
Wstęp

Technika mikromacierzy (z ang. microarray)
zyskuje coraz szersze uznanie, a co za tym idzie,
zastosowanie w rozmaitych typach laboratoriów.
Jest to niezwykle uniwersalna metoda, której idea
wzięła początek od badań porównawczych prowa−
dzonych w onkologii, z czasem została zaadoptowa−
na do innych działów nauk biologicznych i medycz−
nych. Umożliwia ona porównanie profili ekspresji
genów komórek, tkanek, organizmów znajdujących
się w różnych warunkach fizjologicznych.
Stosowane dotychczas metody pozwalające badać
poziom ekspresji, takie jak hybrydyzacja RNA
(Northern blotting) [1], metoda różnicowego
namnażania (differential display) [2], metoda SAGE
(serial analysis of gene expression) [3], hybrydyza−
cja „dotblot” [4], mają jedną wspólną wadę w po−
równaniu z techniką mikromacierzy, nie pozwalają
na jednoczesne badanie ekspresji aż tak ogromnych
ilości genów naraz, ponadto wymagają dużych iloś−
ci materiału wyjściowego [5]. Opisywana w niniej−
szym artykule metoda pozwala na jednoczesne ana−
lizowanie tysięcy genów [6–10], dzięki czemu moż−

na ustalić, które z nich są aktywne w określonych
warunkach i w powiązaniu z jakimi innymi genami.
Mikromacierze DNA definiuje się jako uporządko−
wane zbiory fragmentów genów (inaczej mówiąc
uporządkowane fragmenty sond molekularnych)
w postaci jednoniciowych odcinków DNA (o bar−
dzo różnej długości, zależnie od typu mikromacie−
rzy) unieruchomionych na różnego typu powierzch−
niach w ściśle zdefiniowanym porządku. Technika
mikromacierzy zasadniczo składa się z czterech na−
stępujących etapów: (1) przygotowanie sond mole−
kularnych i ich immobilizacja na powierzchni płyt−
ki, (2) przygotowanie wyznakowanych próbek
DNA przeznaczonych do analizy, (3) hybrydyzacja
próbek DNA z sondami mikromacierzy, i wreszcie
(4) odczytanie sygnałów uzyskanych z hybrydyzacji
i analiza danych [11].

Na końcu artykułu zamieszczono słowniczek
używanych terminów.

Sondy molekularne

Omówienie pierwszego etapu techniki mikroma−
cierzy należy rozpocząć od wymienienia głównych
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typów sond molekularnych. Wyróżniamy trzy grupy
sond: na bazie cDNA, genomowego DNA oraz oli−
gonukleotydowe. 

Sondy cDNA posiadają szereg zalet, a ich przy−
gotowanie nie wymaga od badacza znajomości se−
kwencji genomu organizmu, na którym pracuje.
Komplementarny DNA (cDNA) uzyskuje się w re−
akcji odwrotnej transkrypcji, w której matrycą jest
wyizolowany z komórek czy tkanek mRNA. Czą−
steczki cDNA kodujące wszystkie białka organizmu
klonuje się do wektorów plazmidowych, a następnie
rekombinowanymi plazmidami transformuje się
bakterie kompetentne, uzyskując bibliotekę cDNA.
Na jej bazie można przygotować sondy wykorzystu−
jąc primery linkerowe zastosowanego wektora, za−
tem koszt uzyskania tego rodzaju sond jest relatyw−
nie niewielki. Kolejne zalety takich sond także wy−
nikają z natury cDNA, do ich przygotowania nie
musimy znać sekwencji całego genomu, organizacji
genów (ułożenia egzonów i intronów, granic wystę−
powania danego genu, jego sekwencji promotoro−
wych i terminalnych), można je stosować w przy−
padku genów z dużą liczbą intronów, a każda sonda
będzie odpowiadała dokładnie jednemu genowi.
Niestety, sondy cDNA nie są pozbawione wad.
W wyniku ich dużej długości nie można rozróżnić
różnych wariantów składania genu (splicingu). Ko−
lejną niedogodnością jest brak możliwości rozróż−
nienia nici sensownych od antysensownych. Trzecią
wadą jest możliwość otrzymania fałszywych wyni−
ków w przypadku uzyskania biblioteki niskiej jako−
ści. Istnieje niebezpieczeństwo zaburzenia proporcji
w liczbie kopii poszczególnych genów w bibliotece,
która może być nieadekwatna do wyjściowego cD−
NA, co więcej, niektóre geny mogą nie być w takim
banku genów w ogóle reprezentowane [12]. Warto
także przed przystąpieniem do konstruowania bi−
blioteki cDNA dokładnie przemyśleć wybór tkanki
oraz momentu izolacji RNA, gdyż część genów nie
zawsze jest aktywna transkrypcyjnie.

Sondy na bazie genomowego DNA także uzy−
skuje się z wykorzystaniem bibliotek. Bibliotekę ge−
nomową otrzymuje się poprzez fragmentację DNA
genomowego na małe, losowe odcinki, które na−
stępnie są klonowane do wybranego wektora pla−
zmidowego. W tym przypadku, podobnie jak opisa−
no powyżej, także niewielkim kosztem można uzy−
skać zbiór sond molekularnych wykorzystując parę
primerów linkerowych danego wektora. Również
tutaj nie musimy znać organizacji genomu ani jego
sekwencji. W odróżnieniu od sond cDNA, bez
większych trudności otrzymamy zbiór cząsteczek

charakteryzujący się wysokim stopniem reprezenta−
tywności dla poszczególnych genów i częstości ich
występowania. Nie będzie możliwości odróżnienia
nici sensownych od antysensownych ani różnych
wariantów splicingu [12]. Niestety, pojedyncza son−
da może obejmować fragmenty dwóch lub większej
liczby genów, wiele sond będzie zawierać introny,
sekwencje regulatorowe, powtarzalne, ruchome i in−
ne. W praktyce, tego typu sondy można zastosować
tylko w przypadku badań nad organizmami, których
genomy nie zawierają intronów, np. genom Escheri−
chia coli [13], lub zawierają ich niewiele [12], np.
genom Saccharomyces cerevisiae [13]. 

Ostatnia grupa sond molekularnych, sondy oli−
gonukleotydowe, posiada najwięcej zalet. Charakte−
ryzują się one bardzo wysoką specyficznością, za
czym idzie także możliwość rozróżnienia warian−
tów genu posiadającego różne warianty splicingu.
Można odróżnić nici sensowne od antysensownych.
Co prawda, do konstrukcji mikromacierzy z sonda−
mi oligonukleotydowymi konieczna jest znajomość
sekwencji genomu oraz jego organizacji, lecz dzię−
ki temu otrzymana płytka zawiera reprezentację
wszystkich genów obecnych w danym organizmie
czy tkance we właściwych proporcjach. Wielokrot−
ne użycie szeregu różnych oligonukleotydów specy−
ficznych dla danego genu podnosi wiarygodność
wyników. Przy produkcji tego typu mikromacierzy
unika się generujących błędy etapów PCR i oczy−
szczania amplikonu. Do wad należy zaliczyć wspo−
mnianą wcześniej konieczność znajomości sekwen−
cji i organizacji genomu, a także wysoki koszt
otrzymania. Warto jeszcze nadmienić, iż sondy te
można podzielić, ze względu na długość, na dwie
kategorie: długie oligonukleotydy (najczęściej oko−
ło 70−mery), które uzyskuje się w syntetyzerach,
a następnie nanosi na płytkę, lub krótkie oligonu−
kleotydy (20–25−mery) uzyskiwane in situ np. me−
todą fotolitografii — system wykorzystywany przez
Affymetrix Inc. (Santa Clara, CA, USA; http:
//www.affymetrix.com) oferującą macierze pod na−
zwą GeneChip (powszechnie używa się nazwy
„chip DNA”) [6]. 

Stosowany przez Affymetrix system charaktery−
zuje się kilkoma interesującymi cechami. Każdy
gen jest reprezentowany na „chipie” przez około 20
próbek. Każdą próbkę reprezentują dwa rodzaje oli−
gonukleotydów, PerfectMach (PM) — o sekwencji
referencyjnej (jest to konkretny transkrypt), np.
ATG...C...TGC oraz MisMach (MM) — gdzie jeden
nukleotyd zostaje zamieniony, np. ATG...G...TGC.
Sygnał wyjściowy jest wypadkową PM i MM
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z próbek. Jeśli zauważymy, iż takich próbek dla da−
nego transkryptu jest kilkanaście — dwadzieścia,
a oligonukleotydy mają długość kilkunastu — dwu−
dziestu nukleotydów, jesteśmy w stanie na podsta−
wie sygnału wyjściowego z takiego zestawu próbek
wykryć ewentualną nawet pojedynczą mutację i ją
zlokalizować. Należy pamiętać, iż zastosowanie
różnych metod analizy danych może powodować
różnice w uzyskanym odczycie. Obecnie w korzyst−
nej sytuacji są laboratoria badające genetykę nicieni
oraz zarodźca malarii. Dzięki poznaniu sekwencji
genomu Caenorhabditis elegans i Plasmodium fal−
ciparum chipy dla tych organizmów są opracowane
i dostępne komercyjnie. 

Warto dodać, iż istnieje specjalna grupa mikro−
macierzy, tzw. macierze SNP (ang. single nucleoti−
de polymorphism), które wykorzystuje się do iden−
tyfikacji mutacji, polimorfizmów genowych, geno−
typowania.

Produkcja mikromacierzy in situ

Najbardziej rozpowszechnionym rodzajem syn−

tezy in situ jest synteza wspomnianą metodą fotoli−
tografii opracowaną przez Fodora i wsp. [14]. Ry−
sunki 1 i 2 przedstawiają schemat syntezy sond oli−
gonukleotydowych in situ metodą fotolitografii.
Krzemową płytkę, wcześniej poddaną obróbce che−
micznej (hydroksylacja, a następnie silanizacja), na−
świetla się ultrafioletem [15]. Nie naświetla się jed−
nak całej powierzchni, ale stosuje się przesłony
umożliwiające aktywację tylko tych miejsc,
w których w danym cyklu syntezy ma być przyłą−
czony wybrany nukleotyd. Wyobraźmy sobie, że
chcemy otrzymać płytkę z dziewięcioma sondami
nukleotydowymi. W przypadku czterech oligonu−
kleotydów (1a, 1c, 2b, 3a) pierwszym nukleotydem
ma być adenina, przesłona uniemożliwia dotarcie
promieniowaniu UV do pozostałych miejsc, nukleo−
tyd jest wiązany tylko w wybranych czterech pozy−
cjach. W kolejnym cyklu przyłączona zostanie cyto−
zyna, przesłona zostanie zastosowana w pozycjach
2a, 2c, 3b. W miejscach 1a, 1c, 2b, 3a otrzymamy
już strukturę dwunukleotydową o sekwencji AC,
w miejscach 1b, 3c będzie to pierwszy nukleotyd.
Etap trzeci to dosyntetyzowanie tyminy. Aktywuje−
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Rys. 1. Schemat syntezy „Chipa DNA” metodą fotolitografii; opis w tekście
Fig. 1. GeneChip preparation using photolitographic method
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my wszystkie pozycje z wyjątkiem 2c otrzymując
struktury trójnukleotydowe o sekwencji ACT (1a,
1c, 2b, 3a), dwunukleotydowe o sekwencji CT (1b,
3c), a także jednonukleotydowe T (2a, 3b).
W czwartym cyklu będziemy przyłączać guaninę
we wszystkich miejscach. Otrzymamy struktury
jedno−, dwu−, trój− i czteronukleotydowe. Proces
przeprowadzimy wielokrotnie w analogiczny spo−
sób aż do otrzymania różnorodnych sond o długości
20–25 nukleotydów o zaplanowanej sekwencji. 

Do grupy technik produkcji mikromacierzy in si−
tu należy także stosowana przez firmę NimbleGen
(Madison, WI, USA; http://www.nimblegen.com)
metoda „photodeposition chemistry”. Bazuje ona na
syntetyzerze MAS (od ang. maskless array synthesi−
zer). Jest to system umożliwiający produkcję macie−
rzy o bardzo wysokiej gęstości sond. Wykorzystuje
on pozbawiony przesłony projektor jako wirtualną
przesłonę zamiast przesłon chromowych używa−
nych przez Affymetrix. Wirtualna przesłona jest

macierzą setek tysięcy osobno adresowanych alumi−
niowych luster na chipie komputerowym odbijają−
cych promienie światła [15, 16] (Rys. 3).

Firma Xeotron (Houston, TX, USA;
http://www.xeotron.com) także produkuje mikro−
macierze wykorzystując cyfrowy projektor mikrolu−
ster. Mikromacierze Xeotron zawierają trójwymia−
rowe nanokomory chipów wypełnionych płynem.
Oligonukleotydy syntetyzuje się w nanokomorach
często stosowaną metodą opisaną przez Gao i wsp.
[17]. W ten sposób uzyskuje się bardzo długie oli−
gonukleotydy o długości do 150 zasad [15].

Kompania Febit (Mannheim, Niemcy;
http://www.febit.com) używa projektora cyfrowego
do bezprzesłonowej, aktywowanej światłem synte−
zy mikromacierzy DNA. Charakterystyczne dla tej
firmy jest wykorzystanie do syntezy DNA unikal−
nych trójwymiarowych mikrokanalików. Pozwala
to na otrzymanie do ośmiu macierzy zawierających
przynajmniej 6000 oligonukleotydów każda. Urzą−
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Rys. 2. Produkcja Chipa DNA in situ metodą fotolitografii. Przesłony umożliwiają światłu UV dotarcie tylko do
wybranych miejsc na płytce i ich aktywację, na podstawie van Hal [5] i Venkatasubbarao [15]
Fig. 2. GeneChip preparation using photolitographic method, according to van Hal [5] and Venkatasubbarao [15].



dzenia sprzedawane przez Febit mają tę dodatkową
zaletę, iż otrzymuje się kompletny system umożli−
wiający syntezę DNA, produkcję mikromacierzy,
hybrydyzację, detekcję sygnału hybrydyzacji oraz
analizę danych [15].

Podczas gdy Affymetrix, NimbleGen, Febit
i Xeotron do syntezy DNA zdecydowały się zasto−
sować ukierunkowane napromieniowanie ultrafiole−
tem, CombiMatrix (Mukilteo, WA, USA;
http://www.combimatrix.com) poszło w zupełnie
inną stronę. Firma bazuje na ukierunkowanej elek−
trochemii. Indywidualnie adresowane macierze mi−
kroelektrodowe są podstawą produkcji tysięcy róż−
nych cząsteczek równocześnie. Każda elektroda jest
umieszczona na warstwie biokompatybilnej co uła−
twia przyłączanie zsyntetyzowanych cząsteczek
[15].

Produkcja mikromacierzy przez bezpośre−
dnie nanoszenie biomolekuł na płytkę

Bezpośrednie nanoszenie na płytkę wcześniej
otrzymanych biomolekuł to alternatywne podejście
do zagadnienia produkcji mikromacierzy. Określa
się je w literaturze jako „micro−dispensing”. Jest to
metoda wykazująca większą elastyczność, można
z niej korzystać w każdym laboratorium biologii
molekularnej [5, 10]. Dokładny protokół postępo−
wania można znaleźć pod adresem: http:
//cmgm.stanford.edu/pbrown/protocols.html. Nie−
wielkie ilości DNA w roztworze o objętości mini−
mum 50 pl nanosi się na podłoże za pomocą specjal−
nych urządzeń szeroko już dostępnych w sprzedaży.
Bazują one na technologii stosowanej w drukarkach
atramentowych (tzw. inkjet technology). Można
wśród nich wyróżnić dwie kategorie, pasywne
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Rys. 3. Produkcja mikromacierzy z użyciem MAS, metoda wykorzystywana przez NimbleGen, Xeotron i Febit.
Światło UV jest kierowane przy użyciu tysięcy luster, z których każde przypisane jest konkretnemu punktowi na
powierzchni płytki, na podstawie van Hal [5] i Venkatasubbarao [15]
Fig. 3. Microarray preparation using MAS, this method is used by NimbleGen, Xeotron and Febit. The UV light is
directed by thousands of mirrors, each of them is connected with single spot, according to van Hal [5] and Venkata−
subbarao [15]



(DNA jest nakładane przez specjalną igłę/igły kon−
taktujące się z powierzchnią podłoża) i mniej wy−
dajne pod względem gęstości sond, aktywne (Rys.
4). Metoda pozwala na bardzo wiele, można przy−
kładowo aktualizować płytkę. Oligonukleotydy czy
dłuższe, znane bądź nie, odcinki DNA mogą być de−
ponowane różnie na różnych płytkach w zależności
od potrzeb [5]. 

Jako podłoża używa się szkła lub membran, do
których przytwierdza się DNA. W przypadku po−
wierzchni szklanych używa się dodatnio naładowa−
nej warstwy polimeru (np. poli−L−lizyny) wiążącej
ujemnie naładowane DNA [5, 10, 18]. Niestety, te
oddziaływania obniżają swobodę konformacyjną
związanego kwasu nukleinowego, obniżają więc
powinowactwo do cząsteczek komplementarnych
w badanych próbkach. Aby tego uniknąć można za−
stosować DNA modyfikowane na końcu 5', co
umożliwia wiązanie kowalencyjne z niosącą grupy
reaktywne powierzchnią szklaną [5, 19, 20]. Obe−
cnie największą popularność zyskały płytki szklane
z modyfikowaną powierzchnią. Nieustannie dążąc
do zwiększenia pojemności mikromacierzy czy mi−
nimalizacji poziomu zakłóceń, testuje się także inne
rodzaje podłoży, takie jak płytki pokryte złotem czy
materiały tworzące strukturę trójwymiarową (np.
bloczki żelu poliakrylamidowego), membrany nylo−
nowe lub nitrocelulozowe, płytki pokryte nitrocelu−
lozą [5, 21]. 

Przygotowanie próbek, hybrydyzacja i od−
czytanie sygnału

Przygotowanie materiału do analizy rozpoczyna
się od izolacji RNA. Z frakcji mRNA w reakcji od−
wrotnej transkrypcji z użyciem znakowanych fluo−
rochromami nukleotydów uzyskujemy wyznakowa−
ne cDNA. Ważne jest, aby analizowane dwie grupy
cDNA były wyznakowane odmiennie. Najczęściej
używa się zielonej Cy3 oraz czerwonej Cy5, rza−
dziej fluoresceiny i rodaminy. Cy5 posiada pewne
wady. Zdarza się, że daje wysoki poziom tła fluore−
scencji na szklanych powierzchniach i jest bardziej
podatna na rozpad podczas kolejnych skanowań.
Wyznakowana pula genów w postaci cDNA jest na−
noszona na macierz, na której hybrydyzują one
z komplementarnymi sondami. Warunki hybrydyza−
cji, takie jak stężenie próbki, siła jonowa, tempera−
tura, zależą głównie od wielkości fragmentów DNA
obecnych na płytce i muszą być dobrane do kon−
kretnego eksperymentu. Poziom fluorescencji w po−
lach mikromacierzy będzie odpowiadał w sposób
ilościowy poziomowi ekspresji każdego z analizo−
wanych genów [5]. 

Poziom ekspresji RNA i sygnał hybrydyzacji
wykazują zależność liniową w zakresie jednej kopii
na 300 000 do około jednej kopii na 3000 transkryp−
tów [22]. Stwierdzano poziomy detekcji rzędu jeden
na 100 000 i jeden na 300 000 [22, 23], co sugeruje
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Rys. 4. Metody produkcji mikromacierzy DNA, na podstawie van Hal [5]
Fig. 4. Microarray preparation methods, according to van Hal [5]
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Rys. 5. Porównanie dwóch głównych typów eksperymentów z użyciem mikromacierzy, na podstawie Boothroyd i
wsp. [12]
Fig. 5. Comparison of two general designs of microarray experiments, according to Boothroyd et. al. [12]



możliwość wykrycia jednej kopii genu na jedną do
dziesięciu komórek. Potwierdzono także możliwość
wykrycia dwu−trzykrotnej różnicy w ekspresji ge−
nów [19, 24]. Różnice ekspresji rzędu cztery−pięć
razy można wykryć z około 95% prawdopodobień−
stwem, różnice rzędu dwa−trzy razy są wykrywalne
z prawdopodobieństwem 50% [5].

Wszystkie eksperymenty z użyciem techniki mi−
kromacierzy polegają zasadniczo na porównaniu
polimorfizmu genów i/lub różnicy w poziomie eks−
presji [12, 25–27]. Można wyróżnić dwa główne
podejścia do projektowania tego typu doświadczeń
porównawczych [12, 26]. Schematycznie przedsta−
wiono je na Rys. 5. Eksperymenty Typu I polegają
na wyznakowaniu różnymi fluorochromami dwóch
próbek: eksperymentalnej i kontrolnej, i ich hybry−
dyzacji z sondami na wspólnej płytce. Po zeskano−
waniu macierzy w odpowiednim czytniku będzie
można przystąpić do analizy danych. Lokalizacja
sond reprezentujących dany gen jest ściśle określo−
na. Za pomocą odpowiednich siatek nanoszonych
na obraz ze skanera (w przypadku znaczników Cy3
i Cy5 otrzymamy punkty zielone, czerwone i różne
natężenia barw pośrednich) można precyzyjnie
stwierdzić, które geny ulegają ekspresji w danych
warunkach (eksperymentalnych czy kontrolnych),
a które są aktywne w obu przypadkach, i po analizie
poziomu natężenia fluorescencji, na jakim pozio−
mie. Głównym ograniczeniem doświadczeń Typu
I jest brak możliwości porównywania wyników
z wielu płytek i eksperymentów. Doprowadziło to
do opracowania Typu II, gdzie różne próbki wyzna−
kowane tym samym fluorochromem analizuje się
w odniesieniu do wspólnej kontroli, w przypadku
której zastosowano inny znacznik, przy użyciu od−
dzielnych płytek. 

Obecne stosuje się trzy rodzaje wspólnych
próbek referencyjnych. Są to: cDNA, produkty PCR
i produkty PCR zawierające polilinker [12, 28–31].
Wspólna próbka cDNA powinna hybrydyzować ze
wszystkimi polami mikromacierzy, co czasami jest
niemożliwe w przypadku cDNA otrzymanego z ma−
teriału znajdującego się w określonych warunkach
fizjologicznych. Pojawienie się nowych warunków
wymaga wykonania nowych próbek. Aby ominąć tę
przeszkodę, cDNA powinno być otrzymane z różno−
rodnego, szczegółowego pod względem warunków
w jakich się znajdował w czasie kolekcji materiału.
Taki materiał jest dostępny komercyjnie w przypad−
ku mikromacierzy dla człowieka, myszy i szczura,
jednak nie można mieć pewności, iż znajdą się tam
geny indukowane w układzie pasożyt−żywiciel, po−

nadto w przypadku analiz parazytologicznych
otrzymanie dużych ilości mRNA ze wszystkich sta−
diów rozwojowych jest często utrudnione. Alterna−
tywą jest użycie produktów PCR odpowiadających
wszystkim genom znajdującym się na mikromacie−
rzy. Trzecia metoda bazuje na fakcie, iż często
wszystkie sondy na płytce mają krótki, wspólny od−
cinek (np. polilinker wektora, w którym wstawki
DNA były klonowane). W takiej sytuacji wspólny
region można namnożyć (lub zsyntetyzować) i użyć
jako wspólną próbkę referencyjną. Może ona być
zastosowana nie tylko do standaryzacji sygnałów
pochodzących z różnych płytek, ale w związku
z tym, iż hybrydyzuje z każdą sondą w proporcji do
ilości molarnej danego genu obecnego w mikroma−
cierzy, do określenia względnej ilości transkryptów
[12, 29, 30].

Do wizualizacji wyników eksperymentów uży−
wa się różnego rodzaju czytników. Dzielą się one na
kamery CCD, skanery laserowe niekonfokalne
i konfokalne skanery laserowe. Kamery CCD umoż−
liwiają szybkie skanowanie, ale charakteryzują się
niewielkim obszarem skanowania wynoszącym do
1 cm2. Konfokalne skanery laserowe są zdecydowa−
nie najlepsze pod względem wydajności odbioru
promieniowania i uzyskiwanej rozdzielczości, do−
datkowo posiadają małą głębię ostrości co redukuje
artefakty, lecz także wymaga większej dokładności
skanowania. Aby otrzymać wiarygodne ilościowe
dane, średnica pojedynczego pola na mikromacierzy
powinna mieć przynajmniej pięcio−dziesięciokrotną
wielkość piksela, co dla laserowych skanerów kon−
fokalnych wynosi około 10 µm [5].

Analiza danych

Jedną z podstawowych trudności podczas anali−
zy danych uzyskanych za pomocą mikromacierzy
jest ustalenie, które z zaobserwowanych zmian są
statystycznie istotne. Stosuje się dwa odmienne
podejścia do tego problemu. Pierwszym jest ustale−
nie arbitralnych górnych granic jako dwu− lub trzy−
krotnych różnic pomiędzy dwoma sygnałami.
Oczywistym ograniczeniem tego podejścia jest to,
że próg arbitralny nie pozwala określić istotności
statystycznej. Można także pominąć istotne biolo−
gicznie geny, które są regulowane na poziomie niż−
szym niż wybrany próg. Alternatywą są programy
takie jak SAM (ang. significance analysis of micro−
arrays) , które opracowano do identyfikacji istot−
nych statystycznie różnic w poziomach ekspresji;
programy te bazują na powtarzaniu pomiarów dane−
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go pola mikromacierzy. SAM pozwala na ustawie−
nie parametrów wpływających na częstość odczy−
tów fałszywie pozytywnych i identyfikację różnic
w liczebności transkryptów bez względu na zmiany
wartości ustalanych progów. Wyzwaniem dla bada−
czy, którzy pracują z organizmami, których genomy
zostały zsekwencjonowane i opisane, jest stosowa−
nie tych algorytmów statystycznych dla mikroma−
cierzy na bazie nienormalizowanych bibliotek cD−
NA. SAM i inne algorytmy zostały zaprojektowane
tak, aby traktować każde pole jako odrębny gen
w przypadku konwencjonalnych mikromacierzy
(człowiek, mysz, drożdże, Escherichia coli). Labo−
ratoria pracujące z organizmami, których genomy
nie zostały zsekwencjonowane często generują mi−
kromacierze używając klonów z nienormalizowa−
nych bibliotek cDNA, w których transkrypty o wy−
sokim poziomie ekspresji będą nadreprezentowane
[12]. 

Przykładowo, mikromacierze cDNA Toxopla−
sma gondii z naniesionymi około 4400 EST (ang.
expressed sequence tag) z nienormalizowanej bi−
blioteki EST bradyzoitów zawierały geny bradyzoi−
tów o wysokim poziomie ekspresji takie jak BAG1
i SAG4, które były reprezentowane na płytce odpo−
wiednio 70 i 23 razy. W celu analizy wszystkich
tych sond jako pojedynczego genu, dane dotyczące
każdej z nich zostały zgrupowane i została wyzna−
czona frakcja sond określonych przez SAM jako
istotna. Co ważne, jeśli wcześniej opisane geny ja−
ko regulowane różnie w zależności od stadium roz−
wojowego były analizowane w ten sposób, olbrzy−
mia większość sond zawierających istotne EST zo−
stała zidentyfikowana przez SAM jako odmiennie
regulowana [29].

Standaryzacja protokołów i porównywanie
wyników z różnych platform

Jak opisano powyżej, technika mikromacierzy
składa się z kilku etapów. Do każdego z nich opra−
cowuje się protokół, według którego przeprowadza−
ne są później eksperymenty. W laboratoriach na ca−
łym świecie powstało wiele takich protokołów
[32–34].

Dostępność wielu platform różniących się od
siebie pod wieloma względami rodzi pytanie
o zgodność uzyskiwanych wyników. Porównanie
mikromacierzy na bazie cDNA i chipów firmy Af−
fymetrix wykazało bardzo niską korelację dla
próbek z ludzkich nowotworowych linii komórko−
wych [35]. Porównywano także macierze cDNA

wykonane w laboratorium i macierze z Affymetrix
Inc.; uzyskano zgodne wyniki w przypadku szeregu
genów ze znaną regulacją [6, 36]. W badaniach po−
równawczych pomiędzy macierzami zawierającymi
immobilizowane na płytce długie sondy oligonu−
kleotydowe (70−mery) a chipami firmy Affymetrix
produkowanymi metodą fotolitografii, gdzie prób−
kami był materiał ludzki, uzyskano korelację rzędu
0,8–0,9 [37]. Podobieństwo między macierzami na
bazie niemodyfikowanych 70−merów na płytkach
szklanych i macierzami na bazie cDNA wynosiło
0,80 [38]. W badaniach Li i wsp. [39] zarówno czu−
łość, jak i specyficzność dla wybranych genów oka−
zały się odmienne w analizach z zastosowaniem
chipów Affymetrix Inc. i komercyjnymi macierzami
zawierającymi cDNA; system oferowany przez Af−
fymetrix okazał się bardziej wiarygodny. Park
i wsp. [6] porównali trzy platformy oparte na różne−
go rodzaju sondach (Affymetrix MG−U74A, cDNA,
nadrukowywane oligonukleotydy). W większości
pomiarów uzyskano dosyć dobrą zgodność pomię−
dzy platformami Affymetrix i cDNA. Macierze oli−
gonukleotydowe często nie dawały wyników zgod−
nych z pozostałymi. Stwierdzono także, iż analizy
genów o wysokim poziomie ekspresji we wszyst−
kich przypadkach dawały podobne rezultaty,
w odróżnieniu od genów o niskim poziomie ekspre−
sji.

Microarray Gene Expression Data Society
(www.mged.org) uruchomiło system Mimum Infor−
mation About a Microarray Experiment (MIAME).
Celem MIAME jest ustalenie takich standardów do−
tyczących eksperymentów z użyciem mikromacie−
rzy, które pozwolą na jednoznaczną weryfikację
i interpretację wyników
(http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/mia−
me.html, http://www.mged.org/Workgroups/MIA−
ME/miame_checklist.html) [12]. 

Ograniczenia w ilości materiału do badań

Niektóre stadia rozwojowe pasożytów, takie jak
Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii czy
Trypanosoma cruzi mogą być hodowane in vitro
z dosyć wysoką efektywnością. Istnieją też pasoży−
ty, w których przypadku ta efektywność jest niska,
a nawet zerowa. Nie opracowano bowiem satysfak−
cjonującej procedury hodowli in vitro chociażby
Plasmodium vivax. Potrzeba analizowania takiego
materiału biologicznego, dostępnego w bardzo ma−
łych ilościach, doprowadziła do powstania kilku no−
wych technik laboratoryjnych umożliwiających
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ominięcie tego problemu. Wzorując się na procedu−
rach hybrydyzacji in situ i immunofluorescencji
opracowano tzw. dendromery, cząsteczki posiadają−
ce możliwość połączenia pojedynczej cząsteczki
cDNA z setkami cząsteczek fluorescencyjnych. Al−
ternatywą dla wzmocnienia powstałego sygnału jest
zwielokrotnienie badanego materiału. Powszechnie
stosuje się liniową amplifikację RNA prowadzącą
do powstania cząsteczek cRNA z użyciem T7 RNA
polimerazy [40, 41]. Technika polega na dodaniu se−
kwencji promotorowej dla T7Rpol do primera oli−
go(dT) używanego podczas syntezy pierwszej nici.
Późniejsza synteza drugiej nici i transkrypcja in vi−
tro jest przeprowadzana właśnie przez T7Rpol.
W odróżnieniu od klasycznej reakcji PCR, zwielo−
krotnienie RNA przy użyciu tej techniki odbywa się
liniowo. Warto nadmienić, iż tego rodzaju amplifi−
kacja jest niezwykle dokładna oraz pozwala na za−
chowanie złożoności−charakteru próbki. W trakcie
analizy zmian transkrypcyjnych, mających miejsce
podczas cyklu wewnątrzerytrocytarnego w chromo−
somie 2 Plasmodium falciparum, przeprowadzonej
z wykorzystaniem mikromacierzy oligonukleotydo−
wych o wysokiej gęstości, zastosowano właśnie
techniki amplifikacji RNA [12, 42]. Opisane techni−
ki można także zastosować w badaniach zmian li−
czebności najrzadziej występujących transkryptów,
trudnych do wykrycia w inny sposób mimo dostęp−
ności materiału parazytologicznego [12].

Do czego można wykorzystać mikromacie−
rze?

Najczęstszym zastosowaniem mikromacierzy
jest badanie różnic w ekspresji genów jako funkcji
dowolnych zmiennych. Zmiennymi mogą być: czas
w danej kondycji fizjologicznej, stadium rozwojo−
we, terapia farmaceutyczna, jednorodność popula−
cji, infekcja, szczepienie, szczep, itp. Warto zauwa−
żyć, iż dla większości eksperymentów etap mikro−
macierzy jest pierwszym, nie ostatnim. Używa się
ich jako swoistych genetycznych skanerów służą−
cych jako punkt wyjścia do rozwiązania złożonych
szlaków molekularnych i komórkowych [12].

Jak już wspomniano technika mikromacierzy zo−
stała opracowana na potrzeby onkologii. Z czasem
zaczęto ją wykorzystywać w innych działach medy−
cyny, głównie w parazytologii, ze względu na prio−
rytetowe badania nad opracowaniem szczepionki
przeciwko malarii. W przypadku onkologii, techni−
ka przekłada się przede wszystkim na możliwość
porównania np. tkanki zdrowej i zaatakowanej

przez nowotwór pod względem wszystkich znanych
onkogenów, reakcji poszczególnych genów na trak−
towanie farmaceutykami, możliwość identyfikacji
genów odpowiadających za lekooporność, czy sze−
roko rozumianej analizy metabolizmu. Wykorzysta−
nie macierzy SNP pozwala na detekcję szeregu mu−
tacji w określonej grupie genów w przypadku kon−
kretnego pacjenta cierpiącego na chorobę dziedzicz−
ną, umożliwia także szybkie genotypowanie. 

Rozwój pasożytów i cykl życiowy

Badanie przy użyciu technik mikromacierzy
zmian profilu transkrypcji genów podczas rozwoju
organizmu to nowe narzędzie poszerzające możli−
wości badawcze parazytologów, które z pewnością
pomoże w ustaleniu dokładnego przebiegu rozwoju
pasożytów. 

Profile transkrypcji trofozoitów P. falciparum
w trakcie rozwoju w krwinkach czerwonych poka−
zały, iż występuje podwyższenie poziomu ekspresji
grupy enzymów metabolicznych, w tym glikolitycz−
nych, w chwili kiedy pasożyt ulega szybkiemu
wzrostowi. Późne schizonty z kolei charakteryzują
się zredukowanym ogólnym poziomem transkryp−
cji, z wyjątkiem grupy genów kodujących białka sy−
gnalne [43]. 

Analizy ekspresji genów podczas traktowania
danego stadium rozwojowego w określony sposób
(np. niedobory składników odżywczych w podłożu
hodowlanym, obecność leku) może umożliwić iden−
tyfikację „wczesnych” genów, które prawdopodob−
nie są zaangażowane w zapoczątkowanie zmian
rozwojowych, podobnie jak geny „późne”, które od−
powiadają za unikalne właściwości metaboliczne
i fizyczne tego stadium. Przykładowo, późne sta−
dium tachyzoitów Toxoplasma gondii podczas
przejścia w bradyzoity cechuje wzrost ekspresji
wielu genów kodujących enzymy metaboliczne
i antygeny sekrecyjne bradyzoitów [29].

Skonstruowano mikromacierze dla Trypanoso−
ma cruzi zawierające 4400 sekwencji odpowiadają−
cych otwartym ramkom odczytu (ORF — z ang.
open reading frame), a także losowym klonom z bi−
bliotek genomowych (GSS library — z ang. geno−
mic survey sequencing), (genom T. cruzi nie zawie−
ra intronów) w celu określenia względnego pozio−
mu występowania ich mRNA w stadium trypoma−
stigoty oraz rozwijającym się stadium amastigoty.
Zidentyfikowano 59 próbek GSS i ORF (43 GSS,
16 ORF), które z całą pewnością charakteryzują się
podwyższonym poziomem ekspresji podczas trans−
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formacji z trypomastigoty do amastigoty. Dokładne
analizy tych 59 sekwencji doprowadziły do rozpo−
znania wśród nich 38 różnych genów. Wśród rozpo−
znanych genów były: kodujące białka metaboliczne
(np. dehydrogenazy, peroksydazy, reduktazy, synta−
zy, transferazy); białka uczestniczące w syntezie in−
nych białek (np. czynniki elongacyjne, białka rybo−
somalne); białka homologiczne do HSP; białka
transportowe (np. transporter nukleozydów); gen
białka z grupy odpowiadajacych za wzrost, podział
komórki i syntezę DNA (centryna); gen białka
strukturalnego RNA (25S rRNA). Zidentyfikowano
także 13 białek o obniżonym poziomie ekspresji,
w tym 3 białka metaboliczne. W przypadku stadium
amastigoty rozpoznano kilkanaście wcześniej nie
opisanych genów o podwyższonej ekspresji [44].

Podobne badania przeprowadzono dla Trypano−
soma brucei; porównywano stadium bytujące
w strumieniu krwi z procyklicznym. Ustalono, że
około 300 sekwencji spośród ponad 21 tysięcy
umieszczonych na macierzy ulega ekspresji na róż−
nych poziomach. Wyniki sekwencjonowania pierw−
szych siedemdziesięciu wskazują, iż przede wszyst−
kim różną ekspresją charakteryzują się geny podob−
ne do kodujących główny antygen powierzchniowy
(VSG — variant surface glycoprotein). W przypad−
ku genów preferencyjnie eksprymowanych w sta−
dium bytującym w strumieniu krwi, połowa zawie−
rała sekwencje podobne do mRNA VSG. Potwier−
dzono wcześniejsze doniesienia o różnicach w eks−
presji GPIPLC (glycosyl−phosphatidylinositol−spe−
cific phospholipase C) [45], dwóch VSG [46], ter−
minatora transkrypcji locus EP [47] i genów alterna−
tywnej oksydazy [48]. Wykryto także nie identyfi−
kowane wcześniej: podjednostkę dehydrogenazy
NADH, proteazę CAAX−prenylową, alternatywną
oksydazę i białko GRESAG 2.1–1. Stadium procy−
kliczne wykazało także ekspresję szeregu specyficz−
nych białek np. przypuszczalnego transportera ami−
nokwasów, białka HSP 83, podjednostki alfa ATPa−
zy, podjednostki beta importyny, czy białka EP [49].

Ciekawych wniosków dostarczyły badania nad
porównaniem trzech głównych stadiów rozwojo−
wych Leishmania major; promastigoty, metacy−
klicznej promastigoty i amastigoty. Ustalono, iż
frakcja genów, których mRNA wykazuje zmiany
w poziomie występowania podczas cyklu infekcyj−
nego, wydaje się znacznie mniejsza niż zaobserwo−
wana u innych organizmów. Zidentyfikowano po−
nad dwieście genów o różnym poziomie ekspresji
w poszczególnych stadiach, zarówno genów o po−
znanej roli w biologii i wirulencji pasożyta, jak i ta−

kich, które dopiero są w trakcie analizowania. Roz−
poznano grupę genów wykazujących związek
z białkami o znanej funkcji, lecz których poziom
transkrypcji nie był wcześniej znany. Przykładem
może być metabolizm inozytolu: transkrypty synta−
zy inozytol−1−fosforanowej mają podwyższony po−
ziom w stadiach amastigoty i metacyklicznym. Po−
wierzchnia L. major jest bogata w cząsteczki zawie−
rające inozytol, takie jak glikozylfosfatydyloinozy−
tol (GPI), czy fosfoceramidy inozytolowe. Czą−
steczki kotwiczące za pomocą GPI odpowiadają za
wirulencję, inozytol jest też istotny dla przeżywal−
ności pasożyta. Interesujące jest także to, że znale−
ziono pięć sekwencji zawierających powtórzone se−
kwencje telomerowe, wykazujących podwyższony
poziom ekspresji w komórkach metacyklicznych
i amastigoty, co sugeruje możliwość wpływania te−
lomerów na ekspresję genów [50].

Największym wyzwaniem tego typu badań jest
uzyskanie czystych preparatów badanego stadium
rozwojowego i uzyskanie wystarczających ilości
RNA. Metody hodowli in vitro na dużą skalę i moż−
liwość selektywnej izolacji pasożytów na podstawie
specyficznych dla określonych stadiów rozwojo−
wych markerów molekularnych i/lub właściwości
fizycznych często pozwalają na pokonanie tych
trudności [12].

Genomika porównawcza

W literaturze fachowej można znaleźć wiele
przykładów zastosowania mikromacierzy w geno−
mice porównawczej pasożytów. Otrzymane wyniki
mogą być punktem wyjścia dla lepszego zrozumie−
nia patogenezy pasożytów, być może umożliwią
także opracowanie metod zapobiegania, bądź walki
z inwazjami pasożytniczymi.

Jakie czynniki u blisko spokrewnionych gatun−
ków powodują, iż jeden z nich jest chorobotwórczy
a drugi nie? Odpowiedzi na to pytanie poszukują od
dawna epidemiolodzy i parazytolodzy. Badania po−
równawcze z użyciem mikromacierzy pokazały, iż
dla niektórych patogenów różnice w wirulencji mo−
gą być wynikiem obecności, lub odwrotnie, braku
pewnych krytycznych genów i/lub różnic w pozio−
mie ich ekspresji [12]. Taka sytuacja może zaistnieć
w przypadku dwóch gatunków pełzaków: chorobo−
twórczej Entamoeba histolytica oraz niepatogennej
Entamoeba dispar. Okazało się, iż 98% genów jest
identycznych u obu organizmów, jednakże zidenty−
fikowano również geny występujące tylko u E. hi−
stolytica, które mogą odpowiadać za jej chorobo−
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twórczość [51, 52]. 
W przypadku przecinkowca cholery (Vibrio cho−

lera) skuteczna transmisja z jednego żywiciela na
drugiego wymaga, aby patogen posiadał zdolność
do infekcji przed opuszczeniem zarażonego organi−
zmu. Porównanie metodą mikromacierzy przecin−
kowców pobranych z kału chorych pacjentów
z przecinkowcami hodowanymi in vitro wykazało
dużo większą wirulencję tych pierwszych. Zidenty−
fikowano geny eksprymowane u Vibrio cholera izo−
lowanych od chorych, kluczowe dla procesu trans−
misji [53].

Mikromacierzy można także użyć do porówna−
nia genomów atenuowanych szczepów szczepion−
kowych. Istnieją obawy, i jednocześnie sprzeciw,
przeciwko stosowaniu tego typu szczepionek, po−
nieważ kolejne pasaże szczepu mogą doprowadzić
do efektu akumulacji mutacji punktowych i delecyj−
nych, za czym mogłoby pójść zniesienie jego zdol−
ności do wywoływania odporności [12]. Przykłado−
wo różne szczepy potomne atenuowanych Myco−
bacterium bovis, BCG, wykazują różną zdolność
w wywoływaniu odporności przeciwko infekcjom
prątków gruźlicy Mycobacterium tuberculosis.
Chcąc wyjaśnić powody tych różnic użyto mikro−
macierzy z sondami odpowiadającymi całemu ge−
nomowi M. tuberculosis do hybrydyzacji z próbka−
mi będącymi genomowym DNA M. tuberculosis
oraz różnych potomnych szczepów BCG. Dzięki
tym porównaniom ustalono, iż w szczepach BCG
powstały i nagromadziły się delecje, co mogło do−
prowadzić do zdolności wywoływania odporności
przeciwko M. tuberculosis [54]. 

Mikromacierze można by wykorzystać w bada−
niach nad pasożytami istotnymi ze względu na ich
chorobotwórczość. Analizy lokalnych izolatów pa−
sożytów mogą być kluczowe w zidentyfikowaniu
genotypów związanych z unikalnymi cechami epi−
demiologicznymi i klinicznymi danego szczepu.
Otrzymane wyniki mogłyby umożliwić szybką dia−
gnozę i dobranie terapii optymalnej w przypadku
danego szczepu [12]. 

Moser i wsp. [55] porównywała profile ekspresji
dwóch form trzeciego stadium larwalnego (L3) An−
cylostoma caninum: wolno żyjącą larwę inwazyjną
oraz hodowaną in vitro stymulowaną surowicą lar−
wę symulującą początkowe stadium pasożyta we−
wnątrz żywiciela. Skonstruowano macierz zawiera−
jącą 4191 klonów EST. Zidentyfikowano 113 ge−
nów różnie regulowanych u obu form larwalnych,
wyniki potwierdzono reakcją PCR w czasie rzeczy−
wistym. Wśród genów o obniżonym poziomie eks−

presji u formy stymulowanej surowicą wyróżniono
siedem należących do rodziny białek sekrecyjnych
ASP (ang. Ancylostoma secreted protein), chociaż
także jedno białko ekskrecyjne o masie 24 kDa wy−
kazujące podobieństwo do ASP charakteryzowało
się podwyższoną ekspresją. Może to świadczyć
o wzajemnie uzupełniającym się sposobie regulacji
poszczególnych białek z rodzin istotnych pod
względem pasożytnictwa pod wpływem stymulacji
surowicą.

Analizowano także różnice w ekspresji genów
u samców i samic Schistosoma mansoni. Wyznaczo−
no 117 genów u samic i 80 u samców o zdecydowa−
nie odmiennym poziomie ekspresji. Przeważająca
część transkryptów skojarzonych z płcią męską jest
zaangażowana w organizację strukturalną pasożyta,
co kontrastuje z transkryptami wysoko eksprymo−
wanymi u dorosłych samic biorącymi udział w roz−
rodzie i składaniu jaj. Do elementów strukturalnych
występujących głównie u samców należą składniki
układu mięśniowego, białka tegumentu i cytoszkie−
letu. Uzyskano potwierdzenie na poziomie moleku−
larnym zachowań samców polegających na opiece
nad składającymi jaja samicami przejawiającej się
w pomocy przy odżywianiu, transportowaniu przez
naczynia krwionośne, czy dostarczaniu zewnątrzko−
mórkowych czynników wzrostu, samica w ten spo−
sób może przeznaczyć wydatki energetyczne na
produkcję jaj [56]. 

Innym ciekawym wynikiem było ustalenie zde−
cydowanie wyższego poziomu ekspresji podjedno−
stki kanałów wapniowych VB1 u samców niż u sa−
mic (dla odmiany SmCaVB2 charakteryzują się zbli−
żonymi poziomami ekspresji). Fakt ten, a także
podwyższony poziom ekspresji białka AHNAK
(posiadającego szereg funkcji, w tym oddziaływanie
z podjednostkami kanałów wapniowych typu
L — 1, 2, 2a), tłumaczy zjawisko mniejszej wrażli−
wości samic na Prazikwantel (lek powodujący za−
kłócenie gospodarki Ca+ pasożyta) [56].

Szczepionki

Na całym świecie trwają prace nad opracowa−
niem szczepionek przeciwko najbardziej patogen−
nym pasożytom. Jest to obecnie jeden z ważniej−
szych kierunków badawczych w parazytologii. Jed−
nym z głównych problemów, z którym możemy się
spotkać na wstępnym etapie opracowywania szcze−
pionki to wybór antygenu. Pojawienie się techniki
mikromacierzy może zdecydowanie ułatwić jego
wytypowanie. Już na wstępnym etapie badań bę−
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dziemy mieli pewność co do istotności wybranego
celu szczepionki; dodatkowym atutem takiej drogi
postępowania jest przyspieszenie jego typowania,
a także uzyskanie informacji dotyczących wielu an−
tygenów jednocześnie.

Najbardziej intensywne badania z wykorzysta−
niem technik mikromacierzy DNA dotyczą szcze−
pionki przeciwko Plasmodium falciparum. Prowa−
dzi się poszukiwania antygenów na bazie cDNA ko−
dującego białka związane z błoną komórkową paso−
żyta, a także białka ekskrecyjno−sekrecyjne [56, 57]. 

Opisana wcześniej analiza genomu trypomasti−
goty i amastigoty T. cruzi [44], oprócz dostarczenia
danych dotyczących różnic występujących w obu
stadiach i genów uczestniczących w transformacji,
miała służyć przede wszystkim właśnie do wytypo−
wania potencjalnych antygenów szczepionkowych.
Spośród uzyskanych wyników wybrano 37 genów,
które będą analizowane pod kątem ich protekcyjno−
ści, m.in. wcześniej nieopisane geny regulowane
dodatnio u amastigoty (np.: CBS 5, EF 1α, redukta−
za pterydynowa, peptyd stadiowo−specyficzny, ami−
notransferazę tyrozynową, peroksydazę tryparedo−
ksynową, ST1). 

Fakt opracowania przez Affymetrix „chipu” dla
nicienia modelowego C. elegans, z pewnością zao−
wocuje dużym przyspieszeniem badań służących
opracowaniu szczepionki przeciwko nicieniom żo−
łądkowo−jelitowym takim jak np. Ancylostoma cey−
lanicum, Ancylostoma duodenale, Necator america−
nus, czy niezwykle istotny z ekonomicznego punk−
tu widzenia pasożyt małych przeżuwaczy (głównie
owiec), Haemonchus contortus.

Interakcje pasożyt−żywiciel

Mikromacierze mogą być niezwykle użyteczne
kiedy chcemy porównać ekspresję genów różnych
stadiów rozwojowych, pasożytów znajdujących się
w różnych warunkach czy jakąkolwiek funkcję in−
nych zmiennych, nie zapominajmy także o esencji
parazytologii, jaką jest niewątpliwie wzajemne od−
działywanie pasożyta i żywiciela. Profilowanie
transkrypcji zmian mających miejsce w komórkach
żywiciela podczas infekcji, rozwoju pasożyta w fa−
zie wczesnej i późnej, a także śmierci komórki ży−
wiciela mogłoby dostarczyć kluczowych, nieosią−
galnych wcześniej informacji. Zagadnienie można
sprowadzić do trzech głównych pytań: (1) jak orga−
nizm żywiciela rozpoznaje fakt infekcji specyficz−
nym patogenem i inicjuje stosowną odpowiedź im−
munologiczną? (2) jak pasożyt stymuluje tę odpo−

wiedź? i (3) czy zmiany w transkrypcji genów żywi−
ciela są korzystne dla niego, czy dla pasożyta?
W przypadku niektórych patogenów użycie mate−
riału izolowanego od zainfekowanego żywiciela
może rodzić problem reakcji krzyżowych podczas
hybrydyzacji transkryptów pasożyta i DNA żywi−
ciela unieruchomionego na płytce. Niektóre wysoko
konserwatywne geny pasożyta i żywiciela mogą
mieć sekwencje na tyle podobne, iż będą hybrydy−
zować jedne z drugimi, np. geny niektórych białek
rybosomalnych [58]. W praktyce takie geny wystę−
pują, jednak stosunkowo rzadko, a specyficzność
hybrydyzacji jest na tyle wysoka, że wspomniane
trudności nie występują często. Takie przypadki są
łatwo wykrywalne w eksperymentach pilotażo−
wych, w których genomowe DNA pasożyta lub cD−
NA jest używane jako próbka nanoszona na mikro−
macierz zawierającą reprezentację genów żywiciela
i odwrotnie [12].

Rozpoznanie przez system immunologiczny
czynnika zakaźnego jest krytycznym etapem w ini−
cjacji odpowiedzi immunologicznej przeciwko in−
wazji. Wyróżnia się aktywność komórek dendry−
tycznych, makrofagów i innych komórek odpowie−
dzi wrodzonej, występują także specyficzne akty−
watory odpowiedzi wrodzonej, takie jak lipopolisa−
charydy, dwuniciowe RNA, mannan, metylowane
DNA CpG (u kręgowców cytozyny szybko odnaj−
dujące koniec 5' guanozyny są często metylowane,
zależnie od tego czy dany gen jest transkrybowany
czy nie) [12, 59, 60]. W wielu przypadkach zespół
genów kodujących chemokiny, cytokiny i inne biał−
ka stresu jest wspólnie modulowany przez dany bo−
dziec. Każdy bodziec stymuluje właściwe tylko dla
niego pobudzenie ekspresji genów, co sugeruje iż
odpowiedź wrodzona jest specyficzna dla każdego
patogenu [12]. Niektóre pasożyty nie aktywują na−
wet części grupy genów odpowiedzi wczesnej.
Przykładowo, odpowiedź zainfekowanych fibrobla−
stów na dwa pasożyty wewnątrzkomórkowe, T.
gondii i T. cruzi, różni się diametralnie. T. gondii
stymuluje gwałtowną, klasyczną odpowiedź, nato−
miast T. cruzi indukuje dużo mniejszą reakcję, do
tego zresztą zupełnie innego zestawu genów [61].

Geny zawiadujące odpowiedzią żywiciela na in−
wazję można podzielić na trzy klasy: (1) geny
sprzyjające przeżyciu żywiciela („pro−żywiciel”);
(2) geny sprzyjające rozwojowi pasożyta („pro−pa−
sożyt”); oraz (3) geny regulowane w konsekwencji
oddziaływań na dwie pierwsze klasy genów. Za po−
mocą mikromacierzy scharakteryzowano aktywację
wielu genów z grupy „pro−żywiciel” (np. kodujące
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interferon−γ, TNF−α, czy inne cytokiny) po stymula−
cji przez szereg patogenów. Dzięki takim analizom
prawdopodobnie wkrótce zostaną zidentyfikowane
kolejne takie geny. Geny „pro−pasożyt” nie są tak
dobrze poznane. Opisano ich tylko kilka. Prawdo−
podobnie największym wyzwaniem czekającym
biologów w przyszłości będzie zaszeregowanie ge−
nów do poszczególnych kategorii. Niemożliwe jest
dokładne zbadanie każdego z setek modulowanych
genów, dlatego na podstawie obecnego stanu wie−
dzy dotyczącej funkcji genów i biologii pasożyta
trzeba będzie wytypować te, o przypuszczalnie naj−
większym znaczeniu. Ostatecznie, najbardziej uży−
tecznych danych dostarczą analizy mutantów żywi−
ciela (lub zmutowane linie komórkowe) produkują−
ce mniej lub więcej jakiegoś białka. Ta droga okaza−
ła się niezwykle skuteczna podczas badań genów
„pro−żywiciel” w ciągu ostatnich dwudziestu lat
i taką pozostanie w analizach genów wytypowanych
dzięki mikromacierzom. Ustalenie, jak pasożyt
wpływa na zmiany w metabolizmie komórek żywi−
ciela, będzie wymagało identyfikacji czynników
modulujących transkrypcję żywiciela. Do tego do−
prowadzić może ustalenie jego szlaków transkryp−
cyjnych i sygnałowych, na które infekcja ma
wpływ, a które będzie można poznać dzięki mikro−
macierzom [12]. 

Podsumowanie

Opisana technika jest uniwersalnym narzędziem
badawczym, pozwalającym na uzyskanie cennych
wyników. Jest to swego rodzaju przełom technolo−
giczny, dzięki któremu możemy się spodziewać du−
żego przyspieszenia w rozwoju szeroko rozumia−
nych nauk biologicznych.
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Słowniczek

Sonda DNA — fragment DNA w formie jednoniciowej,
komplementarny do określonej sekwencji

Gen wysoko konserwatywny — gen posiadający se−
kwencję nukleotydową identyczną lub prawie iden−
tyczną w odległych ewolucyjnie grupach organizmów

Nić sensowna — nić DNA o sekwencji odpowiadającej
nici mRNA

Nić antysensowna — nić DNA komplementarna do nici
sensownej

Oligonukleotyd — krótki (o długości do kilkudziesięciu
zasad), jednoniciowy odcinek DNA

Polilinker — część wektora plazmidowego posiadająca
sekwencję rozpoznawaną przez szereg różnych enzy−
mów restrykcyjnych; po trawieniu wektora wybrany−
mi enzymami do tej części przyłącza się klonowany
fragment DNA (wstawka)

Primery (startery) linkerowe — primery komplementarne
do sekwencji znajdujących się po obu stronach plilin−
kera umożliwiające namnożenie w reakcji PCR klo−
nowanej wstawki

70−mery — oligonukleotydy o długości 70 zasad
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