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Profilowanie aktywnosci genow w skali
genomu

Onkologia, jak zadna inna dziedzina medycyny, jest bezposrednio powiazana ze zmianami
molekularnymi na poziomie komoérki. Zgodnie z maksyma cancer is a genetic disease przyjmuje sie,
ze réznego rodzaju zaburzenia materialu genetycznego sa podstawa powstawania wiekszosci
nowotworéw. Cho¢ podstawowe zaburzenia molekularne w komérkach nowotworéw mozna w rézny
sposoéb klasyfikowac (od aberracji chromosomalnych po mutacje punktowe i zmiany epigenetyczne),
to i tak koncowy efekt (fenotyp komérki nowotworowej) nie do konca jest uzalezniony od
pierwotnego charakteru danej zmiany. Istota zaburzen genetycznych w przypadku nowotworow jest
zmiana ekspresji fenotypowej genu, definiowanej jako catoksztatt funkcjonowania genu, czy to na
poziomie ilosciowym (nadmiernie wyrazona aktywnos¢ danego genu), czy jakoSciowym
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(nieprawiditowa funkcja lub brak funkcji).

EOpisanie sekwencji genomu czlowieka pozwolito na okreslenie zarysu budowy informacji
genetycznej organizmu ludzkiego, a tym samym stworzyto podwaliny pod kompleksowa ocene

ztozonych ukltadéw biologicznych. Znajac zaséb gendéw genomu ludzkiego w pelni uzasadnione stato
sie pytanie, w jaki sposéb mozna caloSciowo opisa¢ aktywnos$¢ aparatu genetycznego komorki,
zar6wno u 0sob zdrowych, jak i w przebiegu choroby, aby ustali¢ pelen zakres zwiazanych z choroba
zmian zachodzacych w organizmie. Idealne narzedzie do tego celu powinno by¢ w stanie obrazowac
stan komorki w nastepujacy sposob:

1) opisywac stan wiekszosci elementdéw tworzacych ztozony uktad,

2) opis elementow powinien by¢ adekwatny do sposobu ich funkcjonowania,

3) ocena powinna by¢ pewna (niski poziom szumu do sygnatu) i powtarzalna,

4) technologia powinna pozwala¢ na prowadzenie badan w r6znych uktadach eksperymentalnych.
Zachodzace w kazdym momencie zycia danego organizmu "rozczytywanie genomu" - czyli zjawisko
ekspresji gendéw - jest wieloetapowym procesem, prowadzacym od informacji zakodowanej
w czasteczce kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA) genomu danej komorki, poprzez etap posredni
(tzw. informacyjny RNA, czyli mRNA), po wlasciwy produkt genu, jakim jest biatko. Ten na pozér
prosty jednokierunkowy przeptyw informacji jest zaburzany poprzez rozmaite dodatkowe sposoby
regulacji (biatko-DNA, RNA-RNA, biatko-biatko).

Stan komorki najwierniej obrazuje opis sktadu jakosciowego i ilosciowego biatek komdérkowych.
Pomimo znacznego postepu w zakresie profilowania sktadu biatkowego komorki, z przyczyn
technicznych, technologie proteomiczne (od ang. proteome - globalny zaséb biatek komérki) nie
znalazly szerokiego zastosowania w eksploracji stanu aktywnosci komorki. Technologia spektroskopii
mas z zalozenia opiera sie na identyfikacji fragmentéw poszczegdlnych biatek zawartych w probce
materiatu biologicznego; peptydy takie sa rozpoznawane badz wedtug przewidywanych wielkosci
(stosunku masy molarnej do tadunku) peptydoéw na jakie ciete jest dane biatko, badZ tez za pomoca
sekwencjonowania matej czesci tych peptyddow.

Podstawowymi przeszkodami w szerokim stosowaniu tej technologii nie tylko w badaniach in vitro,
ale i w ocenie stanu uktadu biologicznego sa:

1) zbyt mata liczba analizowanych fragmentow biatek, co powoduje, iz opis sktadu biatkowego jest
tylko fragmentaryczny,

2) trudnosci w ustaleniu cho¢by wzglednych stezen biatek tworzacych proteom komoérkowy oraz

3) zbyt mata powtarzalno$¢ metody.

Genom zakodowany w kwasie DNA ma strukture polimeryczna, ztozona z czterech typoéw zasad.
Opisanie budowy genomu cztowieka polegato na rozszyfrowaniu kolejnosci zasad purynowych
(adenina, guanina) i pirymidynowych (cytozyna, tymina) w poszczegoélnych chromosomach.
Podstawowa zasada umozliwiajaca prowadzenie badan na poziomie kwaséw nukleinowych jest
komplementarnos¢. W mysl tej zasady, odpowiednie nukleotydy moga wchodzi¢ w parowanie tylko
w okreslony sposob (adenina z tyming; cytozyna z guanina), a sita parowania zalezy od kolejnosci
zasad w obrebie dwdch fragmentéw wchodzacych w interakcje. L.aczenie dopasowanych fragmentéw
(hybrydyzacja) lezy u podstaw metodycznych profilowania aktywnosci genéw na poziomie
transkryptow RNA (tj. mRNA).

Analizujac wyniki profilowania aktywnosci genéw trzeba pamieta¢ o podstawowych ograniczeniach
takiego podejscia. Przede wszystkim RNA stanowi etap posredni rozkodowywania informacji genomu,
a wlasciwa role, Swiadczaca o aktywnosci genu, petni najczesciej biatko (dla uproszczenia pomijajac
regulatorowa role RNA). Tym samym wzrost liczby czasteczek okreslonego RNA w komorce moze,
ale nie musi, odzwierciedla¢ prawdziwy wzrost ekspresji fenotypowej okreslonego genu. Drugim



ograniczeniem jest istnienie odmiennych form okreslonego mRNA powstajacych w procesie
alternatywnego splicingu (potranskrypcyjnej obrébki RNA). Alternatywne transkrypty odpowiadaja
czesto za powstawanie biatek o innej aktywnosci niz tradycyjnie przypisane do danego genu.
W przypadku oceny aktywnosci genu w mechanizmie hybrydyzacji jego transkryptu zazwyczaj nie ma
mozliwosci rozréznienia formy splicingowej, ktéra odpowiada za odczytywany sygnat.

Posrdd technik profilowania aktywnosci genow na poziomie RNA najpowszechniej obecnie uzywana
technologia sa mikromacierze oligonukleotydowe. Podstawa dziatania jest w tym przypadku
hybrydyzacja transkryptu genu (fragmentu nici mRNA powtérnie przepisanego na DNA) do
odpowiedniego zestawu sond (tj. krotkich fragmentéw DNA komplementarnych do danego genu).
Kolejnym elementem pozwalajacym na stworzenie technologii mikromacierzy byto opracowanie
sposobu pomiaru aktywnosci poprzez znakowanie barwnikiem fluorescencyjnym. Sonda, wchodzac
w interakcje z transkrpytem genu, indukuje zmiane widma emitowanego po wzbudzeniu swiattem
o zadanej dtugosci fali. Tym samym sondy, ktore zostaty zhybrydyzowane moga by¢ uwidocznione
w czytniku mikromacierzy (ang. microarray scanner). Ostatecznie, poprzez doktadne oznakowanie na
powierzchni wielkosci okoto 2 cm2 potozenia ponad 50 tysiecy zestawdéw sond, mozemy przypisywac
obecnos$¢ sygnatu od poszczegdlnych sond do relatywnych pozioméw ekspresji genow. Do
zastosowania komercyjnego wprowadzono wiele technologii opartych na mikromacierzach o duzej
gestosci. Dwie podstawowe techniki (firmy Affymetrix oraz Illumina) maja zblizone metody dziatania;
pozwalaja one na ocene aktywnosci wiekszosci znanych genéw oraz posiadaja zakodowane
wewnetrzne mechanizmy kontrolne, umozliwiajace wykrycie btednego sposobu przetwarzania probki.

Poza technologiami opartymi na hybrydyzacji, uzywa sie takze technik opartych na reakcji
namnazania fragmentéw RNA (amplifikacji). W tych metodach stosuje sie zmodyfikowana reakcje
tancuchowa polimerazy (polymerase chain reaction - PCR, tj. trzyetapowy proces enzymatyczny
odbudowy komplementarnej nici DNA, ktéry pozwala na wyktadniczy przyrost odbudowywanych
fragmentow). W tzw. ilosciowej PCR nastepuje ocena w czasie rzeczywistym ilosci namnozonej
sekwencji (poprzez reakcje z sonda wyznakowana barwnikiem fluorescencyjnym; sonda zwiazana do
DNA posiada innag charakterystyke luminescencji) i na podstawie pomiaru intensywnosci aktywnosci
sondy oraz znajac sposOb przyrastania liczebnosci namnazanego fragmentu - mozna okresli¢
relatywne lub wystandaryzowane stezenie okreslonego mRNA na poczatku reakcji. Tego rodzaju
platform badawczych jest na rynku kilka, istniejg takze odpowiednie pracownie, ktére moga stworzyc
"uszyte na miare" konkretnego eksperymentu zestawy sond do analiz (np. odpowiadajace genom
powiazanym z regulacja apoptozy). Zaleta technik opartych na iloSciowej reakcji tancuchowej
polimerazy jest to, iz uzyskane wyniki peiniej odpowiadaja relatywnym poziomom aktywnosci
poszczegdlnych gendw; nie wymagaja one takze przetwarzania za pomoca metod bioinformatycznych
omoéwionych ponize;j.

Profilowanie aktywnosci genow wiaze sie z jeszcze jedna niedogodnoscia, czesciowo wspdlna dla obu
wymienionych wyzej typoéw technologii. Aby mozna bylo dobrze profilowa¢ aktywnos¢ genéow
z wykorzystniem mikromacierzy, materiat do wykonania badania powinien pochodzi¢ z fragmentu
wielkosci kilku skrawkéw mikrotomu. Wiadomo, jak zréznicowany moze by¢ sktad tkankowy w kilku
polach tego samego preparatu mikroskopowego. Wynik profilowania aktywnosci genéw jest
wypadkowa aktywnosci genow z kazdej grupy komoérek obecnych w preparacie. Tym samym
istotnym parametrem wstepnej oceny mozliwosci zastosowania danej metody profilowania jest tzw.
komodrkowos¢ tkanki badanej, oceniana jako sredni odsetek komdrek nowotworowych w preparacie.
Niestety, nawet szczegdélowa analiza morfometryczna nie pozwala na zniwelowanie efektu
sumowania profili aktywnosci gendéw pochodzacej z utkania nowotworowego i innych populacji
tkankowych (np. naciek zapalny czy podscielisko), gdyz kazda z populacji komdérkowych moze
posiadac inna bezwzgledna ilos¢ RNA. Tym samym stwierdzenia, ze "sygnatura aktywnosci genéw
powiazanych ze stanem zapalnym jest czynnikiem prognostycznym w raku ptuca" moga by¢ zwiazane



z prawdziwa zmiana molekularna w obrebie komorki nowotworowej, ale takze moze to by¢ wynikiem
obecnosci nacieku zapalnego w badanym materiale. Profilowanie z wykorzystaniem techniki
namnazania mozna takze wykona¢ dla mniejszej wielkosci materiatu biologicznego, co jednak
istotnie wplywa na uzyskiwane wyniki profilowania. Podobnie jednak jak w poprzednio omdéwionym
przyktadzie, nalezy dbac, aby zawsze tego typu analizy poprzedzalo szczegétowe badanie
mikroskopowe prébek.

Ostatnim parametrem wplywajacym na jakos$¢ oceny profilowania jest analiza uzyskanych wynikow
za pomoca metod biologii obliczeniowej (bioinformatyki). Wykorzystanie dowolnej platformy
mikromacierzowej przynosi wynik w postaci tabeli, zawierajacej liczbowy opis relatywnych
aktywnosci przypisanych do danych sond (zestawéw sond) w poszczegdlnych prébach. Aby
przetworzy¢ taka liste wynikowa w odpowiedni opis, np. przebiegu zaburzen w sygnalizacji
komoérkowej, nalezy zastosowac algorytmy, zoptymalizowane dla konkretnej platformy badawczej.
Wypracowano pewien zestaw podstawowych technik bioinformatycznych, warto jednak tu podkreslic,
iz niepewnos$¢ wynikow analizy mikromacierzowej wzmaga fakt, iz nie ma jednego optymalnego
algorytmu postepowania, a wyniki uzyskane za pomoca powszechnie uznanych algorytméw, np.
normalizacji odczytéw lub przetworzenia list genow w zestawy procesdéw biologicznych, moga sie
diametralnie réznic.

Technologie mikromacierzowe zrewolucjonizowaly nie tylko sposob prowadzenia badan, ale takze
podejscie do rozumienia funkcjonowania komérki. Pomimo poczatkowych nadziei, iz wreszcie bedzie
mozna w pelni opisac¢ procesy rzadzace czynnoscia komoérki w danym stanie chorobowym, obecnie
profilowanie aktywnosci gendw w skali calego genomu stuzy jako metoda przesiewowa identyfikacji
spektrum zaburzen molekularnych. W potaczeniu ze szczegétowymi analizami aktywnosci
poszczegollnych gendw, zwlaszcza badanymi na innym poziomie niz RNA (np. obecnos¢ produktéw
biatkowych, ich aktywnos¢, obecnos¢ fosforylacji konkretnych biatek), uzyskuje sie gteboki wglad
w przebieg proceséw biologicznych. Przykltadowo - samo profilowanie aktywnosci genéw nie pozwala
odrézni¢ podstawowych zaburzen pierwotnych dla danego procesu, od zaburzen wtérnych
(adaptacyjnych) od stanu srodowiska powiazanego z choroba. Oznacza to, ze obecnosé "sygnatury
genow hipoksji" moze by¢ zaburzeniem pierwotnym nowotwordéw o duzej ztosliwosci, lecz moze tez
oznacza¢ adaptacje szybko rosnacego guza do niewystarczajacego unaczynienia.

W badaniach klinicznych dotyczacych nowotwordéw litych nie doczekano sie dotychczas zbyt wielu
wskazan do prowadzenia badan molekularnych o znaczeniu prognostycznym lub rokowniczym.
Jednym z przyktadow z ostatnich lat jest badanie mutacji w obrebie KRAS przy planowaniu leczenia
nakierowanego na hamowanie sygnalizacji EGFR w przypadku chorych na raka jelita grubego.
Pomimo faktu, iz mutacja ta warunkuje wystepowanie istotnych zaburzen w biologii guza, dotychczas
nie opracowano testu, ktéry poprzez profilowanie aktywnosci genéw odzwierciedlatby tak odmienna
biologie tego zdefiniowanego molekularnie podtypu choroby. Tym samym, w mojej ocenie
podstawowym zastosowaniem mikromacierzy i innych technologii profilowania aktywnosci genéw
w skali globalnej jest identyfikacja zaburzen molekularnych, ktére beda mialy zastosowanie w klinice
dopiero po "przettumaczeniu" na podstawowe pierwotne zjawiska biologiczne (np. mutacja
konkretnego pojedynczego genu, nadmierna aktywnos¢ okreslonego onkogenu). W zwiazku
z metodycznymi trudnosciami zwiazanymi ze stosowaniem w praktyce klinicznej technologii badan
wielkoskalowych (np. mikromacierzy), nalezy sie spodziewac, iz sposobem definiowania
molekularnego podtypu nowotworu bedzie analiza pojedynczych elementéw (np. genotypowanie
mutacji, czy ilosciowa PCR dla pojedynczego genu). I cho¢ dotychczas opracowano pojedyncze testy
wykorzystujace profilowanie aktywnosci genéw w tworzeniu czynnikéw rokowniczych, wyrozniajac
kilka podstawowych typéw molekularnych raka piersi (por. "Mozliwosci leczenia »potrdjnie
ujemnego« raka sutka", S. Cleator, W. Heller, R.C. Coombes, MP - Onkologia 1/2008, s. 7 - przyp.
red.), to wiekszosci wnioskéw praktycznych z takiego testu moze by¢ sprowadzone do oceny



immunohistochemicznej ekspresji wybranych biatek, czy oceny amplifikacji pojedynczego genu.
Trzeba jednak pamietac o tym, Ze postep w zakresie technologii w biologii jest bardzo szybki i nie
mozna wykluczyé, iz w przysztosci powstana nowe metody profilowania aktywnosci genow w skali
genomu, ktore beda pozbawione wiekszosci ograniczen obecnych technik. Istnieje wiec realna
szansa, iz za kilka lat takie techniki zagoszcza na statle w panelu badan dodatkowych regularnie
stosowanych w pracy onkologa klinicznego.

Autor: dr hab. med. Lucjan S. Wyrwicz
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Fot.: http://www.scientificamerican.com
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