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MIKROMACIERZE DNA

WSTEP

Jednym z najbardziej spektakularnych
osiagniec biologii molekularnej przetomu XX i
XXI w. bylo poznanie pelnej sekwencji nukle-
otydowej genomu ludzkiego oraz genomow
modelowych organizmow zwierzecych (Cae-
norhabditis elegans, Drosophila melanoga-
ster) i rosSlinnych (Arabidopsis thaliana, Ory-
za sativa). Dzieki tym odkryciom dowiedzie-
liSmy sie, iz pojedyncza komorka eukariotycz-
na zawiera od kilku do kilkudziesieciu tysiecy
genow (okoto 30 tysiecy u Homo sapiens, 20
tysiecy u C. elegans, 25 tysiecy u A. thaliana).
Czasoprzestrzenne zroznicowanie ich aktyw-
nosci sprawia, ze organizmy zywe sa niezwykle
dynamicznymi i ztozonymi strukturami. Akty-
wacja genu lub grupy genow moze przejawiac
si¢ na wiele roznych sposobow. Najtatwiej do-
strzec ja analizujac produkty poSrednie
(mRNA) lub koncowe (biatka) procesu ekspre-
sji informacji genetycznej (Ryc. 1). Zdecydo-
wanie trudniejszym zadaniem jest poznanie
mechanizmow decydujacych jaka czeS¢ zawar-
tej w genomie informacji oraz w jakiej kolejno-
Sci zostaje uwolniona. Najnowsze badania
wskazuja, iz jednym z gtdwnych czynnikow re-
gulujacych proces ekspresji genoéw, zarowno
na poziomie transkrypgji jak i translacji, sa nie-
wielkie czasteczki RNA. Podobnie jak mRNA,
$a one syntetyzowane w oparciu o genomowy

DNA. Mozna wiec przypuszczacd, iz obok ge-
now kodujacych biatka wystepuja rowniez
geny kodujace regulatorowe RNA. Dodatko-
wo, istnieje szereg dowodow wskazujacych, ze
zapisana w genomie informacja moze byc¢
ttumaczona w wieloraki sposob. Innymi stowy,
jeden gen moze kodowac nie tylko kilka roz-
nych biatek, ale i RNA pelniace funkcje regula-
torowe. Jest zatem oczywiste, ze dogltebne po-
znanie procesOw biologicznych wymaga stwo-
rzenia catkowicie nowych, bardziej komplek-
sowych metod pozwalajacych badac nie poje-
dyncze geny, ale cale genomy.

Pierwszy etap uwalniania zawartej w geno-
mie informacji polega na jej przepisaniu z DNA
na RNA (Ryc. 1). Proces ten zwany jest tran-
skrypcja, a jego produkty transkryptami pier-
wotnymi. Stosowana z powodzeniem od kilku-
dziesi¢ciu lat metoda analizy transkryptow
Northern wykorzystuje zdolnos$¢ jednonicio-
wych kwasow nukleinowych (DNA i RNA) do
hybrydyzacji, czyli rozpoznawania czasteczek
o komplementarnej sekwencji i tworzenia z
nimi struktur dwuniciowych poprzez wiazania
wodorowe. Metoda Northern bada sie od-
dzialywanie sondy (znakowanego radioaktyw-
nie fragmentu RNA lub DNA) z pula catkowite-
go RNA wyizolowanego z konkretnej tkanki
czy organu i unieruchomionego na nosniku ta-
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Obecny w jadrze komorkowym DNA genomowy jest powielany przez replikacje oraz sthuzy jako matryca do synte-
zy RNA w procesie transkrypcji. Po modyfikacjach RNA moze by¢ wykorzystany jako matryca do syntezy biatek

(translacji) lub pelni funkcje regulatorowe.

kim, jak na przykiad nylonowa membrana. W
ten sposOb poprzez stwierdzenie, iz doszio do
hybrydyzacji mozna ustali¢ czy interesujacy
nas gen ulega aktywacji. Jest to prosta i czuta
metoda, jednak jej wykorzystanie do analizy
ekspresji wiecej niz kilku Iub kilkunastu ge-
now jest niezwykle pracochtonne. Dodatko-
wo, nawet bardzo dokladny opis dziatania po-
jedynczego genu nie wystarcza do zrozumienia
jak zawarta w nim informacja przekltada si¢ na
rozwoj i funkcjonowanie catego organizmu.
Jego fenotyp, czyli obserwowany efekt ekspre-
sji informacji genetycznej jest wypadkowa ol-
brzymiej liczby zdarzen. Zalezy on miedzy in-
nymi od czasu i miejsca ekspresji poszczegol-
nych genow, ich wzajemnej pozytywnej i nega-
tywnej regulacji, czy wplywu czynnikow zew-
netrznych. Jednym z gtownych zadan stojacych
przed wspolczesna nauka jest zatem poznanie i
zrozumienie tych ztozonych oddziatywan. Wy-
zwanie to stalo si¢ bodZcem do rozwoju nowe;j
dziedziny wiedzy zwanej genomika. W odroz-

nieniu od genetyki, podstawowym obiektem
jej zainteresowan jest nie gen, lecz genom. W
ten sposOb genomika otwiera przed badaczami
mozliwos¢ analizowania procesOw biologicz-
nych w szerszym kontekScie — wzajemnych od-
dziatywan i powiazan pomiedzy genami na po-
ziomie komorek, organdw, a nawet calych or-
ganizmow.

Jednym z dziatow genomiki jest genomika
funkcjonalna. Jej podstawowym celem jest po-
znanie regul, zgodnie z ktorymi funkcjonuje
caly genom. Juz pierwsze badania pokazaly, iz
osiagniecie tego celu wymaga opracowania no-
wych, bardziej wydajnych sposobow pozyski-
wania i analizy danych. Kluczem do rozwiaza-
nia tego problemu wydaje si¢ by¢ umiejetne
polaczenie informatyki i nowoczesnych mikro-
czy nanotechnologii z klasycznymi metodami
biologii molekularnej (HUNT i LIVESEY 2000).
W wyniku takiego wlasnie mysSlenia powstaty
mikromacierze DNA (BROWN i BOTSTEIN
1999).



Mikromacierze DNA

297

CO TO SA MIKROMACIERZE DNA?

Idea dziatania mikromacierzy jest prosta i
wywodzi sie¢ bezpoSrednio z tradycyjnych
technik analizy ekspresji genow, z ta roznica,
ze w przypadku mikromacierzy ,role” zostaty
odwrocone; na statym podlozu — najczeSciej
szklanej plytce — umieszczane sa sondy DNA
reprezentujace interesujace nas geny. Znako-
wana jest z kolei proba pochodzaca z badanego
materialu biologicznego. W ten sposéb mozna
w jednym eksperymencie przeanalizowac eks-
presje tylu genow, ile reprezentujacych je sond
naniesiono na podloze, czyli nawet kilkudzie-
sieciu tysiecy! Stato sie to mozliwe dzicki mi-
niaturyzacji oraz zastosowaniu barwnikow flu-
orescencyjnych, ktore daja bardziej ,zwarty”
sygnal niz stosowane dotychczas radioaktyw-
ne izotopy.

W zaleznosSci od rodzaju i pochodzenia
czasteczek umieszczonych na szklanym
podiozu rozrozniamy dwa rodzaje mikroma-
cierzy: mikromacierze cDNA oraz mikromacie-
rze oligonukleotydowe, zwane tez ,chipami
DNA” (HARRINGTON i wspolaut. 2000). W
pierwszym przypadku role sond petnia frag-
menty cDNA (zwykle okoto kilkusetnukleoty-
dowe), w drugim — krotkie oligonukleotydy
otrzymane na drodze syntezy chemicznej. Z
uwagi na skomplikowany sposob projektowa-
nia i produkcji, najczesciej korzysta si¢ z goto-
wych chipow DNA, znajdujacych si¢ w ofercie
szeregu firm biotechnologicznych. Latwiejsze
do przygotowania mikromacierze cDNA zwy-
kle konstruowane sa samodzielnie na potrzeby
indywidualnych eksperymentow.

PRZEBIEG EKSPERYMENTU MIKROMACIERZOWEGO

Pierwsza decyzja, ktora nalezy podjac
przed przystapieniem do wtasciwego ekspery-
mentu jest wybor mikromacierzy. Jej rodzaj
jest Scisle uzalezniony od celu i obiektu badan.
Aby przygotowac chip DNA, niezbedna jest
doktadna znajomos¢ sekwencji analizowanych
genow. Stad obecnie produkuje si¢ chipy DNA
wylacznie dla wybranych gatunkéw o dobrze
scharakteryzowanym genomie. Mikromacie-
rze cDNA nie wymagaja takiej wiedzy, dlatego
mozna je wykorzysta¢ do analizy ekspresji ge-
now o nieznanejlub czeSciowo znanej sekwen-
¢ji, np. do przeszukiwan réznicowych biblio-
tek cDNA.

Typowy eksperyment wykorzystujacy mi-
kromacierze obejmuje:

a) otrzymanie sond DNA oraz
umieszczenie na podtozu;

b) izolacje i wyznakowanie proby z ma-
teriatu biologicznego, ktory ma zostac scharak-
teryzowany;

¢) hybrydyzacje proby (prob) do sond
DNA znajdujacych si¢ na mikromacierzy;

d) zebranie i analize wynikow hybrydy-
Zacji.

ich

KONSTRUKCJA MIKROMACIERZY

Konstrukcja mikromacierzy cDNA i oligo-
nukleotydowych przebiega w zdecydowanie
odmienny sposOb (DUGGAN i wspotaut. 1999,

JORDAN 2001, AHARONI i VORST 2002). Pierw-
szy etap to przygotowanie sond. Sondy cDNA
otrzymuje sie przez amplifikacje metoda
RT-PCR. Wykonanie macierzy cDNA nie stwa-
rza wiec wielkich trudnosci. Wystarczy dobrze
zaprojektowac startery do selektywnej i wydaj-
nej amplifikacji wybranych czeSci genow, bez
koniecznosci poznania calej sekwencji takiej
sondy. Niestety, otrzymanie kazdej sondy wy-
maga przeprowadzenia oddzielnej reakcji. Po
amplifikacji i oczyszczeniu, sondy nanoszone
sa na podloze przy pomocy specjalnych
urzadzef,, w sposob kontaktowy — przy pomo-
cy igiet lub niekontaktowy, np. piezoelektrycz-
nie, z wykorzystaniem techniki znanej z druka-
rek atramentowych.

Wazna cecha sond, a przez to i macierzy
cDNA, jest brak lub bardzo niska specyficznos¢
wobec genow homologicznych. Jezeli sonda
sktada sie z kilkuset nukleotydow, wowczas
moga do niej hybrydyzowac nie tylko w petni
komplementarne sekwencje DNA. Ten pro-
blem mozna ominac stosujac sondy oligonukle-
otydowe, jednak ich projektowanie jest o wiele
bardziej skomplikowane. Z teoretycznych obli-
czen wynika, ze 17-nukleotydowa sekwencja
powinna pojawic si¢ tylko raz w DNA o diugo-
Sci odpowiadajacej catemu genomowi czlowie-
ka.Jednak naturalne sekwencje DNA dalekie sa
od rozktadu statystycznego. Przygotowanie oli-
gonukleotydow wchodzacych w sktad mikro-
macierzy DNA wymaga zatem poznania w zasa-
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dzie calej sekwencji genomu. Oligonukleotydy
musza zostaC tak zaprojektowane, by byly w
pelni komplementarne do odcinka wybranego
genu, a rOwnoczesSnie maksymalnie rozne od
pozostalych genow. Aby zapewni¢ odpowied-
nio wysoka specyficznosc, projektuje si¢ od kil-
ku do kilkunastu sond, pokrywajacych acznie
kilkusetnukleotydowy odcinek danego genu.
Dodatkowo projektowany jest drugi zestaw
sond, z ktorych kazda rézni si¢ od sondy w
petni komplementarnej tylko jednym nukle-
otydem. W ten sposob jeden gen jest reprezen-
towany na chipie przez kilkanascie par oligo-
nukleotydow.

Z kolei samo otrzymanie sond w przypadku
chipow DNA wydaje si¢ by¢ zadaniem stosun-
kowo prostym. Dzi¢ki pelnej automatyzaciji,
syntetyzery DNA s3 obecnie w stanie wyprodu-
kowac nawet okoto 1000 oligonukleotydow w
ciagu jednego etapu trwajacego zwykle okoto
2 godzin. Innym sposobem otrzymania krot-
kich sond jest ich bezposrednia synteza na mi-
kromacierzy. W tym celu najczesciej wykorzy-
stywane sa metody fotolitograficzne dziatajace
w oparciu o fotoczute grupy ochronne lub fo-

v

tkanka kontrolna  tkanka badana -
Selekcja klonow ® :
Amplifikacja )
Oczyszczanie

toindukowane odczynniki syntetyczne. W me-
todzie tej poszczegoOlne reakcje chemiczne z
cyklu syntezy oligonukleotydu indukowane sa
za pomoca Swiatla. Zasieg reakcji jest wiec
ograniczony do miejsca, na ktore pada Swiatlo,
zwykle Swiatto ultrafioletowe. W ten sposob
techniki fotolitograficzne zapewniaja szczegol-
nie wysoki poziom integracji syntetyzowanych
mikromacierzy DNA si¢gajacy nawet kilkuset
tysiecy roznych oligonukleotydow na po-
wierzchni kilku cm®. W przypadku macierzy o
nizszej gestosci, zawierajacych kilka czy kilka-
nascie tysiecy sond, oligonukleotydy moga by¢
naniesione na plytke szklana podobnie jak son-
dy cDNA.

PRZYGOTOWANIE PROBY

Sposob przygotowania i znakowania proby
zalezy od rodzaju uzytej mikromacierzy. Jed-
nak w kazdym przypadku pierwszym krokiem
jest izolacja RNA z badanego materiatu biolo-
gicznego (Ryc. 2, 3). Jesli stosowane sa mikro-
macierze cDNA, to RNA jest po izolacji przepi-
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Ryc. 2. Schematyczny przebieg eksperymentu z wykorzystaniem mikromacierzy cDNA.
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sywany na komplementarny jednoniciowy
DNA, przy pomocy enzymu zwanego od-
wrotna transkryptaza. W czasie odwrotnej
transkrypcji do powstajacych czasteczek DNA
wlaczane sa znakowane nukleotydy — posia-
dajace dotaczony barwnik fluorescencyjny, co
umozliwia pOZniejsze obrazowanie i oszaco-
wanie iloSci czasteczek (Ryc. 2).

Jedna z istotnych zalet mikromacierzy
cDNA jest to, ze znakujac dwie proby roznymi
barwnikami fluorescencyjnymi mozemy w po-
jedynczym eksperymencie zbadac i porownac
ekspresje genow w probie eksperymentalne;j i
w probie kontrolnej (na przyktad w zmienio-
nej chorobowo i w zdrowej tkance). Najcze-
Sciej uzywana do znakowania para fluorofo-
row to Cyanine-3 (Cy3) i Cyanine-5 (Cy5). Wid-
ma emisji tych barwnikow pokrywaja si¢ w
bardzo niewielkim stopniu, co pozwala na wy-
biorcze zliczenie intensywnosSci sygnatu emito-
wanego przez kazda z hybrydyzowanych prob.
Wazne jest rOwniez to, iz nukleotydy znakowa-
ne Cy3 i Cy5 charakteryzuja si¢ dobra wydajno-

banki sekwencji

Projektowanie
sond
oligonukleotydowych

~_~

Odwrotna transkrypcja

tkanka badana
J7 Izolacja RNA

AV
AN

R

”\/\WA
’

Scia wbudowywania do cDNA, mimo ze fluoro-
fory stanowia spora zawade przestrzenna.

W przypadku chipow znakowany jest nie
cDNA, a tak zwany antysensowny RNA (Ryc. 3,
cRNA). Ma on sekwencje¢ komplementarna do
sond oligonukleotydowych umieszczonych na
chipie, co jest warunkiem hybrydyzacji. W celu
jego otrzymania, wyizolowany RNA zostaje
przepisany na cDNA, rownoczesnie liczba anal-
izowanych czastek ulega zwielokrotnieniu.
Nalezy jednak pamietac, ze amplifikacja musi
miec¢ charakter liniowy, bowiem tylko przy za-
chowaniu wyjSciowych proporcji réznych
czasteczek w puli mozna okresli¢, jaki byt ich
wzgledny poziom w badanych komoérkach czy
tkankach. Utworzony cDNA stuzy jako matryca
do tranaskrypcji in vitro, w czasie ktorej do po-
wstajacego cRNA dotaczana jest biotyna. Nas-
tepnie, juz po hybrydyzacji, biotynylowany
cRNA znakuje si¢ przy pomocy kompleksu
streptawidyny z barwnikiem fluorescency-
jnym, fikoerytryna. Wreszcie, inaczej niz przy
mikromacierzach cDNA, w pojedynczym eks-
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Przygotowanie mikromacierzy Przygotowanie proby Znakowanie

Hybrydyzacja
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Ryc. 3. Schematyczny przebieg eksperymentu z wykorzystaniem chipow DNA.
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perymencie mozna hybrydyzowac do chipa tyl-
ko jedna probe.

Hybrydyzacja obu typow mikromacierzy
zachodzi podczas kilkunastogodzinnej inkuba-
¢ji w komorze hybrydyzacyjnej, w warunkach
zapewniajacych rownomierny dostep proby
do catej powierzchni mikromacierzy. Po hybry-
dyzacji i odmyciu niezwiazanej proby, mikro-
macierz jest gotowa do analizy.

ZBIERANIE I ANALIZA WYNIKOW

Dane zbierane s3 przez czytnik konfokalny,
po wzbudzeniu znacznikow fluorescencyj-
nych Swiattem lasera o odpowiedniej dtugosci.
Zmierzona intensywnoS¢ fluorescencji, po-
mniejszona o wartosc¢ ta, obrazuje iloS¢ czaste-
czek, ktore hybrydyzowaly do danego elemen-
tu mikromacierzy. Analiza chipow obejmuje:
(i) poréwnanie intensywnosci fluorescencji w
obrebie kazdej pary sond (specyficzny RNA
obecny w probie bedzie silniej hybrydyzowat z
calkowicie komplementarng sonda niz z sonda
rozniaca si¢ jednym nukleotydem) oraz (ii) ze-
stawienie wynikow uzyskanych dla wszystkich
sond reprezentujacych dany gen. Na tej podsta-
wie mozna wnioskowac o obecnosci lub braku
ekspresji genu oraz poréwnywac ze soba po-
ziomy ekspresji wielu genow.

W przypadku mikromacierzy cDNA, gdzie
hybrydyzowane sa z reguly dwie proby jedno-
cze$nie, sygnaly pochodzace od barwnikow
fluorescencyjnych zbierane sa oddzielnymi
kanatami i tworzone sa dwa obrazy: ekspery-
mentalny i kontrolny. Obrazy te mozna na sie-
bie naktadac¢ i porownywac intensywnosci sy-
gnatu dla poszczegolnych genow.

Zanim jednak przejdziemy do dalszych ana-
liz i interpretacji, nalezy przede wszystkim
znormalizowac takie ,surowe” dane. Normali-
zacja jest niezbedna z uwagi na mozliwosc
popelnienia szeregu bledow, czesto trudnych
do zdiagnozowania na wczeSniejszych eta-
pach, a mogacych mie¢ znaczny wplyw na wy-
niki pomiarow. Naleza do nich: (i) rO0znice w
iloSci wyjSciowego RNA lub wydajnosci znako-
wania prob odmiennymi fluoroforami; (ii) roz-
nice w ilosci sond naniesionych na mikroma-
cierz, spowodowane np. nieprawidlowym
dziataniem urzadzenia do produkcji mikroma-
cierzy; (iii) nierownomierna hybrydyzacja, wy-
nikajaca ze ztej dystrybucji roztworu hybrydy-
zacyjnego oraz (iv) réznice w intensywnosci
tla, spowodowane np. zanieczyszczeniami.

Opracowano szereg algorytmoéw wykorzysty-
wanych przy normalizacji danych uzyskanych
z mikromacierzy. Zazwyczaj wchodza one w
sktad pakietow oprogramowania czytnika.
Wskazane jest rOwniez umieszczenie na mikro-
macierzy kontroli negatywnych, czyli sond dla
genOw, ktore nie powinny hybrydyzowac z
analizowana proba, np. genOw zwierzecych na
mikromacierzach przeznaczonych dla roslin.
Mozna rowniez przed znakowaniem dotaczy¢
do obu pul RNA znana iloS¢ RNA obcego po-
chodzenia (ang. spiking controls), ktory po hy-
brydyzacji z odpowiednia sonda na mikroma-
cierzy moze by¢ wykorzystany do normalizacji
obu kanatow fluorescencji. Inna strategia nor-
malizacji polega na analizie sygnalow po-
chodzacych od genéw o konstytutywnej eks-
presji w kazdym typie komorek i w kazdych
warunkach (ang. housekeeping genes).

Podstawowym celem eksperymentu mikro-
macierzowego jest zbadanie poziomu ekspre-
sji genow w probie badanej wzgledem proby
kontrolnej i wyrdznienie gendw o zmienionej
ckspresji. Dla mikromacierzy cDNA dane te
otrzymuje si¢ w pojedynczym eksperymencie,
dla chipow oligonukleotydowych trzeba po-
rownac¢ wyniki zebrane z niezaleznych hybry-
dyzacji. Do eksperymentatora nalezy ustalenie
jaka roznice w ekspresji genow nalezy uznac za
znaczaca statystycznie. Z reguly za znaczace
przyjmuje si¢ roznice wyzsze niz dwu — cztero-
krotne.

W wielu przypadkach takie ,proste” porow-
nanie poziomOw ekspresji genOw miedzy
dwiema probami stanowi dopiero poczatek ba-
dan. Szczegdlnie poznanie zmian za-
chodzacych podczas dlugotrwatych procesow,
np. wzrostu organow, rozwoju choroby czy re-
akcji na dlugotrwate dziatanie czynnikow zew-
netrznych, wymaga zestawienia wynikoOw uzy-
skanych w kilku czy kilkunastu eksperymen-
tach. Istnieje szereg metod umozliwiajacych ta-
kie porownania (QUACKENBUSH 2001). Nalezy
do nich metoda grupowania hierarchicznego
(ang. hierarchical clustering) (EISEN i
wspotaut. 1998). Polega ona na grupowaniu
podobnie zachowujacych si¢ genow, a nastep-
nie taczeniu powstatych w ten sposob grup w
kolejne, jeszcze wicksze. Proces ten powtarza-
ny jest tak dtugo, az wszystkie geny zostana
potaczone w pojedyncze drzewo hierarchicz-
ne. Analiza takich grup genow o podobnej eks-
presji pozwala kompleksowo spojrze¢ na pro-
cesy biologiczne — umozliwia miedzy innymi
przyporzadkowanie funkcji genom na podsta-
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wie podobienstwa profilu ich ekspresji do pro-
filu innych genoéw z grupy. Jest rOwniez bardzo
prawdopodobne, ze geny o podobnym profilu
ckspresji podlegaja podobnej regulacji. Przy ta-
kim zalozeniu analiza ekspresji moze stanowic
punkt wyjscia dla badania mechanizmow kon-

trolujacych procesy biologiczne, np. poszuki-
wania wspolnych elementow regulatorowych
w sekwencjach genow.

MIKROMACIERZE W DIAGNOSTYCE I TERAPII CHOROB NOWOTWOROWYCH

Prowadzone w ostatnich kilku latach bada-
nia ukazaly jak liczne i réznorodne korzySci
przynies¢ moze zastosowanie mikromacierzy
DNA. Szczegolnie duze nadzieje wiazane sa z
ich praktycznym wykorzystaniem w medycy-
nie (AITMAN 2001). Uwaza si¢, iz chipy DNA
umozliwia szybsza i precyzyjniejsza diagnosty-
ke wielu chorob, lepsze poznanie ich etiologii i
mechanizmu molekularnego oraz trafniejszy
dobor optymalnej terapii. W jaki sposob ocze-
kiwania te sa obecnie realizowane najtatwiej
dostrzec na przyktadzie nowoczesnej onkolo-
gii.

Chociaz istnieja nowotwory powstajace w
wyniku mutacji pojedynczego genu, to jednak
wiekszos¢ z nich rozwija sie na skutek niepra-
widlowego dzialania wielu genéw, z ktorych
zaden samodzielnie nie doprowadzitby do
transformacji. Efektywna walka z nowotwora-
mi wymaga zatem wielokierunkowych dziatan.
Najwazniejsze z nich to:

— identyfikacja zarowno czynnikow powo-
dujacych powstawanie i rozwo6j nowotwo-
row, jak i mechanizmow obronnych orga-
nizmu;

— postawienie odpowiednio wczesnej i pra-
widlowej diagnozy;

— wilasciwy dobor terapii;

— poznanie czynnikéw wptywajacych na sku-
tecznoSC terapii.

Cho¢ moze sie to wydawac wrecz niepraw-
dopodobne — mikromacierze DNA okazuja si¢
przydatnym narzedziem na kazdym z wymie-
nionych etapow.

ROZPOZNANIE PRZYCZYN

Identyfikacja przyczyn choroby to pierw-
szy krok do jej zapobiegania. Wiele chorob no-
wotworowych zwiazanych jest z czynnikami
srodowiskowymi. Podstawowym zadaniem ba-
daczy jest wiec ich identyfikacja. Do takich ana-
liz konstruowane sa macierze ztozone z genow
odpowiedzialnych za naprawe DNA, metabo-
lizm obcych dla organizmu substancji, cykl ko-

morkowy, stres oksydacyjny i programowana
Smier¢ komorki. Dzieki mozliwosci jednocze-
snej analizy aktywnoSci praktycznie wszyst-
kich genow uzyskujemy pelny obraz dzialania
testowanego czynnika na organizm. W ten spo-
sob mozna identyfikowa¢ nowe potencjalne
karcynogeny, wyjasnia¢ mechanizmy ich
dzialania, okresli¢ standardy bezpiecznego ich
stosowania (VRANA i wspotaut. 2003).

DIAGNOZA

Poznanie réznic we wzorze ekspresji setek
genow moze stuzyc¢ jako narzedzie utatwiajace
klasyfikacje histologicznie nierozroznialnych
nowotworow, wykazujacych jednak roznice w
zachowaniu klinicznym. Tq droga mozna pra-
widlowo zdiagnozowa¢ choroby w bardzo
wczesnym stadium rozwoju i dobra¢ indywi-
dualna, optymalna dla danego pacjenta terapi¢
(MACGREGOR i SQUIRE 2002).

Klasyczne metody diagnostyczne sa czesto
niewystarczajace dla wlaSciwego rozroznienia
nowotworow. Z sytuacja taka mozemy si€ spo-
tka¢ probujac odroznic¢ ostra biataczka szpi-
kowa (AML) od ostrej biataczki limfatyczne;j
(ALL). Tymczasem obie jednostki chorobowe
wymagaja zupelnie innego leczenia, a dodatko-
wo stwarzaja calkowicie inne zagrozenie dla
zdrowia pacjenta. Dzi¢ki zastosowaniu techno-
logii mikromacierzy znaleziono jednoznaczne
markery genetyczne obu chorob. W tym celu
do macierzy zawierajacej 6800 genow hybry-
dyzowano proby pochodzace z krwi chorych
cierpiacych na oba typy biataczek. W rezultacie
zidentyfikowano 50 genow ulegajacych zdecy-
dowanie roznej ekspresji u chorych cier-
piacych na AML i ALL (GOLUB i wspotaut
1999).

DOBOR TERAPII — ROKOWANIE

W ciagu ostatniej dekady repertuar lekow
przeciwnowotworowych uleglt znacznemu po-
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wieckszeniu. Niestety ich stosowanie czesto od-
bywato sie metoda prob i btedow. Analiza pro-
filu ekspresji genOw pozwolila znaczaco po-
prawic¢ ten stan rzeczy przez znalezienie
zwiazkOw pomiedzy rodzajem nowotworu a
jego wrazliwoscia na dany rodzaj terapii czy na-
wet na konkretny lek. Zademonstrowano row-
niez kliniczna uzyteczno$¢ mikromacierzy
DNA w procesie przewidywania skutkOw cho-
roby nowotworowej u pacjentow poddanych
okreslone;j terapii.

Ponizszy przyktad obrazuje wykorzystanie
mikromacierzy w opracowywaniu skutecz-
nych drog diagnostyki, terapii i prognozowa-
nia u pacjentek z nowotworami piersi. Klinicz-
ny przebieg choroby po usuni¢ciu zmiany no-
wotworowej moze by¢ bardzo zréznicowany —
od przypadkow szybkiego nawrotu ze skut-
kiem Smiertelnym, az do przezycia ponad 10 lat
po operacji bez najdrobniejszych objawow
choroby. W zaleznoSci od charakteru zmiany
nowotworowej pacjentkom po operacji pro-
ponuje si¢ odmienne terapie. Do niedawna sta-
wiane prognozy pooperacyjne obarczone byly
duzym ryzykiem btedu, gdyz opieraly sie¢ tylko
na zewnetrznych przestankach, takich jak np.
rozmiar guza. Dzieki mikromacierzom mozna
poznac takze profil genetyczny zmiany, co pod-
wyzsza wiarygodnosS¢ uzyskanej prognozy.

O skutecznosci metod diagnostycznych
opartych o mikromacierze swiadczy¢ moga ba-
dania pacjentek z niewrazliwym na hormony
nowotworem piersi. W ich pierwszym etapie
wykorzystano macierz zawierajaca sondy
cDNA dla ponad 25 tysiecy ludzkich genow.
Zastosowano cDNA o dtugosci od 200 do 1100
par zasad, wsrod nich miedzy innymi sondy

specyficzne dla 32 gend6w o znanym, statym po-
ziomie ekspresji, by przy ich pomocy znormali-
zowac intensywnoS¢ uzyskanych sygnatow. Z
macierza hybrydyzowano jednoczesSnie proby
pobrane ze zdrowej tkanki i proby z 20 zr6zni-
cowanych nowotwordw. Dziesie¢ probek gu-
zOw pochodzito od pacjentek, ktore przezyly
bez nawrotu choroby przez ponad 5 lat (5y-S),
dziesiec zas od pacjentek, ktore zmarty w prze-
ciagu 5 lat po operacji (5y-D). W ten sposob zi-
dentyfikowano 257 genow o podwyzszonej i
378 geno6w o obnizonej ekspresji w tkance
zdrowej w porOwnaniu z tkanka zmieniona no-
wotworowo. Przeanalizowano takze r0znice w
ekspresji genow pomiedzy grupami 5y-Si 5y-D.
Ustalono, ze proby tkanki nowotworowej po-
brane od pacjentek o odmiennym przebiegu
choroby znaczaco sie réznily — znaleziono 71
genOw o zdecydowanie wyzszej ekspresji w
grupie 5y-D oraz 15 genoéw o wyzszej ekspresji
w grupie 5y-S. Jak nietrudno si¢ domysli¢, u pa-
cjentek ze Smiertelnym przebiegiem choroby
podwyzszonej ekspresji ulegaly geny zaanga-
zowane we wzrost i tworzenie przerzutow, ob-
nizala si¢ natomiast ekspresja genow zwiaza-
nych z naprawa materialu genetycznego i prze-
kazywaniem sygnalu w komorce. Dla spraw-
dzenia wiarygodnosci wynikow dodatkowo
porownano poziomy ekspresji wybranych 18
genow innymi metodami stosowanymi w bio-
logii molekularnej. Po uzyskaniu zgodnych re-
zultatow zidentyfikowane geny potraktowano
jako markery pozwalajace skonstruowac¢ ma-
cierz diagnostyczna. Jej zastosowanie dla loso-
wej proby pacjentek podniosto trafnos¢ roko-
wan do 90% (NAGAHATA i wspotaut. 2004).

PODSUMOWANIE

Zaprezentowane powyzej przyklady sku-
tecznego wykorzystania mikromacierzy DNA
nie ograniczaja si¢ jedynie do chorob nowo-
tworowych. Podobna strategi¢ postepowania
mozna zastosowaé roOwniez w wielu innych
schorzeniach, na przyktad w alergiach — odpo-
wiednio skonstruowana mikromacierz
mogtaby by¢ pomocna przy jednoczesnej anali-
zie szerokiej gamy alergenow. Zanim jednak
mikromacierze zostana wprowadzone do ruty-
nowego stosowania w diagnostyce, trzeba po-
konac szereg trudnosci. Podstawowg kwestia,
ktora nalezy dopracowac jest standaryzacja
metody. Nie ustalono jeszcze jak przeksztalcic

obserwacje poczynione za pomoca mikroma-
cierzy w proste, powtarzalne testy. Bedace w
uzyciu mikromacierze rd6znig si¢ zestawem i
dtugoscia zastosowanych sond, metoda hybry-
dyzacji lub detekcji sygnatu. W tej sytuacji uzy-
skane efekty moga by¢ zalezne od wielu trudno
mierzalnych czynnikow.

Mozna stwierdzi¢, ze wszystkie zalety i
wady mikromacierzy DNA wyplywaja z tej sa-
mej ich wlasSciwoSci — sa one Zrodiem olbrzy-
miej iloSci bardzo ztozonych danych, ktorych
analiza moze dostarczy¢ wiele informacji, jest
ona jednak niezwykle skomplikowana.
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DNA MICROARRAYS

Summary

The breakthrough in DNA sequencing technology
and completion of sequencing of first eucaryotic
genomes raised the need for high-throughput meth-
ods of gene function analysis. To solve this problem
the DNA microarray technology has been developed.
It is based on traditional transcript profiling methods
which use the hybridization ability of DNA and RNA to
monitor gene expression. Due to miniaturisation and
the use of fluorescent dyes DNA microarrays allow for
simultaneous monitoring of the expression of tens of
thousands genes. There are two main types of DNA
microarrays: cDNA microarrays and oligonucleotide
microarrays, also called DNA chips. In the former, sev-
eral-hundred-nucleotide long c¢DNA probes are
printed on a glass plate and hybridized to a
fluorescently labeled target cDNA obtained from the
tissue of interest. In the latter, type of microarrays,
each gene is represented by several short

oligonucleotides (about 30 nt), perfectly matching the
target gene, and several oligomers with a single mis-
match. Oligonucleotides are usually synthetised on a
glass slide using the photolithographic technique and
the slide is hybridized to fluorescently labeled target
RNA. Analysis of microarray data includes the compar-
ison of gene expression in the experimental and con-
trol probes or the comparison of gene expression pro-
files obtained in several experiments, by different
clustering methods.

Medicine is one of the fields where DNA
microarrays have already found practical application.
At present they are especially useful in cancer re-
search. DNA microarray analysis of tumor tissues al-
lows to differentiate among various cancer types, to
prognose the illness progress and plan the therapy.
DNA microarrays are also an irreplaceable tool in a
search for new drugs.
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