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12.1. GENOMIKA A PROTEOMIKA — OBSZARY BADAN

Obecnie na catym §wiecie intensywnie prowadzone sg badania w dziedzinie genomiki
i proteomiki. Ich wyniki moga zrewolucjonizowa¢ diagnostyke medyczng i1 przemyst
farmaceutyczny. Poprzez badanie zmian w czasteczkach DNA lub biatek organizmu mogg
by¢ pozyskiwane precyzyjne informacje o stanie zdrowia. Dzigki tego typu badaniom moze
zosta¢ opracowana selektywna terapia, ktéra bedzie miala ma na celu dotarcie leku do
podstaw choroby, czyli dziatanie na poziomie biologii molekularne;.

Przyczyne rozwoju genomiki nalezy upatrywaé w tym, iz dotychczas prowadzone
badania z dziedziny genetyki nie dawaly odpowiedzi na pytanie, jak zawarta w genie
informacja przektada si¢ na rozwoj 1 funkcjonowanie catego organizmu. Celem genetyki jest
badanie dzialania danego genu, podczas gdy genomika zajmuje si¢ kompleksowa analizg
genomu, czyli zestawu wszystkich gendow organizmu oraz jego przemianami. To wlasnie te
badania pozwalaja zrozumie¢ i1 analizowac procesy biologiczne zachodzace w organizmie w
szerszym niz dotychczas kontekscie, uwzgledniajac wzajemne powigzania i oddziatywania
migdzy genami. Na podstawie badan genomu ludzkiego udato si¢ zebra¢ wiele informacji na
temat organizmu ludzkiego. Znajac strukture DNA mozna okreslic potencjalne zjawiska
mogace zachodzi¢ w zywej komorce, natomiast RNA informuje o tych sposréd nich, ktore w
danym momencie s najbardziej prawdopodobne. Jednak, jak si¢ okazalo, dopiero poznanie
wystepujacych tam biatek moze da¢ odpowiedz na pytanie, co tak naprawde dzieje si¢ w
komorce. Tak wigc rozwd) genomiki spowodowal zwigkszone zainteresowanie proteomika -
dziedzing badah obejmujaca analiz¢ budowy i funkcjonowania wszystkich wystepujacych w
przyrodzie biatek i ich fragmentow. Na rys. 12.1 a przedstawiono zalezno$¢ wystepujaca
migdzy parami zasad DNA, nukleotydami RNA i aminokwasami bialka. DNA zawiera
specyficzng sekwencje nukleotydow, ktora stanowi podstawe do syntezy RNA, zachodzacej
podczas procesu zwanego transkrypcja. W ten sposob sekwencja nici RNA odpowiada
sekwencji deoksyrybonukleotydow w DNA. Z tym jednak, Zze obecnemu w DNA
nukleotydowi T (tymina) odpowiada nukleotyd U (uracyl) oraz to, ze RNA sklada si¢ z
rybonukleotydow, podczas gdy w DNA sa deoksyrybonukleotydy. Jednostka kodujaca



aminokwasu jest odpowiednia sekwencja trzech nukleotydow w DNA/RNA, ktéra nazywana
jest kodonem. Dwadziescia aminokwaséw zakodowane jest w postaci 61 tripletow
nukleotydowych. Tak wigc wigcej niz jeden kodon wyznacza dany aminokwas. Na

rys. 12.1. b zostaly przedstawione obszary badan genomiki i proteomiki.
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Rys. 12.1. a) Zalezno$¢ wystepujaca miedzy parami zasad DNA, nukleotydami RNA i
aminokwasami biatka, b) obszar genetyki a proteomiki
Biatka pelnig funkcje sterujgce procesami zyciowymi. W organizmie ludzkim istnieje okoto
30.000 genow, kodujacych bezposrednio trzykrotnie wigcej biatek dzigki procesom regulacji
transkrypcji 1 translacji. Podczas przemian potranslacyjnych, biatka te réznicuja si¢ juz w
kilkaset tysiecy roznych rodzajow czasteczek. Wiele sposrod proceséw zachodzacych w

organizmie (t.j. starzenie si¢ lub chorowanie) ma charakter multigeniczny, przez co



znalezienie odpowiedzialnych za nie gendéw nie jest tatwe. W takich przypadkach
zadecydowanie bardziej celowym wydaja si¢ badania grupy biatek i peptydow bezposrednio
zwigzanych z przebiegiem poszczeg6élnych etapéw tych zjawisk. Genom cztowieka stanowi
staly, wyjSciowy zapis wszystkich potencjalnych zjawisk. Przejawem zmian zachodzacych w
organizmie jest natomiast proteom, dynamicznie zmieniajgcy si¢ na skutek metabolizmu
biatek 1 ich transportu pomig¢dzy komorkami i tkankami. Cze$¢ zmian w organizmie
rozpoczyna si¢ jednak juz na poziomie genomu, ze wzgledu na oddzialywanie niektérych
czynnikéw zewngetrznych bezposrednio na czgsteczki DNA. Z tego wzgledu konieczne jest

wzajemne przenikanie i uzupelnianie si¢ badan proteomicznych i genomicznych.

12.1.1. GLOWNE KIERUNKI BADAN W GENOMICE

Genomika zajmuje si¢ badaniem genomu, czyli petnej zawartosci DNA w danym organizmie
oraz zwigzanymi z jego funkcjonowaniem procesami. Zatem ws$rod kierunkow badan
genomicznych wyrézni¢ mozna przede wszystkim: badanie struktury DNA, jego
sekwencjonowanie, poznawanie kodu w nim zawartego, wykrywanie wystepowania mutacji
czy odcinkow charakterystycznych. W wigkszo$ci analiz wykorzystywane sa reakcje
przebiegajace normalnie w zywym organizmie oraz fakt wzajemnego powinowactwa
poszczegolnych zasad w czasteczkach DNA 1 zdolnosci do taczenia si¢ pojedynczych nici
przy wystapieniu komplementarnych sekwencji. W ten sposdb nauka wykorzystuje
mechanizmy opracowane przez natur¢. Najwidoczniejsze wydaje sie to w przypadku
tancuchowej reakcji polimerazy DNA (PCR) — stanowigce] proste przeniesienie naturalnego
procesu z zywej komorki do probowki, ale rowniez bedacej, po niewielkich usprawnieniach,

jedna z gldwnych 1 najskuteczniejszych metod analiz DNA.

12.1.2. GLOWNE KIERUNKI BADAN W PROTEOMICE

Proteomika jest bardzo obszerng dziedzing badan nie tylko ze wzgledu na ilo$¢ i
zréznicowanie analitow jakich dotyczy, ale rowniez pod wzgledem ro6znorodnosci

rozbudowanych technik analitycznych jakimi operuje.
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Rys. 12.2. Kierunki badan proteomiki

Do glownych kierunkéw badan z dziedziny proteomiki (rys. 12.2.) zaliczy¢ mozna przede
wszystkim analiz¢ wystepowania poszczegolnych biatek i peptydéw. Ustalana jest zaleznosé¢
ich ilosci od miejsca w organizmie. Na tej podstawie mozna przypuszcza¢ ich potencjalny
udzial w procesach zachodzacych w tych organach. Kolejnym etapem badan jest poznanie
budowy bialek i peptydow a analize taka mozna przeprowadza¢ na kilka sposobow. Jednym z
nich jest rozpoznanie grup funkcyjnych danego biatka poprzez ich wudzial w
charakterystycznych reakcjach. Inng metoda jest sekwencjonowanie catej czasteczki w celu
poznania jej doktadnego sktadu aminokwasowego, tacznie z kolejnoscig ich ulozZenia.

Wygodng metoda analizy bialek i peptydow jest ich mapowanie (rys. 12.3.).
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Rys. 12.3. Proces mapowania peptydu

Proces ten polega na trawieniu badanej czasteczki przez enzym o dobrze znanym dziataniu
(selektywnosci cigcia konkretnych potaczen pomiedzy aminokwasami). Uzyskane w ten
sposOb fragmenty sg rozdzielane 1 analizowane, w wyniku czego otrzymany zostaje zestaw
czgsci badanej czasteczki o znanej w przyblizeniu dtugo$ci. Jeden enzym jest w stanie pociaé
dang czasteczke peptydu lub biatka tylko w jeden charakterystyczny sposob. Istnienie bazy
fragmentéw odpowiadajacych znanym czasteczkom trawionym tym enzymem (ich map),
umozliwia poréwnanie 1 zidentyfikowanie analizowanej, bez konieczno$ci badania petnego
jej sktadu. Widoczne stajg si¢ rowniez podobienstwa w budowie roznych zwigzkéw. Innym
kierunkiem badan proteomicznych jest analizowanie oddziatywan pomiedzy poszczegdlnymi
biatkami. Wigkszo$¢ z analiz protoemicznych ma ostatecznie na celu poznanie funkcji biatek
umozliwiajace lepsze zrozumienie funkcjonowania organizmu, jak tez skuteczniejsze

zapobieganie procesom chorobowym badz prowadzenie terapii.

12.2. PROTEOMIKA | GENOMIKA W MINIATUROWYCH
UKLADACH



Miniaturowe uklady analityczne stosowane do badan z zakresu proteomiki i genomiki mozna
podzieli¢ na dwie grupy: mikromacierze oraz uktady przeptywowe. Dzialanie pierwszych z
nich opiera si¢ na selektywnym oddzialywaniu odpowiednio czgsteczek biatek lub DNA
zawartych w analizowanej probce ze zwigzkami zaimmoblilizowanymi na powierzchni
miniaturowego uktadu. W uktadach przeptywowych natomiast poszczegélne etapy analizy
probki — reakcje z jej sktadnikami, ich rozdzielanie, zachodza w trakcie ciaglego przeptywu

probki w obrebie mikrokanatow.

12.3. MIKROMACIERZE PROTEOMICZNE

Mikromacierze proteomiczne wykorzystywane sa do badania oddzialywan pomigdzy
biatkami oraz do oznaczania zawartosci charakterystycznych grup biatek w probce.
W pierwszym przypadku sa to mikromacierze funkcjonalne, w drugim natomiast analityczne.
Mikromacierz to miniaturowa plytka pokryta warstwa zaimmobilizowanych na powierzchni
czasteczek zwigzkéw mogacych selektywnie przytacza¢ wybrane biatko lub grupe¢ bialek.
Czasteczkami tymi mogg by¢: inne biatka (enzymy, przeciwciata) czy polimery z
wbudowanymi odpowiednimi grupami funkcyjnymi. Analiza probki polega na przemyciu
mikromacierzy roztworem probki. Odpowiednie jej sktadniki ulegaja przylaczeniu do jej
powierzchni. Nastgpny etap to detekcja polegajaca na zaobserwowaniu zmienionych miejsc
na powierzchni ptytki. Czasem do tego celu stosowane jest przemycie plytki dodatkowym
roztworem wywotywacza — np. selektywnego znacznika fluorescencyjnego przytaczajacego
si¢ wybiorczo badz tylko w zmienionych, badZz tylko w nie zmienionych miejscach na
powierzchni mikromacierzy. Schemat analizy z zastosowaniem mikromacierzy proteomicznej
pokazany zostal na ponizszym rysunku (rys.12.4.). W zaleznosci od zastosowania
powierzchnia mikromacierzy moze zosta¢ pokryta w catosci jednym rodzajem czasteczek,
badZ tez podzielona na fragmenty odpowiadajace innym rodzajom oddziatywan w celu
zanalizowania zawarto$ci roznego rodzaju biatek w badanej prébce lub pelnego

scharakteryzowania oddzialywan mozliwych dla jednego wybranego analitu np. enzymu.
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Rys. 12.4. Schemat dziatania macierzy proteomiczne;j

Mikromacierze maja bardzo wiele zastosowan w badaniach proteomicznych (rys. 12.5.).
Mikromacierze analityczne stosowane sg do: ustalania fenotypu komorek, oznaczania
markerow chordob we krwi, diagnozy réznego rodzaju infekcji, alergii czy problemow o
podtozu immunologicznym. Uktady funkcjonalne stuza miedzy innymi do badania
specyficznosci substratowej niektorych enzymoéw, oddziatywan pomigdzy réznymi biatkami

w tym przeciwciatami, opracowywaniu mechanizmu dziatania nowych lekow.
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Rys. 12.5. Zastosowania macierzy proteomicznych

Metody immobilizacji odpowiednich zwigzkow na powierzchni mikromacierzy sa
analogiczne do opisanych w rozdziale 7, pt.:” Mikroreaktory enzymatyczne 1 ich
zastosowania” na przykladzie enzymoéw w miniaturowych uktadach. Rodzajow zwigzkow 1
oddziatywan, ktére moga zostaé wykorzystane przy projektowaniu mikromacierzy do analiz
proteomicznych jest bardzo wiele — wigkszo$¢ z nich zostata schematycznie przedstawiona na
ponizszym rysunku (rys. 12.6.).

Ze wzgledu na to, ze chipy biatkowe sa narzedziem badawczym, ktory umozliwia
bezposrednie 1 doktadne poznanie typow jak i1 okreslenia ilosci bialek wystepujacych w
komorce oraz sprawdzenie tego ktore z nich wzajemnie oddziatujg ze sobg, spodziewac si¢
nalezy tego ze beda one niebawem niezastagpionym i powszechnie stosowanym narzedziem.
Z praktycznego punktu widzenia ich stosowanie pozwoli na lepsze diagnozowanie chorob.
Poprzez analiz¢ osocza krwi z wykorzystaniem chipu biatkowego mozliwe bedzie uzyskanie
informacji o wigkszo$ci badZz nawet wszystkich, wystepujacych w niej biatkach, co z obecnie
stosowanymi urzgdzeniami analitycznymi ogranicza si¢ do wykrywania jednego lub kilku

biatek specyficznych dla danej choroby.



;

I I surowice + Er'zg]ciwcia’ra antygen - przeciwciato

przeciwciata
: . przeciwcia’fg’ antygen - przeciwciato
antygeny

M biatko - biatko

< < biatko - liposom

@ biatko - lekarstwo

A A

M; enzym - substrat
A A __biatko M receptor - ligand

ligandy

surowice przeciwciato - weglowodany
i i SRR

weglowodany

biatko

Rys. 12.6. Rozne macierze proteomiczne

12.4. MINIATUROWE UKLADY PRZEPLYWOWE W PROTEOMICE

Posrod miniaturowych ukladoéw przeplywowych stosowanych do analiz proteomicznych
glowng grupe stanowia uklady stuzace do rozdzielania prébki. Beda to mikrochipy
chromatograficzne, mikrokanatu ze specjalnymi wypetnieniami selektywnie zatrzymujacymi

poszczegbdlne sktadniki probki oraz najszerzej stosowane mikrouklady do elektroforezy



kapilarnej. Do proteomicznych uktadéw przeptywowych mozna zaliczy¢ rowniez réznego

rodzaju mikroreaktory enzymatyczne opisane szerzej w rozdziale 7.

12.5. PCR

Technika szczegdlnie czesto wykorzystywang w badaniach genetycznych jest technika PCR
(reakcja tancuchowa polimerazy, ang. polymerase chain reaction). Koncepcja tej reakcji,
wymys$lona przez H. Ghobind Khorana, powstata juz w 1971 roku. Jednak dopiero 15 lat
pbézniej zostata ona praktycznie wykorzystana przez K. Mullisa, ktory tez nadat jej obecna
nazwe. Za swoje badania uhonorowany zostat on nagroda Nobla w 1993 roku.

Technika PCR pozwala powieli¢ wybrany fragment nici DNA, ktory jest
wykorzystywany w dalszych badaniach. Namnozenie fragmentu DNA zawartego w probce
wykonywane jest przy uzyciu enzymu (polimerazy), ktory w naturze powiela DNA podczas
podziatu komorki. Powielenie fragmentu lancucha jest wyjatkowo proste i praktycznie
ogranicza si¢ do zmieszania sktadnikow mieszaniny reakcyjnej oraz pdzniejszego sterowania
cyklicznymi zmianami temperatury, w celu umozliwienia przebiegu kolejnych etapow reakcji.
Do wykonania PCR potrzebne s3:

- analizowane DNA (templat),
- startery (primery) — krotkie jednoniciowe fragmenty DNA (najczesciej

20 nukleotydowe) komplementarne do koncowych odcinkéw sekwencji templatu,

ktora bedzie powielana,

- polimeraza (np. polimeraza Taq, ktora izolowana jest z bakterii Thermus aquaticus),

- pojedyncze nukleotydy,

- odpowiedni bufor z jonami magnezu.
Synteza wielu kopii wybranego odcinka DNA nastepuje w wyniku cyklicznego powtorzenia
si¢ reakcji, ktorej trzy etapy prowadzone w temperaturach: 95°C, 45-70°C i 72°C.
W pierwszym etapie analizowana podwdjna ni¢ DNA rozplata si¢ (topnieje, denaturuje) na
nici pojedyncze pod wplywem wzrostu temperatury do okoto 95 stopni. W drugim etapie
temperatura zostaje obnizona (ok. 68 stopni) do wysokos$ci umozliwiajacej przytaczenie si¢
starterow do odpowiednich miejsc na niciach analizowanego DNA. Trzeci i ostatni etap to
dobudowanie reszty odcinka DNA (reakcja polimeryzacji) zawartego pomiedzy starterami
poprzez przylaczanie pojedynczych nukleotydow przez polimeraze. To wydtuzenie nici DNA
zachodzi zwykle w temperaturze okoto 72 stopni. W wyniku reakcji tancuchowej polimerazy
stezenie materialu powielonego wzrasta wyktadniczo po kazdym przeprowadzonym cyklu.

W kolejnych powtdrzeniach reakcji powieleniu ulega nie tylko DNA zawarte poczatkowo



W probee ale rowniez powstate w poprzednich cyklach jego kopie. Z tego wzgledu przyrost
ilosci DNA jest bardzo duzy i szybki. Przebieg reakcji PCR pokazany zostat na ponizszym
rysunku (rys. 12.7.).

PCR wykonywane jest w urzadzeniach zwanych termocyklerami. Poprzez
programowanie temperaturowych zmian bloku grzejnego, w ktérym umieszczone s3
probowki, przeprowadzona zostaje reakcja. Zwykle wykonywanych jest od 20 do 30 cykli,
gdyz wowczas otrzymuje si¢ wystarczajacg ilo§¢ materiatu do dalszych badan.

Najistotniejsze zalety techniki PCR to: szybko$¢, wzgledna prostota, wybiorczosc,
mozliwos¢ badania struktury roznych alleli genu (réozne wersje genu, roznigce si¢
nukleotydami) w sytuacjach, w ktérych nie mozna uzyska¢ duzej iloSci materiatu oraz
utatwienie klonowania odcinkow DNA, ktore wystepuja w genomie bardzo rzadko.

Znane 1 stosowane s3 rowniez inne odmiany PCR, m.in. takie jak: Real Time PCR,
Reverse-Transcription PCR czy RAPD-PCR. Wybodr odpowiedniej z nich zalezy od celu
prowadzonych badan.

Aktualng popularno$¢ PCR zawdzigcza postgpowi w sekwencjonowaniu DNA oraz
syntezowaniu zaprojektowanych sekwencji, jak réwniez odkryciu termostabilnych odmian
polimerazy umozliwiajacej prowadzenie wielu cykli PCR w podwyzszonej temperaturze bez

koniecznosci dodawania nowego enzymu.
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Rys. 12.7. Schemat przebiegu PCR

12.5.1. pPCR

Pojawily si¢ mikroreaktory o specjalnie zaprojektowanej konstrukcji w ktéorych mozna
prowadzi¢ PCR. W takich mikroreaktorach reakcja prowadzona jest w objetosciach rzedu
mikrolitréw. Tak wielka popularno§¢ miniaturowych chipéw do PCR wynika z ich licznych

zalet, takich jak: przeno$no$¢, krotszy czas trwania cyklu (wigcej cykli w tym samym czasie),



zmniejszenie ilosci reagentow jak réwniez wygodniejsza integracja amplifikacji DNA
Z przygotowaniem probki i detekcja produktu (czyli mozliwo$¢ miniaturyzacji badan
genetycznych).

W wyniku prowadzenia PCR w chipach, czas potrzebny na otrzymanie odpowiedniej ilosci
powielonego DNA zostal skrocony z kilku minut do 30 sekund. Osiggni¢to to poprzez
zwigkszenie szybko$ci cyklicznych zmian temperatury, co skrocito czas cyklu a w
konsekwencji catkowity czas procesu. Chipy PCR wykonywane sg z takich materiatéw jak:
szkto, krzem, ceramika czy tez powstajg uktady hybrydowe (krzem-szkto, PDMS-szkto).
Przyktad takiego uktadu do PCR przedstawiono na Rys.12.8. Jest to jedna z wielu
opracowanych konstrukcji, ktore rdznig si¢ m.in.: ksztaltem kanatu i trybem dziatania. W
przedstawionym przyktadzie roztwor przeptywa poprzez strefy o réznych temperaturach i w
ten sposob nastepuja kolejne etapy procesu replikacji i powielenie badanego materiatu. Chipy
PCR nalezy traktowa¢ jako specyficzne mikroreaktory do wykonania tej konkretnej reakcji.
Moga one by¢ stosowane samodzielnie lub stanowi¢ cze$¢ wielofunkcyjnego zintegrowanego
systemu. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje chipoéw PCR: statyczny (reaktor zbiornikowy) i
przeptywowy. W chipie statycznym zmiany temperatury realizowane sg poprzez szybkie
nagrzewanie 1 chtodzenie catego chipu. Uktady te charakteryzuja si¢ wzglednie tatwa kontrola
cyklicznych zmian temperatury i jej modyfikacjg przy PCR réznych probek DNA. Natomiast
w chipach przeptywowych nie ma cyklicznych zmian temperatur, szybsze sa cykle gdyz

reagenty przeplywaja przez 3 strefy temperaturowe.

95°C rozwinigcie
podwadjnej helisy
77°C przylaczenie
starterow

60°C synteza

komplementarnej
nici

Rys. 12.8. a) Schemat chipu PCR, dzigki trzem obszarom o réznych temperaturach (95°C,
77°C, 60°C) mozliwe jest powielenie DNA w krotkim czasie, b) zdjecie chipu PCR

12.6. CHIPY DNA



Zasada dzialania mikromacierzy DNA jest analogiczna do wczesniej juz opisanych
mikromacierzy proteomiczych, z tym wyjatkiem ze podstawg ich funkcjonowania jest
komplementarno$¢ (i hybrydyzacja) kwaséw nukleinowych. Mikromacierze te sg to
niewielkich rozmiaro6w chipy o powierzchni rzedu 1-2 cm? Na powierzchni tej znajduja si¢
uporzadkowane fragmenty gendéw (tzw. sondy molekularne), ktére zostaly unieruchomione na
nylonowych membranach badz szklanych (lub plastikowych) ptytkach. Fragmenty genow
wystepuja w postaci jednoniciowego DNA lub oligonukleotydéw, ktére umieszczone zostaly
w S$cisle okreslonych miejscach chipu. Fragmenty te sa sondami, ktore mogg si¢ potaczyc
tylko z komplementarnymi do siebie czgsteczkami DNA. Analiza z wykorzystaniem takich
ptytek polega na umieszczeniu na nich uprzednio znakowanej fluorescencyjnie probki DNA.
Fragmenty DNA przytaczaja si¢ w odpowiednie (komplementarne) miejsca na chipie.
Nastepnie niezwigzane fragmenty zostaja odmyte. Uzyskiwany obraz (rézne intensywnosci
fluorescencji w r6znych polach macierzy) odczytywany jest za pomoca lasera lub mikroskopu
a nastgpnie komputerowo analizowany. Dzi¢ki miniaturyzacji mozliwe jest jednoczesne
badanie w probce wielu gendéw, gdyz sondy umieszczana sg w mikrometrowych odstepach.
Macierze wykorzystywane sg m.in. do badania sekwencji genéw (genotypowania) lub
badania ich ekspresji. Czesto zamiennie dla chipéw DNA stosowane sg nazwy takie jak:
mikrosiatki DNA, mikroprocesory DNA, macierze DNA, gen chip, genom chip lub chipy
DNA, z ktorych ta ostatnia najczesciej jest spotykana. Biorgc pod uwage to, jakie sg
mozliwosci prowadzenia badan z wykorzystaniem macierzy, najbardziej odpowiednia wydaje
si¢ nazwa genom chip, gdyz ona najlepiej oddaje dziatanie chipu, dzigki ktéremu mozna
poznawac caly genom.

Ze wzgledu na rodzaj sond, ktore umieszczane sg na ptytkach, wyrdznia si¢ dwa typy chipow:
- mikromacierze cDNA (ang. DNA microarray), w ktorych dtugos¢ sondy to 500-5000
nukleotydow, a technologia ich zostata opracowana na uniwersytecie Stanford;

- mikromacierze oligonukleotydowe, nazywane chipami DNA (ang. DNA chip), w ktorych
dhugos¢ sond jest rzedu 20-80 nukleotydow. Tego typu macierze zostaly opracowane przez
firme¢ Affymetrics.

Oba typy macierzy roznig si¢ nie tylko dlugo$cia sond, ale rowniez gestoscig ich
upakowania na powierzchni, co jest konsekwencja stosowania réznych technologii podczas
przygotowywania macierzy. Ge¢sto$¢ rozmieszczenia sond jest zdecydowanie wigksza
w przypadku macierzy oligonukleotydowych (ok. 1 000 000 sond na powierzchni 1,6 cm?,
gdzie rozmiar pola zaymowanego przez pojedyncza sond¢ wynosi ok. 11um). Dzigki temu

przy wykorzystaniu takiej mikromacierzy mozliwe jest wyznaczenie poziomu ekspresji nawet



do kilkudziesieciu tysigcy gendw jednoczesnie, doktadnie tyle ile reprezentujacych je sond
naniesiono na podtoze. W przypadku mikromacierzy cDNA zsyntezowane wcze$niej sondy
(w wyniku powielenia wybranych fragmentow genow z wykorzystaniem techniki PCR),
umieszczane s3 na podlozu z wykorzystaniem specjalnych urzadzen. Zwykle
wykorzystywane sg do tego mikropipety (sposob kontaktowy) lub w przypadku metody
bezkontaktowej np. piezoelektrycznie poprzez zastosowaniu techniki analogicznej do tej
stosowanej w drukarkach atramentowych. Sondy oligonukleotydowe otrzymuje si¢ na
podtozu w wyniku syntezy zaprojektowanego fragmentu tancucha (rys. 12.9.). Synteza
prowadzona przy wykorzystaniu techniki fotolitograficznej bezposrednio na ptytce — synteza
in situ. Specjalny sposob wytwarzania takiego chipu prowadzi do otrzymania $cisle
okreslonych sekwencji (sekwencji charakterystycznych dla okre§lonych genéw). Po
odpowiedniej modyfikacji szklanego podtoza, w celu wytworzenia grup hydroksyalkilowych,
prowadzona jest synteza podczas ktorej dotgczane sa linkery chronione przez fotolabilne
struktury. Poprzez naswietlenie wybranych obszardw powierzchni ptytki, nastepuje usunigcie
z nich grup ochronnych, dzigki czemu w kolejnym etapie beda mogly w tych miejscach
przytaczy¢ si¢ odpowiednie monomery. W ten prosty sposob zasieg reakcji ograniczany jest
tylko do wybranych miejsc — tych na ktore pada $wiatto, zazwyczaj jest to $wiatto
ultrafioletowe. Kilkudziesigciokrotne powtorzenie cyklu fotodeprotekcji 1 dotaczenia

nukleotydow prowadzi do wytworzenia sond na podtozu.
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Rys. 12.9. Synteza in situ sond oligonukleotydowych typu GeneChip Affymetrix



Badanie z wykorzystaniem mikromacierzy cDNA, jak i tych oligonukleotydowych, obejmuje
etapy takie jak:

a) przygotowanie sond DNA i umieszczenie ich na powierzchni podtoza (dotyczy sond

cDNA)

b) wyizolowanie i znakowanie probki z materiatu biologicznego

€) hybrydyzacja probki z sondami umieszczonymi na matrycy

d) skanowanie obrazu mikromacierzy i analiza otrzymanych wynikow.
Istniejg jednak pewne rdznice zwigzane ze stosowaniem obu rodzaju macierzy, o wyborze
odpowiedniego z nich decyduje cel 1 obiekt prowadzonych badan. I tak macierze cDNA
wykorzystywane sg do okreslania intensywnosci ekspresji genow (poziomu ich aktywnos$ci)
Sa to badania porownawcze, tzn. uzyskiwany wynik analizowany jest w stosunku do probki
odniesienia, co pozwala na réznicowanie badanego materialu na ten pochodzacy ze zdrowe;j
badz chorej tkanki/organizmu. Przy wykorzystaniu tego rodzaju mikromacierzy okresla si¢
rowniez jakie geny wystepuja w badanych fragmentach DNA. przebieg eksperymentu z
wykorzystaniem takiej mikromacierzy przedstawiono schematycznie na rys. 12.10.
Pierwszym etapem jest przygotowanie probki czyli wydzielenie z komoérek mRNA. Nastgpnie
RNA podczas odwrotnej transkrypcji zostaje przepisany na komplementarny i bardziej
stabilny DNA (cDNA). W czasie tego procesu do powstajacych czasteczek DNA wlaczane sg
znakowane nukleotydy. Jest to wykonywane przy uzyciu barwnikéw fluorescencyjnych, z
ktorych najczeséciej stosowana jest para fluoroforéw: Cyanine-3 (Cy-3) i Cyanine-5 (Cy-5)).
Poprzez znakowanie dwoch réznych prob (zwykle zmienionej chorobowo 1 zdrowej) w
pojedynczym eksperymencie okreslana 1 porOwnywana jest ekspresja gendéw w probce
kontrolnej 1 eksperymentalnej. Probki umieszczone zostaja na mikromacierzy, gdzie zachodzi
hybrydyzacja cDNA z sondami. Intensywnos$¢ sygnalu emitowana przez kazda z prob jest

zliczana niezaleznie, gdyz widma emisji barwnikow praktycznie nie pokrywaja si¢ ze soba.
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Rys. 12.10. Schemat przebiegu eksperymentu z wykorzystaniem macierzy cDNA

Na rys. 12.11. przedstawiony zostat przyklad eksperymentu prowadzonego z wykorzystaniem
macierzy oligonukleotydowej. Wyizolowany z materiatu biologicznego RNA przepisywany
jest na cDNA, ktory stanowi matryce do transkrypcji in vitro. Podczas niej, do tworzacego si¢
cRNA, dolaczana jest biotyna. W kolejnym etapie biotynylowany cDNA znakowany jest
fluorescencyjnie (fikoerytryna) przy uzyciu streptawidyny. Po hybrydyzacji probki z
mikromacierza chip jest odmywany a obraz uzyskiwany w wyniku réznej fluorescencji
poszczegbdlnych pdl jest skanowany 1 analizowany. Potozenie pdl 1 ich intensywnos¢
dostarczaja informacji o genach badanych komorek. Podczas eksperymentu prowadzonego z
tym rodzajem macierzy mozna stwierdzi¢ jakie geny sa obecne w probce lub okresli¢

kolejno$¢ zasad w niezsekwencjonowanych fragmentach DNA.
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Rys. 12.11 Schemat przebiegu eksperymentu z wykorzystaniem macierzy cDNA

W przypadku stosowania obu mikromacierzy wazne jest aby zadba¢ o odpowiednie warunki
podczas hybrydyzacji. Przebiega ona podczas kilkunastogodzinnej inkubacji w odpowiedniej
komorze zapewniajacej rownomierny dostep probki do catej powierzchni mikromacierzy. Po
wzbudzeniu znacznikow fluorescencyjnych zrodtem $wiatla o odpowiedniej dtugosci (laser)
dane zbierane sg z wykorzystaniem czytnika konfokalnego. Intensywnos$¢ fluorescencji jest
proporcjonalna do ilosci czasteczek zhybrydyzowanych do danego elementu mikromacierzy.
Dla macierzy oligonukleotydowych analiza polega na poréwnaniu intensywnos$ci
fluorescencji w obrebie kazdej pary sond oraz zebranie wynikow otrzymanych dla wszystkich
sond, ktére reprezentuja dany gen. Dzieki temu, mozna okresli¢ obecno$¢ i1 brak ekspresji
genu, jak réwniez poroéwnac poziomy ekspresji wielu genow. Natomiast w przypadku
mikromacierzy ¢cDNA otrzymuje si¢ dwa obrazy, tzn. niezaleznie zbierane sg sygnaly
pochodzace od dwoch barwnikéw (rozne barwniki dla proby eksperymentalnej i odniesienia).
Obrazy te moga zosta¢ na siebie natozone i porownywane moga by¢ intensywnosci sygnatow
poszczegbdlnych gendw. Nalezy tutaj wspomnie¢ o tym, ze gtdwna zaleta mikromacierzy, jaka
jest mozliwo$¢ uzyskiwana bardzo duzej liczy danych, stanowi rownocze$nie problem
polegajacy na skomplikowanej ich analizie.

Rynek mikromacierzy, zaréwno tych do badania DNA jak i macierzy biatkowych jest duzy.

Wsérod wielu firm wiodgce miejsca zajmujg m.in.: Affymetrics, Agilent Technologies,



Nanogen, PerkinElmer, Axon Instruments czy tez Biosite Diagnostic i Biacore International w

przypadku macierzy biatkowych.

12.7. MIKROMACIERZE A DIAGNOSTYKA | LECZENIE

Ze wzgledu na swe liczne =zalety mikromacierze ciesza si¢ rosngcym
zainteresowaniem. Wynika to z usprawnienia prowadzonych badan dzigki temu, ze mozliwe
jest wykonywanie do kilkudziesigciu tysiecy analiz rownocze$nie z wykorzystaniem
pojedynczego chipu. Istotne wydaje si¢ by¢ ich zastosowanie w diagnostyce a takze leczeniu
chordb, to wihasnie dzigki nim mozliwe bedzie precyzyjne i szybsze diagnozowanie chorob,
badanie ich przyczyn i mechanizméw powstawania, jak réwniez wybor najwlasciwszej
metody leczenia. Wykorzystujac mikromacierze bedzie mozna opracowywac specyficzne
lekarstwa w schorzeniach bedacych wynikiem zmian genetycznych. To wlasnie w tego typu
analizach widzi si¢ mozliwos¢ znalezienia lekarstw w takich chorobach jak: AIDS, choroba
Alzheimer’a, nowotwory. Ich uzyteczno$¢ zostata juz potwierdzona w badaniach klinicznych,
ktérych celem bylo przewidywanie skutkow choroby nowotworowej u pacjentow
poddawanych okreslonej terapii. Sg juz komercyjnie dostgpne chipy m.in. do analiz sekwencji
wirusa HIV czy tez do analizy mutacji w genie p53 (ktéry kontroluje prawidtowe podziaty
komorek i pozwala okresli¢ predyspozycje do nowotwordéw). I mimo, ze koszt zakupu
pojedynczego chipu diagnostycznego w AIDS to koszt rzedu wzglednie niski bo wynoszacy
kilkadziesigt dolarow, to zakup urzadzenia do odczytu 1 interpretacji danych to ponad 100
tysigcy dolarow. Ponadto dzigki chipom DNA mozliwe jest jednoznaczne wskazanie choroby,
w wyniku okreslenia ekspresji genow. Przyktadem takim moze by¢ rozpoznawanie r6znych
odmian nowotwordéw - ostrej biataczki limfatycznej od ostrej biataczki szpikowej, ktore nie
jest mozliwe przy wykorzystaniu metod zwykle stosowanych w diagnostyce. Jak wiadomo
brak wlasciwego rozpoznania to w konsekwencji niemozliwo$¢ podjecia niewtasciwego
leczenia, co wydaje si¢ niezwykle istotne ze wzgledu na zupelie inne leczenie, ktore
stosowane jest w tych dwoch przypadkach. Miniaturowe macierze usprawnig badania
toksykologiczne jak réwniez beda dogodnym narzedziem w badaniach nad ewolucja
gatunkéw. Badania z ich wykorzystaniem pozwolg na mapowanie gendow 1 okreSlenie

rzeczywistej ich funkgcji.
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