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DNA microarrays in structural and functional genomics
Summary

DNA microarrays or DNA chips were introduced in the middle nineties and
have developed as a very powerful tool for structural and functional analysis of
genomes. With thousands to millions of probes deposited on each microarray,
it is now possible to perform various kinds of analysis on the genome-wide
scale. The basic use of microarrays is gene expression profiling. For this pur-
pose, both one- and two-color labeling methods are used. More sophisticated
DNA microarrays allow for analyzing alternative splicing, DNA-protein interac-
tions, chromatine modifications and many more. Currently, DNA microarrays
represent an indispensable tool in biology and medicine.

Key words:
gene expression profiling, microarrays, DNA chips, array CGH, ChIP on chip,
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1. Wprowadzenie

Pierwsze mikromacierze DNA (tzw. chipy DNA) wyprodukowa-
no na poczatku lat 90. ubiegtego wieku jako potencjalne narze-
dzie do sekwencjonowania DNA, detekcji mutacji i mapowania
genomoOw (1,2). Sktadaly sie one z wielu bardzo kroétkich (8-9 nt)
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oligomeréw syntetyzowanych in situ na plastikowej ptytce. Poniewaz zaréwno se-
kwencja poszczegolnych oligomeréw jak réwniez ich lokalizacja na ptytce byta zna-
na, mogly one petni¢ role sond w reakcji hybrydyzacji z mieszaning DNA (prébka
biologiczna) o nieznanej strukturze pierwszorzedowej. Detekcje produktéw hybry-
dyzacji umozliwito fluorescencyjne znakowanie probki i skanowanie ptytki za po-
mocg czytnika laserowego.

Mikromacierze DNA zyskaly ogromna popularnos¢, gdy okazato sie, ze mozna je
stosowac takze do badania profilu ekspresji genéw (3-7). Fakt ten znajduje swoje
odzwierciedlenie w rosngcej liczbie publikacji deponowanych rokrocznie w bazach
danych. Przeszukiwanie bazy czasopism PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) wy-
razeniem microarray gene expression daje aktualnie blisko 20 tys. trafien, podczas gdy
samo stowo microaray pojawia sie w tytule badz streszczeniu ponad 26 tys. pu-
blikacji.

W ostatnich latach zaobserwowaé mozna szczegélnie dynamiczny rozwoéj rozne-
go typu technologii dzialajgcych na bazie mikromacierzy DNA. Wynika on nie tylko
z miniaturyzacji i automatyzacji procesu produkcji mikromacierzy, ale przede
wszystkim z poszerzania zakresu ich stosowania. Rozleglo$¢ tego zagadnienia spra-
wia, ze nawet pobiezne omowienie wszystkich sposobéw wykorzystania mikroma-
cierzy DNA w jednej pracy przegladowej jest niezwykle trudne. Celem artykutu jest
zatem jedynie zapoznanie Czytelnikow z podstawowymi wariantami mikromacierzy
DNA, ktére — zdaniem autoréw — odgrywaja szczegoélne znaczenie w rozwoju bio-
logii i medycyny.

2. Analiza ekspresji genéw kodujacych biatka

Do badania profilu ekspresji genéw zasadniczo stosuje sie trzy typy mikromacie-
rzy, r6znigce sie rodzajem sond, a w konsekwencji procedurg znakowania i hybrydy-
zacji préby oraz sposobem analizy wynikéw (tab.). Jako sondy stosowane sa: krotkie
oligonukleotydy (18-25 nt), diugie oligonukleotydy (50-70 nt) lub dwuniciowe cDNA,
o dtugosci od kilkuset do kilku tysiecy par zasad (8-20).

Sondy ¢DNA to najczesciej produkty reakcji PCR, podczas gdy dtugie oligonukle-
otydy uzyskuje sie na drodze syntezy chemicznej. Oba rodzaje sond nanosi sie za
pomocg drukarki do mikromacierzy na ptytke szklang lub plastikowa (zazwyczaj jest
to standardowe szkietko mikroskopowe pokryte reaktywna powtoka chemiczna, za-
pewniajaca efektywne wigzanie DNA) (11,17,18,21,22). Na pojedynczej drukowanej
mikromacierzy analizuje sie jednocze$nie dwie probki — badang i kontrolng, wy-
znakowane dwoma réznymi barwnikami fluorescencyjnymi (znakowanie dwukolo-
rowe) (8). Na mikromacierzach tego typu jednemu genowi odpowiada zazwyczaj
jedna sonda. W odro6znieniu od nich mikromacierze ztozone z krétkich oligonukle-
otydow zawierajg zestawy kilku/kilkunastu sond reprezentujacych dany gen, a kaz-
da z probek znakuje sie identycznym barwnikiem i hybrydyzuje z inng macierza
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Poréwnanie mikromacierzy DNA

Tabela

Mikromacierze oligonukleotydowe
(chipy) o krotkich sondach (18-25 nt)

Mikromacierze oligonukleotydowe
o diugich sondach
(50-70 nt)

Mikromacierze ¢cDNA
(sondy o diugosci kilkuset — kilku tys. pz)

1

2

3

—najwyzsza specyficznos¢ (wykrywanie
pojedynczych niesparowaii)

—synteza sond in situ (ominiecie eta-

—wysoka specyficzno$é
—prosta synteza (chemiczna)
sond i ich oczyszczanie

—niekonieczna sekwencji

cafego genomu

Znajomos¢

—niski koszt eksperymentu

pow oczyszczania i nanoszenia sond
na podioze)

—mozliwa réwnolegla analiza dwoch probek (badanej i kontrolnej) na jed-

nej macierzy

= —prosta procedura znakowania i odmywania
N —duza elastyczno$¢ — mozliwo$¢ wtasnorecznego zaprojektowania i przy-
gotowania mikromacierzy
—duza powtarzalno$¢
—jednoniciowe sondy (zbedna denaturacja, ograniczenie tworzenia struk-
tur drugorzedowych)
—dostepnos¢ wielu komercyjnych mikromacierzy, zwtaszcza dla znanych

genomow (organizméw modelowych)

—bardzo wysoki koszt —wysoki koszt —prawdopodobienistwo wystapienia hy-
—bardziej zlozona procedura odmywa- | —trudnosci w znalezieniu uni-|  brydyzacji krzyzowej

nia po hybrydyzacji katowych sekwencji w genomie | — niezbedna matryca biologiczna do syn-
—brak moiliwosci bezposredniego po-| —duzy wplyw skfadu nukleotydo-|  tezy sond

réwnania dwoch prob (na jednej mi-|  wego sond na proces hybrydy- | — czasochionne przygotowanie sond

g kromacierzy) zadji —wiecej mozliwoSci wprowadzenia bledow
= | —skomplikowana analiza wynikéw (PCR)

(sondy PM/MM, wiecej danych) —problemy z powtarzalnoscig
—konieczna znajomos$é sekwencji docelowych —dwuniciowe sondy (konieczno$¢ dena-
—skomplikowany proces projektowania sond turacji, kompetycja wigzania)

| jednokolorowy: dwukolorowy:

ff jedna proba na mikromacierzy (np.| cDNA z préb badanej i kontrolnej na jednej macierzy, ale wyznakowane in-
= | biotynylowany cRNA, znakowany po hy-| nymi fluoroforami (np. Cy3 i Cy5)

é brydyzacji ~ streptawidyng  sprzezona | ;nakowanie préby odbywa sie przed hybrydyzacja, metoda bezposrednia
§ z fluoroforem) (w trakcie procesu odwrotnej transkrypcji) lub posrednia (najczesciej po-

przez aminoallylonukleotydy)

Zastosowanie

—detekcja SNP i mutacji

— (re)sekwencjonowanie

—rozréznienie pomiedzy genami ho-
mologicznymi

—znajdowanie nowych gen6éw

—wyszukiwanie wigkszych aberracji geno-
mowych (macierze CGH)

—badania ekspresji genéw organizméw
o nieznanej sekwencji

— hybrydyzacja miedzygatunkowa (CSH)

—analizy z zastosowaniem mikromacierzy dachéwkowych (identyfikacja
wariant6w splicingowych, ChIP-chip, macierze CGH)

—identyfikacja matych regulatorowych RNA
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1 2 3

—profilowanie ekspresji genéw
—identyfikacja mikroorganizméw patogennych
—diagnostyka molekularna (patrz Handschuh i wsp., w tym zeszycie ,Biotechnologii”)

Zastosowanie

—farmakologia i farmakogenomika (odkrywanie i testowanie lekéw, monitorowanie terapii)

(znakowanie jednokolorowe) (8). Typowym przykiadem takich mikromacierzy sa
chipy DNA firmy Affymetrix (ang. GeneChips) (http://www.affymetrix.com) (7,11). Wy-
korzystywana do produkgcji chipéw DNA technologia syntezy oligonukleotydow in
situ z zastosowaniem fotolitografii pozwala na gestsze upakowanie sond niz w przy-
padku mikromacierzy drukowanych. Pierwsza mikromacierz wysokiej gestosci skta-
data sie z 65 tysiecy sond o dtugosci 20 nt (300 sond na gen), umieszczonych na po-
wierzchni zaledwie 1,6 cm? (3). Obecnie Affymetrix produkuje chipy, w ktorych na
powierzchni 1 cm? mieSci sie ponad sze$¢ milionéw sond (23).

Alternatywg dla mikromacierzy ,statycznych”, zawierajacych sondy immobilizo-
wane na szkietku, sg tzw. mikromacierze przeptywowe, inaczej dynamiczne (ang.
bead arrays, microfluidic system, flow-through technology), w przypadku ktoérych po-
szczegblne sondy DNA zakotwiczone sg na plywajgcych swobodnie w roztworze
ziarnach (najczesciej kuleczkach silikonowych lub polistyrenowych) o srednicy kilku
pm (24-30). W klasycznym podejsciu, prezentowanym przez firme Luminex, w celu
odroznienia od siebie poszczegdblnych ziaren — nos$nikéw specyficznych sekwengji
oligonukleotydowych, kazde z nich wysyca sie unikatowa mieszaning dwoch barw-
nikéw fluorescencyjnych (np. czerwonego i pomaranczowego zestawionych w od-
powiedniej proporgcji). Trzeci barwnik (np. zielony), tzw. reporter, stuzy do znako-
wania badanej probki biologicznej. Identyfikacja ziaren odbywa sie w cytometrze
przeplywowym w oparciu na pomiarze emisji barwnikoéw klasyfikacyjnych. Réwno-
cze$nie przyjmuje sie, Ze intensywnos$¢ sygnatu pochodzacego od barwnika reporte-
rowego jest proporcjonalna do ilosci sekwencji docelowej zwigzanej z sonda
(http://www.luminexcorp.com/technology/index.html) (24,28). W rozwigzaniach pro-
ponowanych przez inne firmy, optaszczone sondami ziarna umieszcza sie w trojwy-
miarowych mikrokanatach czy mikrokomorach (firmy Metrigenix, Febit, dawniej tak-
ze Xeotron) (31) lub w tzw. wirtualnych naczyniach (ang. virtual flasks) — zdefinio-
wanej przestrzeni wokot mikroelektrod (firma CombiMatrix) (23). Do identyfikacji
ziaren stosuje sie réwniez separatory magnetyczne i elektromagnetyczne (31).

Na wypuktej powierzchni ziarna mozna zmie$ci¢ znacznie wiecej czasteczek
kwasu nukleinowego niz na ptaskim szkietku, co zwieksza efektywno$¢ hybrydyza-
¢ji. Do zalet technologii mikroprzeptywowych zalicza sie rowniez minimalizacje ry-
zyka wystgpienia hybrydyzacji krzyzowej, znacznie krétszy czas trwania i nizszy
koszt samego eksperymentu (ziarna sg wielokrotnego uzytku) (24,26). Wada jest
mozliwo$¢ pojawienia sie w roztworze niepozadanych interakcji pomiedzy ré6znymi
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sondami. Ponadto maksymalna liczba ziaren, ktére mozna rozrézni¢ w cytometrze
przeptywowym jest ograniczona do kilkuset (ok. 500), co sprawia, ze trudno jest im
konkurowaé¢ z klasycznymi mikromacierzami na szkietku (http://arrayit.blogspot.
com/2007/08/microarray-versus-luminex-bioplex.html). Jednakze obie technologie
sg wcigz udoskonalane (11,26,27,31) i kazda z nich ma swoich zwolennikéw.

Rozwigzanie kompromisowe Igczace zalety mikromacierzy wysokiej gestosci
i korzysci ptynace z zastosowania ziaren silikonowych jako nosnikéw sond oligonu-
kleotydowych wprowadzita firma Illumina (technologia BioArray, http://jwww.illumi-
na.com). Sondy o diugosci 50 nt (ang. capture sequence) zakotwiczone s3 za pomoca
krétkiego tacznika (ang. address sequence) w ziarnach o $rednicy ok. 3 um. Kazde
ziarno, pokryte setkami tysiecy kopii jednej sondy, umieszczone jest w dotku na
plytce silikonowej (tzw. Bead Chip) dzieki wykorzystaniu sit van der Waalsa. Od-
leglo$¢ pomiedzy ziarnami nie przekracza 6 pum, co sprawia, ze na plytce o wymia-
rze szkietka mikroskopowego miesci sie sze$¢ identycznych macierzy reprezen-
tujacych 20-50 tysiecy genoéw kazda. Pozwala to na jednoczesne przeprowadzenie
kilku eksperymentéw, co znacznie redukuje ich koszt. Jedna z odmian mikromacie-
rzy llluminy (DASL) przeznaczona jest do badania profilu ekspresji genéw w czescio-
wo zdegradowanych probkach RNA, jakie wyekstrahowa¢ mozna z tkanek zakonser-
wowanych formaling i zatopionych w parafinie.

Niezaleznie od rodzaju platformy stosowanej do analizy ekspresji genéw, w re-
zultacie otrzymujemy zestaw danych liczbowych, ktére po odpowiedniej obrobce
(Stepniak i wsp., w tym numerze ,,Biotechnologii”) odzwierciedlaja poziom ekspre-
sji genow w badanej probce biologicznej (rys. 1). Jednak specyficzne cechy poszcze-
g6lnych platform mikromacierzowych, w potaczeniu z r6znorodnoscig protokotéw
znakowania i hybrydyzacji oraz algorytméw stosowanych do normalizagji i analizy
danych, sg czesto zrodtem niezgodno$ci pomiedzy wynikami publikowanymi w r6z-
nych laboratoriach. Faktycznie pierwsze poréwnania analiz mikromacierzowych wy-
konanych z zastosowaniem réznych platform nie byty optymistyczne (9). Jednakze
postep w rozwoju samej technologii, automatyzacja eksperymentu, standaryzacja
protokotéw, zwiekszenie liczby analizowanych prob oraz profesjonalna obrobka da-
nych prowadza do tego, ze rezultaty analiz tych samych probek RNA otrzymane na
catkiem réznych macierzach moga by¢ poréwnywalne (32).

3. Badanie alternatywnego sktadania transkryptow

Alternatywne sktadanie transkryptéw, AS (ang. alternative splicing), jest to proces
umozliwiajacy powstawanie réznych wariantow mRNA z tej samej czasteczki pre-
kursorowej (pre-mRNA). Obecnie szacuje sie, ze transkrypty okoto 70-80% genéw
ludzkich podlegaja alternatywnemu sktadaniu (33-35), co oznacza, iz sg one zréd-
tem dwéch lub wiekszej liczby mRNA. Zjawisko to jest takze stosunkowo powszech-
ne u mniej ztozonych organizméw, np. u muszki owocowej dotyczy ok. 40% trans-

BIOTECHNOLOGIA 4 (83) 39-53 2008 43



Agnieszka Zmienko i inni

KOMORKI / TKANKI

\/

IZOLACJA RNA / DNA

v

ZNAKOWANIE
FLUORESCENCYJNE

\J

HYBRYDYZACJA DO
MIKROMACIERZY

\J

SKANOWANIE OBRAZU

\/

ANALIZA ILOSCIOWA

\J

NORMALIZACJA
I ANALIZA POROWNAWCZA

Rys. 1. Ogolny schemat przebiegu eksperymentu mikromacierzowego. Wyizolowane z komoérek
RNA, po przepisaniu na cDNA lub aRNA, jest znakowane fluorescencyjnie i hybrydyzowane do mikroma-
cierzy. Uzyskany obraz jest poddawany analizie iloSciowej, a nastepnie, po normalizacji, analizie porow-
nawczej, najczesciej w celu wyltonienia sond hybrydyzujacych réznicowo.

kryptow (36). Biatka powstate na matrycach mRNA, ztozonych w procesie AS z tego
samego transkryptu, sg bardzo czesto specyficzne pod wzgledem lokalizacji czaso-
przestrzennej w organizmie i petnig wyspecjalizowane funkcje (37-40). Swoistym re-
kordzistg alternatywnego splicingu jest pre-mRNA powstajgcy na bazie genu Dscam
u muszki owocowej. Liczne eksony w jego sekwencji pogrupowane zostaty w trzy
tandemy, przy czym w dojrzalym mRNA znajduje sie zawsze po jednym eksonie
z danego tandemu. Liczba eksono6w w potaczeniu z dowolnos$cig ich tasowania spra-
wia, ze z jednego transkryptu Dscam moze powsta¢ okofo 38 tys. réznych mRNA,
a tym samym i biatek, nalezacych do nadrodziny immunoglobulin (41,42). W bada-
niach funkcjonalnych wykazano, ze ograniczenie ilosci produktéow AS powstajgcych
na matrycy genu Dscam powoduje dezorganizacje tworzacej sie siatki pofgczen ner-
wowych. Prawdopodobnie czynnikiem warunkujacym wzajemna identyfikacje neu-
ronéw jest rozpoznawanie poszczego6lnych form biatka, bedgcego produktem eks-
presji genu Dscam (41).
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A
Rozmieszczenie sond: Platforma mikromacierzowa:
potgczenia eksonow
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Rys. 2. Poréwnanie skutecznosci roznych platform mikromacierzowych w wykrywaniu alternatyw-
nego skfadania pre-mRNA. A) Schemat struktury hipotetycznego genu zawierajgcego pie¢ eksonéw. Trzy
z nich to eksony o ekspresji konstytutywnej, potwierdzonej eksperymentalnie (E1, E2, E3), czwarty to
ekson, ktorego istnienie przewidziano metodami bioinformatycznymi (E*), a piaty to zupelnie nieznany
ekson (E™). Intron (14*) moze zosta¢ zachowany w niektérych mRNA. Lokalizacje sond stosowanych
w poszczeg6lnych platformach mikromacierzowych zaznaczono schematycznie krotkimi kreskami nad
i pod rysunkiem przedstawiajgcym strukture genu. B) Mozliwe warianty mRNA: podstawowa (T1) oraz al-
ternatywne (T2-T6). Szczeg6towy opis w tekscie.

Badania ztozonego i niezwykle ciekawego zjawiska, jakim jest AS, prowadzone
sg w wielu réznych kierunkach — od detekcji poszczeg6lnych wariantéw mRNA,
poprzez analize funkgji bialek uczestniczacych w procesie wycinania intronéow
i Iaczenia eksonow w dojrzate mRNA, po identyfikacje roli biologicznej poszczegol-
nych wariantéw i kodowanych przez nie bialek (37,39,40,43). Na podstawie danych
eksperymentalnych dowiedziono, ze AS odgrywa szczegdlng role w procesie rézni-
cowania tkanek (35,37). O tym, jak wazny jest to sposéb regulacji rozwoju i funkcjo-
nowania organizmu $wiadczy najlepiej fakt, ze ogromna ilo§¢ zmian chorobowych
wynika wiasnie z nieprawidlowego skiadania pre-mRNA (40,44,45). Zaburzenia
w przebiegu AS stwierdzono m. in. w raku piersi i prostaty (46-48). Ma to ogromne
implikacje w diagnostyce medycznej, wskazujgc kierunki poszukiwania nowych
markeréw molekularnych. Jednym z narzedzi uzytecznych do badania alternatywne-
go sktadania mRNA okazaly sie¢ mikromacierze DNA.

Konwencjonalne mikromacierze ekspresyjne nie nadaja sie do analizy AS, ponie-
waz zostaly zaprojektowane w celu detekgcji pojedynczych mRNA. Czesto gen repre-
zentowany jest przez tylko jedng sonde, komplementarng do najbardziej unikato-
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wego fragmentu jego sekwencji, stanowigcego zaledwie czes¢ jednego z eksonow
(rys. 2). Dlatego z mys$la o analizowaniu AS stworzono dwa nowe rodzaje mikroma-
cierzy: mikromacierze wykrywajace miejsca taczenia eksonéw (ang. splice junction
microarrays lub exon junction microarrays) oraz macierze reprezentujgce eksony (ang.
exon arrays) (38,39).

Mikromacierze wykrywajgce miejsca fgczenia eksonow stuza do badania alterna-
tywnego sktadania znanych pre-mRNA. Sg one projektowane na podstawie dostep-
nych danych eksperymentalnych i zawierajg sondy wykrywajgce wszystkie pofgcze-
nia ekson-ekson moggce potencjalnie wystepowa¢ w mRNA. Czesto umieszczane s3
na nich dodatkowe sondy wykrywajace kazdy z eksondéw (rys. 2A). Analiza takich mi-
kromacierzy umozliwia detekcje poszczego6lnych wariantéw splicingowych i oszaco-
wanie ich udzialu w badanym transkryptomie. Zastosowanie mikromacierzy wykry-
wajgcych miejsca tgczenia eksonéw pozwolito okresli¢ tkankowospecyficzny wzér
wystepowania wielu wariantow mRNA w komorkach ssaczych (33,44-46). Ponadto
uwidocznito, ze AS nie wplywa na zmiane poziomu ekspresji danego genu, stad
wniosek, zZe o rodzaju i iloSci powstajacych mRNA decyduja odrebne mechanizmy
regulacyjne (44,47).

Macierze reprezentujgce eksony zawierajg po kilka sond komplementarnych do
kazdego z eksonow, ktérego wystepowanie potwierdzono w danych doswiadczal-
nych lub na podstawie przeprowadzonych analiz bioinformatycznych (rys. 2A).
Przyktadowo na mikromacierzy Affymetrix GeneChip® Human Exon 1.0 ST umiesz-
czono sondy dla ponad miliona eksonéw obecnych w ludzkich transkryptach, po
cztery sondy dla danego eksonu (http://www.affymetrix.com/products/arrays/speci-
ficlexon.affx). Zastosowanie tych mikromacierzy pozwala na polaczenie klasycznych
analiz ekspresji genéw z wykrywaniem nowych, wczesniej nie zidentyfikowanych
kombinacji sktadania znanych eksonéw, co nie bytoby mozliwe przy uzyciu mikro-
macierzy wykrywajacych miejsca taczenia eksonoéw (35,49,50).

Najbardziej uniwersalnym narzedziem, uzytecznym réwniez w badaniach AS, sa
mikromacierze réwnomiernie pokrywajgce genom (zwane tez mikromacierzami da-
chowkowymi; ang. genome tiling microarray). Zasady ich konstrukgji i dziatania zo-
staly omowione szerzej w pracy Zmiefiko i wsp. (w tym numerze ,Biotechnologii”).
Projektujac mikromacierze dachéwkowe nie uwzglednia sie podzialu badanego ge-
nomu / chromosomu na regiony kodujgce i niekodujgce (rys. 2A). Uzyskane dane nie
sg zatem w zaden sposOb ograniczone aktualng wiedza na temat rozmieszczenia ge-
now w danym odcinku DNA. Mikromacierze dachowkowe sa szczegélnie przydatne
zaréwno do identyfikacji nowych eksonéw lub ich fragmentéw jak i nowych miejsc
splicingowych (51,52).

W przedstawionym na rysunku 2 przyktadzie mozliwe jest powstanie sze$ciu
réznych mRNA na matrycy jednego hipotetycznego genu, przy czym zaktadamy, ze
dane eksperymentalne i analizy bioinformatyczne pozwolg przewidzie¢ wystepowa-
nie wylacznie wariantow (T1) i (T2). W tej sytuacji konwencjonalna mikromacierz
ekspresyjna nie pozwoli na rozro6znienie poszczegélnych wariantow, poniewaz je-
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dyna sonda, jakg dysponujemy dla tego genu zostata zaprojektowana dla eksonu E2.
Wszystkie alternatywne transkrypty zostang zatem blednie zakwalifikowane jako
podstawowy wariant (T1). Z kolei mikromacierze reprezentujgce wszystkie eksony
nie uwzgledniajg istnienia alternatywnego eksonu E™ ani nie ujawnig przypadkow
zachowania intronu 14*, co zamaskuje wystepowanie wariantow (T3-T6). Podobnie
w przypadku mikromacierzy wykrywajacych miejsca taczenia eksonéw wyniki beda
niejednoznaczne i trudne w interpretacji z powodu braku sond wykrywajacych nie-
ktore warianty splicingowe. Tylko zastosowanie mikromacierzy dachéwkowych daje
szanse na ujawnienie wszystkich sze$ciu transkryptow, zwlaszcza jesli powstajg one
w bardzo niewielkich ilo$ciach.

W badaniach prowadzonych za pomocg mikromacierzy wykazano wyraznie, ze
nasza dotychczasowa wiedza na temat wystepowania i roli alternatywnego sktada-
nia transkryptéw jest ciggle bardzo ograniczona. Wniosek ten dotyczy takze stosun-
kowo dobrze poznanych genomoéw, w tym genomu cziowieka. Jednoczes$nie poja-
wia sie coraz wiecej przyktadow potwierdzajgcych niezwykta skutecznosc¢ technolo-
gii mikromacierzowych w zdobywaniu nowych informacji na temat tego zjawiska.

4. Analiza struktury genomu — poréwnawcza hybrydyzacja genomowa

Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa — CGH (ang. comparative genomic hybrid-
ization) jest metoda cytogenetyczna, stosowang w celu wykrywania w genomie dele-
¢ji, duplikacji lub transpozycji duzych fragmentéw DNA (CNV, ang. copy number va-
riation) (53). W przeciwienstwie do innych analiz kariotypu, CGH nie wymaga stoso-
wania komorek zdolnych do podziatu, polega bowiem na hybrydyzacji znakowane-
go fluorescencyjnie genomowego DNA do wzorcowych chromosoméw metafazo-
wych (53). Jednoczesnie z badang probka do tych samych chromosomoéw hybrydyzu-
je sie referencyjny DNA. Dysproporcje w intensywnosci fluorescencji w prébie bada-
nej w stosunku do DNA referencyjnego swiadczg o zaburzeniach w liczbie kopii ana-
lizowanych fragmentéw genomu. Wprowadzona w latach 90. ubiegtego wieku tech-
nika CGH znajduje zastosowanie w licznych badaniach naukowych, szczegoélnie do-
tyczacych procesow nowotworowych, a takze w diagnostyce medycznej (53-55).

Zastosowanie mikromacierzy ztozonej z dlugich sond DNA o znanej lokalizacji
w genomie zamiast chromosoméw metafazalnych znacznie zwiekszyto czutosé¢, za-
kres i doktadnos$¢ metody CGH, zwlaszcza w wykrywaniu delecji i duplikacji (56,57).
Ponadto, amplifikacja DNA stworzyta mozliwos$¢ analizy nawet niewielkich ilosci
materiatu. Dodatkowym atutem macierzy CGH w poréwnaniu z klasyczng hybrydy-
zacja do chromosomoéw jest krotszy czas analizy oraz mozliwosc¢ jej automatyzacji
(58). Poza tym technika ta pozwala na réownoczesne badanie wiecej niz dwoch geno-
méw przy dostepnosci odpowiednio réznicujacych barwnikéw (59). Przede wszyst-
kim jednak, macierze CGH umozliwiajg detekcje zmian liczby kopii nawet w wielu
tysigcach loci jednoczesnie — ich ilo$¢ jest ograniczona wytacznie liczbg sond, na-
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tomiast ich rozmiar decyduje o rozdzielczosci z jaka wykrywane sg aberacje chro-
mosomalne (57,60).

Pierwsze mikromacierze wykorzystywane w technice CGH zawieraly sondy be-
dace diugimi fragmentami typu BAC (150-200 kpz). Obecnie stosowane sg rowniez
mikromacierze cDNA (z sondami o dtugosci od kilkuset do kilku tys. pz) oraz oligo-
nukleotydowe (sondy 25-85 nt), umozliwiajace bardziej precyzyjne mapowanie
zmian w genomie (60). Kazda z dostepnych platform mikromacierzowych ma swoje
wady i zalety, mozna jednak przypuszczac, ze najwieksza przyszlo$¢ w tej metodzie
maja oligonukleotydowe mikromacierze réwnomiernie pokrywajace caly genom lub
jego wybrany fragment, zapewniajag bowiem najwyzsza rozdzielczos$¢ detekgcji (58,
60-63).

Mikromacierze CGH moga znalez¢ zastosowanie w wielu dziedzinach nauk bio-
logicznych. Obecnie sg one szczegdlnie czesto wykorzystywane w poszukiwaniach
genetycznych uwarunkowan proceséow chorobowych. Identyfikacja delecji/duplika-
¢ji charakterystycznych dla pacjentéw z danym schorzeniem pozwala na zlokalizo-
wanie regionéow genomu odpowiedzialnych za powstawanie choroby (64). Dzieki
uzyciu tej techniki stwierdzono m.in., Zze zmiany w genie CHD?7 (takie jak mikrodele-
¢je lub mutacje) odpowiedzialne sg za wystepowanie zespotu CHARGE (65). Innym
przyktadem jest identyfikacja delecji obejmujacej gen B3GALTL, zwigzanej z obecno-
Scig zespotu Peters-Plus (64). Porbwnawcza hybrydyzacja genomowa z zastosowa-
niem mikromacierzy umozliwia takze tworzenie map genomowych dla choréb wie-
logenowych. Dokladne scharakteryzowanie zespotu mutacji w danym rodzaju scho-
rzenia ma potencjalne znaczenie diagnostyczne, co wykazano m.in na przyktadzie
nowotworow prostaty, piersi, zotagdka czy chioniakow (54,59,63).

5. Badanie oddziatywafi DNA z biatkami oraz modyfikacji chromatyny

Interakcje pomiedzy biatkami i DNA sg podstawg wielu waznych proceséow za-
chodzacych w zywej komérce, takich jak replikacja DNA, transkrypcja, rekombina-
cja, naprawa DNA czy regulacja upakowania chromatyny. Jedng z metod umozli-
wiajacych analize tych oddzialywan jest technika okres$lana jako ChIP on chip lub
ChIP-chip. Stanowi ona potgczenie immunoprecypitacji chromatyny (ChIP, ang. chro-
matin immunoprecipitation) z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat oraz analizy
technika mikromacierzowa wyselekcjonowanej puli kwaséw nukleinowych. Metoda
ChIP-chip pozwala na okreslenie z duzg doktadnoscia, jak czesto i w jakich miej-
scach genomu wigzane sg konkretne biatka co stwarza mozliwos$¢ swoistego mapo-
wania interakcji biatko-DNA (66,67).

Technike ChIP on chip stosuje sie od poczatkow XXI w. Metodyka jest dosc¢ po-
dobna w wiekszosci eksperymentéw i obejmuje immunoprecypitacje chromatyny,
hybrydyzacje fragmentéw DNA do mikromacierzy oraz analize i interpretacje wyni-
kéw (rys. 3) (66-68). Na wstepie komorki poddawane sa dziataniu formaldehydu lub
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Rys. 3. Ogolny schemat przebiegu eksperymentu ChIP-chip. Opis w tekscie.

innych zwigzkow chemicznych, powodujacych powstawanie wigzah pomiedzy DNA
i biatkami. Tak przygotowany ekstrakt rozbija sie za pomoca ultradzwiekéw otrzy-
mujgc zasocjowane z biatkami fragmenty DNA o difugosci ok. 300-500 pz. Kolejnym
etapem jest immunoprecypitacja z zastosowaniem specyficznych przeciwciat, umoz-
liwiajaca separacje kompleksu DNA z interesujagcym nas biatkiem. Nastepnie DNA
oddzielane jest od bialka, oczyszczane i znakowane fluoroforem réownolegle z pro-
ba referencyjng. Probe te stanowi zazwyczaj genomowe DNA zwigzane z biatkami,
ale nie poddane immunoprecypitacji lub wytracane z przeciwcialem niespecyficz-
nym. Obie proby hybrydyzowane sg z sondami umieszczonymi na mikromacierzy,
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co w rezultacie pozwala na identyfikacje fragmentéw genomu wigzacych sie z da-
nym biatkiem i stworzenie map genomowych interakcji biatko-DNA (66-68).

Jakos$¢ wynikow w eksperymencie ChIP-chip uzalezniona jest m.in. od dlugosci
fragmentow DNA w prébce oraz cech samej mikromacierzy — jej rodzaju, diugosci
sond oraz rozdzielczoS$ci. Podczas analizy nalezy rowniez wzig¢ pod uwage organi-
zacje genomu badanego organizmu, jego wielko$¢ oraz zawartos¢ sekwencji ko-
dujacych i niekodujgcych. Przyktadowo, mikromacierze z sondami typu cDNA, z po-
wodzeniem stosowane w badaniach ChIP-chip u drozdzy (69,70), nie bedg optymal-
ne w przypadku genomoéw z duza liczbg intronéw. W tej sytuacji najlepszym roz-
wigzaniem jest uzycie mikromacierzy dachéwkowych. Dla mniejszych genomoéw na-
turalnym wyborem jest mikromacierz pokrywajaca caly genom, dla bardziej skom-
plikowanych, np. ssaczych, czesto stosuje sie mikromacierze dachéwkowe o duzej
rozdzielczos$ci (o przylegajacych lub zachodzacych sondach), obejmujgce jedynie
wybrane fragmenty, np. regiony promotorowe, sekwencje kodujgce badz nieko-
dujace (66,67,71).

Podstawowe zastosowanie metody ChIP-chip to poszukiwanie czynnikéw tran-
skrypcyjnych oraz badanie ich funkgcji. Pierwsze pomyslne eksperymenty tego typu,
ukierunkowane na identyfikacje czynnikéw transkrypcyjnych oraz biatek wigzgcych
sie do miejsc inicjacji replikacji, przeprowadzono na drozdzach, przy zastosowaniu
mikromacierzy cDNA ztozonej z sond o difugosci ok. 1 kpz. Kolejne doswiadczenia
na podobnych mikromacierzach pozwolily zmapowa¢ miejsca wigzania 106 czynni-
kéw transkrypcyjnych w calym genomie drozdzy (69,70). Aktualnie technika
ChlIP-chip jest réwniez z powodzeniem wykorzystywana do mapowania miejsc wig-
zacych czynniki transkrypcyjne u innych organizmow (69), a takze — w zmodyfiko-
wanej postaci — do badania struktury i funkcji chromatyny: dystrybucji elementéow
strukturalnych, modyfikacji histonéw, proceséw epigenetycznych.

6. Podsumowanie

W artykule przedstawione zostaly jedynie pojedyncze przyktady wykorzystania
mikromacierzy DNA w ré6znego typu badaniach biomedycznych. O wielu innych
mozna dowiedzie¢ sie z pozostatych prac zamieszczonych w tym numerze ,Biotech-
nologii”. Wszystkie one wskazuja na olbrzymi potencjat technologii mikromacierzo-
wych stosowanych coraz cze$ciej nie tylko w analizie kwaséw nukleinowych, lecz
i innych biomolekut, calych komérek czy nawet tkanek (14). Réwnolegle jednak
z powstawaniem kolejnych odmian i platform mikromacierzowych rozwijane sg juz
istniejgce lub tworzone sg nowe niezwykle wydajne metody badania genomoéw.
W miejscu tym warto wspomnie¢ o SAGE (ang. serial anlysis of gene expression) czy
RT-PCR w czasie rzeczywistym (qPCR). Ostatniej z tych metod do niedawna uzywano
gtownie do weryfikacji wynikow uzyskiwanych w eksperymentach mikromacierzo-
wych. Automatyzacja qPCR, pozwalajgca na prowadzenie setek pojedynczych reak-
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¢ji jednoczesnie, na 384-dotkowych lub wiekszych ptytkach, umozliwia badanie pro-
filu ekspresji genow na skale zblizong do oferowanej przez mikromacierze, a co
wiecej, uzyskany wynik jest bardziej precyzyjny. Obecnie, jak sie wydaje, osiagnelis-
my stan, w ktérym podstawowym problemem nie jest juz pozyskanie danych ekspe-
rymentalnych, lecz ich analiza.

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