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profilu biatek (toksykoproteomika).
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WSTEP

Stan czynnosciowy (ekspresja) gendéw tworzgcych genom
komérkowy podlega zmianom pod wplywem réznych sy-
gnatéw pochodzenia wewnetrznego, jak i zewnetrznego.
Sygnaly te moga zmieniaé zaréwno syntezg mRNA (dziataé
na poziomie transkrypcji) jak i syntez¢ biatka (dziataé na po-
ziomie translacji). Poszczegdlne geny lub cate zespoly genow
sq wybidrczo uruchamiane w réznego rodzaju komérkach.
Uwaza sig, ze tylko niewielka cze$é z olbrzymiej liczby ge-
néw ludzkich jest aktualnie wykorzystywana przez rozmaite
typy komoérek, jak np. komdrki migsniowe, nerwowe, czy
komorki krwi. Kazdy z tych wyspecjalizowanych typéw ko-
mérek uruchamia ekspresje odmiennych genéw. Komérki
dokonuja wyboru gendw, ktére maja ulegaé ekspresji, bez

* Praca wykonana w ramach zadania finansowanego z dotacji na dziatal-
nos¢ statutowag nr IMP 14.4 pt. ,Profil ekspresji cytokin i czastek adhezyj-
nych w kreatynocytach poddanych dziataniu soli metali o dziataniu draznia-
cym lub alergizujgcym na skérg”. Kierownik zadania: prof. dr hab. W. Lutz.

zmiany sekwencji nukleotydowej samego DNA. DNA w wy-
specjalizowanych typach komérek nadal ma pelen zestaw
instrukcji niezbednych do utworzenia calego organizmu.
Komérki organizmu réznig si¢ wigc migdzy soba nie dlatego,
ze zawieraja inne geny, ale dlatego, ze w réznych komérkach
ekspresji ulegaja rézne zestawy genéw. To wiasnie ekspresja
odmiennego zestawu genéw w kazdym typie komérek powo-
duje powstanie réznic w ich wielkosci, pokroju, zachowaniu
i funkcji (1,2,3).

Skomplikowane wspdtdziatanie pomigdzy genami a $ro-
dowiskiem jest jednym z gléwnych zagadnien badawczych
toksykologéw, ktérzy staraja si¢ zrozumie¢ mechanizmy
oddziatywania chemicznych i fizycznych czynnikéw §rodowi-
skowych na organizm czlowieka. Zdobyta w ostatnich latach
wiedza na temat przechowywania i przekazywania informa-
cji zawartej w genomie komérkowym, wprowadzenie no-
wych technologii do analizy tych danych, a takze wyjasnienie
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Ryc. 1. Zastosowanie toksykogenomiki w szacowaniu ryzyka wystapienia skutku toksycznego wywotanego ekspozycjg na czynnik toksyczny.

mechanizméw oddziatywania szkodliwych czynnikéw srodo-
wiskowych na genom komérkowy, doprowadzity do powsta-
nia nowej dyscypliny naukowej nazywanej toksykogenomika
(4-8). Zajeta sie ona badaniem zaleznosci, jakie zachodza
miedzy ekspozycja na czynniki toksyczne a zmianami wyste-
pujacymi na poziomie sekwencji nukleotydowej i ekspresji
gendw tworzacych genom komérkowy oraz wykorzystaniem
tych badan do szacowania ryzyka wystapienia szkodliwych
skutkéw toksycznych (ryc. 1). Umozliwia ona réwnoczesny
monitoring ekspresji setek, a nawet tysigcy gendw w oparciu
o pomiar iloéci mRNA, syntetyzowanych w procesie trans-
krypcji na poszczegdlnych genach (9). Wykorzystujac dane,
dotyczace poznania sekwencji nukleotydowej DNA, tworza-
cego poszczegdlne geny, podjeto badania majace okreslic,

w jakim zakresie zmiany w tej sekwencji moga wplywaé na
odpowiedZ komérki na dziatanie czynnikéw toksycznych.

Kazdy cztowiek posiada w swoim genomie zestawy ge-
néw, ktére wykazuja pewne zrdznicowanie (polimorfizm)
w sekwencji nukleotydowej w stosunku do generalnej po-
pulacji. Niektére z tych polimorfizméw nie majg lub maja
tylko niewielki wplyw na ekspresje genéw i zwigzang z tym
synteze okreslonych biatek komérkowych. W niektorych jed-
nak przypadkach, zwtaszcza w tych, w ktérych polimorfizm
dotyczy genéw uczestniczacych w odpowiedzi komérki na
dziatanie czynnika toksycznego, np. enzyméw metabolizuja-
cych toksyczny zwiazek chemiczny, moze on w istotny spo-
sOb wptywac na osobnicza wrazliwo$¢ na dziatanie czynnika
toksycznego (10,11).

< Toksykogenomika funcjonalna >
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Ryc. 2. Uproszczony schemat przedstawiajacy wyplyw czynnika toksycznego na poszczegdlne etapy procesu ekspresji genu (od genu do aktywnego biatka).
Zaznaczono obszary zwiazane z badaniem tego wplywu przez toksykogenomike, toksykoproteomike oraz toksykogenomike funkcjonalna.

mozliwe miejsce oddziatywania czynnika toksycznego.
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Opisywanie procesu patologicznego, towarzyszacego
oddzialywaniom czynnikéw toksycznych na komoérki tylko
na poziomie syntezy mRNA jest niekompletne. Badania pro-
duktu ekspresji genu, jakim jest mRNA, moga dostarczy¢ je-
dynie danych wskazujacych, ktére z gendw ulegaja aktywacji,
ale nie mdwig, jaki jest ich udziatl w procesie syntezy biatka.
Ponadto, na mierzone zmiany w zawarto§ci mRNA istotny
wplyw wywiera szybko$¢ degradacji transkryptu, splicing
alternatywny oraz posttranskrypcyjna regulacja ekspresji
genu. Obecnie mamy coraz wigcej dowoddw na to, zZe ocena
profilu biatek syntetyzowanych pod kontrolg genéw wydaje
si¢ lepszym wskaZznikiem oddzialywan ksenobiotykéw czy
proceséw chorobowych na ekspresje gendéw (12). Réwniez
interpretacja zmian w profilu biatek komérkowych, jako do-
datkowego wskaznika ekspresji gendéw, stwarza nadal dosé
istotne problemy. Biatko syntetyzowane na matrycy mRNA
w procesie translacji moze ulegaé¢ réznym zmianom, tzw.
zmianom posttranslacyjnym. Np. zmiany w skladzie ami-
nokwasowym, czy modyfikacje takie, jak glikozylacja i fos-
forylacja, radykalnie zmieniaja funkcje komérkowa biatek.
Ponadto, taficuchy polipeptydowe biatek syntetyzowanych
na matrycy mRNA moga tworzy¢ kompleksy multibiatko-
we o catkowicie odmiennej funkcji niz pojedyncze biatko.
Wszystkie te procesy mogg by¢ zmieniane przez oddzialy-
wanie czynnika toksycznego i tym zagadnieniem zajela sig
toksykoproteomika (13).

Poznanie cato$ciowe problematyki oddzialywan czynni-
kéw toksycznych na funkcjonowanie genomu komérkowego,
ktére geny i w jakim rozmiarze ulegaja ekspresji, jak na
zmiany tej ekspresji wpltywaja zmiany w sekwencji nukleoty-
dowej genéw oraz jak zmienia si¢ struktura i funkcja biatek
kodowanych przez te geny w warunkach dziatania czynnika
toksycznego, stato si¢ przedmiotem badan toksykogenomiki
funkcjonalnej (ryc. 2) (14). Ta nowa dyscyplina naukowa
wykorzystuje najnowsze techniki biologii molekularnej
i bioinformatyki do identyfikacji oraz charakterystyki me-
chanizméw dziatania zwigzkéw chemicznych o uznanym
potencjale toksycznym, a takze tych zwiazkdéw, ktére moga
posiadaé taki potencjat. Toksykogenomika funkcjonalna, da-
jac mozliwo$é réwnoczesnego badania tysiecy transkryptéw
genowych oraz syntetyzowanych pod ich kontrola biatek,
stworzyla ogromne mozliwosci nie tylko dla poznania me-
chanizméw toksycznego dziatania zwigzkéw chemicznych na
komérki organizmu ludzkiego, ale data réwniez mozliwo§é
opracowania nowych grup biomarkeréw wrazliwosci osob-
niczej oraz biomarkeréw skutkéw toksycznych. Powinno to
W znaczacym stopniu przyczynié si¢ do poprawy monitorin-
gu biologicznego oséb narazonych na zawodowe i srodowi-
skowe czynniki toksyczne (15).

NOWE METODY POZNAWANIA SEKWENCJI GENOW
I ICH EKSPRESJI

Wykrycie, ze informacja genetyczna jest zakodowana w se-
kwencji nukleotydéw DNA spowodowato podjecie na duzg

skale badan nad opracowaniem metod umozliwiajacych
bezposredni wglad w ta sekwencjg oraz poznanie, w jaki
sposOb geny dzialaja na poziomie molekularnym. Rekom-
binacyjna technologia DNA umozliwita wybranie dowol-
nego genu sposréd tysigcy genéw zawartych w komorce
i doktadne okreslenie jego struktury. Uzyskano mozliwosé
rozcinania diugich czasteczek DNA na specyficzne zestawy
fragmentéw za pomocg nukleaz restrykcyjnych, z ktérych
kazda rozcina dwuniciowa helis¢ DNA tylko w miejscu
wystgpowania okreslonych, krétkich sekwencji nukleoty-
dowych. Otrzymane fragmenty DNA mozna rozdzieli¢ na
podstawie ich wielkosci za pomoca elektroforezy zelowej
i za pomoca odpowiednich technik dokonaé analizy ich
sekwencji nukleotydowych. Wprowadzenie technik hybry-
dyzacyjnych dato mozliwos¢ wykrycia w mieszaninie kwa-
s6w nukleinowych dowolnych sekwencji fragmentéw DNA
lub RNA. Techniki te wykorzystaty zdolno$¢ pojedynczych
nici DNA lub RNA do tworzenia dwuniciowych helis tylko
z taincuchami o komplementarnej sekwencji nukleotydéw.
W reakcjach hybrydyzacji jako sondy stosuje si¢ jednonicio-
we DNA o znanych sekwencjach, znakowane barwnikami
fluorescencyjnymi lub radioizotopami. Metody klonowania
stworzyly warunki dla wyselekcjonowania jednej czasteczki
DNA o okreslonej sekwencji nukleotydowej, sposréd milio-
néw rozmaitych czasteczek DNA i powielenia jej w czystej
postaci w dowolnej iloSci. Utworzone zostaly biblioteki
cDNA (komplementarny DNA uzyskany z mRNA w obec-
nosci enzymu odwrotnej transkryptazy z mRNA), zawiera-
jace klonowane kopie DNA wszystkich mRNA okreslonego
typu komoérek lub tkanek. Inaczej niz w przypadku klonéw
genomowych, klonowane cDNA zawieraja tylko sekwencje
kodujace biatka (eksony). Nie ma w nich sekwencji niekodu-
jacych (intronéw, miejsc regulatorowych oraz promotoréw).
Bardzo waznym narzgdziem badawczym okazata si¢ taricu-
chowa reakcja polimeryzacji (PCR) prowadzona in vitro
z uzyciem polimerazy DNA. Dzigki PCR mozna wybidrczo,
bardzo szybko i w duzych iloéciach, replikowaé wybrane se-
kwencje zawarte w dowolnym DNA. PCR mozna stosowac
do powielania (amplifikacji) tylko takiego DNA, ktérego
sekwencje poczatkowa i konicowa sg znane. Polimeraza
DNA naprowadzana na dany fragment DNA przez startery
syntetyzuje wiele kopii (najczgsciej okolo miliarda) potrzeb-
nego odcinka DNA.

Ostatnie lata przyniosly dalszy postep techniczny w po-
stepowaniach badawczych zmierzajacych do wykrywania po-
limorfizméw genetycznych oraz zmian w ekspresji poszcze-
gblnych genéw wchodzacych w sktad genomu komérkowego
ssakow, w tym réwniez czlowieka. Szczegdlng uwage zwraca
wprowadzenie dwdch zblizonych do siebie technik biologii
molekularnej: techniki “kostek” DNA (ang. DNA chips),
umozliwiajacej dokonanie szybkiej analizy polimorfizmu da-
nego genu oraz techniki “mikromacierzy” DNA (ang. DNA
microarrays), pozwalajacej na jednoczesng analiz¢ ekspres;ji
setek lub nawet tysigcy genéw w komédrkach poddanych dzia-
taniu jednego lub wielu czynnikéw toksycznych (4,16).
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TECHNIKA KOSTEK DNA

Technika kostek DNA pozwolita na bardzo szybkie sekwen-
cjonowanie DNA (poznanie kolejnosci zasad w calym genie
lub tylko w jego fragmentach) przez hybrydyzacje ze zbio-
rami oligonukleotydéw. W sekwencjonowaniu przez hybry-
dyzacje wykorzystuje si¢ zestaw sond oligonukleotydowych
o zdefiniowanej sekwencji zasad do wyszukiwania komple-
mentarnych sekwencji w badanej czasteczce DNA (4,17).
Badany DNA, w ktérym chcemy wykry¢ obecno$é okre-
S§lonej sekwencji nukleotydowej, np. tej zawierajacej zmuto-
wany odcinek genu, zostaje izolowany z komérek lub tkanki
i ciety na mate fragmenty za pomoca specyficznych enzyméw
restrykcyjnych. Na tym etapie wazne jest uzyskanie odpo-
wiedniego fragmentu czasteczki DNA, zawierajacego zmuto-
wane miejsce genu. Mozna to uzyskaé stosujac odpowiedni
zestaw enzyméw restrykeyjnych, ktére przecinajg czasteczke
DNA w $cisle okreslonych miejscach, o odpowiedniej dla
danego enzymu sekwencji nukleotydowej. Do uzyskanych
fragmentéw DNA dotacza sig nastepnie znacznik fluorochro-
mowy. Otrzymang mieszaning oznakowanych fragmentow
DNA nanosi sie na przygotowang wczesniej plytke (kostke),
na ktérej zostaly zsyntetyzowane oligonukleotydy o znanej
sekwencji nukleotydowej. Sa one dobrane tak, aby byt wsréd
nich réwniez oligonukleotyd, majacy sekwencje komplemen-
tarng do oznakowanego fragmentu DNA, zawierajacego
zmutowany odcinek genu. Oznakowane fragmenty DNA
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o sekwencji komplementarnej z oligonukleotydami naniesio-
nymi na plytk¢ zostaja na niej zwiazane, a pozostate usunigte
przez przemycie plytki. Plytka zostaje przeniesiona do czytni-
ka, sprzgzonego z komputerem, w ktérym promien laserowy
przeglada ptytke z sondami oligonukleotydowymi, rzadek po
rzadku. Promieni laserowy powoduje $§wiecenie tych miejsc
na plytce, ktére zawieraja zhybrydyzowany fragment DNA
z dotaczonym fluorochromem. Poniewaz znana jest sekwen-
cja i umiejscowienie na plytce sond oligonukleotydowych
mozna ustali¢, jaka jest sekwencja §wiecacych fragmentéw
DNA, ktére ulegly hybrydyzacji z tymi sondami. Analizg taka
dokonuje odpowiednio zaprogramowany komputer.

TECHNIKA MIKROMACIERZY DNA

Technika mikromacierzy DNA stworzyta mozliwo$¢ oceny
ekspresji kazdego z genéw obecnych w genomie ssakéw,
a takze oceny ekspresji kazdej z polimorficznych form tych
gendw (18). Postepowanie zastosowane w tej technice obej-
muje dwa etapy (ryc. 3).

Etap I. Na podtoze szklane lub nylonowe sg nanoszone,
w wysokim zaggszczeniu, indywidualne tanicuchy cDNA (mi-
kromacierze DNA) o dtugosci od 600 do 2400 nukleotydéw.
Stanowig one kopie calych lub czesci czasteczek mRNA,
powstajacych w wyniku ekspresji okreslonych genéw. Przy-
gotowanie mikromacierzy z cDNA zaczyna si¢ od izolowania
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Ryc. 3. Ocena ekspresji gendw w hepatocytach w obecnosci czynnika toksycznego (schemat postepowania).
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informacyjnych RNA (mRNA) z kilku réznych tkanek (np.
watroby i nerek). Ma to na celu zwigkszenie szans uzyskania
mRNA z mozliwie wszystkich genéw ulegajacych ekspresji
w badanym genomie (w tym réwniez réznych form polimor-
ficznych). Otrzymane mRNA sg przetwarzane na komple-
mentarne kopie DNA (cDNA) z wykorzystaniem enzymu od-
wrotnej transkryptazy. Enzym ten jako matryce dla syntezy
cDNA wykorzystuje RNA. W dalszej kolejnosci mieszanina
cDNA jest klonowana do matych bakteryjnych minichromo-
somé6w, plazmidéw. Indywidualne plazmidy, z ktérych kazdy
zawiera jeden cDNA, poddawane sa sekwencjonowaniu
celem poznania tozsamosci kazdego fragmentu. Nastepnie
fragmenty plazmidowego DNA, zawierajace odpowiednie
cDNA, sa indywidualnie namnazane przy zastosowaniu reak-
cji taricuchowej polimeryzacji - PCR (ang. polymerase chain
reaction), poddane procesowi oczyszczania i umiejscawiane
na staltym podtozu (szklanym lub nylonowym) przez specjal-
ne zautomatyzowane urzadzenie. Lokalizacja kazdego na-
niesionego fragmentu cDNA na plytce oraz jego sekwencja
nukleotydowa sg zapisywane w pamigci komputera.

Etap II. Na tym etapie dokonuje sie okreSlenia zmian
w ekspresji genéw wywolanej przez czynnik toksyczny w ba-
danym narzadzie, np. watrobie lub w komérkach pochodza-
cych z hodowli. W tym celu mRNA jest réwnolegle izolowany
z watroby zwierzecia otrzymujacego pokarm kontrolny oraz
z watroby zwierzgcia, ktére jest karmione tym samym pokar-
mem, ale z dodatkiem toksycznego zwigzku chemicznego.
Uzyskane mRNA, pochodzace od obu zwierzat, sa wyko-
rzystywane jako matryce dla syntezy cDNA (komplementar-
nych kopii mRNA) w reakcji katalizowanej przez odwrotng
transkryptazg. Reakcja przebiega w obecnosci trifosforanéw
nukleozydéw znakowanych wskaznikiem fluorescencyjnym
lub radioaktywnym. Mieszanina powstaltych cDNA, ozna-
kowanych fluorochromem (lub radioizotopem), nanoszona
jest na wczesniej przygotowane plytki (etap I postepowania).
Oznakowane fluorochromem cDNA hybrydyzuja z kom-
plementarnymi fragmentami cDNA obecnymi na pflytce.
Miejsca na plytce zajete przez oznakowane hybrydy sa wy-
krywane z uzyciem fosfoimagera do wykrywania znacznika
radioizotopowego lub skanera laserowego do wykrywania
znacznika fluorescencyjnego. Na zarejestrowanym obrazie
uwidaczniajg si¢ charakterystyczne kolorowe plamy, odpo-
wiadajace swoja lokalizacjg tym fragmentom genéw, ktore
ulegly ekspresji w wyniku zadziatania czynnika toksycznego.
Intensywno$¢ sygnatu radioaktywnego lub fluorescencyjne-
go odpowiada ilosciowo rozmiarowi ekspresji danego genu.
Otrzymane wzory ekspresji genéw w genomie zwierzgcia
kontrolnego i eksponowanego na czynnik toksyczny sa
nastepnie poréwnywane i ustala sig, stosujac odpowiednie
techniki bioinformatyczne, ktére z gendéw sg regulowane
pozytywnie, a ktére negatywnie. W ten spos6b mozna wy-
krywac i oceniaé dziatanie nie tylko pojedynczych genéw bio-
racych udziat w odpowiedzi toksycznej komérki, ale oceniaé
skoordynowane dziatanie catych zespotéw gendéw. Obecna
technologia pozwala na réwnoczesne monitorowanie eks-

presji co najmniej 10 tys. gendéw. W niedalekiej przysztosci,
kiedy wszystkie ludzkie geny zostana zidentyfikowane i sklo-
nowane, a postep technologiczny pozwoli na dalszg miniatu-
ryzacj¢ stalego podloza do tworzenia mikromacierzy DNA,
bedzie mozliwe badanie zmian ekspresji wszystkich genéw
wchodzacych w sktad genomu ludzkiego.

ZASTOSOWANIA TOKSYKOGENOMIKI

Wprowadzenie genomiki do toksykologii i medycyny pracy
powinno stworzy¢é warunki do lepszego poznania mechani-
zméw toksycznego oddzialywania substancji chemicznych,
srodowiskowych i zawodowych na organizm czlowieka. To
poznanie powinno wynika¢ z okreslenia zaleznosci, jakie
zachodzg miedzy ekspozycja na czynniki toksyczne a zmia-
nami wystepujacymi na poziomie genomu komodrkowego,
zwiazanymi z ekspresja okreslonych gendéw i zespotéw ge-
néw. Analiza spektrum zmian w ekspresji zespotéw genéw
kontrolujacych procesy naprawcze, kontrolujacych procesy
przekazywania sygnaléw pobudzenia i wzrostu komérki, czy
tez procesy biotransformacji toksyn chemicznych, powinna
umozliwi¢ nie tylko okreslenie charakteru i rodzaju tych
zmian, ale takze okreslié, jakie mogg by¢ nastepstwa cho-
robowe, zwigzane z odpowiedzig komérki na ekspozycje na
toksyny chemiczne. Oczywiste jest, ze catkowite zrozumienie
mechanizméw, przez ktére substancje chemiczne mogg
powodowaé wszystkie zmiany chorobowe w organizmie
czlowieka jest raczej bardzo odleglym celem. Tym niemniej
juz obecnie jest mozliwa identyfikacja oraz poznanie sposo-
béw dziatania réznych substancji chemicznych w przypadku
niektorych schorzen. Takim przyktadem moze by¢ poznanie
molekularnych podstaw powstawania raka w wyniku oddzia-
tywania niektérych toksyn chemicznych na organizm zwie-
rzat i czlowieka oraz wykazanie, ze u podstaw rozwoju tej
choroby leza zmiany w strukturze i ekspresji pewnych grup
gendw, protoonkogendw i genéw supresorowych. Coraz wig-
cej mamy danych potwierdzajacych, ze réwniez w przypadku
innych choréb trapigcych ludzko$é istotne znaczenie maja
zmiany genowe, indukowane przez toksyny chemiczne.

Technika mikromacierzy DNA okazata si¢ juz przydatna
do wykrywania potencjalnej hepatotoksycznosci zwigzkéw
chemicznych, a takze do lepszego poznania mechanizméw
toksycznych zwigzkéw chemicznych o juz poznanych wiasci-
wosciach hepatotoksycznych.

Wang i wsp. (19) zastosowali technike mikromacierzy
DNA do identyfikacji docelowych genéw odpowiedzialnych
za indukowanie apoptozy przez etopozyd w komérkach U2-
OS. Zbadano ekspresje 6591 genéw, z ktérych 62 aktywnie
uczestniczyly w komérkowej odpowiedzi na dziatanie etopo-
zydu. Do dalszej analizy wybrano 12 genéw, ktérych zmiana
ekspresji moze taczy¢ si¢ z wprowadzaniem komérki w stan
apoptozy. Byly to m.in. geny kodujace biatko p21, antygen
jadrowy zwiazany z proliferacja komérkowa oraz dwa geny
kodujace, regulatorowe biatka p53 oraz gen kodujacy dekar-
boksylaze ornitynowa.
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Waring i wsp. (20) zbadali zmiany w profilu ekspresji ge-
néw komoérek watrobowych 15 réznych heptotoksyn, w tym
alkoholu alilowego, amiodaronu, Arocloru 1254, soli arsenu,
karbamazepiny, czterochlorku wegla, dietylonitrozaminy,
dimetyloformamidu, dikwatu, etopozydu, indometacyny,
metapirylenu, metotreksatu, monokrotaliny i 3-metylocho-
lantrenu. Te zwigzki chemiczne powoduja rézne toksyczne
uszkodzenia watroby takie jak: martwica, uszkodzenia DNA,
marsko$é, hipertrofie, raka. Analize profilu ekspresji genow
przeprowadzono na podstawie oceny RNA, otrzymanego
z watroby szczuréw poddanych dziataniu wymienionych
hepatotoksyn oraz RNA zwierzat kontrolnych. Profile eks-
presji genéw uzyskane dla poszczegélnych hepatotoksyn
byly poréwnane z wynikami badan histopatologicznych oraz
parametrami biochemicznymi, oznaczonymi w osoczu krwi
(AST, ALT, ALP, cholesterol, bilirubina catkowita, glukoza,
GGT, azot mocznikowy). Wykazano wystgpowanie znamien-
nej korelacji miedzy danymi uzyskanymi z profilu ekspresji
gendw a oceng histopatologiczng i wynikami badan bioche-
micznych. Wykazano np., ze 3-metylocholantren, powodu-
jacy wystapienie hipertrofi komérek watrobowych przez
rozrost siateczki gladkiej, przyczynia sie do aktywacji genow
kodujacych CYP1A1, CYP1B1 i Stransferaze glutationowa.
Z kolei czterochlorek wegla, ktéry powoduje uszkodzenie ko-
mérek watrobowych przez stymulacje proceséw wolnorodni-
kowych, wywoluje zwigkszenie ekspresji genéw kodujacych
oksygenaze hemowa, kinazg¢ biatkowa p38 aktywowang mi-
togenem, cytochrom b558 oraz S-transferaze glutationowa.
Interesujaca byta obserwacja, ze heptotoksyny, powodujace
wzrost aktywnosci fosfatazy alkalicznej (ALP) w surowicy,
powoduja wzrost ekspresji 12 gendéw, z ktérych az 8 kodowa-
to biatka zwigzane z metabolizmem cholesterolu.

Harris i wsp. (21) przeprowadzili analizg profilu ekspre-
sji genéw w komorkach watrobowych, poddanych dziataniu
czterochlorku wegla i etanolu. Oba zwiazki réznily sie znacz-
nie profilem ekspresji genéw, co jest zgodne z odmiennym
mechanizmem ich toksycznego dziatania. Czterochlorek
wegla powodowatl wzrost ekspresji gendéw kodujacych biat-
ka, biorace udziatl w transporcie pozakomdrkowym, biatka
zwigzane z sygnalingiem komérkowym. Natomiast etanol
powodowal hamowanie ekspresji genéw kodujacych biatka,
zwiazane ze stresem komérkowym oraz metabolizmem.

W innej pracy (22) podjeto badania zaleznosci dawka-
skutek na poziomie genomu komérkowego w przypadku
oddzialywania na watrobg myszy trzech réznych toksyn
srodowiskowych: chlorku kadmu, benzo(a)pirenu i trichloro-
etylenu. Mikromacierz DNA zastosowana w tych badaniach
zawierata cDNA 148 gendéw kodujacych enzymy 1 i II fazy
biotransformacji, enzymy naprawcze DNA, biatka stresowe,
cytokiny oraz geny kodujace biatka niezbgedne do podtrzyma-
nia normalnego metabolizmu komérkowego, tzw. hauseke-
eping gene (geny utrzymujace porzadek w domu). Zgodnie
z oczekiwaniami, w przypadku chlorku kadmu, najwigksza
stymulacje ekspresji stwierdzono dla gendéw kodujacych
metalotioneing I i Il (ponad 5000-krotny wzrost ekspresji).

Roéwnie wysoki wzrost ekspresji stwierdzono dla genéw
kodujacych inne biatka stresowe w tym biatka szoku termicz-
nego Hsp105 i Hsp86 oraz gendw kodujacych biatka wcze-
snej odpowiedzi, m.in. biatko cjun. W przypadku genéw
kodujacych enzymy metabolizujace ksenobiotyki niewielki,
ale wyraznie zaznaczony, wzrost ekspresji wystapit w przy-
padku gendéw kodujacych cytochromy P450 (geny Cyp2f2
i Cyp3all). Towarzyszyto temu zahamowanie ekspresji genu
kodujacego metylotransferaze 1I. W przypadku benzo(a)pi-
renu zdecydowanie najwigksza ekspresjg stwierdzono dla
genu kodujacego CYP1A1, w znacznie mniejszym stopniu
zwigkszyla sig ekspresja genu kodujacego CYP1A2. Z kolei
podanie trichloroetylenu spowodowato zwigkszenie eks-
presji gendéw kodujacych biatka szoku termicznego Hsp25
i Hsp86 oraz CYP2A. Badania te zwrdcily uwage na fakt, ze
rozmiar ekspresji genéw wywolany przez oceniane toksyny
srodowiskowe zalezy nie tylko od rodzaju toksyny, ale réw-
niez od dawki podanego zwiazku chemicznego i zmienia sig
w czasie po zadziataniu tych toksyn na watrobe.

Bulera i wsp. (23) dokonali oceny profilu ekspresji
gendéw (na mikromacierzy zawierajacej 1600 genéw z ge-
nomu szczura) w watrobach szczurdw, ktérym podawano
r6zne hepatotoksyny, w tym mikrocystyne, fenobarbital,
lipopolisacharyd, czterochlorek wegla, tioacetamid oraz
octan cyproteronu. Wykazano, ze wszystkie badane zwigz-
ki powodowaly zmiany w ekspresji znacznej liczby genéw
kodujacych biatka, zwiazane z przekazywaniem sygnatu
pobudzenia, metabolizmem lipidéw oraz wystapieniem re-
akcji zapalnej. W wigkszosci przypadkéw zmiany w profilu
ekspresji genéw wystepowaty mimo braku takich danych ze
strony parametrow biochemicznych, stosowanych w chemii
klinicznej do wykrywania zmian toksycznych w watrobie.
Zaobserwowano, ze profil ekspresji genéw zmieniat si¢ nie
tylko w zaleznosci od rodzaju heptotoksyny, na ktéra byly
eksponowane zwierzeta, ale réwniez w zaleznosci od czasu
trwania tej ekspozycji.

Ruepp i wsp. (24) podjeli prébe wyjasnienia molekular-
nych aspektéw toksycznego oddzialywania acetaminofenu
na komérki watrobowe z zastosowaniem techniki mikroma-
cierzy DNA. Badania te wykazaly jednak, ze podanie subtok-
sycznej (150mg/kg ip) lub toksycznej (500 mg/kg ip) dawki
acetaminofenu myszom wywotuje tylko zmiany w zawarto$ci
niektorych biatek w mitochondriach komérek watrobowych
(m.in. syntazy ATP oraz enzymoéw zwigzanych z B-oksyda-
cja kwaséw tluszczowych). Te zmiany byly konsekwencja
bezposredniego oddzialywania aktywnego metabolitu ace-
taminofenu, N-acetylo-p-benzochinonoiminy na biatka mi-
tochondrialne, a nie skutkiem zmienionej ekspresji genéw.
Nie udalo sie wykazaé, aby toksyczno$é¢ acetaminofenu na
watrobe mozna bylo taczyé z charakterystycznym dla tego
zwigzku profilem ekspresji gendéw. Bardziej przydatne w tym
wzgledzie jest badanie profilu biatek (enzyméw) bioracych
udzial w przemianach energetycznych mitochondriéw. Ta
opinia jest nieco odmienna od tej, jaka wczesniej przedsta-
wili Reilly i wsp. (25).
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Technika mikromacierzy DNA zostala zastosowana
dla wyjasnienia mechanizmu indukowanej przez kadm de-
mineralizacji kosci (26). Wyniki badania profilu ekspresji
genéw w osteoklastach wykazaly, ze kadm stymuluje demi-
neralzacje kosci przez aktywacje szlaku kinaz biatkowych,
aktywowanych mitogenem (kinaza p38 MAP). Laczylo si¢ to
z aktywacja gendw kodujacych takie biatka, jak ATPazowa
pompa protonowa, integryna alfa V, receptor transferyny
i src-podobne biatko adaptorowe. Natomiast geny kodujace
biatka zwigzane z formowaniem tkanki kostnej, odpowiedzi
stresowej, czynniki wzrostu i czasteczki sygnalne, nie wyka-
zywaly istotnych zmian w ekspresji.

Ukazala si¢ réwniez praca prébujaca wyjasni¢ genotok-
syczne i epigenetyczne mechanizmy dziatania kancerogenne-
go niklu(Il) na komérki ptucne z wykorzystaniem techniki
mikromacierzy DNA (27). Wykazano, ze w mechanizmie
kancerogennego oddzialywania tego metalu bierze udziat
wiele genéw kodujacych biatka transkrypcyjne, biatka zwia-
zane z procesem biosyntezy biatek i ich stabilizacja, biatka
cytoszkieletu komérkowego, biatka zwigzane z metaboli-
zmem komérkowym oraz biatka bton komérkowych i macie-
rzy pozakomérkowe;j.

Przedstawiono réwniez zmiany w ekspresji gendéw zwia-
zane z neurotoksycznym dzialaniem metali ciezkich (28).
Szczegblng uwage zwrécono na geny kodujace biatka trans-
krypcyjne, zawierajace motyw palca cynkowego.

Aktualnie zostaly stworzone mozliwosci wykorzystania
handlowo dostgpnych mikromacierzy DNA, tzw. ToxBlo-
tow (29). Opracowane mikromacierze DNA ToxBlotéw
umozliwiaja réwnoczesng ocene ekspresji kilkuset genéw
w warunkach oddzialywania czynnikéw toksycznych, zwia-
zanych np. z inicjacja i promocja procesu nowotworowego
(Cancer ToxBlot) (30,31) lub z supresyjnym i stymulujacym
oddzialywaniem czynnikéw toksycznych na komérki uktadu
odpornosciowego (ToxBlot Immunology) (29). ToxBlot
Endocrinology and Neurology znalazt zastosowanie w wy-
jasnieniu mechanizméw toksycznego dziatania zwigzkéw
chemicznych, skazajacych srodowisko bytowania cztowieka,
ktére swoje dzialanie toksyczne ujawniaja przez oddzialy-
wanie na receptor estrogenowy (32). Z kolei ToxBlot Safety
Assessment zostal wykorzystany do wyjasnienia mechani-
zmu powstawania uwrazliwienia na insuling przez zwiazki
tiazolidonowe (29).

BADANIE PROFILU EKSPRESJI BIALEK
KOMORKOWYCH | ICH ZASTOSOWANIE W OCENIE
SZKODLIWYCH ODDZIALYWAN CZYNNIKOW
TOKSYCZNYCH

Toksykoproteomika wykorzystuje technike wysoce rozdziel-
czej dwuwymiarowej elektroforezy biatek na Zelu poliakryla-
midowym oraz spektrometri¢ masowa do identyfikacji setek
rozdzielonych na zelu biatek komérkowych (33). Ostatnio
wprowadza si¢ nowe techniki rozdzielcze, takie jak elek-
troforeza kapilarna oraz wysoko sprawna chromatografia

cieczowa (HPLC), a do identyfikacji bialek stosuje sig
techniki oparte na reakcji antygen-przeciwcialo. W oparciu
o biblioteke¢ cDNA przygotowano gotowe mikromacierze
biatkowe, umozliwiajace rozpoznanie ponad 25 000 biatek
komérkowych w oparciu o reakcje antygen-przeciwciato
(34). Szczegdlnie obiecujaca do identyfikacji biatek rozdzie-
lonych mikrokapilarng HPLC wydaje si¢ technika kodowa-
nego powinowactwa znacznika izotopowego (isotope-coded
affinity tag) (35). Dotychczas proteomika ograniczata sie do
badania biatek o masie czasteczkowej >10 kDa. Ostatnio
pojawily si¢ doniesienia o mozliwosci badania peptydéw
oraz biatek o malej masie czasteczkowej, 0,5-5 kDa (pepty-
domika) (36).

Istotnym walorem stosowanych obecnie przez proteomi-
ke technik badawczych (toksykoproteomike) jest mozliwosé
badania modyfikacji strukturalnych i czynnosciowych, poja-
wiajacych si¢ w bialkach juz po translacji mRNA na kolej-
no$¢ aminokwaséw w taricuchu polipeptydowym (zmiany
posttranslacyjne). Naturalne procesy komdrkowe, takie
jak systemy sygnalne, aktywacja i deaktywacja enzymow,
wewnatrzkomérkowa translokacja bialek oraz tworzenie
nowych komplekséw z innymi biatkami, sa czgstymi mody-
fikacjami posttranslacyjnymi biatek (35). Jedna z czesciej
spotykanych modyfikacji posttranslacyjnych jest fosforylacja
biatek, niezbgdna w procesach regulujacych funkcjonowanie
zyciowo waznych proceséw metabolicznych oraz w sygnali-
zacji komorkowej (37). Niedawno wykazano, ze wigcej niz
potowa biatek komérkowych jest glikoproteinami, a umiej-
scowienie grupy glikonowej na biatku, podobnie jak grupy
fosforanowej, nie jest zapisane w informacji przekazywanej
przez mRNA (38). Posttranslacyjne modyfikacje biatek obej-
mujg réwniez te, bedace konsekwencja oddzialywania tok-
syn chemicznych lub ich metabolitéw. Naleza tu np. addukty
tworzone z biatkami przez reaktywne posredniki metabo-
liczne toksyny chemicznej. Identyfikacja takich adduktéw,
podobnie jak identyfikacja innych zmodyfikowanych biatek,
jest mozliwa przy uzyciu stosowanych obecnie w proteomice
technik badawczych (39).

Po raz pierwszy badanie zmian profilu biatek komérko-
wych wywotanych ekspozycja na czynnik toksyczny wykona-
no opierajac si¢ na wizualnej ocenie indywidualnych biatek
rozdzielonych za pomoca dwuwymiarowe]j elektroforezy
zelowej (40). Przedmiotem badania byly hepatocyty podda-
ne dziataniu tioacetamidu. Szybko okazalo si¢ jednak, ze
wizualna ocena rozdzielonych biatek jest daleko niewystar-
czajaca i wymaga zastosowania czytnika sprzg¢zonego z od-
powiednio zaprogramowanym komputerem. Taki skompute-
ryzowany system zostal zastosowany przez Lemkina i wsp.
(41) do oceny zmian w profilu biatek fagocytéw poddanych
dziataniu wtdkien azbestu. Od tego czasu ukazato si¢ wiele
prac, w ktorych, wykorzystujac proteomike, dokonano oce-
ny zmian biatkowych w warunkach ekspozycji na czynniki
heptotoksyczne (42), oceny nefrotoksycznosci wywolanej
ekspozycja na metale (35), leki oraz paliwo rakietowe
(12,43), a takze zmian toksycznych w ptucach, komérkach
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uktadu odpornosciowego, komérkach uktadu rozrodczego
i komérkach serca oraz zmian neurotoksycznych (35). Prote-
omika zostata réwniez wykorzystana w badaniu skutkéw wy-
wotanych w poszczegdlnych typach komérek oraz narzadach
przez promieniowanie UV, promieniowanie jonizujace oraz
pola elektromagnetyczne (44,45,46).

UWAGI KONCOWE

Aktualnie podkresla sie, ze toksykogenomika funkcjonal-
na stala si¢ strategiczng dyscypling naukowa, ktéra sama
i w polaczeniu z wprowadzong niedawno metabonomika
(47) znalazta zastosowanie w ocenie molekularnej anatomii
i fizjologii komérki oraz zachodzacych w niej proceséw w wa-
runkach dziatania na nie zewnetrznych czynnikéw chemicz-
nych i fizycznych. Zmiany w jednej kategorii czasteczek maja
wplyw na czasteczki innych kategorii, np. zmiana ekspresji
genu moze wplywaé na zawarto$¢ komdrkowa enzymu, kté-
ry z kolei zmienia ilo§¢é metabolitu w komérce. Toksykolodzy
otrzymali nowe techniki badawcze, umozliwiajace nie tylko
odszyfrowanie, w jaki sposéb czynnik toksyczny wplywa na
przekazywanie informacji genetycznej, zapisanej w genach
tworzacych genom komédrkowy, ale réwniez poznanie jak ta
informacja przettumaczona na sekwencje aminokwasowa
biatka moze ulegaé¢ kolejnym zmianom pod wplywem tego
czynnika toksycznego (7,48,49).

Uzyskiwane dzigki genomice i proteomice charaktery-
styczne profile ekspresji genéw i biatek dla danego zwiazku
chemicznego (lub grupy zwigzkéw chemicznych) moga by¢
wykorzystane do oceny potencjatu toksycznego zwiazkéw
chemicznych, ktérych wiasciwosci toksyczne nie zostaty do-
tychczas poznane. Mozna tego dokonaé przez poréwnanie
profiléw ekspresji gendéw i biatek przez wezeséniej juz zbada-
ne toksyny chemiczne (dane te sa gromadzone w bibliotece
ekspresji genéw i biatek) z tymi profilami, jakie wywotuje ba-
dany zwigzek chemiczny. Duze nadzieje taczy si¢ z wykorzy-
staniem pomiaru profilu ekspresji gendw i biatek w ocenie
toksycznosci nie tylko pojedynczych zwiazkéw, ale réwniez
ich mieszanin. Te pomiary wydaja sie szczegélnie przydatne
w warunkach dokonywania oceny toksycznosci czynnikéw
srodowiskowych, wystepujacych prawie zawsze jako zlozo-
ne mieszaniny réznych zwiazkéw. Zastosowanie genomiki
i proteomiki w ocenie rakotwoérczego dziatania zwigzkéw
chemicznych przyczynito si¢ do znacznego skrécenia czasu
obserwacji. Charakterystyczny wzor ekspresji gendw i biatek
jest wykrywalny w okresie obejmujacym kilka godzin lub dni
po podaniu zwiazku rakotwérczego. Nie trzeba czekaé mie-
sigcami na rozwiniecie si¢ choroby nowotworowe;.

Niezwykle waznym zagadnieniem, ktére powinno byé
rozwigzane w niedalekiej przysztosci z uzyciem genomiki
i proteomiki jest wptyw czynnikéw zakt6cajacych na wyniki
pomiaru profilu ekspresji gendéw i biatek. Takie czynniki jak
nawyki zywieniowe, réznego rodzaju natogi i zachowania
zdrowotne mogg w powaznym stopniu modyfikowaé uzyski-
wane wyniki badan, dotyczace wptywu chemicznych toksyn

$rodowiskowych na ekspresj¢ genéw i bialek. Dziatania za-
ki6cajace sa tu szczegdlnie istotne z racji bardzo wysokiej
czutosci pomiarowej stosowanych metod. Obecnosé¢ czynni-
ka zakt6cajacego moze spowodowad, ze uzyskane spektrum
ekspresji genéw lub biatek w odpowiedzi na te sama toksyne
bedzie odmienne od tego, uzyskanego w sytuacji, kiedy czyn-
nik ten nie wystepuje lub ma inny charakter. Wydaje sie, ze
muszg by¢ prowadzone réwnolegle badania wptywu toksyn
srodowiskowych i czynnikéw zaklécajacych na sam genom
komérkowy oraz na powstajace produkty (mRNA i biatka)
jego aktywacji lub hamowania. Takie badania wskaza, ktére
geny lub zespoly gendw sg wrazliwe na dziatanie czynnikéw
zaklt6cajacych i jak wyglada profil zmian ekspresji genéw
i biatek, kiedy te czynniki pojawiaja si¢ w czasie badania,
a jak kiedy ich nie ma.

Oczekuje si¢ rowniez, ze genomika i proteomika powin-
ny si¢ przyczyni¢ do dalszego postgpu w badaniach wplywu
polimorfizmu genetycznego na zachowania zdrowotne
populacji ludzkiej. Zmiany w sekwencji nukleotydowej ge-
néw zwigzane z wystgpowaniem polimorfizmu gentycznego
dotycza nie tylko sekwencji kodujacych biatka, ale réwniez
sekwencji regulatorowych, odpowiedzialnych za wiaczanie
lub wytaczanie transkrypcji genu. To powoduje, ze petny ob-
raz wplywu polimorfizmu genetycznego na stan czynnoscio-
wy komérki mozna uzyska¢ badajac jednoczes$nie zmiany
w ekspresji zmienionych gendéw i ich produktéw biatkowych
oraz w jakim stopniu te zmiany wplywaja na zachowanie sig
innych genéw i biatek.
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