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Streszczenie

Ogtoszenie wynikow sekwencjonowania genomoéw otworzyto nowe mozliwosci w badaniach nad ekspresja gendw. Mozli-
wa stala si¢ konstrukcja macierzy, na ktorych immobilizowane sa sondy odpowiadajace wszystkim znanym transkryptom
danego organizmu. Dzigki wykorzystaniu macierzy DNA dokonano przetomu w klasyfikacji nowotworow, szczeg6lnie w
przypadkach gdzie analiza histopatologiczna nie pozwalata na jednoznaczng diagnozg. Pomimo trudnosci metodycznych, po-
nawiane sg proby wykorzystania macierzy do badan nad funkcjg i patologig oSrodkowego uktadu nerwowego. Trwaja proby
wyjasnienia molekularnego podtoza zaburzen takich jak schizofrenia, zaburzenia dwubiegunowe, czy uzaleznienia lekowe.
Jakkolwiek nie mozna jeszcze mowic o przetomie, badania zmian w ekspresji gendw za pomocg macierzy DNA powoli od-
staniaja molekularne mechanizmy lezace u podtoza tych schorzen.

Czescig odpowiedzi komorki na sygnaty zewnetrzne
jest hamowanie lub nasilanie ekspresji poszczego6lnych
gendw. Owocem zmian w transkrypcji moze by¢ zarow-
no kaskada zmian prowadzaca na przyktad do roznico-
wania komorki, jak tez adaptacja do zmienionych wa-
runkdéw, w przypadku dtugotrwatego podawania lekow.
Identyfikacja charakterystycznych dla danego bodzca
zmian w ekspresji gendw pozwala zrozumie¢ ich mole-
kularne podtoze . Dlatego tez, najwigcej wysitkow ba-
daczy skupionych jest na badaniu zmian wywotanych
nowotworzeniem lub innymi stanami patologicznymi.
Pozwolitlo to na identyfikacj¢ charakterystycznych
zmian w transkrypcji pozwalajac na doktadna diagno-
styke, co moze da¢ poczatek opracowaniu nowych
terapii. Celem tego opracowania jest przyblizenie teo-
retycznych podstaw, na ktorych opiera si¢ technologia
macierzy DNA i zilustrowanie ich zastosowan przy-
ktadami pokazujacymi ich wykorzystanie w badaniach
nad osrodkowym uktadem nerwowym.

Zastosowanie macierzy DNA
w badaniach nad ekspresja genow
w osrodkowym ukladzie nerwowym

Zastosowanie macierzy DNA przyniosto najwigksze
sukcesy w badaniach nad nowotworami. Profilowanie
ekspresji za pomoca macierzy pozwala na precyzyj-

ne sklasyfikowanie rodzajow nowotworOw, wybranie
najbardziej charakterystycznych elementow profilu i
korelowanie ich z rokowaniami. Z drugiej strony, ba-
dania osrodkowego uktadu nerwowego wykorzystuja-
ce macierze DNA s3 znaczgco utrudnione przez jego
ztozonos¢. Wraz ze wzrostem ilosci roznych populacji
komorek i spadkiem licznosci badanych mRNA wia-
rygodnos¢ uzyskiwanych wynikow maleje (Mirnics et
al. 2001). Pomimo przeszkody jaka stanowi ztozonosé¢
osrodkowego uktadu nerwowego, macierze sg bardzo
chetnie stosowane w badaniach nad funkcja lub patolo-
giami mo6zgu i rdzenia krggowego. Ilustracja tego moga
postuzy¢ dwa przyktady, badania nad ptodowymi no-
wotworami mdzgu oraz nad molekularnym podiozem
schizofrenii.

Nowotwory moézgu powstajace w ptodowych sta-
diach rozwoju byty do niedawna trudne do klasyfikacji
w oparciu o ich morfologig, nie byta znana ich biolo-
gia, a wybor wlasciwej terapii byt znacznie utrudniony.
Przetom nastapit dzigki badaniom Pomeroy’a i wspdt-
pracownikdéw (Pomeroy et al. 2002), ktérzy w oparciu
o profilowanie ekspresji gend6w w probkach pobranych
od 99 pacjentow wykazali odmienno$¢ na poziomie
tranksrypcji pomigdzy najczesciej spotykanymi me-
duloblastomami a innymi rodzajami nowotwordow.
Badacze wskazali na grupy genow, ktorych ekspresja
odrdznia od siebie poszczegdlne rodzaje ptodowych



nowotwordw mozgu. Co wigcej, rokowanie leczenia
tych nowotworow scisle koreluje z uzyskanymi profila-
mi ekspresji. Stwierdzono réwniez, ze meduloblastomy
sq powodowane przez zaburzenie przekazywania sy-
gnatu wewnatrzkomorkowego w kaskadzie aktywuja-
cej biatko Sonic Hedgehog. Jest to klasyczny przyktad
na to, jak uzytecznym narz¢dziem w badaniach nad no-
wotworami sg macierze DNA.

Molekularne podtoze rozwoju schizofrenii od wielu
lat jest przedmiotem intensywnych badan. Dotychczas
ukazato si¢ kilka prac analizujacych profile ekspresji
gendw w pobranej post mortem korze czotowej osdb
cierpigcych na schizofreni¢ (Hakak et al. 2001; Mirnics
et al. 2001; Vawter et al. 2002; Tkachev et al. 2003),
jednak przedstawiane w nich wyniki i wnioski czgsto
si¢ nie pokrywaja, a czasami sg nawet we wzajemne]
sprzecznosSci. Prawdopodobnie Zrodtem tego problemu
jest ztozonos¢ badanej struktury. Jak mozna przypusz-
czaC charakterystyczne dla chorego modzgu zmiany
dotycza jedynie niewielkiej populacji komorek. Stad
tez analizujac RNA wyizolowane z calej kory, ewen-
tualne zmiany ulegaja zatarciu przez RNA pochodzace
z komorek, gdzie ekspresja nie ulega zmianom. Stad
tez obserwowane zmiany ekspresji sa czgsto na grani-
cy lub nawet ponizej przyjetej czutosci macierzy DNA.
Pomimo tych problemow, przedstawiono dwie poparte
wynikami do§wiadczalnymi teorie wskazujace na mole-
kularne podtoze choroby. Zauwazono, ze w korze 0s6b
cierpiacych na schizofreni¢ spada ekspresja cDNA bia-
tek odpowiedzialnych za sekrecj¢ przekaznikdw oraz
biatek bedacych czgscig kaskad sygnatow regulujacych
sekrecje (Mirnics et al. 2001). Nie stwierdzono jednoli-
tego trendu zmian, lecz zaobserwowano w znakomitej
wigkszosci badanych probek spadek ekspres;ji jednego
z elementow szlaku sygnatowego. Na tej podstawie au-
torzy postuluja, Ze schizofrenia jest chorobg synapsy. Z
drugiej strony, niedawno ukazata si¢ praca wskazujaca
na podobny profil zmian ekspresji jako charakterystycz-
ny zardbwno dla schizofrenii, jak i zaburzenia dwubie-
gunowego (Tkachev et al. 2003). Wykazano, ze w obu
chorobach zmniejszona jest abundancja cDNA bialek
charakterystycznych dla oligodendrocytow i mieliny,
takich jak biatko proteolipidowe 1 (PLP1) , zasadowe
biatko mieliny (MBP) czy asocjowany z mieling gliko-
pretoid (MAG). Na tej podstawie postawiona zostata
hipoteza, zZe oba schorzenia maja podobng patofizjolo-
gie. Powyzsze dwa przyktady ilustrujg potencjat jaki
niosg macierze DNA oraz problemy jakie napotykaja
badania nad profilowaniem ekspresji w mozgu.
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Badania nad wplywem morfiny na
ekspresje genow

Badania nad molekularnym mechanizmem dziatania
morfiny i innych opioidow maja dwojaki cel. Z jednej
strony badacze starajg si¢ zrozumie¢ mechanizm po-
wodowanej przez morfing analgezji i mechanizm po-
wstawania tolerancji na jej przeciwbodlowe dzialanie, z
drugiej - pozna¢ mechanizm powstawania psychicznej
zaleznosci od opioidow. Kluczowe w tych badaniach
jest doktadne zbadanie wewnatrzkomorkowych szla-
kow przekazywania sygnatu mediujacych odpowiedz
na morfing i zrozumienie jakim zmianom ulegajg one
w trakcie chronicznego dziatania morfiny.

Morfina jest agonistg (przynajmniej czgSciowym) re-
ceptoroOw opioidowych u, d oraz k. Wszystkie one na-
lezg do grupy receptordw posiadajacych siedem helis
transbtonowych i sg najczesciej sprzezone z biatkami
G/G, (Nestler et al. 2001). Zwigzanie morfiny z re-
ceptorem opioidowym w powoduje przede wszystkim
zahamowanie cyklazy adenylanowej i kinazy biatek
A oraz otwarcie kanalow potasowych (Nestler 1997).
Powoduje to hiperpolaryzacj¢ btony i blokuje prze-
wodnictwo neuronu. W ten sposob, hamujgc neurony
pobudzajace dziata przeciwbolowo, z drugiej zas stro-
ny w wyniku hamowania interneurondw hamujacych
w polu brzusznym nakrywki zwigksza si¢ wydzielanie
dopaminy powodujac eufori¢. Jednak chroniczne poda-
wanie morfiny powoduje tolerancje¢ na jej dziatanie i
niejako odwraca przekazywany przez nig sygnal, po-
wodujgc wzrost aktywnosci cyklazy adenylanowej i
kinazy biatek A.

Aby zrozumie¢ molekularne podtoze tego zjawiska,
przeprowadzono analiz¢ globalnej ekspresji genow
w rdzeniu kregowym oraz prazkowiu szczura po jed-
nokrotnym podaniu morfiny (Loguinov et al. 2001)
oraz korze czolowej po chronicznym podawaniu na-
rastajgcych dawek morfiny (Ammon et al. 2003). Jak
mozna byto oczekiwac, jednokrotne podanie morfiny
wplywa ogdlnie hamujaco na transkrypcje w komorce.
Znamienne statystycznie (2-3 krotne) spadki ekspresji
odnotowano dla wielu biatek zwigzanych z metaboli-
zmem oksydacyjnym w mitochondriach (migdzy inny-
mi oksydazy cytochromu C podjednostki I i III, podjed-
nostka 4 dehydrogenazy NADH), glikoliza (dehydro-
genaza 3-fosfogliceraldehydu, izomeraza triozofosfo-
randw) oraz cytoszkieletem (kofilina, y-aktyna). Wsrod
mRNA, ktorych licznos¢ wzrosta, byty migdzy innymi
odpowiadajgce kanatowi wapniowemu ala, kinazie ty-
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rozylowej c-src oraz cyklinie D1. Przedstawiony obraz
zmian trudno jest bezposrednio powigzac z obserwo-
wanym dziataniem morfiny. Zauwazalne jest ogo6lne
»Zahamowanie” komorki po jednokrotnym podaniu
morfiny, brak jednak zespotu gendw, ktorych zmiany
ekspresji mozna bytoby intuicyjnie powigza¢ z moleku-
larnym mechanizmem dziatania morfiny. Zupetnie inny
obraz zmian zaobserwowano po chronicznym podawa-
niu morfiny. Przede wszystkim stwierdzono znaczny
(nawet ponad 20-krotny) wzrost abundancji mRNA
odpowiadajacych biatkom szoku cieplnego hsp70,
hsp27, hsp40, grp78 oraz a-krystaliny. Sugeruje to, iz
dtugotrwate dziatanie morfiny aktywuje odpowiedz ko-
morkowgq na stres. Potwierdza to fakt, iz precypitowa-
ne naloksonem (antagonistg receptorow opioidowych)
odstawienie od morfiny powodowato powr6t licznosci
mRNA biatek szoku cieplnego do poziomdw kontro-
Inych, czyli obserwowane zmiany byty $cisle zalezne
od receptordw opioidowych. Jakkolwiek oba opisane
powyzej doniesienia poszerzyly wiedz¢ na temat ko-
moérkowego dziatania morfiny, niestety nie przyniosty
pelnego wyjasnienia molekularnego dziatania morfiny,
ani nie wskazaty na nowe szlaki przekazywania sygna-
tu powigzane z dzialaniem opioidéw. Mozna oczeki-
wac, ze dalsze badania zapetnig t¢ luke.

Metodyka badan z wykorzystaniem macierzy
DNA wcigz znajduje si¢ w fazie szybkiego rozwoju.
Technologia jest wcigz ulepszana i staje si¢ coraz czul-
sza. Na macierzach reprezentowanych jest coraz wig-
cej roznych cDNA, w niektorych przypadkach nawet
kilkadziesiat tysiecy. Jakkolwiek badania osrodkowego
uktadu nerwowego z wykorzystaniem macierzy DNA
beda utrudnione ogromng jego ztozonoscig, mozna jed-
nak przypuszczac, ze najlepsze jest wcigz przed nami.
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