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DNA microarrays in medical diagnostics
Summary

Many techniques of molecular biology have already been successfully ap-
plied in medicine. It seems that in the nearest future, DNA microarrays can also
become a useful tool in medical practice. They enable early and precise diagnos-
tics, help to identify disease, predict its outcome and monitor its treatment.
DNA microarrays are most frequently applied in medical sciences to detect
chromosomal aberrations (CGH arrays), screen single nucleotide mutations (SNP
arrays), identify pathogens and profile gene expression. Recently, especially de-
signed DNA microarrays have been introduced to profile the expression of
microRNA genes. The majority of projects involving DNA microarrays have been
devoted to cancer research. Here, the most prominent examples are described.
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1. Wstep

Biologia molekularna jest tg dziedzing wiedzy, ktéra w ostat-
nich dekadach w sposéb szczegolny wptyneta na rozwéj medycy-
ny, decydujac o jej obecnym ksztalcie. Szereg technik stosowa-
nych poczatkowo wytacznie w badaniach podstawowych, na or-
ganizmach modelowych, praktycznie zrewolucjonizowato diag-
nostyke medyczng. Wystarczy wspomniec chociazby o takich meto-
dach jak ELISA czy PGR. Za kolejny punkt przelomowy, zaréwno
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w biologii molekularnej jak i medycynie, z pewnoscig uzna¢ mozna poznanie peinej
sekwencji genomu ludzkiego. W konsekwencji nastgpit rozwoj réznego typu tech-
nologii mikromacierzowych, ktore w krotkim czasie staly sie jednym z gtéwnych na-
rzedzi stuzgcych zaréwno do badania struktury genomoéw, jak i mechanizméw decy-
dujacych o sposobie ich funkcjonowania. Juz wkrétce technotogie mikromacierzo-
we, jak sie wydaje, znajdg zastosowanie takze w medycynie praktycznej. Analiza
oparta na mikromacierzach DNA umozliwia bowiem: 1) diagnoze jeszcze przed po-
jawieniem sie wyraznych symptomow choroby; 2) identyfikacje nowych jednostek
chorobowych lub nowych wariantéw znanych choréb; 3) ocene predyspozycji pa-
cjentéw do zapadania na réznego typu choroby; 4) precyzyjng ocene stopnia za-
awansowania choroby; 5) prognozowanie dalszego rozwoju choroby; 6) dobér opty-
malnej terapii; 7) monitorowanie odpowiedzi na terapie i badanie metabolizmu lekéw
8) identyfikacje potencjalnych celéw terapeutycznych, np. genéw czy biatek (1-11).

Zadna ze stosowanych dotad metod diagnostycznych nie dostarcza tak wielkiej
ilosci informaciji, trudno dziwi¢ sie zatem, ze podjeto szereg krokéw zmierzajacych
do praktycznego wykorzystania mikromacierzy DNA (2,12). Obecnie gtéwng prze-
szkodg w realizacji tego celu jest: 1) wysoki koszt zaréwno samych macierzy jak
i aparatury niezbednej do przeprowadzenia testu; 2) skomplikowana analiza wyni-
kéw oraz 3) brak odpowiedniej liczby whasciwie przeszkotonego personelu medycz-
nego. Dzieki opracowaniu procedur amplifikacji analizowanej proby pozyskanie od-
powiedniej ilosci materialu przestato juz byé problemem. Niezwykle dynamiczny
rozwoj mikro- i nanotechnologii pozwala wierzy¢, ze cena testu opartego na mikro-
macierzach bedzie stopniowo spada¢, a standaryzacja protokotéw znakowania prébki
oraz analizy wynikéw sprawi, ze badanie bedzie mogto by¢ przeprowadzone przez
kazdego analityka medycznego.

W przedstawionej pracy na wybranych przykiadach pokazane zostang mozliwos-
ci wykorzystania mikromacierzy DNA w diagnostyce medycznej. Mamy nadzieje, ze
w sposOb wtasciwy zobrazujg one olbrzymi potencjat tkwigcy w technologiach ma-
cierzowych.

2. Wykrywanie zmian w strukturze genomu

jednym z najbardziej oczywistych zastosowan mikromacierzy w medycynie jest
diagnostyka chordb o podtozu genetycznym. W przypadku tzw. choréb jednogeno-
wych, takich jak mukowiscydoza, sprawa jest prosta - wystarczy pozna¢ sekwen-
cje genu (w mukowiscydozie genu CFTR, ang. Cystic Fibrosis Transmembrane Con-
ductance Regulator), okresti¢, ktore mutacje prowadzg do rozwoju choroby i spraw-
dzi¢ ich obecnos$¢ w badanej probce DNA (6). Do tego celu nie potrzeba jednak sto-
sowa¢ mikromacierzy. Prawdziwe wyzwanie stanowig choroby o podiozu wielo-
czynnikowym, do ktérych naleza m.in. nowotwory, nazywane nawet ,chorobami ge-
nomowymi” (13).
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Istniejaca w populacji genetyczna zmienno$¢ osobnicza, w przewazajacej czesci
spowodowana polimorfizmem pojedynczych nukleotydéw (SNP, ang. Single Nucleoti-
de Polymorphism), Scisle wigze sie z predyspozycjami do zapadania na okreslone cho-
roby (14). Szacuje sie, ze ogélna liczba SNP w genomie ludzkim wynosi 9-20 min
(2,3,13,14). istnieje kilka strategii identyfikacji polimorfizmu genetycznego (14,15),
jednak nie wszystkie nadajg sie do badan catych genomoéw. Pod wzgledem ilosci
SNP, ktére mozna analizowa¢ w pojedynczym eksperymencie, platformy oparte na
mikromacierzach nie majg sobie réwnych. Pierwsze chipy SNP opracowano juz pod
koniec lat 90. ubiegtego wieku, jednakze obejmowaty one zaledwie od 500 do 2000
mutacji (3,16-18). Na przestrzeni ostatnich dziesieciu lat technologia chipéw SNP
bardzo sie rozwinefa (3,14,19). Obecnie najnowszy chip SNP firmy Affymetrix (Geno-
me-Wide Human SNP Array 6.0) zawiera blisko milion sond dla SNP i drugie tyle
przeznaczonych do detekcji zmian liczby kopii gendéw (20, www.afiymertix.com).
Konkurencyjna mikromacierz Illuminy (HumanIM-Duo, technologia Infmium HD
BeadChip) pozwala na identyfikacje 1,1 min SNP (www.illumina.com).

Praktyczne zastosowanie majg czesto takze mniejsze macierze, stuzace do iden-
tyfikacji SNP w konkretnych genach, ktérych powigzanie z dang choroba zostato juz
udowodnione. Wiadomo na przyktad, ze niektére warianty potimorficzne genu ABCA4
(ang. ATP-Binding Cassette) powodujg rozwo6j chordb siatkéwki, m.in. zespotu Star-
gardta, dystrofii precikowo-czopkowej czy makutopatii (zwyrodnienia plamki z6t-
tej). Macierz przeznaczona do wykrywania SNP w genie ABCA4 pozwolita zidentyfi-
kowac¢ wiele mutacji, nie wykrytych dotgd metodami takimi jak analiza SSCP (ang.
Single Strand Conformation Polimorphism) i heteroduplekséw (HD) (21). Niewielkg ma-
cierz opracowano takze do detekcji polimorfizmu genu ATP7B w populacji stowac-
kiej (22). W genie ATP7B zidentyfikowano dotychczas ponad 300 mutacji, przy czym
niektdre z nich wywotuja autosomaing recesywng chorobe Wilsona. Dotychczas sto-
sowana diagnostyka molekularna tego schorzenia korzystata z metod takich jak ma-
powanie restrykcyjne, amplifikacja genu ze specyficznym adapterem lub bezposred-
nie sekwencjonowanie genu.

Macierze SNP nadajg sie nie tylko do identyfikacji polimorfizmu i mutacji, ale
rowniez do badania takich zaburzeh w genomie jak: utrata heterozygotycznosci
(LOH, ang. Loss-ofHeterozygosity), zmiana liczby kopii (CNV, ang. Copy Number Varia-
tion), nierdwnowaga alleliczna (Al, ang. Allelic Imbalance), disomia jednorodzicielska
(UPD, ang. Uniparental Disomy) czy niewlasciwa metylacja chromatyny (3). LOH uzna-
je sie za jedng z wazniejszych przyczyn inaktywacji mechanizmu supresji nowotwo-
row, Przykladami genow petnigcych role supresoréw nowotworzenia sg: pl6, p53,
pRB i PTEN, ulokowane w regionach genomu charakteryzujacych sie wysoka
czestoscig wystepowania LOH (13). Zastosowanie chipéw SNP pozwolito wykry¢ za-
leznos¢ pomiedzy LOH a rozwojem wielu choréb nowotworowych, w tym raka ptuc,
pecherza moczowego i biataczek. Z kolei zmiane liczby kopii skorelowano z patoge-
neza m.in. raka prostaty (w obrebie genéw TPD52 i PSAP), czerniaka (w obrebie
genu MITF) i raka jajnika (w obrebie genu Notch3) (3). Na podstawie analizy mikro-
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macierzowej SNP w ostrej biataczce szpikowej wykazano dysomie jednorodzicielskg
w regionach chromosoméw, w ktérych znajdujg sie loci dla genéw CEBPA, WTI,
FLT3 i RUNX1. U pacjentéw cierpigcych na ostrg biataczke szpikowag w genach tych
czesto wystepujg mutacje, a wewnetrzna duplikacja tandemowa w sekwencji FLT3
stanowi jeden z markeréw diagnostycznych i prognostycznych tej choroby (3).

Interesujagcy przyktad praktycznego zastosowania mikromacierzy SNP opisali
niedawno Strauss i wsp. (23). Autorzy wykorzystali chipy Affymetrix na 10 tys. SNP
do okreslenia genotypéw dziesieciorga cztonkdw rodziny amiszéw, w ktorej na
Swiat przyszio dziecko z uposledzong funkcja ukladu immunologicznego (SCID,
ang. Severe Combined Immune Deficiency Syndrome). W izolowanej populacji amiszéw
chorobe te wywotujg mutacje w co najmniej szesciu réznych genach. Najskutecz-
niejszg forma leczenia jest przeszczep macierzystych komérek szpiku od dawcy
zgodnego pod wzgledem antygendéw tkankowych HLA (ang. Human Leukocyte Anti-
gens). Transplantacja powinna sie odby¢ w pierwszych miesigcach zycia dziecka. Ze
wzgledu na niechetny stosunek amiszéw do nowoczesnych technologii i systemu
ubezpieczeh zdrowotnych 60" ich dzieci z objawami SCID umiera przed ukorcze-
niem drugiego roku zycia. Pomijajac aspekt religijno-obyczajowy przeprowadzenie
wszystkich badan, uwzgledniajacych m. in. okre$lenie serotypéw HLA z zastosowa-
niem sond molekularnych i sekwencjonowanie DNA, jest kosztowne i czasochtonne.
Strauss i wsp. wykazali, ze za pomocag macierzy SNP mozna otrzymac¢ réwnie miaro-
dajne wyniki (haplotypy SNP zamiast serotypéw HLA) w ciggu zaledwie trzech dni,
przy czym koszt badania dla dziesieciu os6b miesci sie w kwocie 1500 USD. W opi-
sanym przyktadzie przebadanie calej rodziny pozwolito stwierdzi¢, ze po pierwsze
badane niemowle jest homozygotg pod wzgledem zmutowanego genu RAGI, a po
drugie tylko jedno z siedmiorga rodzenstwa ma identyczny haplotyp HLA, a zatem
mogto sta¢ sie dawcg komérek hematopoetycznych.

Wynik analizy z zastosowaniem mikromacierzy SNP stanowi swoisty genetyczny
odcisk palca (ang. geneticfingerprint), dodatkowo informujacy o ryzyku wystgpienia
réznych choréb i ewentualnej wrazliwosci na terapie (3). Podstawowym problemem
ograniczajacym stosowanie macierzy SNP sg wysokie wymagania odnosnie do czy-
stosci (homogennosci) probki do badan LOH i CNV. Zaklada sie, ze aby wynik bada-
nia byt wiarygodny, ilos¢ komérek nowotworowych w pobranej prébce materiatu
powinna przekracza¢ 90”. Nie zawsze jest to mozliwe, bowiem fragmenty wycietej
w trakcie operacji tkanki czesto zawierajg mieszanine komérek. Na szczescie stoso-
wanie metod takich jak mikrodysekcja laserowa (LCM, ang. Laser-Capture Dissection)
pozwala na precyzyjne pobranie tkanki, ktorej niewielka ilos¢ moze zostaé skom-
pensowana poprzez zastosowanie procedur amplifikacji probki (13). Stwierdzono,
ze do badania nadaje sie rowniez DNA wyizolowane z zamrozonych tkanek, w prze-
ciwienstwie do czesciowo zdegradowanego DNA z preparatow parafinowych kon-
serwowanych formaling.

Do badania wiekszych zmian w genomie, takich jak delecje czy duplikacje catych
chromosomoéw badz ich fragmentéw, uzyteczne sg mikromacierze CGH (ang. Compa-
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rative Genomie Hybridization), z powodzeniem stosowane przez ostatnie kilkanascie
lat (13,19,24,25). Za pomocg CGH wykazano np., ze gen ERBB2 podlega amplifikaciji
w ok. 35% przypadkéw raka piersi (20). Scharakteryzowano tez rd6znice w liczbie ko-
pii genéw w raku prostaty, przewleklej biataczce szpikowej (2) oraz nowotworze
mozgu, glejaku (26).

Obok opisanych zmian na funkcjonowanie genomu wplywa takze regulacja epi-
genetyczna. Az 80% dinukleotydéw CpG w DNA genomowym cztowieka podlega me-
tylacji. Nieprawidtowy przebieg tego procesu jest zrédtem wielu choréb, szczegél-
nie nowotworowych (2,27,28). Opracowano juz technologie mikromacierzowe umoz-
liwiajgce analize wzoru metylacji i identyfikacje tzw. markeréw epigenetycznych
m. in. w biataczce (29), chtoniaku (30), raku piersi (31), prostaty (32), jajnikoéw (33)
i okreznicy (34).

Oddziatjwania DNA-biatka sg jeszcze jednym ze sposobéw regulacji aktywnosci
genomu. Mozna badac je za pomocg technologii ChlP-on-chip (24). Metoda ta po-
zwala precyzyjnie okresli¢, ktére fragmenty chromatyny wigzg sie z biatkami, gtow-
nie czynnikami transkrypcyjnymi, a zatem ktére fragmenty DNA genomowego sg ak-
tywne transkrypcyjnie. Poniewaz liczne choroby nowotworowe spowodowane sg
zaburzeniami procesu transkrypcji, metoda ChlP-on-chip stanowi jedno z potencjal-
nych mikromacierzowych narzedzi diagnostycznych (2,13,35).

3. Badanie transkryptomu - diagnoza oparta na profilach ekspres;ji
genéw kodujacych biatka

Kazda komoérka czy tkanka charakteryzuje sie specyficznym dla niej profilem
ekspresji genéw. Markerem réznicujgcym stan chorobowy od fizjologicznego moze
by¢ obecnos¢ albo brak okreslonego transkryptu (zmiana jakosciowa), ale bardzo
czesto jest to jedynie zmiana ilosciowa, wyrazona w postaci kilkukrotnej réznicy
w ilosci danego mRNA.

Juz w 1999 r. Golub i wsp. (36) wykazali, ze profil ekspresji wybranych genoéw,
wyznaczony za pomocg mikromacierzy oligonukleotydowych (chipéw Affymetrix),
moze stuzy¢ jako klasidikator ostrych biataczek - szpikowej i limfobtastycznej. Nie-
wiele pbzniej Alizadeh i wsp. (37) postuzyli sie podobng metoda (macierze cDNA) do
klasyfikacji chtoniaka. Opracowane przez nich narzedzie, tzw. Lymphochip, umozli-
wito precyzyjne rozréznienie dwéch podtypéw chioniaka, wywodzacych sie z od-
rebnych linii komorek i cechujgcych sie odmienng reakcjg na chemioterapie.
W 2004 r. ukazaly sie dwie prace prezentujgce klasyfikatory nowych podtypow
ostrej biataczki szpikowej (38,39).

Oprocz biataczek i chtoniakéw badaniami z zastosowaniem mikromacierzy eks-
presyjnych objeto wiele innych chor6b nowotworowych (5,7,10,12,40-42). Macierze
DNA umozliwity identyfikacje genéw - kandydatéw na markery diagnostyczne
m. in. raka; jajnika (43), piersi (44-46), prostaty (47-50), okreznicy (51) i ptuc (52,53).
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Poréwnujac profile ekspresji genéw w réznych gruczolakorakach (ptuc, piersi, pro-
staty, odbytu, macicy, jajnikéw), zarbwno pierwotnych jak i wtérnych, wyodrebnio-
no sygnature ekspresji genéw typowa dla przerzutéw guzéw litych i ztej prognozy
(54). Dowiedziono tez, ze jednym z gendéw podlegajacych represji w gruczolakora-
kach jest czynnik transkrypcyjny RUNX1, znany supresor nowotworéw (55).

W klasycznych badaniach histologicznych uwidoczniono podobienstwo pomie-
dzy procesem gojenia sie ran i transformacjg nowotworowa. Te same mechanizmy
naprawcze, ktére zaangazowane sg w procesy zapalne (stymulacja fibroblastow,
proliferacja komoérek nabtonka, migracja komorek, koagulacja komérek krwi, angio-
geneza) moga by¢ aktywowane podczas rozwoju nowotworu, lokalnej inwazji i prze-
rzutéw do innych organéw. W badaniach molekularnych z wykorzystaniem mikro-
macierzy i analizach bioinformatycznych opartych na danych dostepnych w publicz-
nych bazach danych wykazano, ze istnieje grupa ponad pieciuset genéw o podob-
nym profilu ekspresji w ztosliwych nowotworach (piersi, ptuc, ukladu pokarmowe-
go, prostaty) oraz w fibrobtastach r6znego pochodzenia, hodowanych z dodatkiem
surowicy cietecej (FBS, ang. Fetal Bovine Serum) (56). Sygnatura ta, nazwana Fibroblast
Core (Common) Serum Response (CSR), stanowi¢ moze uniwersatne narzedzie diagno-
styczne do klasyfikacji nowotworéw, okreslenia stopnia ich zaawansowania (ztosli-
wosci), wczesnego wykrywania przerzutdw i szacowania prognozy. Z zastosowa-
niem mikromacierzy okreslono takze stopien ztosliwosci gwiazdziaka, jednego
z najpowszechniejszych nowotworéw centralnego uktadu nerwowego (57,58).

Borczuk i wsp. (53) wykorzystali chipy Affymetrix do identyfikacji genéw marke-
rowych raka ptuc w prébkach uzyskanych od pacjentéw metoda biopsji. Mimo ze
preparaty pobrane w ten sposOb czesto zawieraja domieszki komérek prawidto-
wych (ptuc, miesni, skéry, leukocytéw) wykazano, ze nie przeszkadza to w ich wy-
korzystaniu do celéw diagnostycznych z zastosowaniem mikromacierzy DNA. Zi-
dentyfikowano blisko sto genéw, ktérych ekspresja decyduje o przynaleznosci do
histologicznej klasy raka ptuc, np. gruczotakoraka, raka drobnokomérkowego i raka
ptaskonabtonkowego. Wytoniono réwniez geny o potencjalnym znaczeniu progno-
stycznym (53). W badaniach niedrobnokomorkowego raka ptuc okreslono profile
ekspresji genéw typowe dla histologicznych podtypéw tej choroby, zidentyfikowa-
no sygnatury genowe informujgce o stadium choroby, prognozie, stopniu zréznico-
wania nowotworu i mozliwosci wystapienia przerzutow. Stwierdzono, ze organo-
specyficzny gen LUNX, charakteryzujacy sie wysokim poziomem ekspresji w zdro-
wych ptucach, a niewykr>"alny w zadnej innej zdrowej tkance, moze stuzy¢ jako
gen markerowy do wczesnej detekcji przerzutéw (52). Zaobserwowano ponadto, ze
profil ekspresji genéw w raku ptuc u palaczy tytoniu znaczgco rézni sie od profilu
ekspresji gendéw w raku ptuc u osob niepalgcych, co sugeruje udziat odmiennych,
zaleznych od uwarunkowan s$rodowiskowych, mechanizméw w patogenezie raka
ptuc (52).

Lapointe i wsp. (50) poddali analizie na mikromacierzach cDNA ponad 60 prébek
guzéw prostaty w zestawieniu z 40 probkami zdrowej tkanki. Metodg grupowania
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hierarchicznego uzyskano nie tylko rozréznienie prébek chorych od zdrowych, ale
takze wyodrebniono trzy podklasy raka prostaty, niezalezne od stopnia zaawanso-
wania nowotworu. Dwa potencjalne markery (MUCI i AZGPI) przeanalizowano me-
todg immunochemiczng na macierzy tkankowej. Stwierdzono, ze wysoka ekspresja
genu MUCI s$wiadczy o duzym ryzyku wystgpienia nawrotu choroby, w przeciwien-
stwie do wysokiej ekspresji genu AZGPI, charakterystycznej dla zdrowej tkanki.

Rak piersi, ze wzgledu na powszechnos$¢ wystepowania, jest jednym z najczes-
ciej badanych nowotworéw. Dotychczasowe metody klasyfikacji raka piersi nie sg
w stanie odda¢ klinicznej r6znorodnosci tej choroby. Klasycznym juz molekularnym
markerem diagnostycznym jest ekspresja receptoroéw estrogenowych (ER). W bada-
niach mikromacierzowych wyrézniono pie¢ podtypéw molekularnych raka piersi
(45). W sposéb powtarzalny w badaniach innych grup obserwuje sie wystepowanie
gtéwnie dwéch podtypdéw. Jest to podtyp przewodowy (luminalny, ang. luminal A)
i podtyp podstawny (bazalny, ang. basal-like). Pierwszy charakteryzuje sie ekspresjg
genu receptora estrogenowego oraz markerow warstwy wewnetrznej nabtonka
przewodow mlekowych, drugi za$ wykazuje brak ekspresji genu ER i obecno$¢ mar-
kerow warstwy podstawnej nabtonka. Podtyp luminalny charakteryzuje sie tepszym
rokowaniem niz podtyp bazalny. W licznych badaniach raka piersi zidentyfikowano
takze geny zwigzane z prognoza (44-46,60) i wykazano roznice w profilu ekspresiji
genéw m. in. w nowotworach wywotanych mutacjami w genach BRCAI i BRCA2
(45,61-63). Na przyktadzie raka piersi zademonstrowano roéwniez, ze mikromacierze
DNA mogg by¢ pomocne w detekcji komérek nowotworowych, ktére uwalniane sg
do krwi pacjentdéw. Sposréd 170 gendéw o zréznicowanej ekspresji w nowotworach
naciekajacych piersi wybrano 12 markeréw molekularnych (o ok. 10-krotnie podwyz-
szonej ekspresji), ktére mozna tatwo wykry¢ w prostym tescie z probki krwi (62).
Niezwykle waznym aspektem badarn genomicznych raka piersi jest powigzanie wyni-
kéw analizy ekspresji genéw z terapia. W wielu przypadkach niskozaawansowanego
raka piersi stosowanie uzupetniajgcej chemioterapii jest zbedne i przynosi organi-
zmowi wiecej szkody niz pozytku. Z kolei pewien odsetek przypadkéw, mimo ni-
skiego zaawansowania i pozornie dobrego rokowania ma zwiekszone ryzyko rozsie-
wu i wymaga agresywnej terapii (41,46,60). Sgjuz na rynku ustug medycznych testy
mikromacierzowe, ktdre na podstawie profilu ekspresji wybranych genéw wspoma-
gaja rokowanie i pozwalajg dobiera¢ terapie w bardziej zindywidualizowany spo-
s6b. Test MammaPrint (70-genowa sygnatura prognostyczna, cyt. 46) ma znaczenie
wspomagajgce przy wprowadzaniu uzupetniajgcej chemioterapii u pacjentek poni-
zej 65 r.z., z guzem TI-2 i bez przerzutéw do weztéw chtonnych. Z kolei test Onco-
type DX (21 gendw) ma zastosowanie do pacjentek TI-2, NO, z guzami estrogenodo-
datnimi, ktére sg zakwalifikowane do uzupelniajgcego leczenia hormonalnego
i chemioterapii. Na podstawie wskazan testu niektore pacjentki mogg unikng¢ nie-
potrzebnego w ich przypadku podawania cytostatykow.

Wiele prac poswiecono réwniez analizom profili ekspresji genéw w raku bro-
dawkowatym tarczycy. Wykazano, ze komorki guza wykazujg zwiekszong ekspresje
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m.in. genéw odpowiedzialnych za odpowiedZz immunologiczng (64). Od kilku lat
prace w tej dziedzinie prowadzone sg z powodzeniem takze przez polski zespot
pod kierunkiem prof. B. jarzgb z Centrum Onkologii w Gliwicach. Z zastosowaniem
chipéw Aflfymetrix opracowano ztozony z 20 sond klasyfikator molekularny raka
brodawkowatego tarczycy (65). Wykazano réwniez, ze rak brodawkowaty tarczycy
charakteryzuje sie wysokim poziomem ekspresji wielu gendw, ktére nie byly dotad
zaliczane do klasycznych markeréw transformacji nowotworowe;.

Badania ekspresji gendéw w chorobach nienowotworowych prowadzone sg na
mniejszg skale. Na podstawie analizy wycinkéw tkanki sercowej, pobranych od pacjen-
tow cierpigcych na choroby serca uwidoczniono, ze istniejg co najmniej dwie nieroz-
réznialne histologicznie odmiany kardiomiopatii rozstrzeniowej (66). Mikromacierze
coraz czesciej znajdujg tez zastosowanie w badaniach profilu ekspresji genéw w cho-
robach moézgu, chociaz ograniczona dostepno$¢ materiatu i istnienie bariery krew-
-mo6zg utrudnia przeprowadzenie testow molekularnych. Szacuje sie, ze w ukladzie
nerwowym aktywnych jest ok. polowy gendéw zakodowanych w tudzkim genomie,
przy czym wiete z nich to transkrypty specyficzne dta mézgu i syntetyzowane w nie-
wietkich ilosciach (67). Zastosowanie mikromacierzy cDNA do badania gitejaka, najbar-
dziej ztosliwej odmiany guza mézgu, doprowadzito do identyfikacji potencjatnego on-
kogenu - granutiny (68). Z kolei u chorych na stwardnienie rozsiane (MS, ang. Multi-
ple Sclerosis) wykryto podwyzszong ekspresje gendw kodujgcych m.in. takie biatka jak:
a-2-chimeryna (zwigzana z przemieszczaniem i adhezjg komérek), specyficzna dla
neuronéw enolaza i ATP-aza (biorace udziat w regutacji cyklu komérkowego i home-
ostazy) czy receptor kwasu retinowego a-l (odpowiedzialny za przekaz sygnatow)
(69). Brak gendw kodujacych biatka presynaptyczne, zaangazowane w transmisje bodz-
coéw nerwowych, wykazano stosujgc macierze cDNA w badaniach schizofrenii (70).
Podjeto takze préby okrestenia profitu ekspresji gendéw w nowotworach gltowy i szyi
(71,72). Wytonione geny réznicujgce kodowaly biatka biorgce udziat w adhezji komo-
rek, inwazji, cyklu komérkowym, naprawie DNA, transkrypcji i przekazie sygnatéw od
czynnikéw wzrostu. Ponadto dowiedziono, ze dokonana na bazie profiléw ekspresji
genow klasyfikacja nowotwordw glowy i szyi wykazuje v.'ieksza zgodnos$¢ z klasyfika-
Cjag na podstawie oceny histopatologicznej niz na podstawie umiejscowienia nowo-
tworu (71). Przebadanie pacjentow z rakiem ptaskonabtonkowym jamy ustnej zaowo-
cowalo identyfikacjg gendéw, ktérych ekspresja wyraznie wzrasta lub ulega zahamowa-
niu podczas rozwoju guza i tworzenia przerzutéw (72). Wsréd genéw o podwyzszonej
ekspresji znalazly sie np. tenascyna, juz wczesniej powigzana z patogenezg howotwo-
réw glowy i szyi. Na podstawie anatizy profilu ekspresji genéw w 25 liniach komdrko-
wych, wywodzacych sie z raka ptaskokomoérkowego gtowy i szyi, wykazano zréznico-
wanie pomiedzy liniami, widoczne w postaci wyraznego podziatu na dwie grupy o od-
miennym poziomie ekspresji genéw zwigzanych z protiferacja, odpowiedzig na czyn-
niki wzrostu, regutacjg cyklu komorkowego i supresjg nowotworzenia (73).

W badaniach poswieconych chorobie Alzheimera zastosowanie mikromacierzy
cDNA pozwolito wykry¢ zmiany w poziomie ekspresji ponad trzydziestu gendéw
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w przypadkach Sredniozaawansowanej demencji. Jeden z tych genéw koduje synap-
syne |l, biatko odpowiedzialne za uwalnianie neurotransmiteréw z pecherzykow sy-
naptycznych (74). Na podstawie analizy wynikow otrzymanych z zastosowaniem chi-
pow Affymetrix wytoniono sporg grupe blisko 3,5 tys. gendw, ktérych ekspresja byta
znaczaco skorelowana z obecnoscig symptomoéw charakterystycznych dla choroby
Alzheimera (75). Wiekszos$€ z nich to geny o podwyzszonej ekspresji, kodujgce czyn-
niki transkrypcyjne, supresory nowotworzenia, geny regulujgce proliferacje i adhezje
komoérek, prekursory amyloidu, a takze biatka metabolizmu lipidéw. Kolejng grupe
stanowig geny odpowiedzialne za apoptoze, procesy zapalne i stres oksydacyjny.
Geny, ktorych produkty uczestniczg w metabolizmie biatek (w tym fatdowaniu
i transporcie) znalazty sie w grupie gendw o obnizonym poziomie ekspresji. Ponad
szeséset gendbw w ww. sygnaturze opisano jako specyficzne dla wczesnego stadium
rozwoju choroby, co mozna wykorzysta¢ w diagnostyce choroby Alzheimera.

Wprowadzenie metod takich jak mikrodysekcja laserowa i PGR na materiale wy-
izolowanym z pojedynczej komaorki powinno utatwi¢ szersze stosowanie mikroma-
cierzy w badaniach schorzen centralnego uktadu nerwowego. Wiekszos¢ prac w tej
dziedzinie jak dotad powstata na bazie niewielkiej liczby pacjentéw, co wprawdzie
wzbogacito naszg wiedze na temat molekularnych podstaw rozwoju choréb neuro-
degeneracyjnych, jednakze do praktycznego stosowania mikromacierzy w ich dia-
gnostyce jeszcze daleko. Obecnie mikromacierze ekspresyjne najpowszechniej wy-
korzystywane sa w diagnostyce choréb nowotworowych. Dla przyktadu komercyjnie
dostepnych jest juz ponad 60 testoéw produkcji francusko-amerykanskiej firmy Ipso-
gen, wszystkie one ukierunkowane sg na diagnostyke biataczek (www.ipsogen.com).
Firma Ipsogen w 2008 r. rozpoczeta takze sprzedaz macierzy przeznaczonych do
diagnostyki raka piersi (produkt z serii MapQuont Macierz ta, oparta na tech-
nologii Affymetrix, sktada sie z 97 gendw, ktérych poziom ekspresji pozwala oceni¢
stopienn zaawansowania nowotworu i podatnosé na leczenie.

4. Diagnostyka oparta na profilach ekspresji genéw kodujacych mikroRNA

w momencie gdy dowiedziono, ze mate regulatorowe RNA (mikroRNA/MiRNA)
petnig podstawowg role w wielu procesach rozwojowych i chorobowych, takich jak
wzrost, proliferacja, ro6znicowanie komadrek, apoptoza i transformacja nowotworo-
wa, zwrocono takze uwage na ogromne znaczenie diagnostyczne tych czgsteczek
(76,77). miRNA to krétkie 20-25-nukleotydowe czgsteczki kwasu rybonukleinowego,
ktore nie kodujg biatek, lecz biora udziat w regulacji ekspresji genéw. Poniewaz bar-
dzo czesto petnig one funkcje supresorow onkogendéw, niedobdr jednego lub kilku
miRNA moze by¢ przyczyng rozwoju wielu chor6b nowotworowych (76). Nie bez
znaczenia jest fakt, ze niektore geny kodujagce miRNA zlokalizowane sg w miejscach
chromosoméw szczegdlnie podatnych na pekniecia i rearanzacje (78). Tak jest m.in.
w przypadku genéw miR-15a i miR-16a, zlokalizowanych w podlegajacym czestym de-
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legom regionie chromosomu 13ql4. Brak tych gendw stwierdzono w przewlekiej
biataczce limfocytowej (78). Na podstawie kompleksowej analizy mikromacierzowej
stwierdzono, ze 129 sposréd 217 badanych miRNA charakteryzuje sie obnizonym po-
ziomem ekspresji w nowotworach w poréwnaniu ze zdrowa tkanka, z ktorej dany
nowotwor pochodzi (77). Dodatkowo okazuje sie, ze tkankowospecyficzna sygnatu-
ra mikroRNA moze byé znacznie bardziej uzyteczna w diagnostyce niz profil ekspre-
sji gendw kodujacych biatka. Poréwnujgc ze sobg wzory ekspresji ok. dwustu miRNA
w ponad trzystu ludzkich prébkach, w tym réznych liniach komérkowych, wykazano,
ze znajgc jedynie profil miRNA w komdrce mozna precyzyjnie okresli¢, z jakiej linii
zarodkowej ta komorka pochodzi, czy jest zdrowa lub chora oraz jaki typ nowotwo-
ru reprezentuje. Poréwnawczy test z udziatem mikromacierzy zawierajgcej sondy dla
ok. 16 tys. gendw kodujacych biatka nie dal tak jednoznacznych rezultatow (77).

W pézniejszych badaniach mikromacierzowych, obejmujacych 540 prébek po-
chodzacych m.in. z guzéw piersi, ptuc, zotadka, prostaty, trzustki i jelita, wyodreb-
niono uniwersalny zestaw miRNA o podwyzszonej ekspresji w guzach litych. Znalazty
sie w nim m.in. miR-155, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-92 oraz miR-106a (79).

W rakach piersi zidentyfikowano pietnascie miRNA o zmienionym poziomie eks-
presji w poréwnaniu z prébkami pobranymi od zdrowych oséb stanowigcych kontrole
(80). Profil ekspresji tych miRNA precyzyjnie réznicuje nie tylko podtypy raka piersi,
ale réwniez stopien zaawansowania nowotworu, odzwierciedlajac stan receptorow
estrogenowych, szybkos¢ proliferacji komérek oraz poziom unaczynienia guza. Naj-
wieksze réznice w poziomie ekspresji zaobserwowano dla miR-21, miR-125b, miR-145
oraz miR-155. Analogicznie jak w raku ptuc obnizona ekspresja let-7a Swiadczy
0 wystgpieniu przerzutéw do weztdw chltonnych oraz wysokim indeksie proliferacji,
co ponadto wigze sie z gorszag prognoza (80). W gruczolakoraku ptuc wysoki poziom
mir-155 i niski poziom let-7a-2 takze skorelowano z negatywng prognoza (81).

Biorgc pod uwage fakt, ze dotychczas u cztowieka scharakteryzowano ponad 400
gendw kodujacych miRNA (a zaktada sie, ze ich liczba nie przekracza tysigca), test mo-
lekularny obejmujacy wszystkie miRNA jest, jak sie wydaje, stosunkowo prosty w po-
réwnaniu z typowa macierza ekspresyjna, za pomocg ktérej bada sie jednoczesnie Kil-
kadziesiat tysiecy transkryptéw. Ponadto miRNA, w przeciwienstwie do mRNA cechuja
sie wiekszg trwatoscig - niezdegradowane miRNA znajdowano np. w preparatach
formalinowych (82). Pozostaje jedynie problem efektywnej izolacji i znakowania miRNA,
ktére stanowig zazwyczaj mniej nizjeden procent catkowitego RNA w komérce.

5. Identyfikacja patogenéw

Powyzej przedstawiono przykiady mikromacierzy majgcych zastosowanie w dia-
gnostyce poprzez wglad w strukture czy aktywno$¢ genomu ludzkiego. Nie nalezy
zapomina¢ jednak, ze przyczyna wielu choréb ludzkich sg drobnoustroje, zwykle
0 znacznie mniej skomplikowanych genomach niz nasz wlasny. Macierze zawie-
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rajgce sondy komplementarne do sekwencji kodowanych przez genomy mikroorga-
nizmow stanowi¢ moga znakomite narzedzie do identyfikacji patogenéw. Do celéw
diagnostycznych $wietnie nadajg sie mate mikromacierze, zaréwno oligonukleoty-
dowe jak i cDNA, ktore sg nie tylko tansze, ale i prostsze w analizie. W momencie
gdy mamy do czynienia z homologicznymi szczepami czy r6znorodnymi populacjami
drobnoustrojéw nieocenione staja sie mikromacierze ztozone z krétkich (>25 nt)
sond oligonukleotydowych, ktére cechujg sie wyzsza specyficznoscia (83,84).
W przeciwienstwie do klasycznych testéw mikrobiologicznych nie trzeba czeka¢ na
wzrost mikroorganizméw w kulturze in vitro, co znacznie skraca czas oczekiwania
na wynik badania.

Zréznicowanie genetyczne bakterii i wiruséw, powstajace na skutek czestych mu-
tacji i prowadzace do rozwoju nowych szczepow i serotypdw, nie tylko utrudnia dia-
gnoze, ale takze proces leczenia choroby. Dla przyktadu wirus grypy wystepuje w po-
staci trzech typow (A, B, C), przy czym typ A, ze wzgledu na réznice w genach ko-
dujgcych hemaglutynine (HA) i neuraminidaze (NA), dzieli sie na kolejne podtypy:
16 podtypéw HA (H1-H16) i 9 podtypow NA (N1-N9), co daje tacznie 135 kombinacji
(85,86)! Firma Combimatrix (www.combimatnx.com) wprowadzita juz do sprzedazy
(na razie do celéw badawczych) chip do identyfikacji 15 podtypéw HA i 9 podtypow
NA. Caly test mozna przeprowadzi¢ w ciggu niespetna czterech godzin. Chip ten
oparty jest na technologii potprzewodnikéw i mikromacierzy oligonukleotydowych
wysokiej gestosci, co zapewnia wysoka specyficznos¢, ale wigze sie tez z duzym
kosztem (ok. 700 USD). Townsed i wsp. (85) opracowali znacznie tansza (ok. 20 USD)
mikromacierz niskiej gestosci (tzw. FluChip-55), stuzgca do detekcji trzech podsta-
wowych podtypow wirusa A (HI NI, H3N2, H5N1) i wirusa grypy B. W tym przypadku
caly test zajmuje ok. 11 godz. W przysztosci planowane jest wzbogacenie macierzy
0 sondy dla innych szczepdéw wirusa, w tym wirusa ptasiej grypy. Z kolei chinski ze-
spot (86) opracowat niedawno macierz pozwalajaca na specyficzng detekcje 25 pod-
typOw wirusa grypy A po uprzedniej amplifikacji materialu metoda PCR.

Przyktadem bardziej uniwersalnego narzedzia do diagnostyki mikrobiologicznej
moze by¢ macierz DNA stuzaca do detekcji 25 najpowszechniejszych patogenéw
krwi, m.in. Acinetobacter, Citrobacter, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella,
Morganella, Proteus, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas, Streptococcus, Staphylococcus
! Candida (87). Macierz ta powstata na podstawie réznic w sekwencjach bakteryjne-
go genu 16S rRNA oraz grzybowego 18S rRNA. Znakowanie préby odbywa sie z za-
stosowaniem reakcji multipleksowego PCR ze starterami komplementarnymi do po-
limorficznych fragmentoéw gendw rybosomalnego RNA. Autorzy podajg, ze wykry-
walnos¢ na poziomie rodzaju siega 100%, natomiast na poziomie gatunku 96,7%.
Gtéwnym czynnikiem ograniczajgcym kliniczne stosowanie tej metody detekcji pa-
togendw jest wymagana ilos¢ materiatu wyjsciowego, wahajgca sie w granicach od
10 (E. coli) do 10" komoérek (S. aureus).

Istniejg takze macierze pozwalajgce na wykrycie setki roznych patogenéw w po-
jedynczym tescie (2,88,89). W diagnostyce wiruséw najwieksze mozliwosci oferuje
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ViroChip zaprojektowany przez de Rissiego (90). Zawiera on sondy specyficzne dla
22 tysiecy najbardziej konserwatywnych sekwencji z genomoéw wszystkich znanych
wirusOw. Narzedzie takie moze by¢ wykorzystane do identyfikacji poszczegdélnych
wiruséw izolowanych z ptyndw ustrojowych, a takze do detekcji wiruséw, ktorych
nie mozna hodowac in vitro.

6. Farmakogenomika

Wiasciwie postawiona diagnoza nie jest jedynym czynnikiem decydujacym
0 skutecznosci leczenia. W wyborze terapeutyku rownie wazne sg indywidualne ce-
chy pacjenta, determinujgce odpowiedz na zastosowang terapie. Z kolei zwalczanie
patogennych drobnoustrojow utrudniajg wyksztatcone przez nie mechanizmy opor-
nosci, takie jak np. synteza enzymow rozktadajgcych antybiotyki. W naszych zmaga-
niach z tymi probtemami pomocne moga by¢ specjalnie zaprojektowane macierze.
Skonstruowano np. mikromacierz wykrywajaca 90 genéw opornosci na antybiotyki
u szczepow bakterii Gram(-l-), m.in. Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Listeria, Staphylococcus oraz Streptococcus (91). W podobny sposéb wy-
korzystano mikromacierze DNA do analizy profilu ekspresji genéw Mycobacterium
tuberculosis (92), a takze Streptococcus z grupy A (93).

W przypadku choréb nowotworowych Zrddio lekoopornosci tkwi w genomie,
transkryptomie czy proteomie pacjenta. W takiej sytuacji niezawodne sg klasycz-
ne chipy genomowe czy mikromacierze do analizy profilu ekspresji genéw. Kazdy
organizm cechuje bowiem odrebny , profil metabolizowania leku”, zalezny od ak-
tywnosci biatek transportujacych oraz enzyméw metabolicznych, np. z rodziny cy-
tochromu P-450. Mutacje w genach cytochroméw czesto powodujg brak reakcji na
chemioterapie nowotworéw, dlatego tez chipy dedykowane polimorfizmowi ge-
noéw rodziny P450 zostaty opracowane stosunkowo wczesnie (10). Pierwszym opa-
tentowanym i dopuszczonym do uzycia diagnostycznego (w krajach Unii Europej-
skiej w 2004 r.) byt AmpliChip 450 szwajcarskiej firmy Roche (www.roche.com),
powstaly na bazie technotogii Affymetrix. Przy jego uzyciu analizuje sie polimor-
fizm w sekwencjach dwéch gendw nalezgcych do rodziny cytochroméw CYP450
(CYP2D6 i CYP2C19), ktérych zréznicowana ekspresja wydatnie wptywa na meta-
bolizm wielu lekéw, m.in. przeciwdepresyjnych, przeciwpsychotycznych, tagodza-
cych objawy nadpobudliwosci psychoruchowej, przeciwbdlowych i nasercowych.
AmpliChip 450 klasyfikuje pacjenta do jednej z czterech grup: stabo, Srednio,
szybko lub ultraszybko metabolizujgcej. Wynik takiej analizy umozliwia personali-
zacje leczenia - indywidualny dobdér zaréwno samego leku jak i jego dawki, co
zwieksza szanse powodzenia terapii i zmniejsza niebezpieczeristwo wystapienia
efektow ubocznych. Ponadto jest to takze narzedzie pozwalajgce przewidzie€ in-
terakcje pomiedzy stosowanymi réwnolegle lekami oraz pomiedzy lekami a np.
sktadnikami diety pacjenta.
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Macierze ekspresyjne moga by¢ stosowane w farmakogenomice nie tylko do
okreslenia indywidualnej wrazliwosci pacjenta na dany lek, badania mechanizméw
dziatania lekéw i zjawiska lekoopornosci, ale rowniez do identyfikacji nowych ce-
6w terapeutycznych (52). Uktady modelowe (linie komdrkowe, zwierzeta laborato-
ryjne) postuzyly do zbadania efektu dziatania tysiecy potencjalnych terapeutykow.
Powstaty specjalne bazy danych, w ktérych deponuje sie informacje uzyskane z eks-
perymentow mikromacierzowych, przeprowadzonych na komérkach poddanych dzia-
taniu lekéw (52,94). Juz w 2001 r. zesp6t pod kierownictwem T.R. Goluba opracowat
algorytm stuzacy do klasyfikacji komérek pod katem wrazliwosci na chemioterapeu-
tyki, w oparciu wytacznie na profilu ekspresji genéw (94). Praca ta powstata na pod-
stawie analiz 60 ludzkich nowotworowych linii komérkowych, z zastosowaniem mi-
kromacierzy Affymetrix. Sposrod 5 tys. testowanych substancji chemicznych wybra-
no ponad dwiescie wywotujgcych zréznicowang odpowiedz - wrazliwos¢ w jed-
nych, a oporno$¢ w innych liniach komérkowych. Dla kazdego terapeutyku skon-
struowano klasyfikator, liczacy od pieciu do dwustu genéw, pozwalajacy na okresle-
nie wrazliwosci na terapie komérek wykazujacych dany profil ekspresji gendw.

W badaniach na mniejsza skale zidentyfikowano pieéset gendéw zwigzanych
z wrazliwoscig na doksorubicine i cisplatyne w linii MCF-7 raka piersi (95). W linii
wrazliwej obnizeniu ekspresji czynnikow transkrypcyjnych i genu bcl-2 towarzyszyto
podwyzszenie ekspresji cytochromu ¢, gendéw zwigzanych z proteolizg i zatrzyma-
niem cyklu komérkowego w fazie G2. Wptyw doksorubiciny, powodujgcej zatrzyma-
nie wzrostu i przyspieszajgcej starzenie komoérek, badano réwniez na liniach ko-
morkowych raka okreznicy (96). W rownolegtej analizie dwdch linii zmutowanych
(mutanty typu ,knockout” gendéw p53 i p21) wykazano, ze geny odpowiedzi na che-
mioterapeutyk w wiekszosci znajdujg sie pod kontrolg gendéw p53 i p21.

Zjawisko opornosci na chemioterapie bylo réwniez przedmiotem badan Okamo-
to i wsp. (97), ktérzy przy uzyciu mikromacierzy i dwéch linii nowotworowych raka
jajnika, opornej i wrazliwej na cytostatyk, wytonili 44 geny réznicujace obie linie ko-
moérek.

7. Podsumowanie

Nie ulega watpliwos$ci, ze rozwdj technologiczny obserwowany w ostatnich la-
tach diametralnie zmienit oblicze diagnostyki medycznej. W zakrojonych na szeroka
skale badaniach genomicznych wykazano z jednej strony istnienie generalnych me-
chanizméw rozwoju chordéb, a z drugiej podkreslono znaczenie zmiennosci osobni-
czej dla przebiegu i leczenia tych choréb. Wprowadzenie mikromacierzy DNA do
diagnostyki Kklinicznej, ktérego jesteSmy Swiadkami, jest pierwszym krokiem w kie-
runku medycyny personalizowane;j.

Mikromacierze niekoniecznie muszg by¢ wykorzystane jako bezposrednie narze-
dzie diagnostyczne, bardzo czesto stuzg jedynie wstepnej identyfikacji genéw mar-
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kerowych. Jesli jest ich niewiele mozna skomplikowang i kosztowng procedure mi-
kromacierzowg zastapi¢ prostszg i tanszg metodg, np. RT-PCR. Podejscie takie wy-
korzystano m. in. w przypadku chloniaka rozlanego z duzych limfocytéw B (41,98).

Ze wzgledu na ogromne powodzenie technologii mikromacierzowych w szybkim
tempie rosng zasoby informacji deponowane w mikromacierzowych bazach danych,
takich jak publicznie dostepne repozytoria - Gene Expression Omnibus (GEO,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) czy ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk/microar-
ray-as/ae/). Wiele zespotéw badawczych, szczegdlnie o profilu bioinformatycznym, po-
dejmuje proby poréwnania wynikow z eksperymentow mikromacierzowych przepro-
wadzonych w réznych laboratoriach. Tego typu analizy (tzw. ,meta-analizy”) majg
ogromng wartos¢ z medycznego punktu widzenia, pozwalaja bowiem kompleksowo
spojrze¢ na procesy biologiczne. Ponadto, dzieki uwzglednieniu wiekszej liczby przy-
padkéw, wzrasta wiarygodnos¢ statystyczna informacji uzyskanych z pojedynczych
eksperymentéw. Przyktadem metaanalizy jest praca Rhodes i wsp, (99) poswiecona ba-
daniom wspolnych mechanizmoéw transformacji nowotworowej w réznych rodzajach
raka, oraz prace Michielsa i wsp. (100) i Yang i wsp, (101), prezentujgce analize poréw-
nawcza profilu ekspresji genéw w réznych nowotworach w kontekscie prognozy.

Michiels i wsp. (100) poddali ponownej analizie wyniki mikromacierzowe sied-
miu eksperymentéw opublikowanych w latach 1999-2003, przeprowadzonych na
grupie minimum szesc¢dziesieciu pacjentdw. Na podstawie analizy kazdego z ekspe-
rymentéw osobno dowiedziono, ze listy pie¢dziesieciu genéw zidentyfikowanych
jako zwigzane z prognozg nie majg ze sobg wiele wspolnego. Co wiecej, wykazano,
ze geny skladajgce sie na klasyfikator zmieniajg sie w zaleznosci od skiadu pacjen-
tow w tzw. zestawie testujgcym, co prowadzito do blednej klasyfikacji pacjentow,
az w 31-49%, a zatem niewiele lepszej niz przypadkowal!

Bardziej optymistyczny wydzwiek zaprezentowali Yang i wsp. (101) w pracy,
w ktérej poréwnano wyniki dla raka piersi, biataczki i miedzybtoniaka, uzyskane
przez cztery rézne zespoly, ale z zastosowaniem tej samej platformy (Affymetrix)
i identycznej mikromacierzy. Wyodrebniono 42 wspdlne geny o znaczeniu progno-
stycznym, w tym dwa wczes$niej opisane jako markery prognostyczne raka przetyku,
okreznicy i prostaty. Wiekszos¢ zidentyfikowanych gendw miata zwigzek z apop-
tozg i regulacjg cyklu komoérkowego. Poréwnania takie pokazujg z jak wielkg ostroz-
noscig nalezy interpretowacé wyniki eksperymentéw mikromacierzowych.

Kluczem do wprowadzenia mikromacierzy DNA do powszechnego uzytku w dia-
gnostyce medycznej jest, jak sie wydaje, po pierwsze, usystematyzowanie wiedzy
biologicznej na podstawie informacji uzyskanych z przeprowadzonych juz ekspery-
mentow, a po drugie standaryzacja tej metody do tego stopnia, by z uzyciem takie-
go samego chipa i tej samej probki DNA/RNA w dowolnym laboratorium analitycz-
nym na Swiecie otrzymano podobny wynik.

Opracowanie powstato w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez Minister-
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: nr PBZ-MNil-2/1/2005.
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