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Streszczenie

W pracy przedstawiamy zasady badania profilu ekspres;ji
genéw na mikromacierzach DNA i poréwnanie dwéch
gléwnych platform technologicznych uzywanych do tego
celu — mikromacierzy oligonukleotydowych wysokiej
gestosci i mikromacierzy cDNA. Na tym tle przedstawimy
dotychczasowe wyniki analiz raka brodawkowatego
tarczycy z uzyciem mikromacierzy DNA.
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W  niniejszym opracowaniu omoéwione zostang
prace dotyczace profilu ekspresji genéw w raku
brodawkowatym tarczycy. Zanim jednak przej-
dziemy do tego tematu, konieczne jest podanie
kilku ogdélnych informacji o technikach badania
z zastosowaniem mikromacierzy DNA.

Mikromacierze DNA: zasada metody, typy
mikromacierzy
Projekt poznania ludzkiego genomu (Human
Genome Project), zakoriczony w ubieglym roku,
przyniést nie tylko wiedze o sekwencji ludzkich
gendw. Ogrom zadania, jaki stanal przed jego
wykonawcami, mobilizowat do odkry¢ ulatwiaja-
cych sekwencjonowanie z jednej strony, a wykorzy-
stujacych zdobytg w ten sposéb wiedze o ludzkich
genach z drugiej strony. Jednym z najwazniej-
szych kierunkéw badawczych, ktére zostaly zaini-
cjowane ,, wokol” tego projektu stalo sie wdrozenie
badania profilu molekularnego komérek i tkanek
przez rownoczesng hybrydyzacje izolowanego
z nich RNA do wielu tysiecy sond genowych.
W ten sposéb powstaly pierwsze mikromacierze
DNA (DNA microarrays) [1]. Od poczatku lat
dziewiecdziesiatych, czyli niemal przez 10 lat
udoskonalano technike syntezy in situ na malych
plytkach szklanych krétkich oligonukleotydow
0 z gory zaplanowanych sekwencjach homologicz-
nych do sekwencji poznawanych genéw [2]. Przy
tej syntezie, sterowanej komputerowo, wykorzy-
stywano doswiadczenia zdobyte wczes$niej przy
produkgji fotolitograficznej obwodéw scalonych.
Tym razem na plytke nakiadano jednak materiat
biologiczny — odpowiednio uporzadkowane nukle-
otydy syntetyzowane w kroétkie tanicuchy jednoni-
ciowego DNA.

W poczatkowym okresie taka technika byla
niezwykle droga, a poniewaz jednoczesnie swoistosé
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wykrywania genéw za pomocg krétkich sond
wecale nie byla wysoka, wdrozenie tej techniki do
badani molekularnych nastepowato bardzo powoli.
Przelomem stato sie opublikowanie w 1999 roku
w  Science pracy poswieconej profilowi moleku-
larnemu blastéw biataczkowych [3]. Okazalo sie,
ze badajac profil ekspresji genéw metoda mikro-
macierzy DNA mozna odr6zni¢ ostrg biataczke
szpikowgq od limfoblastycznej na podstawie danych
dotyczacych ekspresji zaledwie kilkudziesieciu
genow. Zastosowane tu mikromierze produko-
wane fotolitograficznie przez firme Affymetrix®,
ktéra posiada patent na te technologie, nazywami
mikromacierzami oligonukleotydowymi wysokiej
gestosci  (poniewaz system zostal nazwany
Genechip®, czesto spotyka sie tez okreslenie chipy
DNA) [4, 5].

Réwnolegle do tej technologii, zakladajacej
kontrolowang jednoczesng synteze wielu tysiecy
réznych sond na jednym szkietku, rozwijala sie
druga platforma, w ktérej wykorzystano biblio-
teki klonéw DNA, automatycznie nakrapiane na
szkietko [6,7, 8]. Te macierze nazwano mikroma-
cierzami cDNA. Opracowane na Uniwersytecie
Stanforda [9], wzbudzily wielkie zainteresowanie
z kilku powodéw. Po pierwsze, mozna bylo za ich
pomoca badaé ekspresje gendw nawet nie znajac ich
pelnej sekwengji, o ile dysponowato si¢ odpowied-
nimi klonami DNA namnozonymi przez odwrotna
transkrypcje i reakcje faricuchowa polimerazy
z mRNA izolowanego z danych komorek. Takie
podejscie ulatwialo odkrywanie nowych genéw
ulegajacych transkrypcji w poszczegdlnych typach
komorek i tkanek. Druga, niezwykle wazna zaleta
byl fakt, ze w przeciwienistwie do metody poprzed-
niej, nie zostala ona natychmiast skomercjalizowana,
autorzy szeroko ja udostepniali [7, 10]. Wystar-
czylo wiec zakupié¢ odpowiedni automat nakrapia-
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jacy tysiace réznych sekwencji w sposéb uporzad-
kowany na szkietko, trzeba bylo oczywiscie tez
dysponowac wlasna biblioteka klonéw i umiejetnie
je namnazac¢. W miare postepu tej metody dostepne
staly sie biblioteki komercyjne (mozna wiec kupié
potrzebny zestaw klonéw), a takze produkowane
seryjnie mikromacierze.

Trzecia, na poczatku chyba najwazniejszq zaletg
metody mikromacierzy ¢cDNA byla elastycznosé
tej technologii. W miare zdobywania doswiadczen
o ekspresji genéw w interesujacych nas komérkach
mozna bowiem modyfikowaé sklad mikromacierzy
i nanosi¢ na szkietka nowe sekwencje. W mikroma-
cierzach oligonukleotydowych wysokiej gestosci
takie czeste zmiany nie sq mozliwe, gdyz matryce
uzywane w technice fotolitograficznej sa bardzo
drogie. Latwiej tez, dysponujac klonami DNA,
po wybraniu interesujacych nas genéw ulozyé
macierz dedykowana, skladajacq si¢ z niewielkiej
liczby genéw uzywanych w celach diagnostycz-
nych. Twércy i pierwsi uzytkownicy tych mikro-
macierzy spodziewali si¢ tez,
ze dluzsze sekwencje cDNA (na
0got uzywano klonéw o dlugosci
do 200 nukleotydéw) zapewnia o

Réznice miedzy mikromacierzami cDNA i mikro-
macierzami oligonukleotydowymi wysokiej
gestosci

Przedstawione powyzej réznice w wytwarzaniu
obydwu typéw mikromacierzy musza by¢ uzupel-
nione o dalsze informacje dotyczace r6znic w hybry-
dyzacji. Najwazniejsza réznica dotyczy poréwnaw-
czego charakteru badania wykonanego na mikro-
macierzy cDNA w stosunku do bezwzglednego
pomiaru na macierzy wysokiej gestosci (ryc. 3 i 4).
W praktyce oznacza to, ze na mikromacierz cDNA
nakladamy zawsze cDNA uzyskane z dwoéch
réznych typéw komoérek wyjsciowych - jedno
cDNA jest znakowane barwnikiem zielonym
a drugie czerwonym (ryc. 3). Obydwa konkurujg
w czasie hybrydyzacji o te same sondy. Jezeli wiec
w jednym typie komérek ekspresja danego genu
jest znacznie silniejsza niz w drugim, to z sondg
zwiaze si¢ przede wszystkim ¢cDNA znakowane
jednym barwnikiem - na przyklad czerwonym.
Jezeli plamka po hybrydyzacji bedzie miata kolor

wieksza swoistos¢ hybrydyzacji et T m GENOM: 25000
w stosunku do macierzy oligonu- { S genow
kleotydowych. i il transkrypty genéw (mRNA)
Zasada metody byla jednak =
taka sama w obydwu przypad- ' . Sl
kach (ryc. 1): Badany jest caly - TRANSKRYPTOM: 100 000
L1 . . transkryptow
transkryptom komorki, po izolacji s
catkowitego RNA, ktére nastepnie | . S
przepisywane jest w procesie B i
odwrotnej transkrypcji na cDNA. e A PROTEOM: 300 000
W mikromacierzach cDNA ten A— A bialek

wilasnie material jest Iaczony =
z barwnikiem fluorescencyjnym
i nanoszony na mikromacierz,
a kazde jednoniciowe cDNA w
tej mieszaninie hybrydyzuje tylko
zsonda o homologicznej sekwengiji.
Jezeli wigc wypluczemy niezwia-

zane cDNA, to sygnal barwny E -.:_:ZI_ -
- plamka odpowiadajaca danemu e Y
transkryptowi - moze zostac o ;
wykryty przez czytnik laserowy. . d
W mikromacierzach oligonukle- .
otydowych wysokiej gestosci na .
macierz naklada sie¢ fragmenty .
cRNA, a znakowanie fluoroscen- | B
cyjne nastepuje juz po hybrydy- o
zacji. Poniewaz na mikromacier- '
zach znajduja sie tysiace takich g |
sond (ryc. 2), czytnik musi bardzo
dokiadnie lokalizowa¢ polozenie 1997

96 /50 cm?

kazdej plamki i odnosi¢ je do
zakodowanej informacji, jaka
sekwencje ona reprezentuje.

1999

10-18 000/ cm?  2000-2002

20-40 000 sond

Ryc. 2 Rozwdj techniki mikromacierzy DNA
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zielony, to bedzie to oznaczalo, ze
transkryptu badanego w tej chwili
genu bylo znacznie wiecej w drugim
ekstrakcie. Jezeli wreszcie obydwa
typy komorek nie beda sie réznily
zawarto$cia tego transkryptu, to
kolor bedzie posredni, podczas gdy
brak zabarwienia bedzie oznaczal, ze
w obydwu typach komoérek badany
gen nie ulegat ekspresji. W praktyce
najczesciej stosuje sie  ekstrakt
z komoérek zdrowych i chorych lub
tez ekstrakt z komoérek w stanie
wyjsciowym i z komoérek poddanych
dziataniu badanego czynnika i méwi
o nadekspresji lub hamowaniu
ekspresji danego genu w badanym
typie komérek w poréwnaniu do
komoérek kontrolnych. Poniewaz
czytnik mikromacierzy musi by¢
woéwczas zdolny do wykrywania
dwéch barwnikéw jednoczesnie, jest
on de facto zmodyfikowanym (przy-
stosowanym do bardzo dokladnego
przesuwu nad plamkami) mikro-
skopem konfokalnym. Oceniane
plamki maja na ogoét srednice okoto
100 pm i znajduja sie od siebie
w odlegtosci 200-300 pm.

W mikromacierzach oligonu-
kleotydowych wysokiej gestosci
na jedng plytke naklada sie tylko
jeden material biologiczny — odczyt
fluorescencji nie ma wiec charakteru
poréwnawczego tylko bezwzgledny
(ryc. 4). Jezeli wiec chcemy poréwnac
dwa typy komdrek, musimy
wykona¢ dwa razy wiecej hybry-
dyzacji, co zwieksza naklad pracy
i koszty, ale jednocze$nie umozliwia
wykonywanie wielu  poréwnan

miedzy réznymi typami komérek. microarray

Tkanka guza

Izolacja RNA

Synteza cDNA i znakowanie

Synthesis of cDNA by reverse
transcription and labelling

Tkanka prawidlowa

Izolacja RNA

Synteza cDNA i znakowanie

Ko-hybrydyzacja obydwu probek cDNA z jedn[]

mikromacierz[]

Skanowanie

Analiza bioinformatyczna profilu ekspres;ji

Ryc. 3. Mikromacierze na cDNA: kohybrydyzacja dwdch probek do jednej
mikromacierzy

Tumor tissue

RNA isolation

Normal tissue

RNA isolation

Synthesis of cDNA by reverse
transcription and labelling

Co-hybridisation of both cDNAs to a cDNA microarray

Scanning

Bioinformatic evaluation of expression profile

Fig. 3. cDNA microarrays: cohybridisation of two tissue samples to one

Druga powazna réznica dotyczy
charakteru pomiaru. W mikro-
macierzach cDNA najczesciej jednemu genowi
odpowiada tylko jedna ,plamka” (spot) cDNA.
Jezeli wigc z jakiegokolwiek powodu dojdzie
do nieré6wnej hybrydyzacji w réznych miejscach
mikromacierzy, spowoduje to znaczne bledy
w ocenie ilosci transkryptu. Poniewaz typ barwnika
i kolejnos¢ nakladania maja znaczenie, stosuje sie
2 réwnolegle oznaczenia, raz znakujac badana
tkanke na czerwono, a raz na zielono. W mikro-
macierzach wysokiej gestosci ekspresje jednego
genu oceniamy na podstawie hybrydyzacji trans-
kryptu z kilkunastoma sondami homologicz-
nymi do réznych odcinkéw jego sekwencji (ale
za to kazda z tych sekwencji jest znacznie krétsza
niz sekwencja wykrywana w czasie hybrydyzacji
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z cDNA). Te sondy rozmieszczone s w réznych
miejscach mikromacierzy, wiec blad zwigzany
z lokalizacjq sondy na mikromacierzy jest w tym
przypadku znacznie mniejszy. Poniewaz jednak
sondy uzywane do detekcji sa znacznie krétsze
(skladajg sie na ogét z 25 nukleotydéw), ryzyko
nieswoistej hybrydyzacji jest wieksze. Producent
dodal wiec dla kazdej sondy osobna kontrole,
identyczng co do sekwencji z wyjatkiem podsta-
wienia centralnej zasady. Zalozenie jest wigc takie,
ze hybrydyzacja naszego badanego transkryptu do
tej sondy kontrolnej musi by¢ znacznie nizsza niz
hybrydyzacja do sondy wiasciwej, zeby uznac te
ostatnig za hybrydyzacje swoista.
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Tkanka guza

Izolacja RNA

Synteza cDNA

Synteza cRNA przez transkrypcj
in vitro

Hybrydyzacja z chipem wysokiej
gl stiei

skanowanie /

Analiza bioinformatyczna profilu ekspresji

Ryc. 4. Mikromacierze wysokiej gestosci: kazda tkanka analizowana jest

RNA isolation

Synthesis of cDNA
by reverse transcription

na osobnej ptytce

RNA isolation

Synthesis of cDNA
by reverse transcription

Synthesis of cRNA by in vitro
transcription (linear amplification)
and labelling

Hybridisation of cRNA
to high density chip

Scanning

Bioinformatic evaluation of expression profile

Fig. 4. High density oligonucleotide microarrays: hybridisation of each

tissue sample to separate microarray

Tkanka prawidtowa

Izolacja RNA

Synteza cDNA

Synteza cRNA przez trankrypcj ir
vitro

Hybrydyzacja z chipem wysokiej
gl stodi

Synthesis of cRNA by in vitro
transcription (linear amplification)
and labelling

Scanning

wysoka ceng mikromacierzy oligo-
nukleotydowych wysokiej gestosci,
a takze niewielkq -elastycznoscig
badan. Wada systemu firmy Affyme-
trix jest tez, ze mamy do czynienia
zsystemem zamknietym —do odczytu
mozna uzy¢ tylko czytnika stano-
wigcego integralng czes¢ systemu,
z kolei nie mozna na nim odczy-
tywac innych mikromacierzy cDNA.
Jesli zdecydujemy sie na mikroma-
cierze cDNA, bedziemy dysponowac
systemem otwartym - na czytniku
bedziemy mogli odczytywac rézne
rodzaje mikromacierzy, latwiej tez
przyjdzie nam modyfikowac zestawy
gendw na tych mikromacierzach.
Z kolei musimy sie liczy¢ z tym,
ze ustawienie metody, jej kontrola
i standaryzowanie moze sie okazac
zadaniem daleko trudniejszym niz w
przypadku mikromacierzy wysokiej
gestosci, znacznie trudniej bedzie
nam tez poréownywac nasze wyniki
z wynikami innych laboratoriéw.
Pewng poprawe w tym zakresie
moga przynie$¢ ostatnio rozwijajace
si¢ modyfikacje, w ktérych nakra-
pianie klonéw DNA zastepuje sie
synteza in situ diuzszych nukleoty-
dow, ktére dalej opracowywane sg
tak jak macierze cDNA.

Hybridisation of cRNA
to high density chip

Jaka jest dostepnosé badan
mikromacierzowych w Polsce?
Pierwsze w kraju laboratorium
mikromacierzowe zostalo zorga-
nizowane w Instytucie Onkologii
w  Gliwicach w ramach grantu
zamawianego KBN i dziala od
blisko dwu lat. W laboratorium tym
uzywamy mikromacierzy oligonu-
kleotydowych  wysokiej gestosci

W sumie, jezeli wzia¢ pod uwage wszystkie
te réznice, to okazuje sig, ze pomiar na mikroma-
cierzach wysokiej gestosci znacznie lepiej spelnia
wymagania pomiaru iloSciowego (chociaz nie jest
w pelni bezwzgledny) niz pomiar na mikromacier-
zach cDNA - sygnat ekspresji pojedynczego genu
jest oceniany na podstawie analizy statystycznej
wielu pomiaréw i hybrydyzacji jednego rodzaju
transkryptu do jednej sondy, a nie dwdéch prébek
z transkryptu dodanych réwnoczesnie. Ze wzgledu
na obudowanie tej mikromacierzy wilasng komora
hybrydyzacyjna i automatyzacje procesu barwienia
sama metoda jest tez znacznie bardziej powtarzalna
i latwiejsza do wdrozenia niz metoda z uzyciem
mikromacierzy c¢DNA. Te =zalety okupione sa

w systemie Genechip Affymetrix.
Niedlugo potem powstaly podobne laboratoria
w Poznaniu i Sosnowcu. Wszystkie trzy dzialaja
w systemie zamknietym. Wedlug danych dostep-
nych autorom tego opracowania uniwersalny
czytnik umozliwiajacy odczytywanie réznych
typow mikromacierzy cDNA znajduje sie w Insty-
tucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie,
a system do drukowania wilasnych mikromacierzy
i ich odczytu zostanie tez zainstalowany w Insty-
tucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu,
a prawdopodobnie takze w Lodzi.

Jakie geny oceniamy na mikromacierzy?

Jezeli w publikagji czytamy, ze uzywano macierzy
cDNA 10K, to znaczy, ze znalazlo sie na niej 10
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tysiecy réznych sond (ryc. 2). W pewnym uprosz-
czeniu méwimy woéwczas o 10 000 genéw, musimy
jednak pamietad, ze czasem kilka sond wykrywa de
facto jeden transkrypt. Czasem réznice w sekwengji
powoduja, ze wykrywamy dwa warianty skladania
jednego genu, czasem jest jednak na odwrét
- sekwencja sondy jest tak dobrana, ze mimo istnie-
jacych in vivo réznic w sekwengji alternatywnych
wariantéw skladania wszystkie one hybrydy-
zuja z jedng sonda, pomiar jest wiec wypadkowa
ich obecnosci w badanym ekstrakcie komor-
kowym. Na ogét dostepne obecnie mikroma-
cierze nie sg zdolne do rozrézniania poszczegol-
nych wariantéw skladania danego genu, niektére
wariantowe sekwencje moga by¢ w ten sposob
w ogdle pominiete.

Jak wiec z kolei interpretowac fakt, ze na niekto-
rych mikromacierzach znajduje si¢ 30-50 000
réznych sekwengji ludzkich genéw, podczas gdy
liczba gendéw czlowieka oscyluje wokét 25 000?
Najczesciej mamy do czynienia z obecnoscia wiecej
niz jednej sondy dla danego genu, czasem sekwencja
wybrana dla danej sondy nie jest optymalna i tak
naprawde nie odpowiada znanemu genowi tylko
sekwencji EST, ktorej ostateczne znaczenie biolo-
giczne nie jest zdefiniowane.

Okreslenie “gen” dla sekwencji wykrywanych
na mikromacierzach nie powinno wiec by¢ trakto-
wane absolutnie doslownie, tym bardziej, ze de facto
wykrywamy za pomocg macierzy ekspresyjnych
nie tyle same geny, co ich transkrypty.

Jak interpretujemy wyniki badan na
mikromacierzach DNA?

Jak juz wspomnieliSmy, przedmiotem naszej oceny
jest obecno$¢ transkryptéw genéw w badanych
komorkach, pomiar mikromacierzy daje nam wiec
informacje o ich ekspresji — mozemy na podstawie
tego badania ocenié, czy transkrypcja danego genu
przebiegala intensywnie (a wigc byl on aktywny)
czy tez przeciwnie, doszlo do zahamowania
ekspresji genu. Poniewaz badanie to wykonujemy
rownolegle dla wielu tysiecy gendéw, otrzymany
w jego efekcie zestaw wynikéw nazywamy profilem
ekspresji genu, a sama mikromacierz mikromacierza
ekspresyjng [11, 12]. Nalezy bowiem dodad, ze na
mikromacierzach mozemy réwniez wykonywad
rézne zadania zwigzane z genotypowaniem, ktére
nie sg jednak przedmiotem niniejszego omdéwienia
[13, 14].

Profil ekspresji genéw to okreslenie, ktére moze
by¢ rozumiane dwojako: Nazywamy tak zaréwno
pelen zestaw pomiaréw ekspresji gendéw, jak
i pewna jego wyselekcjonowana czes¢, charakte-
rystyczng dla danego typu komorki czy tkanki
lub jej stanu czynnosciowego. Mniejsze zestawy
gendw o szczegdlnym znaczeniu nazywamy tez
klasyfikatorami molekularnymi (jezeli selekcjo-
nujemy je w celach klasyfikacji badanych tkanek)
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lub podpisami czy sygnaturami molekularnymi
(molecular signature, expression signature), jezeli
za ich pomoca chcemy opisywaé wybrane cechy
badanych komérek lub ich stan.

Analiza danych z mikromacierzy
Jakkolwiek jesteSmy przyzwyczajeni do koniecz-
nosci analizy statystycznej uzyskanych przez
nas danych pomiarowych, to na poczatku badan
z uzyciem mikromacierzy nie docenialiSmy
stopnia trudnosci analizy danych uzyskanych ta
technikq. Abstrahujac od oceny jakosci wykona-
nych badan (ktéra w mikromacierzach cDNA
moze stanowi¢ prawdziwe wyzwanie, w mikroma-
cierzach wysokiej gestosci jest natomiast bardziej
wystandaryzowana), oraz normalizacji i wstepnego
opracowania wynikéw, ktére stanowia odrebne
i bardzo wazne zagadnienie [15, 16], trzeba miec
Swiadomosé, ze klasyczne metody statystyczne
nie nadajg si¢ do oceny tych wynikéw. Jezeli na
przykiad oceniamy mikromacierze, ktére zawieraja
22 000 genéw (U133A) (a w Gliwicach wdrazamy
tez mikromacierze U133.2 PLUS, ktére zawieraja
38000 gendw), to de facto, wykonujac badanie na
20 tkankach (2 grupy po 10), otrzymamy tabele
wynikéw skladajaca sie z 22 000 testéw przeprowa-
dzonych na tych 20 powtérzeniach. Ryzyko wyniku
falszywie dodatniego jest wéwczas olbrzymie, jezeli
nie zastosuje si¢ bardzo silnych poprawek na wielo-
krotnos¢ powtdrzen. Co wiecej, metody analizy,
ktéry kazdy gen rozpatruja w oderwaniu od
pomiaréw ekspresji innych genéw, sa tutaj nieade-
kwatne. Dlatego na potrzeby analizy mikroma-
cierzy opracowano wiele nowych testéw statystycz-
nych lub zaadaptowano wczesniej istniejace, ale
rzadko w praktyce biologicznej wykorzystywane
metody matematyczne [12,17,18,19]. Do tych
ostatnich naleza analiza klasterowa, analiza sktado-
wych giéwnych (Principal Component Analysis) czy
bardzo podobna do niej dekompozycja wartosci
szczegOlnych (Singular Value Decomposition) [20].
Ogromne uznanie zdobywaja metody oparte na
testach permutacyjnych, przede wszystkim przygo-
towana specjalnie dla badarni mikromacierzowych
analiza znaczenia mikromacierzy (Significance
Analysis of Microarrays) [21]. Ta ostatnia technika
wkracza juz w pole zainteresowari bioinforma-
tyki. Szczegdlnie przydatne dla analizy mikroma-
cierzy okazaly sie techniki bioinformatyczne oparte
o0 sieci neuronowe z grupy tzw. maszyn wektoréw
podpieranych (Supported Vector Machines), ktére
w analizach profilu ekspresji genéw traktowane
sq ostatnio jako techniki z wyboru i szczegdlnie
dobrze nadaja sie do selekcji optymalnych sygnatur
czy klasyfikatoréw molekularnych i nastepowego
weryfikowania ich przydatnosci [22].

Zadaniem niniejszego opracowania nie jest opis
analizy bioinformatycznej badan z mikromacierzy,
a jedynie podkreslenie koniecznosci ich wdrozenia.
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Kazda grupa, ktéra chce podja¢ badania profilu
ekspresji, musi zadbac¢ zawczasu o kwesti¢ analizy
wynikéw, najlepiej przez podjecie wspdlpracy
z przygotowang do tego zadania grupa bioinfor-
matykéw. W Gliwicach mamy szczescie wspot-
pracowaé z niezwykle zaawansowana w realizacji
tych zadan grupa z Instytutu Automatyki Politech-
niki Slaskiej, kierowang przez prof. Andrzeja Swier-
niaka.

Profil ekspresji raka brodawkowatego tarczycy
Rak brodawkowaty tarczycy, najczestszy histotyp
raka tarczycy, zostal po raz pierwszy przeana-
lizowany technika mikromacierzy w roku 2001,
kiedy grupa z laboratorium prof. de la Chapelle
z Columbus, Ohio, opublikowata analize 8 guzéw
i 8 tkanek zdrowych pobranych od tych samych
chorych [23]. W wyniku tej analizy wytypowano
okoto 50 genéw, z wyréznieniem gendéw ulegajacych
nadekspresji i wyciszeniu w tkankach raka (tab. I).
Te ostatnie zostaly przeanalizowane nieco szerzej
w kolejnej publikacji pod katem ich znaczenia
w transformacji nowotworowej komorki peche-
rzykowej tarczycy [24]. W odniesieniu do genéw
hamowanych autorzy najwigksze znaczenie przypi-
sali genowi CITED1, ktéry byl jednym z genéw po
raz pierwszy wigzanych z rakiem brodawkowatym
tarczycy przez to wilasnie badanie.

W ostatnim czasie ukazalo sie takze kilka
innych prac stosujacych technike mikromacierzy
DNA w raku tarczycy [25-29]. W tym opracowaniu
ustosunkujemy sie wytacznie do tych z nich, ktére
poruszajq kwestie zwigzane z rakiem brodaw-
kowatym tarczycy. Poréwnujac te prace trzeba
wzigé pod uwage réznice metodyczne, bardzo
wyrazne tak jezeli chodzi o zastosowane mikro-
macierze jak i analize uzyskanych wynikéw (tab.
II). Musimy uwzgledni¢ powazne réznice miedzy
sondami obecnymi na poszczegdlnych mikroma-
cierzach, a trzeba podkresli¢, ze dostepne infor-
macje nie pozwalajq na razie na wiarygodne
poréwnanie wszystkich genéw chociazby z tego

powodu, ze stosowane sg rézne nazwy genéw,
nie ma dokiadnych danych o sekwengji stosowa-
nych sond itp. Trudno wiec gen po genie poréw-
nywa¢ analize wykonang przez Waseniusa i wsp.
na blonach nylonowych ktére zawieraja okoto
1000 sond najlepiej poznanych genéw z analizg
wykonang przez Huanga i wsp., gdzie tych sond
bylo 20x wiecej, ale dla nakladajacych sie genow
wykrywane byly czesto nieco inne sekwencje, czy
analiza Mazzanti i wsp., wykonang na mikroma-
cierzach cDNA, gdzie nie dysponujemy informacja
o sekwencjach ¢cDNA. Dlatego w naszej analizie
bedziemy raczej uwypukla¢ podobieristwa niz
ustosunkowywac sie do réznic, gdyz w odniesieniu
do tych ostatnich brak nam kryteriéw dla okresle-
nia, czy maja one charakter pozorny czy rzeczy-
wisty i oceny, na ile zwigzane sa ze stosowana
metodyka.

Analizujac  podobieristwa, trzeba przede
wszystkim podkreslié, ze genem wspdlnym dla
wiekszosci przeprowadzonych analiz jest gen MET.
Ten proto-onkogen, receptor dla HGF - czynnika
wzrostowego wydzielanego miedzy innymi przez
fibroblasty i nieco mylaco nazwanego watro-
bowym czynnikiem wzrostu — byl juz wczesniej
opisywany w raku brodawkowatym tarczycy
jako gen ulegajacy wyraznej nadekspresji [30, 31].
Przyjeto, ze nadekspresja MET jest wynikiem
aktywacji RET. Rozpatrywano takze znaczenie
prognostyczne nadekspresji MET, wiazac ja na ogot
z rakami brodawkowatymi o wigkszej agresyw-
nosci i mniej korzystnym przebiegu klinicznym.
Z badan mikromacierzowych wynika jednak, ze
nadekspresja MET jest jedng z charakterystycz-
nych cech raka brodawkowatego, odrézniajacych
ten typ guza nowotworowego od zdrowej tarczycy.
MET znalazl sie w grupie genéw wytypowane;j
zaréwno przez Huanga i wsp., Waseniusa i wsp.,
jak i Finley’a i wsp. [23, 27, 28] Takze nasze wlasne
badania [32] wskazujaq na istotng role MET. Dwie
sondy dla tego genu weszly w skiad klasyfikatora
molekularnego raka brodawkowatego tarczycy,

Tab. 1. Geny wyselekcjono- N33 A SCEL

SCYA21 CRABPI
wane w raku bi;(?dga;_llcowatym o R AKRIC2 y—
tarczycy w analizie uanga Op p— HBA o0
i wsp. (2001). Strzatkg w gore
. SPUVE SDC4 HGD DIOI
zaznaczono geny ulegajgce e oS
nadekspresji, strzatkg w dot KIASS7 PR UBD TPO
geny, ktdrych transkrypcja T8SC3 P4HA2 CIIORFS CDC2L1
zostata zahamowana RIL CST6 MTIG FOSB
) CITEDI SFTPB TFF3
Tab. I. Genes selected in RGS16
. ; : DUSP6 CHI3LI FGL2
papillary thyroid carcinoma DUSP1
; EPS8 LGALS3 DPT
by Huang et al. (2001). First MEOX2
arrow indicates up-requlated ADORAI SERPINAL STCl GPC3
genes, whereas second arrow MET N1 Az BCLa
indicates down-requlated CITED2 e
genes APOD v
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Tab. II. wej. Wyniki przeprowadzonych
Autor Rok (pozycja Typ mikromacierzy Liczba genow .dotychczas analiz . [2.3' 28, 36.]’ jak
pismiennictwa) na macierzy i nasze wlasne do$wiadczenie [32]

Takano i wsp. | 2000 (26) SAGE* 29 000* wskazuja, ze rak brodawkowaty
Huang i wsp. |2001 (23) oligonukleotydowe wysokiej 12 000 tarczycy charakteryzuje sie bardzo
gestosci (Affymetrix U95) wysoka ekspresja wielu gendw,

Wasenius i wsp. | 2003 (27) makromacierze cDNA na 1176 ktére nie byty dotychczas zaliczane
_ blonach nylonowych (Atlas) do klasycznych markeréw transfor-
yalzzar.m 1 WSp. zggj gg : CDkIIIA (IZCI/ NIH) o 1(2) ggg macji nowotworowej, a ktére uczest-
inley i wsp. oligonukleotydowe wysokiej : . ‘T
oestosci (Affymetrix U95) nicza w procesach adhezji komérko

*technika SAGE (seryjna analiza ekspresji gendw; serial analysis of gene expression) nie
jest technika opartq o mikromacierze DNA, ale jest takze wysokowydajng technikg badania
profilu ekspresji gendw, ktdra historycznie rzecz biorgc, jest nieco wezesniejsza od techniki

wej, przekladajac sie zaréwno na
miejscowgq inwazyjno$¢ nowotworu,
jak i jego sklonnos$¢ do tworzenia

mikromacierzy DNA przerzutéw.
Tab. 11.
Author Year of publication Microarray type Number of Podsumowanie
(number of citation) genes/ array W podsumowaniu nalezy stwier-
Takano etal. | 2000 (26) SAGE* 29 000* dzi¢, ze badania profilu ekspresji
Huang et al. 2001 (23) high density oligonucleotide | 12 000 genéw z uzyciem mikromacierzy
(Affymetrix U95) . . .
, DNA stanowig niezwykle ciekawa
Wasenius et al. | 2003 (27) nylon membrane cDNA 1176 i plod d I hani
macroarray (Atlas) i p/o ng droge analizy mechani-
Mazzanti et al. | 2004 (25) cDNA (NCI/NIH) 10 000 zmow fr%mformacll 1 progresj
Finley etal. | 2004 (28) high density oligonucleotide | 12 000 nowotworéw [9, 37-43], a jednocze-
(Affymetrix U95) $nie za ich pomoca mozna uzyskac

* SAGE technique (serial analysis of gene expression) is another high-throughput method

of gene expression analysis, but not based on DNA microarrays

ztozonego z 20 sond, ktéry zapewnial maksymalna
jakos¢ dyskryminacji miedzy tkankq raka brodaw-
kowatego tarczycy i tkankq pozostalego gruczotu,
wybranego technikqg SVM.

Nalezy podkresli¢, ze w klasyfikatorach wielo-
genowych wybranych przez réznych autoréw
szczegOlnie czesto powtarza si¢ gen galektyny 3,
a takze gen fibronektyny (FN), gen inhibitora
tkankowego metalloproteinaz typu 1 (TIMP-1)
iinne geny zwigzane z biatkami przestrzeni pozako-
morkowej. Nadekspresja galektyny-3 jest znana
z wczedniejszych badan raka tarczycy [33, 34],
wiadomo juz jednak takze, ze badanie tego genu
jako pojedynczego markera raka tarczycy zwigzane
jest ze znaczacym ryzykiem wyniku falszywie
dodatniego [37]. Na tym polega wlasnie przewaga
klasyfikator6w wielogenowych, wybieranych na
podstawie analizy calego profilu ekspresji genow
guza, a nie pojedynczych badan. Interakcja miedzy
genami, niezwykle istotna w oddzialywaniach
gendw in vivo, odzwierciedla sie bowiem w skladzie
klasyfikatora, o ile jest on wybierany odpowiednio
zaawansowanymi  metodami  bioinformatycz-
nymi. Ale tez, przydatnos¢ badarn mikromacierzo-
wych bylaby kwestionowana, gdyby wyselekcjono-
wane na ich podstawie zestawy genéw zawieraly
wylacznie geny, ktére byly wczesniej znane z badan
klasycznych. Takie ryzyko istnieje, jezeli zastosu-
jemy mikromacierz zawierajacqg wylacznie znane
geny [27] lub geny wyselekcjonowane w kierunku
tych uczestniczacych w proliferacji nowotworo-
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dane do budowy nowych testéw
diagnostycznych i prognostycz-
nych o potengjalnym ogromnym
znaczeniu klinicznym. Jezeli
poréwnany aktualny stan badan profilu ekspres;ji
raka brodawkowatego tarczycy z zaawansowa-
niem i wynikami badann prowadzonych w innych
nowotworach, mozemy stwierdzi¢, ze wyniki
uzyskane w raku brodawkowatym sa do$¢ powta-
rzalne, a jednoczesnie bogate i moga juz dzisiaj
stanowi¢ punkt wyjscia dla wielu niezwykle intere-
sujacych analiz. Trzeba bowiem podkreslié, ze
badania zuzyciem mikromacierzy DNA stuza raczej
do budowania nowych hipotez, ktére musza by<¢
nastepnie sprawdzone klasycznymi technikami
biologii molekularnej czy analizami klinicznymi.
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