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ABSTRACT. The article presents the current knowledge on the microarray technique and its applications in medical
sciences and parasitology. The first part of the article is focused on the technical aspects (microarray preparation, dif-
ferent microarray platforms, probes preparation, hybridization and signal detection). The article also describes possible
ways of proceeding during laboratory work on organism of which the genome sequence is not known or has been only
partially sequenced. The second part of the review describes how microarray technique have been, or possibly will be,
used for better understanding parasite life cycles and development, host-parasite relationship, comparative genomics of
virulent organisms, develpoment vaccines against the most virulent parasites and host responses to infection.
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Wstep

Technika mikromacierzy (z ang. microarray)
zyskuje coraz szersze uznanie, a co za tym idzie,
zastosowanie w rozmaitych typach laboratoriow.
Jest to niezwykle uniwersalna metoda, ktérej idea
wzieta poczatek od badari poréwnawczych prowa-
dzonych w onkologii, z czasem zostata zaadoptowa-
na do innych dzialéw nauk biologicznych i medycz-
nych. Umozliwia ona poréwnanie profili ekspresji
gen6é6w komorek, tkanek, organizméw znajdujacych
sie¢  w réznych warunkach fizjologicznych.
Stosowane dotychczas metody pozwalajace badac
poziom ekspresji, takie jak hybrydyzacja RNA
(Northern blotting) [1], metoda rdéznicowego
namnazania (differential display) [2], metoda SAGE
(serial analysis of gene expression) [3], hybrydyza-
cja ,,dotblot” [4], majg jedng wsp6lng wadg w po-
réwnaniu z technikg mikromacierzy, nie pozwalajg
na jednoczesne badanie ekspresji az tak ogromnych
ilosci genéw naraz, ponadto wymagajg duzych ilos-
ci materialu wyjsciowego [5]. Opisywana w niniej-
szym artykule metoda pozwala na jednoczesne ana-
lizowanie tysigcy genéw [6—10], dzigki czemu moz-

na ustalié, ktére z nich sg aktywne w okreslonych
warunkach i w powigzaniu z jakimi innymi genami.
Mikromacierze DNA definiuje si¢ jako uporzadko-
wane zbiory fragmentdw gendéw (inaczej méwigc
uporzadkowane fragmenty sond molekularnych)
w postaci jednoniciowych odcinkéw DNA (o bar-
dzo réznej dtugosci, zaleznie od typu mikromacie-
rzy) unieruchomionych na réznego typu powierzch-
niach w $cisle zdefiniowanym porzadku. Technika
mikromacierzy zasadniczo sktada si¢ z czterech na-
stepujacych etapéw: (1) przygotowanie sond mole-
kularnych i ich immobilizacja na powierzchni ptyt-
ki, (2) przygotowanie wyznakowanych prébek
DNA przeznaczonych do analizy, (3) hybrydyzacja
probek DNA z sondami mikromacierzy, i wreszcie
(4) odczytanie sygnatéw uzyskanych z hybrydyzacji
i analiza danych [11].

Na koficu artykulu zamieszczono stowniczek
uzywanych terminéw.

Sondy molekularne

Omoéwienie pierwszego etapu techniki mikroma-
cierzy nalezy rozpocza¢ od wymienienia gtéwnych



14

S. Jaros

typow sond molekularnych. Wyrézniamy trzy grupy
sond: na bazie cDNA, genomowego DNA oraz oli-
gonukleotydowe.

Sondy cDNA posiadajg szereg zalet, a ich przy-
gotowanie nie wymaga od badacza znajomosci se-
kwencji genomu organizmu, na ktérym pracuje.
Komplementarny DNA (cDNA) uzyskuje si¢ w re-
akcji odwrotnej transkrypcji, w ktorej matryca jest
wyizolowany z komérek czy tkanek mRNA. Cza-
steczki cDNA kodujace wszystkie biatka organizmu
klonuje si¢ do wektorow plazmidowych, a nastepnie
rekombinowanymi plazmidami transformuje si¢
bakterie kompetentne, uzyskujac biblioteke cDNA.
Na jej bazie mozna przygotowac sondy wykorzystu-
jac primery linkerowe zastosowanego wektora, za-
tem koszt uzyskania tego rodzaju sond jest relatyw-
nie niewielki. Kolejne zalety takich sond takze wy-
nikajg z natury cDNA, do ich przygotowania nie
musimy zna¢ sekwencji calego genomu, organizacji
gendéw (ulozenia egzondw i intronéw, granic wyste-
powania danego genu, jego sekwencji promotoro-
wych i terminalnych), mozna je stosowaé w przy-
padku genéw z duzg liczbg intronéw, a kazda sonda
bedzie odpowiadata doktadnie jednemu genowi.
Niestety, sondy cDNA nie sg pozbawione wad.
W wyniku ich duzej dlugosci nie mozna rozr6znic¢
r6znych wariantéw sktadania genu (splicingu). Ko-
lejng niedogodnoscig jest brak mozliwosci rozréz-
nienia nici sensownych od antysensownych. Trzecig
wadg jest mozliwos¢ otrzymania fatszywych wyni-
kéw w przypadku uzyskania biblioteki niskiej jako-
sci. Istnieje niebezpieczenistwo zaburzenia proporcji
w liczbie kopii poszczegélnych genéw w bibliotece,
ktéra moze by¢ nieadekwatna do wyjsciowego cD-
NA, co wigcej, niektére geny moga nie by¢é w takim
banku genéw w ogdle reprezentowane [12]. Warto
takze przed przystgpieniem do konstruowania bi-
blioteki cDNA doktadnie przemysle¢ wybdr tkanki
oraz momentu izolacji RNA, gdyz czes¢ gendéw nie
zawsze jest aktywna transkrypcyjnie.

Sondy na bazie genomowego DNA takze uzy-
skuje sie z wykorzystaniem bibliotek. Biblioteke ge-
nomowg otrzymuje si¢ poprzez fragmentacj¢ DNA
genomowego na male, losowe odcinki, ktére na-
stgpnie sg klonowane do wybranego wektora pla-
zmidowego. W tym przypadku, podobnie jak opisa-
no powyzej, takze niewielkim kosztem mozna uzy-
ska¢ zbiér sond molekularnych wykorzystujac pare
primeréw linkerowych danego wektora. Réwniez
tutaj nie musimy zna¢ organizacji genomu ani jego
sekwencji. W odréznieniu od sond cDNA, bez
wigkszych trudnosci otrzymamy zbidr czasteczek

charakteryzujacy si¢ wysokim stopniem reprezenta-
tywnosci dla poszczegdlnych gendw i czgstosci ich
wystepowania. Nie bedzie mozliwosci odréznienia
nici sensownych od antysensownych ani réznych
wariantow splicingu [12]. Niestety, pojedyncza son-
da moze obejmowac fragmenty dwdéch lub wigksze;j
liczby genéw, wiele sond begdzie zawiera¢ introny,
sekwencje regulatorowe, powtarzalne, ruchome i in-
ne. W praktyce, tego typu sondy mozna zastosowac
tylko w przypadku badari nad organizmami, ktérych
genomy nie zawierajq intronéw, np. genom Escheri-
chia coli [13], lub zawierajg ich niewiele [12], np.
genom Saccharomyces cerevisiae [13].

Ostatnia grupa sond molekularnych, sondy oli-
gonukleotydowe, posiada najwigcej zalet. Charakte-
ryzuja si¢ one bardzo wysoka specyficznoscia, za
czym idzie takze mozliwos¢ rozréznienia warian-
tow genu posiadajacego rézne warianty splicingu.
Mozna odrézni¢ nici sensowne od antysensownych.
Co prawda, do konstrukcji mikromacierzy z sonda-
mi oligonukleotydowymi konieczna jest znajomos¢
sekwencji genomu oraz jego organizacji, lecz dzig-
ki temu otrzymana ptytka zawiera reprezentacje
wszystkich genéw obecnych w danym organizmie
czy tkance we wiasciwych proporcjach. Wielokrot-
ne uzycie szeregu réznych oligonukleotydéw specy-
ficznych dla danego genu podnosi wiarygodnosé
wynikéw. Przy produkcji tego typu mikromacierzy
unika si¢ generujacych bledy etapéw PCR 1 oczy-
szczania amplikonu. Do wad nalezy zaliczyé wspo-
mniang wczesniej koniecznos¢ znajomosci sekwen-
cji 1 organizacji genomu, a takze wysoki koszt
otrzymania. Warto jeszcze nadmienié, iz sondy te
mozna podzieli¢, ze wzgledu na dlugos¢, na dwie
kategorie: diugie oligonukleotydy (najczg¢sciej oko-
fo 70-mery), ktére uzyskuje si¢ w syntetyzerach,
a nastepnie nanosi na ptytke, lub krétkie oligonu-
kleotydy (20-25-mery) uzyskiwane in situ np. me-
toda fotolitografii — system wykorzystywany przez
Affymetrix Inc. (Santa Clara, CA, USA; http:
/Iwww.affymetrix.com) oferujgcg macierze pod na-
zwg GeneChip (powszechnie uzywa si¢ nazwy
,chip DNA”) [6].

Stosowany przez Affymetrix system charaktery-
zuje si¢ kilkoma interesujagcymi cechami. Kazdy
gen jest reprezentowany na ,,chipie” przez okoto 20
probek. Kazdg probke reprezentuja dwa rodzaje oli-
gonukleotydéw, PerfectMach (PM) — o sekwencji
referencyjnej (jest to konkretny transkrypt), np.

nukleotyd zostaje zamieniony, np. ATG...G... TGC.
Sygnal wyjsciowy jest wypadkowa PM i MM
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z probek. Jesli zauwazymy, iz takich prébek dla da-
nego transkryptu jest kilkanascie — dwadziescia,
a oligonukleotydy majg dtugos¢ kilkunastu — dwu-
dziestu nukleotydéw, jesteSmy w stanie na podsta-
wie sygnatu wyjsSciowego z takiego zestawu probek
wykry¢ ewentualng nawet pojedynczg mutacj¢ i jg
zlokalizowaé. Nalezy pamietaé, iz zastosowanie
r6znych metod analizy danych moze powodowac
réznice w uzyskanym odczycie. Obecnie w korzyst-
nej sytuacji sg laboratoria badajace genetyke nicieni
oraz zarodZca malarii. Dzigki poznaniu sekwencji
genomu Caenorhabditis elegans 1 Plasmodium fal-
ciparum chipy dla tych organizméw sg opracowane
1 dostgpne komercyjnie.

Warto dodad, iz istnieje specjalna grupa mikro-
macierzy, tzw. macierze SNP (ang. single nucleoti-
de polymorphism), ktére wykorzystuje si¢ do iden-
tyfikacji mutacji, polimorfizméw genowych, geno-
typowania.

Produkcja mikromacierzy in situ

Najbardziej rozpowszechnionym rodzajem syn-

ACTG G CTG

tezy in situ jest synteza wspomniang metoda fotoli-
tografii opracowang przez Fodora i wsp. [14]. Ry-
sunki 11 2 przedstawiajg schemat syntezy sond oli-
gonukleotydowych in situ metodg fotolitografii.
Krzemowg ptytke, wcezesniej poddang obrébcee che-
micznej (hydroksylacja, a nast¢pnie silanizacja), na-
Swietla si¢ ultrafioletem [15]. Nie naswietla si¢ jed-
nak calej powierzchni, ale stosuje si¢ przestony
umozliwiajagce aktywacje tylko tych miejsc,
w ktérych w danym cyklu syntezy ma by¢ przyta-
czony wybrany nukleotyd. Wyobrazmy sobie, ze
chcemy otrzymaé ptytke z dziewigcioma sondami
nukleotydowymi. W przypadku czterech oligonu-
kleotydéw (1a, lc, 2b, 3a) pierwszym nukleotydem
ma by¢ adenina, przestona uniemozliwia dotarcie
promieniowaniu UV do pozostatych miejsc, nukleo-
tyd jest wigzany tylko w wybranych czterech pozy-
cjach. W kolejnym cyklu przylgczona zostanie cyto-
zyna, przestona zostanie zastosowana w pozycjach
2a, 2¢, 3b. W miejscach 1a, lc, 2b, 3a otrzymamy
juz struktur¢ dwunukleotydowg o sekwencji AC,
w miejscach 1b, 3c bedzie to pierwszy nukleotyd.
Etap trzeci to dosyntetyzowanie tyminy. Aktywuje-

1 2 3 1 2 3
& & a & B a
hv
L b | C— == C L b
A ¢ AC C ¢
hv
1 2 3 1 2 3
LCTS T &CT a &CT T ACT a
hv
CTG LCTG TG b -{]:I CT &CT T b

ACT CT ¢

Rys. 1. Schemat syntezy ,,Chipa DNA” metodga fotolitografii; opis w tekscie

Fig. 1. GeneChip preparation using photolitographic method
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my wszystkie pozycje z wyjatkiem 2c¢ otrzymujac
struktury tréjnukleotydowe o sekwencji ACT (la,
Ic, 2b, 3a), dwunukleotydowe o sekwencji CT (1b,
3c), a takze jednonukleotydowe T (2a, 3b).
W czwartym cyklu bgdziemy przytaczaé guaning
we wszystkich miejscach. Otrzymamy struktury
jedno-, dwu-, tréj- i czteronukleotydowe. Proces
przeprowadzimy wielokrotnie w analogiczny spo-
sob az do otrzymania réznorodnych sond o diugosci
20-25 nukleotydéw o zaplanowanej sekwencji.

Do grupy technik produkcji mikromacierzy in si-
tu nalezy takze stosowana przez firm¢ 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 umozliwiajacy produkcje macie-
rzy o bardzo wysokiej gestosci sond. Wykorzystuje
on pozbawiony przestony projektor jako wirtualng
przestone zamiast przeston chromowych uzywa-
nych przez Affymetrix. Wirtualna przestona jest
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Synteza in situ:
krotkie, znane sekwenqe

macierzg setek tysigcy osobno adresowanych alumi-
niowych luster na chipie komputerowym odbijaja-
cych promienie Swiatla [15, 16] (Rys. 3).

Firma Xeotron (Houston, TX, USA;
http://www.xeotron.com) takze produkuje mikro-
macierze wykorzystujac cyfrowy projektor mikrolu-
ster. Mikromacierze Xeotron zawierajg trojwymia-
rowe nanokomory chipéw wypetnionych ptynem.
Oligonukleotydy syntetyzuje si¢ w nanokomorach
czesto stosowang metodg opisang przez Gao i wsp.
[17]. W ten sposéb uzyskuje sie bardzo diugie oli-
gonukleotydy o dtugosci do 150 zasad [15].

Kompania  Febit (Mannheim, Niemcy;
http://www.febit.com) uzywa projektora cyfrowego
do bezprzestonowej, aktywowanej Swiattem synte-
zy mikromacierzy DNA. Charakterystyczne dla tej
firmy jest wykorzystanie do syntezy DNA unikal-
nych trojwymiarowych mikrokanalikéw. Pozwala
to na otrzymanie do oSmiu macierzy zawierajacych

przynajmniej 6000 oligonukleotydéw kazda. Urza-
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Rys. 2. Produkcja Chipa DNA in situ metoda fotolitografii. Przestony umozliwiajg swiattu UV dotarcie tylko do
wybranych miejsc na ptytce i ich aktywacje, na podstawie van Hal [5] i Venkatasubbarao [15]
Fig. 2. GeneChip preparation using photolitographic method, according to van Hal [5] and Venkatasubbarao [15].
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dzenia sprzedawane przez Febit majg t¢ dodatkowa
zalete, iz otrzymuje si¢ kompletny system umozli-
wiajacy syntezg¢ DNA, produkcje mikromacierzy,
hybrydyzacje, detekcje sygnatu hybrydyzacji oraz
analize danych [15].

Podczas gdy Affymetrix, NimbleGen, Febit
i Xeotron do syntezy DNA zdecydowaly si¢ zasto-
sowac ukierunkowane napromieniowanie ultrafiole-
tem, CombiMatrix (Mukilteo, WA, USA;
http://www.combimatrix.com) poszto w zupelnie
inng stron¢. Firma bazuje na ukierunkowanej elek-
trochemii. Indywidualnie adresowane macierze mi-
kroelektrodowe sg podstawa produkcji tysigcy roz-
nych czasteczek réwnoczesnie. Kazda elektroda jest
umieszczona na warstwie biokompatybilnej co uta-
twia przylaczanie zsyntetyzowanych czasteczek

[15].

Produkcja mikromacierzy przez bezposre-
dnie nanoszenie biomolekul na plytke

Bezposrednie nanoszenie na plytke wczesniej
otrzymanych biomolekut to alternatywne podejscie
do zagadnienia produkcji mikromacierzy. Okresla
si¢ je w literaturze jako ,,micro-dispensing”. Jest to
metoda wykazujaca wigksza elastycznos¢, mozna
z niej korzysta¢ w kazdym laboratorium biologii
molekularnej [5, 10]. Doktadny protokét postepo-
wania mozna znaleZzé pod adresem: http:
/lcmgm.stanford.edu/pbrown/protocols.html. Nie-
wielkie ilosci DNA w roztworze o objgtosci mini-
mum 50 pl nanosi si¢ na podtoze za pomocg specjal-
nych urzadzer szeroko juz dostepnych w sprzedazy.
Bazuja one na technologii stosowanej w drukarkach
atramentowych (tzw. inkjet technology). Mozna
wsréd nich wyr6zni¢ dwie kategorie, pasywne
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Rys. 3. Produkcja mikromacierzy z uzyciem MAS, metoda wykorzystywana przez NimbleGen, Xeotron i Febit.
Swiatto UV jest kierowane przy uzyciu tysiecy luster, z ktérych kazde przypisane jest konkretnemu punktowi na
powierzchni plytki, 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]
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(DNA jest naktadane przez specjalng igle/igly kon-
taktujace si¢ z powierzchnig podtoza) i mniej wy-
dajne pod wzgledem gestosci sond, aktywne (Rys.
4). Metoda pozwala na bardzo wiele, mozna przy-
ktadowo aktualizowaé ptytke. Oligonukleotydy czy
dtuzsze, znane badz nie, odcinki DNA mogg by¢ de-
ponowane roznie na roznych ptytkach w zaleznosci
od potrzeb [5].

Jako podloza uzywa si¢ szkta lub membran, do
ktérych przytwierdza sie¢ DNA. W przypadku po-
wierzchni szklanych uzywa si¢ dodatnio natadowa-
nej warstwy polimeru (np. poli-L-lizyny) wiazacej
ujemnie naladowane DNA [5, 10, 18]. Niestety, te
oddziatywania obnizaja swobod¢ konformacyjng
zwigzanego kwasu nukleinowego, obnizaja wigc
powinowactwo do czgsteczek komplementarnych
w badanych prébkach. Aby tego uniknag¢ mozna za-
stosowa¢ DNA modyfikowane na korcu 5’°, co
umozliwia wigzanie kowalencyjne z niosaca grupy
reaktywne powierzchnig szklang [5, 19, 20]. Obe-
cnie najwigkszg popularnos¢ zyskaty ptytki szklane
z modyfikowana powierzchnig. Nieustannie dazac
do zwigkszenia pojemnosci mikromacierzy czy mi-
nimalizacji poziomu zaktécen, testuje si¢ takze inne
rodzaje podlozy, takie jak ptytki pokryte zlotem czy
materialy tworzace strukture tréjwymiarowg (np.
bloczki zelu poliakrylamidowego), membrany nylo-
nowe lub nitrocelulozowe, plytki pokryte nitrocelu-
lozg [5, 21].

Przygotowanie probek, hybrydyzacja i od-
czytanie sygnalu

Przygotowanie materiatu do analizy rozpoczyna
si¢ od izolacji RNA. Z frakcji mRNA w reakcji od-
wrotnej transkrypcji z uzyciem znakowanych fluo-
rochromami nukleotydéw uzyskujemy wyznakowa-
ne cDNA. Wazne jest, aby analizowane dwie grupy
cDNA byly wyznakowane odmiennie. Najczesciej
uzywa si¢ zielonej Cy3 oraz czerwonej Cy5, rza-
dziej fluoresceiny i rodaminy. Cy5 posiada pewne
wady. Zdarza si¢, ze daje wysoki poziom tta fluore-
scencji na szklanych powierzchniach i jest bardziej
podatna na rozpad podczas kolejnych skanowan.
Wyznakowana pula genéw w postaci cDNA jest na-
noszona na macierz, na ktérej hybrydyzuja one
z komplementarnymi sondami. Warunki hybrydyza-
cji, takie jak stezenie probki, sita jonowa, tempera-
tura, zaleza gtéwnie od wielkosci fragmentéw DNA
obecnych na plytce i muszg by¢ dobrane do kon-
kretnego eksperymentu. Poziom fluorescencji w po-
lach mikromacierzy bedzie odpowiadal w sposdb
ilosciowy poziomowi ekspresji kazdego z analizo-
wanych gendéw [5].

Poziom ekspresji RNA i sygnat hybrydyzacji
wykazujg zaleznos¢ liniowa w zakresie jednej kopii
na 300 000 do okoto jednej kopii na 3000 transkryp-
téw [22]. Stwierdzano poziomy detekcji rzedu jeden
na 100 000 i jeden na 300 000 [22, 23], co sugeruje

Metoda pasywna:

. krotkie 1 dtugie, znane
1 nieznane sekwencje
>2500 pél/cm’

niski koszt otrzymania
produkcja na srednia i
duza skale

Metoda aktywna:

. krotkie 1 dlugie, znane
i nieznane sekwencje
250-1000 pél/cm’
niski koszt otrzymania
produkcja na mala i
srednig skale

—— D —

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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wsp. [12]
Fig. 5. Comparison of two general designs of microarray experiments, according to Boothroyd et. al. [12]
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mozliwos¢ wykrycia jednej kopii genu na jedng do
dziesieciu komdrek. Potwierdzono takze mozliwos¢
wykrycia dwu-trzykrotnej réznicy w ekspresji ge-
néw [19, 24]. Roéznice ekspresji rzedu cztery-pieé
razy mozna wykry¢ z okoto 95% prawdopodobien-
stwem, r6znice rz¢du dwa-trzy razy sa wykrywalne
z prawdopodobienstwem 50% [5].

Wszystkie eksperymenty z uzyciem techniki mi-
kromacierzy polegaja zasadniczo na poréwnaniu
polimorfizmu genéw i/lub réznicy w poziomie eks-
presji [12, 25-27]. Mozna wyrdzni¢ dwa gtéwne
podejscia do projektowania tego typu doswiadczen
poréwnawczych [12, 26]. Schematycznie przedsta-
wiono je na Rys. 5. Eksperymenty Typu I polegaja
na wyznakowaniu r6znymi fluorochromami dwéch
probek: eksperymentalnej i kontrolnej, i ich hybry-
dyzacji z sondami na wspélnej ptytce. Po zeskano-
waniu macierzy w odpowiednim czytniku bedzie
mozna przystgpi¢ do analizy danych. Lokalizacja
sond reprezentujacych dany gen jest scisle okreslo-
na. Za pomocg odpowiednich siatek nanoszonych
na obraz ze skanera (w przypadku znacznikow Cy3
i Cy5 otrzymamy punkty zielone, czerwone i rozne
natgzenia barw posrednich) mozna precyzyjnie
stwierdzi¢, ktére geny ulegajg ekspresji w danych
warunkach (eksperymentalnych czy kontrolnych),
a ktoére sg aktywne w obu przypadkach, i po analizie
poziomu nat¢zenia fluorescencji, na jakim pozio-
mie. Gléwnym ograniczeniem doswiadczen Typu
I jest brak mozliwosci poréwnywania wynikéw
z wielu ptytek i eksperymentéw. Doprowadzito to
do opracowania Typu Il, gdzie rézne probki wyzna-
kowane tym samym fluorochromem analizuje si¢
w odniesieniu do wspdlnej kontroli, w przypadku
ktérej zastosowano inny znacznik, przy uzyciu od-
dzielnych ptytek.

Obecne stosuje si¢ trzy rodzaje wspolnych
probek referencyjnych. Sg to: cDNA, produkty PCR
i produkty PCR zawierajgce polilinker [12, 28-31].
Wspdlna probka cDNA powinna hybrydyzowaé ze
wszystkimi polami mikromacierzy, co czasami jest
niemozliwe w przypadku cDNA otrzymanego z ma-
teriatlu znajdujacego si¢ w okreslonych warunkach
fizjologicznych. Pojawienie si¢ nowych warunkéw
wymaga wykonania nowych prébek. Aby ominac te
przeszkode, cDNA powinno by¢ otrzymane z r6zno-
rodnego, szczegdtowego pod wzglegdem warunkéw
w jakich si¢ znajdowal w czasie kolekcji materiatu.
Taki materiat jest dostgpny komercyjnie w przypad-
ku mikromacierzy dla czlowieka, myszy i szczura,
jednak nie mozna mie¢ pewnosci, iz znajda si¢ tam
geny indukowane w uktadzie pasozyt-zywiciel, po-

nadto w przypadku analiz parazytologicznych
otrzymanie duzych ilosci mRNA ze wszystkich sta-
diéw rozwojowych jest czgsto utrudnione. Alterna-
tywg jest uzycie produktéow PCR odpowiadajacych
wszystkim genom znajdujacym si¢ na mikromacie-
rzy. Trzecia metoda bazuje na fakcie, iz czgsto
wszystkie sondy na ptytce majg krétki, wspdlny od-
cinek (np. polilinker wektora, w ktérym wstawki
DNA byty klonowane). W takiej sytuacji wspolny
region mozna namnozy¢ (lub zsyntetyzowac) i uzy¢
jako wspdlng probke referencyjng. Moze ona by¢
zastosowana nie tylko do standaryzacji sygnalow
pochodzacych z réznych ptytek, ale w zwigzku
z tym, iz hybrydyzuje z kazdg sondg w proporcji do
ilosci molarnej danego genu obecnego w mikroma-
cierzy, do okreslenia wzglednej ilosci transkryptéw
[12, 29, 30].

Do wizualizacji wynikow eksperymentow uzy-
wa si¢ roznego rodzaju czytnikow. Dzielg si¢ one na
kamery CCD, skanery laserowe niekonfokalne
i konfokalne skanery laserowe. Kamery CCD umoz-
liwiajg szybkie skanowanie, ale charakteryzujg si¢
niewielkim obszarem skanowania wynoszacym do
1 cm’. Konfokalne skanery laserowe sg zdecydowa-
nie najlepsze pod wzgledem wydajnosci odbioru
promieniowania i uzyskiwanej rozdzielczosci, do-
datkowo posiadajg malg glgbie ostrosci co redukuje
artefakty, lecz takze wymaga wiekszej doktadnosci
skanowania. Aby otrzymaé wiarygodne ilosciowe
dane, srednica pojedynczego pola na mikromacierzy
powinna mie¢ przynajmniej pigcio-dziesigciokrotng
wielkos¢ piksela, co dla laserowych skaner6w kon-
fokalnych wynosi okoto 10 um [5].

Analiza danych

Jedng z podstawowych trudnosci podczas anali-
zy danych uzyskanych za pomocg mikromacierzy
jest ustalenie, ktére z zaobserwowanych zmian sg
statystycznie istotne. Stosuje si¢ dwa odmienne
podejscia do tego problemu. Pierwszym jest ustale-
nie arbitralnych gérnych granic jako dwu- lub trzy-
krotnych réznic pomigedzy dwoma sygnatami.
Oczywistym ograniczeniem tego podejscia jest to,
ze prog arbitralny nie pozwala okresli¢ istotnosci
statystycznej. Mozna takze poming¢ istotne biolo-
gicznie geny, ktére sg regulowane na poziomie niz-
szym niz wybrany prég. Alternatywg sg programy
takie jak SAM (ang. significance analysis of micro-
arrays) , ktére opracowano do identyfikacji istot-
nych statystycznie réznic w poziomach ekspresji;
programy te bazujg na powtarzaniu pomiaréw dane-
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go pola mikromacierzy. SAM pozwala na ustawie-
nie parametrow wplywajacych na czestos¢ odczy-
tow falszywie pozytywnych i identyfikacje réznic
w liczebnosci transkryptéw bez wzgledu na zmiany
wartosci ustalanych progéw. Wyzwaniem dla bada-
czy, ktérzy pracujg z organizmami, ktérych genomy
zostaly zsekwencjonowane i opisane, jest stosowa-
nie tych algorytméw statystycznych dla mikroma-
cierzy na bazie nienormalizowanych bibliotek cD-
NA. SAM i inne algorytmy zostaly zaprojektowane
tak, aby traktowaé kazde pole jako odrgbny gen
w przypadku konwencjonalnych mikromacierzy
(cztowiek, mysz, drozdze, Escherichia coli). Labo-
ratoria pracujace z organizmami, ktérych genomy
nie zostaly zsekwencjonowane czgsto generujg mi-
kromacierze uzywajac klonéw z nienormalizowa-
nych bibliotek cDNA, w ktérych transkrypty o wy-
sokim poziomie ekspresji beda nadreprezentowane
[12].

Przyktadowo, mikromacierze cDNA Toxopla-
sma gondii z naniesionymi okoto 4400 EST (ang.
expressed sequence tag) z nienormalizowanej bi-
blioteki EST bradyzoitéw zawieraty geny bradyzoi-
tow o wysokim poziomie ekspresji takie jak BAGI
1 SAG4, ktore byly reprezentowane na ptytce odpo-
wiednio 70 i 23 razy. W celu analizy wszystkich
tych sond jako pojedynczego genu, dane dotyczace
kazdej z nich zostaly zgrupowane i zostata wyzna-
czona frakcja sond okreslonych przez SAM jako
istotna. Co wazne, jesli wczesniej opisane geny ja-
ko regulowane réznie w zaleznosci od stadium roz-
wojowego byly analizowane w ten sposéb, olbrzy-
mia wigkszos$¢ sond zawierajacych istotne EST zo-
stata zidentyfikowana przez SAM jako odmiennie
regulowana [29].

Standaryzacja protokoléw i poré6wnywanie
wynikow z réznych platform

Jak opisano powyzej, technika mikromacierzy
sktada si¢ z kilku etapéw. Do kazdego z nich opra-
cowuje sie protokol, wedtug ktérego przeprowadza-
ne sg pdzZniej eksperymenty. W laboratoriach na ca-
tym $wiecie powstalo wiele takich protokoléw
[32-34].

Dostepnos¢ wielu platform réznigcych si¢ od
siebie pod wieloma wzgledami rodzi pytanie
0 zgodnos¢ uzyskiwanych wynikéw. Poréwnanie
mikromacierzy na bazie cDNA i chipéw firmy Af-
fymetrix wykazato bardzo niskg korelacj¢ dla
prébek z ludzkich nowotworowych linii komérko-
wych [35]. Poré6wnywano takze macierze cDNA

wykonane w laboratorium i macierze z Affymetrix
Inc.; uzyskano zgodne wyniki w przypadku szeregu
gendéw ze znang regulacjg [6, 36]. W badaniach po-
réwnawczych pomiedzy macierzami zawierajacymi
immobilizowane na plytce dlugie sondy oligonu-
kleotydowe (70-mery) a chipami firmy Affymetrix
produkowanymi metoda fotolitografii, gdzie prob-
kami byt materiat ludzki, uzyskano korelacje¢ rzedu
0,8-0,9 [37]. Podobieristwo migdzy macierzami na
bazie niemodyfikowanych 70-meréw na ptytkach
szklanych i macierzami na bazie cDNA wynosito
0,80 [38]. W badaniach Li i wsp. [39] zaréwno czu-
tos¢, jak i specyficznos¢ dla wybranych genéw oka-
zaly si¢ odmienne w analizach z zastosowaniem
chipéw Affymetrix Inc. i komercyjnymi macierzami
zawierajacymi cDNA; system oferowany przez Af-
fymetrix okazat si¢ bardziej wiarygodny. Park
i wsp. [6] poréwnali trzy platformy oparte na rézne-
go rodzaju sondach (Affymetrix MG-U74A, cDNA,
nadrukowywane oligonukleotydy). W wigkszosci
pomiaréw uzyskano dosy¢ dobrg zgodnos¢ pomig-
dzy platformami Affymetrix i cDNA. Macierze oli-
gonukleotydowe czesto nie dawaty wynikéw zgod-
nych z pozostalymi. Stwierdzono takze, iz analizy
genéw o wysokim poziomie ekspresji we wszyst-
kich przypadkach dawaly podobne rezultaty,
w odréznieniu od gendéw o niskim poziomie ekspre-
sji.

Microarray Gene Expression Data Society
(www.mged.org) uruchomito system Mimum Infor-
mation About a Microarray Experiment (MIAME).
Celem MIAME jest ustalenie takich standardow do-
tyczacych eksperymentéw z uzyciem mikromacie-
rzy, ktére pozwolg na jednoznaczng weryfikacje
i interpretacje wynikoéw
(http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/mia-
me.html, http://www.mged.org/Workgroups/MIA-
ME/miame_checklist.html) [12].

Ograniczenia w ilosci materialu do badan

Niektodre stadia rozwojowe pasozytéw, takie jak
Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii czy
Trypanosoma cruzi mogg by¢ hodowane in vitro
z dosy¢ wysokg efektywnoscig. Istniejg tez pasozy-
ty, w ktérych przypadku ta efektywnos¢ jest niska,
a nawet zerowa. Nie opracowano bowiem satysfak-
cjonujacej procedury hodowli in vitro chociazby
Plasmodium vivax. Potrzeba analizowania takiego
materiatu biologicznego, dostgpnego w bardzo ma-
tych ilosciach, doprowadzita do powstania kilku no-
wych technik laboratoryjnych umozliwiajacych
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ominigcie tego problemu. Wzorujac si¢ na procedu-
rach hybrydyzacji in situ i immunofluorescencji
opracowano tzw. dendromery, czgsteczki posiadaja-
ce mozliwos¢ potaczenia pojedynczej czasteczki
cDNA z setkami czgsteczek fluorescencyjnych. Al-
ternatywg dla wzmocnienia powstalego sygnatu jest
zwielokrotnienie badanego materiatu. Powszechnie
stosuje si¢ liniowa amplifikacjg¢ RNA prowadzacg
do powstania czgsteczek cRNA z uzyciem T7 RNA
polimerazy [40, 41]. Technika polega na dodaniu se-
kwencji promotorowej dla T7Rpol do primera oli-
go(dT) uzywanego podczas syntezy pierwszej nici.
Poézniejsza synteza drugiej nici i transkrypcja in vi-
tro jest przeprowadzana wlasnie przez T7Rpol.
W odréznieniu od klasycznej reakcji PCR, zwielo-
krotnienie RNA przy uzyciu tej techniki odbywa si¢
liniowo. Warto nadmienié, iz tego rodzaju amplifi-
kacja jest niezwykle doktadna oraz pozwala na za-
chowanie zlozonosci-charakteru probki. W trakcie
analizy zmian transkrypcyjnych, majacych miejsce
podczas cyklu wewnatrzerytrocytarnego w chromo-
somie 2 Plasmodium falciparum, przeprowadzonej
z wykorzystaniem mikromacierzy oligonukleotydo-
wych o wysokiej gestosci, zastosowano wtasnie
techniki amplifikacji RNA [12, 42]. Opisane techni-
ki mozna takze zastosowaé¢ w badaniach zmian li-
czebnosci najrzadziej wystgpujacych transkryptow,
trudnych do wykrycia w inny sposéb mimo dostep-
nosci materialu parazytologicznego [12].

Do czego mozna wykorzystaé¢ mikromacie-
rze?

Najczestszym zastosowaniem mikromacierzy
jest badanie réznic w ekspresji genéw jako funkcji
dowolnych zmiennych. Zmiennymi mogg by¢: czas
w danej kondycji fizjologicznej, stadium rozwojo-
we, terapia farmaceutyczna, jednorodnos¢ popula-
cji, infekcja, szczepienie, szczep, itp. Warto zauwa-
zy¢, iz dla wigkszosci eksperymentéw etap mikro-
macierzy jest pierwszym, nie ostatnim. Uzywa si¢
ich jako swoistych genetycznych skaneréw stuza-
cych jako punkt wyjscia do rozwigzania ztozonych
szlakéw molekularnych i komérkowych [12].

Jak juz wspomniano technika mikromacierzy zo-
stala opracowana na potrzeby onkologii. Z czasem
zaczeto ja wykorzystywaé w innych dziatach medy-
cyny, gtéwnie w parazytologii, ze wzgledu na prio-
rytetowe badania nad opracowaniem szczepionki
przeciwko malarii. W przypadku onkologii, techni-
ka przeklada si¢ przede wszystkim na mozliwos¢
poréwnania np. tkanki zdrowej i zaatakowanej

przez nowotwor pod wzgledem wszystkich znanych
onkogenéw, reakcji poszczegdlnych genéw na trak-
towanie farmaceutykami, mozliwos¢ identyfikacji
gendéw odpowiadajacych za lekoopornosé, czy sze-
roko rozumianej analizy metabolizmu. Wykorzysta-
nie macierzy SNP pozwala na detekcj¢ szeregu mu-
tacji w okreslonej grupie genéw w przypadku kon-
kretnego pacjenta cierpigcego na chorobe dziedzicz-
ng, umozliwia takze szybkie genotypowanie.

Rozwdj pasozytow i cykl zyciowy

Badanie przy uzyciu technik mikromacierzy
zmian profilu transkrypcji genéw podczas rozwoju
organizmu to nowe narzg¢dzie poszerzajgce mozli-
wosci badawcze parazytologdéw, ktére z pewnoscig
pomoze w ustaleniu doktadnego przebiegu rozwoju
pasozytow.

Profile transkrypcji trofozoitéw P. falciparum
w trakcie rozwoju w krwinkach czerwonych poka-
zaly, iz wystepuje podwyzszenie poziomu ekspresji
grupy enzymOw metabolicznych, w tym glikolitycz-
nych, w chwili kiedy pasozyt ulega szybkiemu
wzrostowi. PéZne schizonty z kolei charakteryzujg
si¢ zredukowanym ogdélnym poziomem transkryp-
cji, z wyjatkiem grupy genéw kodujacych bialka sy-
gnalne [43].

Analizy ekspresji genéw podczas traktowania
danego stadium rozwojowego w okreslony sposéb
(np. niedobory sktadnikéw odzywczych w podiozu
hodowlanym, obecnos¢ leku) moze umozliwi¢ iden-
tyfikacje ,,wczesnych” genéw, ktére prawdopodob-
nie sg zaangazowane w zapoczatkowanie zmian
rozwojowych, podobnie jak geny ,,p6Zne”, ktére od-
powiadajg za unikalne wtasciwosci metaboliczne
1 fizyczne tego stadium. Przyktadowo, pdZne sta-
dium tachyzoitéw Toxoplasma gondii podczas
przejscia w bradyzoity cechuje wzrost ekspresji
wielu genéw kodujacych enzymy metaboliczne
i antygeny sekrecyjne bradyzoitow [29].

Skonstruowano mikromacierze dla Trypanoso-
ma cruzi zawierajace 4400 sekwencji odpowiadajg-
cych otwartym ramkom odczytu (ORF — z ang.
open reading frame), a takze losowym klonom z bi-
bliotek genomowych (GSS library — z ang. geno-
mic survey sequencing), (genom 7. cruzi nie zawie-
ra intronéw) w celu okreslenia wzglednego pozio-
mu wystgpowania ich mRNA w stadium trypoma-
stigoty oraz rozwijajacym si¢ stadium amastigoty.
Zidentyfikowano 59 prébek GSS i ORF (43 GSS,
16 ORF), ktére z calg pewnoscig charakteryzujq si¢
podwyzszonym poziomem ekspresji podczas trans-
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formacji z trypomastigoty do amastigoty. Doktadne
analizy tych 59 sekwencji doprowadzity do rozpo-
znania wsrdd nich 38 réznych genéw. Wsrdd rozpo-
znanych genéw byty: kodujace biatka metaboliczne
(np. dehydrogenazy, peroksydazy, reduktazy, synta-
zy, transferazy); biatka uczestniczace w syntezie in-
nych biatek (np. czynniki elongacyjne, biatka rybo-
somalne); biatka homologiczne do HSP; biatka
transportowe (np. transporter nukleozydéw); gen
biatka z grupy odpowiadajacych za wzrost, podziat
komérki i syntezg DNA (centryna); gen biatka
strukturalnego RNA (25S rRNA). Zidentyfikowano
takze 13 bialek o obnizonym poziomie ekspresji,
w tym 3 biatka metaboliczne. W przypadku stadium
amastigoty rozpoznano kilkanascie wczesniej nie
opisanych genéw o podwyzszonej ekspresji [44].
Podobne badania przeprowadzono dla Trypano-
soma brucei; poréwnywano stadium bytujace
w strumieniu krwi z procyklicznym. Ustalono, ze
okoto 300 sekwencji sposrod ponad 21 tysigcy
umieszczonych na macierzy ulega ekspresji na r6z-
nych poziomach. Wyniki sekwencjonowania pierw-
szych siedemdziesigciu wskazuja, iz przede wszyst-
kim r6zna ekspresjg charakteryzujg si¢ geny podob-
ne do kodujacych gtéwny antygen powierzchniowy
(VSG — variant surface glycoprotein). W przypad-
ku genéw preferencyjnie eksprymowanych w sta-
dium bytujacym w strumieniu krwi, potowa zawie-
rata sekwencje podobne do mRNA VSG. Potwier-
dzono wczesniejsze doniesienia o réznicach w eks-
presji GPIPLC (glycosyl-phosphatidylinositol-spe-
cific phospholipase C) [45], dwoch VSG [46], ter-
minatora transkrypcji locus EP [47] i genéw alterna-
tywnej oksydazy [48]. Wykryto takze nie identyfi-
kowane weczesniej: podjednostke dehydrogenazy
NADH, proteaze CAAX-prenylowa, alternatywng
oksydazg¢ i biatko GRESAG 2.1-1. Stadium procy-
kliczne wykazato takze ekspresje szeregu specyficz-
nych biatek np. przypuszczalnego transportera ami-
nokwasow, biatka HSP 83, podjednostki alfa ATPa-
zy, podjednostki beta importyny, czy biatka EP [49].
Ciekawych wnioskow dostarczyly badania nad
poréwnaniem trzech gtéwnych stadiéw rozwojo-
wych Leishmania major; promastigoty, metacy-
klicznej promastigoty i amastigoty. Ustalono, iz
frakcja genéw, ktérych mRNA wykazuje zmiany
w poziomie wystepowania podczas cyklu infekcyj-
nego, wydaje si¢ znacznie mniejsza niz zaobserwo-
wana u innych organizméw. Zidentyfikowano po-
nad dwiescie genéw o réznym poziomie ekspresji
w poszczegdlnych stadiach, zaréwno genéw o po-
znanej roli w biologii i wirulencji pasozyta, jak i ta-

kich, ktére dopiero sa w trakcie analizowania. Roz-
poznano grupe genéw wykazujacych zwigzek
z bialkami o znanej funkcji, lecz ktérych poziom
transkrypcji nie byl wczesniej znany. Przyktadem
moze by¢ metabolizm inozytolu: transkrypty synta-
zy inozytol-1-fosforanowej maja podwyzszony po-
ziom w stadiach amastigoty i metacyklicznym. Po-
wierzchnia L. major jest bogata w czasteczki zawie-
rajace inozytol, takie jak glikozylfosfatydyloinozy-
tol (GPI), czy fosfoceramidy inozytolowe. Cza-
steczki kotwiczgce za pomocg GPI odpowiadajg za
wirulencje, inozytol jest tez istotny dla przezywal-
nosci pasozyta. Interesujace jest takze to, ze znale-
ziono pige¢ sekwencji zawierajacych powtérzone se-
kwencje telomerowe, wykazujacych podwyzszony
poziom ekspresji w komdrkach metacyklicznych
i amastigoty, co sugeruje mozliwo$¢ wptywania te-
lomeréw na ekspresje genéw [50].

Najwigkszym wyzwaniem tego typu badar jest
uzyskanie czystych preparatéw badanego stadium
rozwojowego i uzyskanie wystarczajacych ilosci
RNA. Metody hodowli in vitro na duzg skale i moz-
liwos¢ selektywnej izolacji pasozytow na podstawie
specyficznych dla okreslonych stadiow rozwojo-
wych markeréw molekularnych i/lub wiasciwosci
fizycznych czesto pozwalajg na pokonanie tych
trudnosci [12].

Genomika poréwnawcza

W literaturze fachowej mozna znaleZé¢ wiele
przyktadéw zastosowania mikromacierzy w geno-
mice poréwnawczej pasozytow. Otrzymane wyniki
mogg by¢ punktem wyjscia dla lepszego zrozumie-
nia patogenezy pasozytéw, by¢é moze umozliwig
takze opracowanie metod zapobiegania, badZ walki
z inwazjami pasozytniczymi.

Jakie czynniki u blisko spokrewnionych gatun-
kéw powoduja, iz jeden z nich jest chorobotwoérczy
a drugi nie? Odpowiedzi na to pytanie poszukujg od
dawna epidemiolodzy i parazytolodzy. Badania po-
réwnawcze z uzyciem mikromacierzy pokazaty, iz
dla niektdrych patogenéw réznice w wirulencji mo-
g3 by¢ wynikiem obecnosci, lub odwrotnie, braku
pewnych krytycznych genéw i/lub réznic w pozio-
mie ich ekspresji [12]. Taka sytuacja moze zaistnie¢
w przypadku dwéch gatunkéw petzakéw: chorobo-
tworczej Entamoeba histolytica oraz niepatogennej
Entamoeba dispar. Okazalo si¢, iz 98% gendw jest
identycznych u obu organizmdéw, jednakze zidenty-
fikowano réwniez geny wystepujace tylko u E. hi-
stolytica, ktére mogg odpowiadaé za jej chorobo-
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tworczos¢ [51, 52].

W przypadku przecinkowca cholery (Vibrio cho-
lera) skuteczna transmisja z jednego zywiciela na
drugiego wymaga, aby patogen posiadatl zdolnos¢
do infekcji przed opuszczeniem zarazonego organi-
zmu. Por6wnanie metoda mikromacierzy przecin-
kowcow pobranych z katlu chorych pacjentéw
z przecinkowcami hodowanymi in vitro wykazalo
duzo wieksza wirulencje tych pierwszych. Zidenty-
fikowano geny eksprymowane u Vibrio cholera izo-
lowanych od chorych, kluczowe dla procesu trans-
misji [53].

Mikromacierzy mozna takze uzy¢ do poréwna-
nia genomOéw atenuowanych szczepéw szczepion-
kowych. Istniejg obawy, i jednoczesnie sprzeciw,
przeciwko stosowaniu tego typu szczepionek, po-
niewaz kolejne pasaze szczepu moga doprowadzié
do efektu akumulacji mutacji punktowych i delecyj-
nych, za czym mogloby p6js¢ zniesienie jego zdol-
nosci do wywotywania odpornosci [12]. Przyktado-
wo rdzne szczepy potomne atenuowanych Myco-
bacterium bovis, BCG, wykazujg rézng zdolnos¢
w wywolywaniu odpornosci przeciwko infekcjom
pratkéw gruZlicy Mycobacterium tuberculosis.
Chcge wyjasni¢ powody tych réznic uzyto mikro-
macierzy z sondami odpowiadajacymi calemu ge-
nomowi M. tuberculosis do hybrydyzacji z prébka-
mi bedacymi genomowym DNA M. tuberculosis
oraz réznych potomnych szczepéw BCG. Dzigki
tym poréwnaniom ustalono, iz w szczepach BCG
powstaly i nagromadzity si¢ delecje, co mogto do-
prowadzi¢ do zdolnosci wywotywania odpornosci
przeciwko M. tuberculosis [54].

Mikromacierze mozna by wykorzysta¢ w bada-
niach nad pasozytami istotnymi ze wzgledu na ich
chorobotworczos¢é. Analizy lokalnych izolatéw pa-
sozytow moga by¢ kluczowe w zidentyfikowaniu
genotypéw zwigzanych z unikalnymi cechami epi-
demiologicznymi i klinicznymi danego szczepu.
Otrzymane wyniki moglyby umozliwi¢ szybkg dia-
gnoze i dobranie terapii optymalnej w przypadku
danego szczepu [12].

Moser i wsp. [55] poréwnywata profile ekspres;ji
dwdch form trzeciego stadium larwalnego (L3) An-
cylostoma caninum: wolno zyjacg larwe inwazyjng
oraz hodowang in vitro stymulowang surowicg lar-
we symulujacg poczatkowe stadium pasozyta we-
wnatrz zywiciela. Skonstruowano macierz zawiera-
jacg 4191 klonéw EST. Zidentyfikowano 113 ge-
néw réznie regulowanych u obu form larwalnych,
wyniki potwierdzono reakcjg PCR w czasie rzeczy-
wistym. Wsréd genéw o obnizonym poziomie eks-

presji u formy stymulowanej surowica wyrézniono
siedem nalezacych do rodziny biatek sekrecyjnych
ASP (ang. Ancylostoma secreted protein), chociaz
takze jedno biatko ekskrecyjne o masie 24 kDa wy-
kazujgce podobienstwo do ASP charakteryzowato
si¢ podwyzszong ekspresja. Moze to swiadczyé
0 wzajemnie uzupelniajagcym si¢ sposobie regulacji
poszczegdlnych biatek z rodzin istotnych pod
wzgledem pasozytnictwa pod wptywem stymulacji
Surowicg.

Analizowano takze réznice w ekspresji genow
u samcow i samic Schistosoma mansoni. Wyznaczo-
no 117 genéw u samic 1 80 u samcéw o zdecydowa-
nie odmiennym poziomie ekspresji. Przewazajaca
czes¢ transkryptéw skojarzonych z plcig meska jest
zaangazowana w organizacje strukturalng pasozyta,
co kontrastuje z transkryptami wysoko eksprymo-
wanymi u dorostych samic biorgcymi udziat w roz-
rodzie 1 sktadaniu jaj. Do elementéw strukturalnych
wystepujacych gléwnie u samcéw naleza sktadniki
uktadu migsniowego, biatka tegumentu i cytoszkie-
letu. Uzyskano potwierdzenie na poziomie moleku-
larnym zachowan samcéw polegajacych na opiece
nad sktadajagcymi jaja samicami przejawiajacej si¢
w pomocy przy odzywianiu, transportowaniu przez
naczynia krwionosne, czy dostarczaniu zewnatrzko-
morkowych czynnikéw wzrostu, samica w ten spo-
s6b moze przeznaczy¢ wydatki energetyczne na
produkcje jaj [56].

Innym ciekawym wynikiem byto ustalenie zde-
cydowanie wyzszego poziomu ekspresji podjedno-
stki kanatéw wapniowych Vi1 u samcow niz u sa-
mic (dla odmiany SmCaV 2 charakteryzuja si¢ zbli-
zonymi poziomami ekspresji). Fakt ten, a takze
podwyzszony poziom ekspresji biatka AHNAK
(posiadajacego szereg funkcji, w tym oddziatywanie
z podjednostkami kanaléw wapniowych typu
L — 1, 2, 2a), ttumaczy zjawisko mniejszej wrazli-
wosci samic na Prazikwantel (Ilek powodujacy za-
kt6cenie gospodarki Ca* pasozyta) [56].

Szczepionki

Na calym swiecie trwajg prace nad opracowa-
niem szczepionek przeciwko najbardziej patogen-
nym pasozytom. Jest to obecnie jeden z wazniej-
szych kierunkéw badawczych w parazytologii. Jed-
nym z giéwnych probleméw, z ktérym mozemy si¢
spotka¢ na wstepnym etapie opracowywania szcze-
pionki to wybér antygenu. Pojawienie si¢ techniki
mikromacierzy moze zdecydowanie ulatwi¢ jego
wytypowanie. Juz na wstepnym etapie badan be-
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dziemy mieli pewnos¢ co do istotnosci wybranego
celu szczepionki; dodatkowym atutem takiej drogi
postepowania jest przyspieszenie jego typowania,
a takze uzyskanie informacji dotyczacych wielu an-
tygenéw jednoczesnie.

Najbardziej intensywne badania z wykorzysta-
niem technik mikromacierzy DNA dotyczg szcze-
pionki przeciwko Plasmodium falciparum. Prowa-
dzi si¢ poszukiwania antygenéw na bazie cDNA ko-
dujacego biatka zwigzane z btong komoérkowa paso-
zyta, a takze biatka ekskrecyjno-sekrecyjne [56, 57].

Opisana wczesniej analiza genomu trypomasti-
goty 1 amastigoty 7. cruzi [44], oprécz dostarczenia
danych dotyczacych réznic wystepujacych w obu
stadiach i genéw uczestniczacych w transformacji,
miata stuzy¢ przede wszystkim wiasnie do wytypo-
wania potencjalnych antygendw szczepionkowych.
Sposrdéd uzyskanych wynikéw wybrano 37 genéw,
ktére beda analizowane pod katem ich protekcyjno-
$ci, m.in. wczesniej nieopisane geny regulowane
dodatnio u amastigoty (np.: CBS 5, EF 10, redukta-
za pterydynowa, peptyd stadiowo-specyficzny, ami-
notransferaze tyrozynowa, peroksydaze tryparedo-
ksynowa, ST1).

Fakt opracowania przez Affymetrix ,,chipu” dla
nicienia modelowego C. elegans, z pewnoscia zao-
wocuje duzym przyspieszeniem badari stuzgcych
opracowaniu szczepionki przeciwko nicieniom zo-
tadkowo-jelitowym takim jak np. Ancylostoma cey-
lanicum, Ancylostoma duodenale, Necator america-
nus, czy niezwykle istotny z ekonomicznego punk-
tu widzenia pasozyt matych przezuwaczy (gtéwnie
owiec), Haemonchus contortus.

Interakcje pasozyt-zywiciel

Mikromacierze mogg by¢ niezwykle uzyteczne
kiedy chcemy poréwnaé ekspresje gendéw réznych
stadiéw rozwojowych, pasozytéw znajdujacych si¢
w réznych warunkach czy jakgkolwiek funkcje in-
nych zmiennych, nie zapominajmy takze o esencji
parazytologii, jaka jest niewatpliwie wzajemne od-
dzialywanie pasozyta i zywiciela. Profilowanie
transkrypcji zmian majacych miejsce w komoérkach
zywiciela podczas infekcji, rozwoju pasozyta w fa-
zie wczesnej 1 péznej, a takze Smierci komorki zy-
wiciela mogloby dostarczy¢ kluczowych, nieosig-
galnych wczesniej informacji. Zagadnienie mozna
sprowadzi¢ do trzech gtéwnych pytan: (1) jak orga-
nizm zywiciela rozpoznaje fakt infekcji specyficz-
nym patogenem i inicjuje stosowng odpowiedZ im-
munologiczng? (2) jak pasozyt stymuluje t¢ odpo-

wiedZ?1 (3) czy zmiany w transkrypcji gendw zywi-
ciela sa korzystne dla niego, czy dla pasozyta?
W przypadku niektérych patogenéw uzycie mate-
rialu izolowanego od zainfekowanego zywiciela
moze rodzi¢ problem reakcji krzyzowych podczas
hybrydyzacji transkryptéw pasozyta i DNA zywi-
ciela unieruchomionego na ptytce. Niektére wysoko
konserwatywne geny pasozyta i zywiciela moga
mie¢ sekwencje na tyle podobne, iz beda hybrydy-
zowac¢ jedne z drugimi, np. geny niektérych biatek
rybosomalnych [58]. W praktyce takie geny wyste-
puja, jednak stosunkowo rzadko, a specyficznos¢
hybrydyzacji jest na tyle wysoka, ze wspomniane
trudnosci nie wystepuja czesto. Takie przypadki sa
tatwo wykrywalne w eksperymentach pilotazo-
wych, w ktérych genomowe DNA pasozyta lub cD-
NA jest uzywane jako probka nanoszona na mikro-
macierz zawierajaca reprezentacj¢ genéw zywiciela
1 odwrotnie [12].

Rozpoznanie przez system immunologiczny
czynnika zakaZnego jest krytycznym etapem w ini-
cjacji odpowiedzi immunologicznej przeciwko in-
wazji. Wyréznia si¢ aktywnos¢ komorek dendry-
tycznych, makrofagéw i innych komérek odpowie-
dzi wrodzonej, wystepuja takze specyficzne akty-
watory odpowiedzi wrodzonej, takie jak lipopolisa-
charydy, dwuniciowe RNA, mannan, metylowane
DNA CpG (u kregowcéw cytozyny szybko odnaj-
dujace koniec 5° guanozyny sg czg¢sto metylowane,
zaleznie od tego czy dany gen jest transkrybowany
czy nie) [12, 59, 60]. W wielu przypadkach zespot
gen6éw kodujacych chemokiny, cytokiny i inne biat-
ka stresu jest wspolnie modulowany przez dany bo-
dziec. Kazdy bodziec stymuluje wtasciwe tylko dla
niego pobudzenie ekspresji genéw, co sugeruje iz
odpowiedZ wrodzona jest specyficzna dla kazdego
patogenu [12]. Niektére pasozyty nie aktywujg na-
wet czesci grupy genéw odpowiedzi wczesnej.
Przyktadowo, odpowiedzZ zainfekowanych fibrobla-
stow na dwa pasozyty wewnatrzkomodrkowe, T.
gondii 1 T. cruzi, r6zni si¢ diametralnie. T. gondii
stymuluje gwaltowna, klasyczna odpowiedZ, nato-
miast 7. cruzi indukuje duzo mniejsza reakcje, do
tego zresztg zupetnie innego zestawu gendw [61].

Geny zawiadujace odpowiedzig zywiciela na in-
wazje mozna podzieli¢ na trzy klasy: (1) geny
sprzyjajace przezyciu zywiciela (,,pro-zywiciel”);
(2) geny sprzyjajace rozwojowi pasozyta (,,pro-pa-
sozyt”); oraz (3) geny regulowane w konsekwencji
oddzialywarn na dwie pierwsze klasy genéw. Za po-
mocg mikromacierzy scharakteryzowano aktywacje
wielu genéw z grupy ,,pro-zywiciel” (np. kodujace
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interferon-y, TNF-0., czy inne cytokiny) po stymula-
cji przez szereg patogendw. Dzigki takim analizom
prawdopodobnie wkrétce zostang zidentyfikowane
kolejne takie geny. Geny ,,pro-pasozyt” nie sg tak
dobrze poznane. Opisano ich tylko kilka. Prawdo-
podobnie najwigkszym wyzwaniem czekajagcym
biologéw w przysztosci bedzie zaszeregowanie ge-
néw do poszczegdlnych kategorii. Niemozliwe jest
doktadne zbadanie kazdego z setek modulowanych
gendw, dlatego na podstawie obecnego stanu wie-
dzy dotyczacej funkcji genéw i biologii pasozyta
trzeba bedzie wytypowac te, o przypuszczalnie naj-
wigkszym znaczeniu. Ostatecznie, najbardziej uzy-
tecznych danych dostarcza analizy mutantow zywi-
ciela (lub zmutowane linie komérkowe) produkuja-
ce mniej lub wigcej jakiegos biatka. Ta droga okaza-
fa si¢ niezwykle skuteczna podczas badai gendéw
»pro-zywiciel” w ciggu ostatnich dwudziestu lat
1 takg pozostanie w analizach genéw wytypowanych
dzigki mikromacierzom. Ustalenie, jak pasozyt
wplywa na zmiany w metabolizmie komoérek zywi-
ciela, bedzie wymagato identyfikacji czynnikéw
modulujacych transkrypcje zywiciela. Do tego do-
prowadzi¢ moze ustalenie jego szlakow transkryp-
cyjnych i sygnatlowych, na ktére infekcja ma
wplyw, a ktére bedzie mozna poznaé dzigki mikro-
macierzom [12].

Podsumowanie

Opisana technika jest uniwersalnym narzedziem
badawczym, pozwalajagcym na uzyskanie cennych
wynikoéw. Jest to swego rodzaju przetom technolo-
giczny, dzigki ktéremu mozemy si¢ spodziewaé du-
7€go przyspieszenia w rozwoju szeroko rozumia-
nych nauk biologicznych.
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Stowniczek

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

Gen wysoko konserwatywny — gen posiadajacy se-
kwencje nukleotydowa identyczng lub prawie iden-
tyczng w odlegtych ewolucyjnie grupach organizméw

Ni¢ sensowna — ni¢ DNA o sekwencji odpowiadajace;j
nici mMRNA

Ni¢ antysensowna — ni¢ DNA komplementarna do nici
sensownej

Oligonukleotyd — krotki (o dlugosci do kilkudziesigciu
zasad), jednoniciowy odcinek DNA

Polilinker — czgs$é wektora plazmidowego posiadajaca
sekwencj¢ rozpoznawang przez szereg réznych enzy-
moéw restrykeyjnych; po trawieniu wektora wybrany-
mi enzymami do tej czgsci przytacza si¢ klonowany
fragment DNA (wstawka)

Primery (startery) linkerowe — primery komplementarne
do sekwencji znajdujacych si¢ po obu stronach plilin-
kera umozliwiajagce namnozenie w reakcji PCR klo-
nowanej wstawki

70-mery — oligonukleotydy o dlugosci 70 zasad
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