorobach alergicznych. Badania wykazaty,
ze juz stosunkowo niskie stezenie tych zwigzkéw —
10°M powoduje istotne zmiany w ekspresji genow
w komorkach nabtonka oskrzeli. Glikokortykostero-
idy indukujg istotnie wczesny wzrost ekspresji recep-
tora B,-adrenergicznego, interleukiny IL-10 oraz p6zny
wzrost ekspresji anneksyny Il i inhibitora proteaz 1.
Zwigzki tego typu powoduja réwniez hamowanie eks-
presji grupy genow takich jak: IL-12b i IL-18. Wyniki te
obrazuja, ze juz niskie stezenie glikokortokosteroiéow
wykazuje istotne zmiany o charakterze przeciwzapal-
nym w komérkach nabtonka oskrzeli [10].

Opisane przyktady skutecznego wykorzystania
mikromacierzy DNA nie ograniczaja sie tylko do tych
dwoch schorzen. Podobne strategie postepowania
stosuje sie np. w alergiach — odpowiednio skonstru-
owane mikromacierze DNA moga by¢ pomocne przy
jednoczesnej analizie alergendw. Trwaja réwniez ba-
dania nad opracowaniem profili ekspresji gendw,
ktore beda stuzyty dla pacjentéw wymagajacych in-
dywidualnych metod leczenia np. w przypadku cu-
krzycy czy w reumatoidalnym zapaleniu stawow.

Mikromacierze DNA w diagnostyce i terapii
nowotworow

Duze nadzieje wigze sie z praktycznym wykorzy-
staniem mikromacierzy DNA w diagnostyce i terapii
choréb nowotworowych. Wydaje sig, ze wykorzy-
stanie tych narzedzi umozliwi szybszg i precyzyjna
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Gtéwnym zastosowaniem
czujnikéw DNA sg

badania profilu ekspresji
gendéw. Na podstawie
zawartosci rozmaitych
czasteczek mRNA w prébce,
pochodzacej z tkanki danego
pacjenta, mozna ocenic typy
i ilos¢ znajdujacych sie w niej
biatek. Wyniki tych badan
maja istotne znaczenie
diagnostyczne i poznawcze
ze wzgledu na fakt, ze

biatka s3 odpowiedzialne

za wiekszos¢ procesow
chorobotwérczych
przebiegajacych

w komérkach i tkankach
ludzkiego organizmu.

diagnostyke wielu nowotworéw [36]. Zastosowanie
analizy profilu ekspresji genéw w chorobach nowo-
tworowych pozwoli na znalezienie zwiazkéw miedzy
rodzajem nowotworu a jego wrazliwoscig na dany
rodzaj terapii, a nawet jego wrazliwosé na konkretny
Srodek leczniczy oraz umozliwi wtasci-
wy dobdr optymalnej terapii dostoso-
wanej do potrzeb kazdego pacjenta.
W czasie badan klinicznych udato sie
réwniez udowodni¢ uzytecznosé mi-
kromacierzy DNA w przewidywaniu
skutkow choroby nowotworowej u pa-
cjentéw poddanych okreslonej terapii.
Wiekszos¢ nowotworéw rozwija sie
na skutek nieprawidtowego dziatania
wielu gendw.

Odkrycie, ktére geny sg uwiktane
w proces nowotworzenia jest kluczem
do wtasciwej terapii. Zastosowanie
mikromacierzy DNA pozwoli na pra-
widtowa identyfikacje czynnikéw po-
wodujacych powstawanie i rozwdj
nowotworéw, a postawienie odpo-
wiednio wczesnej i prawidtowej dia-
gnozy umozliwi skuteczna i wtasciwa
terapie. Wiele choréb nowotworowych
wigze sie z czynnikami srodowisko-
wymi, za pomocg mikromacierzy DNA
mozna te czynniki zidentyfikowac. Do takich badan
konstruuje sie macierze ztozone z gendéw odpowie-
dzialnych za naprawe DNA, metabolizm obcych dla
organizmu substancji, cyklu komérkowego, stresu
oksydacyjnego. Dzieki analizie ekspresji tych genow
mozna uzyskac peten obraz dziatania testowanego
czynnika, ktéry podejrzany jest o dziatanie kancero-
genne [37].

Nowotwory piersi

Pierwsze pozytywne wyniki w opracowaniu sku-
tecznej diagnostyki przeprowadzono u pacjentéw
z nowotworami piersi. Kliniczny obraz tej choroby po
usunieciu nowotworu jest diametralnie rézny u réz-
nych pacjentow. Istnieje mianowicie mozliwos¢ szyb-
kiego nawrotu choroby lub catkowitego wyleczenia.
W zaleznosci od charakteru zmian, pacjentom po ope-
racji proponuje sie odmienny sposéb terapii. Do tej
pory prognozy pooperacyjne obarczone byty duzym
ryzykiem btedu [38-41].

Zastosowanie czujnikéw DNA w diagnostyce cho-
rob nowotworowych pozwoli na okreélanie, czy guzy
oceniane standardowymi metodami jako tagodne,
nie sa bardziej ztosliwe niz sie wydaja. Badania tego
typu nad rakiem piersi przeprowadzono w Holender-
skim Instytucie Rakowym w Amsterdamie. Za po-
moca mikromacierzy DNA wykazano, ktére kobiety
z rakiem piersi we wczesnym stadium powinny by¢
poddane po zabiegu chirurgicznym chemioterapii
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zapobiegajacej przerzutom do weztéw chtonnych,
gdyz standardowe techniki badawcze nie pozwalaja
na wyréznienie wéréd chorych grupy najwigkszego
ryzyka. W tym celu wykonano profil ekspresji nowo-
tworéw blisko 100 kobiet w wieku ponizej 55 roku
zycia, ktérych stan zdrowia byt kontrolowany po za-
biegu chirurgicznym. Po przeprowadzeniu badan 25
tys. ludzkich genéw, okazato sie, ze istnieje pewien
charakterystyczny wzdr zwigzany z okoto 70 gena-
mi jednoznacznie wskazujacymi na szybkie pojawie-
nie sie przerzutow. Okazato sie, ze odwrotny wzor
jest wskaznikiem dobrego rokowania. Istnieja na-
dzieje, ze w najblizszych latach badania tego typu
zostang wykorzystane do diagnostyki i terapii nie tyl-
ko tego, ale takze pozostatych typow nowotwordw.
Wprowadzenie oznaczenia ekspresji gendw metoda
mikromacierzy umozliwia wtasciwe prognozowanie
i opracowanie odpowiedniego modelu terapii dla po-
szczegoblnych pacjentow.

Przedstawione wyzej dane wskazuja, ze badania
profilu ekspresji gendw z uzyciem mikromacierzy DNA
stanowia interesujaca droge analizy mechanizmow
transformacji i progresji nowotwordéw [42—-44].

Biataczka

Poznanie wzorca ekspresji wielu genow przy po-
mocy chipéw DNA moze stuzy¢ jako pozyteczne
narzedzie utatwiajace klasyfikacje histologiczna nie-
rozréznialnych nowotworéw. Przyktadem moze byc
ostra biataczka szpikowa (AML), ktéra jest podobna
objawowo i histologicznie do ostrej biataczki limfa-
tycznej (ALL). Witasciwa diagnoza w tych przypad-
kach jest niezbedna, gdyz obie jednostki chorobowe
wymagaja zupetnie innego leczenia. Przy wykorzy-
staniu techniki mikromacierzy DNA udato sie od-
kry¢ odrebne markery genetyczne obu nowotwordw.
W tym celu do macierzy zawierajacej okoto 7000 ge-
néw hybrydyzowano prébki pochodzace z krwi cho-
rych cierpigcych na oba typy biataczek. W wyniku
tego odkryto 50 gendw ulegajacych réznej ekspresji
w réznych typach biataczek. Przy uzyciu tej techniki
mozna zatem prawidtowo diagnozowac rodzaj nowo-
tworu i dobra¢ indywidualna i optymalna terapie dla
danego pacjenta [45].

Profil ekspresji raka brodawkowego tarczycy

Nowotwor tego typu zostat pierwszy raz prze-
badany technika mikromacierzy w 2001 r. W wyniku
analizy wytypowano okoto 50 genéw ulegajacych na-
dekspresji lub wyciszeniu w komérkach raka trzust-
ki. W badaniach na mikromacierzach potwierdzono,
ze jednym z gendw, ktory ulega nadekspresji w ko-
morkach raka trzustki jest gen MET. Gen ten jest
proto-onkogenem dla receptora HGF (watrobowego
czynnika wzrostu), ktory jest wydzielany przez fibro-
blasty. Nadekspresja tego genu jest charakterystycz-
na cecha odrézniajaca ten typ guza nowotworowego
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od zdrowej tkanki. Inne geny, ktérych nadekspresje
udowodniono przy zastosowaniu mikromacierzy, to
gen galektyny 3, fibronektyny (FN), czy gen inhibitora
tkankowego metalloproteinaz typu 1 (TIMP-1). Powyz-
sze geny jako markery genetyczne stuza do klasycznej
diagnostyki raka trzustki. Jednak w wielu przypad-
kach badanie pojedynczego genu (markera) dawa-
to fatszywe rezultaty. Z tego wzgledu wykorzystanie
mikromacierzy dajacych profil ekspresji genéw guza
daje przewage nad pojedynczymi badaniami. Dodat-
kowo w wyniku przeprowadzonych analiz wykaza-
no, ze rak brodawkowaty tarczycy charakteryzuje sie
bardzo wysoka ekspresjg wielu innych genéw, ktére
nie byty dotychczas zaliczane do klasycznych marke-
réow transformacji nowotworowej, a ktére uczestnicza
w procesach adhezji komérkowej decydujac o inwa-
zyjnosci i sktonnosci do przerzutéw [46, 47].

Analiza wptywu cytostatykéw na linie

komérkowe wywodzace sie z nowotworéw

Mikromacierzy DNA uzyto do analizy wptywu cy-
tostatykéw na wzrost lini komérkowych wywodza-
cych sie z nowotworow. W czasie badan uzyto grupy
danych uzyskanych z 60 linii nowotworowych, takich
jak komorki rakowe nerek, jajnikéw, prostaty, ptuc,
jak i linii biataczkowych, chtoniakow czy czerniakow.
Podczas badania wykonano analize ekspresji genow
dla ponad 7000 tys. zwigzkéw chemicznych o udo-
wodnionym lub potencjalnym dziataniu przeciwno-
wotworowym. W czasie badan stwierdzono istnienie
ujemnej korelacji miedzy ekspresja genu DPYD (gen
kodujacy dehydrogenaze dehydropirymidyny) a sku-
tecznoscia 5-fluorouracylu (s5-FU) w leczeniu nowo-
twordw, ktérych komorki wykazuja ekspresje genu
DPYD. 5-FU okazat sie réwniez lekiem skutecznym
w terapii nowotworéw, ktérych komérki wykazywa-
ty niska ekspresje genu DPYD. Wysoka ekspresja genu
DPYD umozliwia obnizenie ekspozycji na aktywna,
ufosforylowang forme 5-FU w czasie terapii. Wyniki
te wskazujg na nowe zastosowanie 5-FU w leczeniu
nowotworéw innych, niz rak okreznicy czy niektére
postacie raka sutka, w ktérych to chorobach zwigzek
ten jest obecnie stosowany [48]. Wykazano réwniez
wysoka skutecznos¢ L-asparaginazy w stosunku do li-
nii nowotworowych pochodzacych z komérek ostrej
biataczki limfatycznej oraz udowodniono réwniez wy-
soka skutecznos¢ tego leku wobec linii komdrkowej
pochodzacej z raka jajnika [48].

Testowanie zwigzkéw o potencjalnym

dziataniu przeciwnowotworowym

Mikromacierze DNA sg wykorzystywane przez fir-
my farmaceutyczne w testowaniu réznych zwigzkéw
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym [10,
49]. Techniki te okazaty sie bardzo pomocne w badaniu
nowotworu zwanego miedzybtoniakiem optucnej, kt6-
ry nalezy do typu nowotwordw o duzej opornosci na

chemioterapie. Dzieki mikromacierzom
probowano okreslic molekularne me-
chanizmy tej opornosci. Rihn i wsp. [50]
wyodrebnili grupe genéw opornosci na
ksenobiotyki. Wsréd tych genow zna-
lazty sie 4 geny kodujace S-transferaze
glutationu, 9 gendéw kodujacych grupe
cytochromu P450 oraz geny o aktyw-

) GENETYKA

Mikromacierze DNA znalazty
zastosowanie w badaniach
molekularnych zwigzanych

z poszukiwaniem zwiazkow
miedzy okreslong mutacja
wywotujgca chorobe
molekularng a fenotypem.

nosci detoksykacyjnej takie jak gen
hydrolazy epoksydowej 2 i DPYD, kt6-
rych produkty ekspresji biorg udziat w detoksykacji
5-FU. Badacze stwierdzili réwniez zwiekszong ekspre-
sje genow istotnych w odpowiedzi na wolne rodniki
m.in. dysmutaza ponadtlenkowa Cu/Zn. W badaniach
wyr6zniono okoto 300 gendw, ktérych ekspresja byta
rézna w komérkach tkanki zdrowej i miedzybtoniaku
optucnej. Wsrdd tych gendw znalazty sie te, ktorych
produkty ekspresji byty odpowiedzialne za metabo-
lizm wewnatrzkomérkowy i stabilizacje DNA i mRNA.
Komorki nowotworowe wykazywaty zwiekszona eks-
presje syntetaz aminoacylo-tRNA oraz innych biatek
odpowiedzialnych za transport jadrowy oraz zwiek-
szong ekspresje gendw odpowiedzialnych za stabiliza-
cje MRNA. Wsrod genow wptywajacych na stabilizacje
mRNA, wykazano zwiekszong ekspresje inhibitora ry-
bonukleaz L oraz zmniejszong ekspresje genéw kodu-
jacych enzymy odpowiedzialne za degradacje kwasow
nukleinowych. Obserwowano réwniez zwiekszong
ekspresje gendéw kodujacych enzymy metabolizuja-
ce lipidy oraz geny, ktorych ekspresja odpowiada za
procesy adhezji i komunikacji wewnatrzkomorkowej
oraz geny majace bezposredni wptyw na rozmnaza-
nie i wzrost komorek takie jak: proto-onkogeny Ki-ras,
c¢-myc oraz biatka wigzace c-myc. Wszystkie te obser-
wacje w réznicach ekspresji wyjasniaja, ktore geny sa
aktywne w komérkach nowotworowych i ktére z nich
mozna uwazac za cel dziatania nowych lekow przeciw-
nowotworowych [50-52].

Podsumowanie

Mikromacierze DNA w ciggu kilku lat staty sie jed-
na z najczesciej uzywanych technik w badaniu ekspre-

sji nie tylko pojedynczych gendw, ale
i catego genomu komorki. Kolejne pra-

ce powstajace w tej dziedzinie przy-
nosza coraz wiecej danych stuzacych
do petnego zrozumienia szlakéw me-
tabolicznych, proceséw nowotworze-
nia, odpowiedzi immunologicznej czy
kontroli procesu zapalnego. Pojawia-
ja sie prace dotyczace macierzy, ktére
badaja strukture genomu, jego poli-
morfizm oraz pierwsze mikromacie-
rze badajace ekspresje biatek [10, 53].
Wprowadzanie nowych lekéw o zniko-
mym dziataniu toksycznym moze by¢

Duze nadzieje wigze
sie z praktycznym
wykorzystaniem
mikromacierzy DNA

w diagnostyce i terapii

choréb nowotworowych.
Wydaje sie, ze wykorzystanie
tych narzedzi umozliwi
szybsza i precyzyjna
diagnostyke wielu
nowotworow.
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cennym wykorzystaniem wynikéw badan otrzyma-
nych z uzyciem mikromacierzy DNA. Okreslanie profili
genetycznych choréb molekularnych pozwoli doktad-
nie diagnozowac i wyodrebnia¢ zblizone jednost-
ki chorobowe, réznigce sie ekspresja tylko jednego
okreslonego biatka. Ponadto lepsze metody diagno-
styczne oparte na chipach DNA pomoga szybciej dia-
gnozowac choroby nowotworowe i monitorowac ich
terapie. Zanim jednak mikromacierze beda nalezaty
do powszechnie uzywanych narzedzi diagnostycz-
nych, trzeba jeszcze rozwigzac kilka probleméw, do
ktorych nalezy zbyt wysoki koszt ich stosowania. Po-
nadto techniki te, przynajmniej na poczatku moga
okazac sie zbyt trudne do zastosowania w przeciet-
nych gabinetach lekarskich i laboratoriach analitycz-
nych. Tylko nieliczni lekarze dysponujg odpowiednim
wyposazeniem i umiejetnosciami, aby prawidtowo
przygotowaé prébki tkanek do badania za pomo-
cg mikromacierzy. Technika ta wymaga, odpowied-
niej standaryzacji. Problemy te mozna pokona¢, gdyz
stawianie trafniejszej diagnozy, proponowanie sku-
teczniejszej metody leczenia z dopasowaniem do tta
genetycznego oraz stanu fizjologicznego pacjenta
jest skutecznym bodzcem do wprowadzenia tej me-
tody do powszechnego uzytku.
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