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rzystano reakcje rezonansowg "?C(p,p)'?C. W anali-
zach tych zmieniano energie poczgtkowg bombardu-
Jjgcej wigzki protonow oraz kat, pod jakim bombardo-
wano analizowang powfoke. Wszystkie analizowane
powtoki charakteryzowaty sie ztozong strukturg z cien-
ka amorficzng koncowg warstwg i szerokg warstwg
przejsciowg do podfoza.
Do okreSlenia mikrostruktury uformowanych powtok
zastosowano rowniez spektroskopie mikro - ramanow-
Skg oraz dyfrakcje promieniowania X.
[Inzynieria Biomateriatow, 38-43,(2004),199-200]
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Wstep

Obecnosc¢ implantu w ciele cztowieka powoduije liczne, cze-
sto nieprzewidywalne i niedoceniane skutki. Swiadomo$é
zagrozen ptyngcych z wprowadzenia obcego materiatu do
organizmu przyczynita sie do opracowania zbioru przepi-
sOw prawnych, zawartych w normie 1ISO 10993 [1], regulu-
jacych sposéb postepowania z nowymi materiatami, i wy-
konanymi z nich implantami, w celu dopuszczenia ich do
zastosowan medycznych. Niestety, nawet bezwzgledne
przestrzeganie zalecen zawartych w w/w normie nie zabez-
piecza biorcy implantu przed komplikacjami. Powodem ta-
kiej sytuacji jest duza réznorodno$c interakcji urzadzenia
medycznego z kontaktujgca sie z nim tkanka. Stwierdzenie
to dotyczy gtéwnie oddziatywan i skutkow zachodzgcych
na poziomie molekularnym w poszczegdinych komérkach
kontaktujgcej sie tkanki, ale nie mozna mie¢ pewnosci, ze
w wyniku tego kontaktu nie pojawig sie zmiany w funkcjo-
nowaniu odlegtych tkanek. Przyczyna tego odlegtego efek-
tu moze by¢ zaréwno dyfuzja molekut uwalnianych z po-
wierzchni implantu jak i migracja komorek i biologicznie
aktywnych makromolekut, ktére doznaty kontaktu z implan-
tem. Co prawda istniejgce normy przewidujg badania w
zakresie cytotoksycznosci czy tez kanceronogenezy, to jed-
nak wymagane testy nie biorg pod uwage obserwacji zja-
wisk na poziomie molekularnym i niestety nie dajg petnej
gwarancji bezpieczenstwa w zastosowaniu badanych urza-
dzen medycznych do kontaktu z ciatem cztowieka. Dla przy-
ktadu mozna przytoczy¢ materiaty i produkty stosowane w
dentystyce. Powszechnie stosowane do wykonania wypet-
nien i konstrukcji stomatologicznych stopy metali sg przy-
czyng powstawania ogniw galwanicznych o niewielkiej po-
jemnosci energetycznej ale duzej zdolnosci regeneracyjnej
[2]. Zjawiska elektrochemiczne zachodzgce w obrebie jamy
ustnej sg czesto przyczyng patologicznych zmian, najcze-

methods are used.
[Engineering of Biomaterials, 38-43,(2004),199-200]
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Introduction

A presence of an implant in the human body causes nu-
merous, often no predictable and underestimated results.
An awareness of hazard resulted from insertion of artificial
material into the human body contributed to work up of a
set of regulations, collected in ISO 10993 international stand-
ard [1]), controlling the way of use of new materials and
produced implants in medical applications. Unfortunately,
even strictly realized recommendations of the above stand-
ard do not protect an implant recipient from complications.
A reason of such a situation results from a huge diversity of
interactions of medical devices with directly surrounding tis-
sues. This statement mainly concerns of interactions and
effects taking place at a molecular level of individual cells of
the tissue, but we should sure, that this contact do not cause
changes in functioning of distant tissues. This faraway ef-
fect can results from diffusion of molecules released from
an implant surface, as well as from migration of cells and
biologically active macromolecules, which were in contact
with implant surface. However existing standards provide
given examinations in cytotoxicity and carcinogenese, but
required tests do not take into account a molecular level of
phenomena and do not guarantee entirely safe use of the
examined medical devices in contact with the human body.
As an example we can indicate materials and products be-
ing in use in dentistry. Metal alloys, commonly used for dental
fillings and restorations, are a reason of creation of galvanic
elements possessing a low energetic capacity but a high
regeneration ability [2]. Electrochemical phenomena taking
place in the oral cavity are often a reason of pathological
changes, most often leukoplakia [3], which usually subside
with metal remove, but sometimes can also cause malig-
nant changes [4]. There are very serious indications, that
presence of galvanic elements can affect both, globally and



Sciej leukoplakii (3), ktére zwykle ustepujg po usunieciu
metali, ale moga by¢ réwniez bezposrednig przyczyng roz-
woju choroby nowotworowej w obrebie jamy ustnej (4). Ist-
niejg bardzo powazne wskazania, ze obecnosc¢ ogniw gal-
wanicznych moze mie¢ wptyw nie tylko lokalny ale i ogol-
noustrojowy (5). Pomimo bardzo dtugiego okresu czasu sto-
sowania materiatdw metalicznych w dentystyce, opisane
problemy wcale nie zostaty rozwigzane i do dzi$ stanowig
powazne zagrozenie (6). Jak wida¢, nawet dla najczesciej i
najdiuzej stosowanych dentystycznych zabiegéw wprowa-
dzania implantéw pojawiajg sie liczne komplikacje, ktérych
natura nie jest do konca rozpoznana.

Celem niniejszego doniesienia jest préba wspotczesnego
spojrzenia na zagadnienie oddziatywania tkanek z implan-
tami, z uwzglednieniem aktualnie dostepnych technik ba-
dawczych z zakresu biologii molekularnej, ale réwniez z
uwzglednieniem potencjalnych zagrozen ze strony produk-
téw nanotechnologii.

Zrédta zagrozen

Jest oczywistym, ze w przypadku materiatéw metalicz-
nych dochodzi do biokorozji, i w efekcie tego zjawiska, do
pojawienia sie w obrebie kontaktujgcej sie zimplantem tkan-
ki jonéw metali w duzej koncentracji. Nawet w przypadku
odlegtych od siebie dwdch metalicznych implantéw powstaje
wtedy ogniwo galwaniczne. Dodatkowym jednak efektem
jest mozliwos¢ toksycznego wptywu jonéw metali na tkan-
ke oraz pojawienia sie reakcji alergicznej. Aby ograniczy¢
zjawisko korozji metalu proponuje sie réznorodne modyfi-
kacje powierzchni implantu. Wydaje sie, ze jest to bardzo
obiecujgcy sposbb postepowania, moggcy znacznie popra-
wi¢ biozgodnos¢ materiatow metalicznych. Nalezy jednak
zdac sobie sprawe z faktu, ze w ten sposéb wprowadza sie
do organizmu zupetnie nowy materiat, o odmiennych wia-
sciwosciach powierzchniowych, mogacy w nieoczekiwany
sposob zmienic reakcje tkanek na nowg molekularng struk-
ture powierzchni. Co wiecej, nowa powierzchnia moze by¢
zrédtem uwalniania molekut innych niz jony metalii ich obec-
nos¢ w tkance powinna by¢ brana pod uwage. Zgodnie z
normg ISO 10993 taki nowy materiat powinien zosta¢ pod-
dany ocenie biologicznej. Niezmiernie waznym jest, aby
wytworzona nowa powierzchnia trwale przylegata do mate-
riatu bazowego. Wszelkie powierzchniowe defekty mate-
riatowe i lokalne delaminizacje warstwy catkowicie dyskwa-
lifikujg nowy produkt.

Inne biomateriaty, wtgczajac w to ceramiki, szkta, zole,
materiaty kompozytowe oraz materiaty pochodzenia natu-
ralnego, rowniez ulegajg stopniowej degradacji w srodowi-
sku ptynoéw ustrojowych, stajgc sie zrédtem swobodnych
substancji mogacych stosunkowo tatwo migrowa¢ w catym
organizmie, przyczyniajgc sie do réznorodnych efektow bio-
logicznych.

Czesto niedocenianym zrodtem zagrozen sg mikroskopij-
nych rozmiaréw pozostatosci narzedzi chirurgicznych po-
wstajgce w wyniku mechanicznego oddziatywania narze-
dzia z tkankg i z implantem lub ze zuzycia implantu [7]. Zle
dobrane materialy i zte wykonanie narzedzi oraz btedy ope-
ratora mogg by¢ zrédtem niespodziewanych reakcji aler-
gicznych i zapalnych ale tez mogg by¢ przyczyng powaz-
niejszych w skutkach efektéw cytotoksycznych a nawet
kancerogennych.

Zupetnie nowg kategorie zagrozen przynoszg produkty
nanotechnologii [8, 9]. Z samego zatozenia rozmiary nano-
obiektow i powierzchniowych nanostruktur sg poréwnywal-
ne z rozmiarami makroczgsteczek biologicznie aktywnych.
Swobodne nanoobiekty mogg pokonywaé réznorodne ba-
riery we wnetrzu organizmu, wtgczajgc w to btony komoér-

systemically (5). Despite of so long time of use of metallic
materials in dentistry, the above described problems are
not solved and till today are really dangerous (6). As we
can see, even the most often and the longest time practiced
dental procedures of implantation still bring numerous com-
plications which nature still is not clear.

The aim of this report is an attempt of modern view on a
problem of tissue-implant interaction, with respect to actu-
ally available techniques of molecular biology and with re-
spect to potential risk generated by products of
nanotechnology.

Sources of risks

It is obvious, that metallic materials undergo biocorrosion,
and it results in presence, in a high concentration, of metal-
lic ions in tissues surrounding an implant. Even if metallic
implants are in a considerable distance they build galvanic
elements with all the consequences. Additionally a toxic
effect of metallic ions and also allergic effect can appear.
To limit a metal corrosion several surface modifications were
proposed for implants. It seems to be a promising way, which
might significantly improve biocompatibility of metallic ma-
terials. But it is necessary to realize that on this way we
insert completely new material, into the recipient body, with
different surface properties, able for unexpected manner
change tissue response to a new surface molecular struc-
ture. Moreover, the new surface can release molecules
distinct from metal ions, and their presence in a tissue should
be considered. According to the ISO 10993 regulation, such
a new material should undergo to biological estimation. It is
essential that the new produced surface should durably stick
to a base material. Any surface defects or local surface
delamination entirely disqualify the new product.

Other materials, including ceramics, glasses, sols, compos-
ites or natural biomaterials, also undergo a gradual degra-
dation, in contact with body fluids, releasing substances able
to relatively freely migrate in a whole body causing variety
of biological effects.

Microscopic size remains of surgical devices, created as a
result of mechanical interaction of the device with tissue
and with implant, and also particles produced by an implant
wear, are often underestimated source of risk [7]. Wrongly
selected materials and badly made devices combined with
operator’'s mistakes can be a reason of unexpected allergic
reactions and inflammables, but also can be a reason of
much more serious cytotoxic and even malignant effects.
A completely new category of risk bring products of
nanotechnology [8, 9]. A size of nanoobjects is comparable
to a size of biologically active macromolecules. Free
nanoobjects can pass through diverse barriers inside the
human body, including cell membranes and intracellular
membranes. It is well known a mimetic effect of synthetic
products, obtained by a chemical synthesis (a kind of
nanotechnology), possessing similar capability to cause bio-
logical effecs as theirs natural equivalents [10, 11]. Itis pos-
sible, that nanostructure randomly becomes a mimetic mol-
ecule of hormone or other regulatory biomolecule, and it
can cause changes in a specific gene expression. It can
lead to unexpectedly arise of diseases, including cancers,
neurological diseases and even mental sicknesses.
Moreover, molecular structure of surface, or product of
nanotechnology, unexpectedly can posses ability to induce
conformational changes in proteins in similarity of prion pro-
teins [12]. Such a process need not to cause a spongiform
encephalopathy, as in prion disease, can cause other, to
date not defined diseases. The above, rather speculative
considerations, can not be supported today by any scien-
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kowe i wewnatrzkomorkowe. Jest dobrze znany efekt mi-
metyczny produktéw, uzyskanych drogg syntezy chemicz-
nej (rodzaju nanotechnologii), posiadajgcych podobng zdol-
nos¢ wywotywania efektéw biologicznych jak ich naturalne
odpowiedniki [10, 11]. Wystarczy aby nanostruktura przy-
padkowo stata sie mimetykiem okreslonego hormonu, lub
innej regulatorowej biomolekuty, a moze by¢ przyczyng
zmian w ekspresji okreslonych genéw. Moze to by¢ przy-
czyna nieoczekiwanie pojawiajacych sie chordb, w tym cho-
rob nowotworowych, neurologicznych a nawet psychicz-
nych.

Co wiecej, molekularna struktura powierzchni, lub produkt
nanotechnologii, moze nieoczekiwanie posiada¢ zdolnosé¢
indukcji zmian konformacyjnych biatek na podobienstwo
biatek prionowych [12]. Proces taki nie musi prowadzi¢ do
encefalopatii ggbczastej, jak w przypadku choroby priono-
wej, moze by¢ przyczyng innych, dotychczas nie zdefinio-
wanych schorzen. Powyzsze dos¢ spekulatywne rozwaza-
nia dzis$ jeszcze nie mogg by¢ wsparte odpowiednimi wyni-
kami badan naukowych z prostego powodu - dotychczas
nikt takich badan nie prowadzit.

Istniejg bardzo powazne poszlaki wskazujgce na mozliwos¢
nieoczekiwanych efektow kontaktu tkanki z powierzchnig
implantu. Dla przyktadu hemodializa, zabieg ratujgcy zycie
chorym z przewlektg niewydolnoscig nerek, cho¢ normali-
zuje parametry biochemiczne krwi, staje sie jednoczesnie
przyczyng daleko idgcych zmian w funkcjonowaniu ptytek
krwi. Hemodializowani chorzy w dalszym ciggu zagrozeni
sg skutkami skazy krwotocznej, ktérej towarzyszg znaczg-
ce zmiany w profilu fosforylacji biatek ptytkowych, inne i
bardziej drastyczne niz u chorych niedializowanych [13].
Mozna podejrzewacé, ze przyczyng tych zmian jest kontakt
ptytek krwi ze sztuczng powierzchnig membrany dializato-
ra, ktory uzyskat wszystkie niezbedne atesty wymagane
przez norme I1ISO 10993.

Nie bez znaczenia jest w kohcu podatnos¢ powierzchni bio-
materiatu na kolonizacje przez drobnoustroje oportunistycz-
ne [14]. Implanty usuwane z ciata biorcy, z powodu groz-
nych powiktan, zwykle zasiedlone sg przez bakterie [15-
17]. Zaréwno czestos¢ wystepowania powiktan jak i ich
obecnos$¢ w renomowanych klinikach sugeruje, ze to nie
btedy w procesie sterylizacji i przygotowaniu implantu do
wszczepienia ale pooperacyjne zasiedlenie przez mikroor-
ganizmy sg sprawcg niepowodzenia. Oportunistyczne mi-
kroorganizmy napotykajgc przyjazng sobie powierzchnie
kolonizujg jg i wytwarzajg na niej struktury biofilmu, utrud-
niajgce dostep komorek uktadu odpornosciowego a nawet
antybiotykow. Biofilm uwalnia toksyczne substancje bakte-
ryjnej przemiany materii, a w sprzyjajgcych sytuacjach uwal-
nia rowniez bakterie stajgc sie zrodtem trudnych do likwi-
dacji stanoéw zapalnych. Immobilizacja na powierzchni im-
plantu substancji bakteriostatycznych znaczaco redukuje
liczbe powiktan [18, 19]. Jednak ograniczony czas zycia an-
tybiotykdw w warunkach in vivo oraz uodparnianie sie na
nie szczepow bakteryjnych jest przyczyng ograniczajgca to
rozwigzanie.

Na zakonczenie tych rozwazan nalezy jednak doda¢, ze
omawiane powyzej procesy stanowig nie tylko o zagrozeniu.
Czasami sg wysoce pozgdane, szczegolnie wtedy, gdy czas
trwania kontaktu z biomateriatem jest ograniczony. Dla przy-
ktadu, w dentystyce i chirurgii kostnej stosuje sie biodegra-
dowalne materiaty stymulujgce wzrost tkanki kostnej. Mate-
riaty takie z zatozenia powinny aktywowac ptytki krwi, prowa-
dzac w ten sposéb do uwalniania czynnikéw wzrostu stymu-
lujgcych wzrost tkanki kostnej [20]. Réwniez odpowiednio
wykonana struktura powierzchni moze mie¢ pozytywny wptyw
na integracje implantu z tkanka kostna, co zostato potwier-
dzone zmianami w ekspresji odpowiednich gendw (21).

tific results due to simple reason - to date nobody did such
aresearch.

There are quite serious circumstantial evidences indicating
a possibility of unexpected effects of tissue contact with
implant surface. For example hemodialysis, a lifesaving pro-
cedure for patients with renal failure, however normalize
biochemical parameters of blood, is a reason of serious
changes in blood platelets functioning. A risk of bleeding
tendency still is present in hemodialyzed patients, and this
tendency is associated with significant changes in profile of
blood platelets proteins phosphorylation [13]. One can to
suspect, that these changes result from blood platelet con-
tact with artificial surface of dialysis membrane, which has
received all attests required by ISO 10993 standard.
Finally, not less important is susceptibility of biomaterial
surface to opportunistic microbes colonization [14]. Implants
removed from a recipient bodies, due to dangerous compli-
cations, are usually settled by bacteria [15-17]. Both, fre-
quency of complications and their presence in famous clin-
ics suggest, that neither inadequate sterilization nor wrong
preparation of implant, but post surgery microbial coloniza-
tion of implant surface is responsible for surgery failure.
Opportunistic microbes finding friendly surface colonize it
and produce structure of biofilm, which makes difficult an
access of immune cells and even antibiotics. A biofilm re-
leases toxic substances of bacterial metabolism, and in a
favorable situation it releases also bacteria causing
inflammations difficult for treatment. An immobilization of
antibiotics at an implant surface significantly reduced a
number of complications [18, 19]. But limited in vivo lifetime
of antibiotics and bacterial strain immune are limitations of
this solution.

Finishing this consideration we have to state that above dis-
cussed processed, however risky for the body, sometimes
are highly desirable, especially when contact time of medi-
cal device with the body is limited. For example, in bone
surgery and in dentistry are used biodegradable materials
stimulating growth of bone tissue. Such the materials, in
assumption, should activate blood platelets causing a re-
lease of growth factors, stimulating bone tissue growth [20].
Also properly prepared structure of implant surface can
positively affect implant integration with a bone tissue. It
was confirmed by changes in specific genes expression [21].

Transcryptomics and proteomics
in service of material engineering
and nanotechnology

Risk sources, discussed above, have to be effectively
monitored and defined. Currently being in force ISO 10993
standard does not include inspection of molecular processes
affecting gene expression and related effects. The author
of this report applied twice to 6 FP of European Commis-
sion, as a coordinator, for financial support for realization of
project concerning of monitoring of risk connected to pres-
ence of new products of nanotechnology and materials en-
gineering. Projects with acronyms NANORISK [22] and
NANORISKA [23], were based on adaptation of well func-
tioning in molecular biology techniques of proteomics and
transcryptomics. Both projects, assessed as a good, were
not qualified for financial support. But there is a very urgent
need to organize in Poland a research center focusing in-
terest on study of potential risk and also potential benefits
resulting from possibility to affect specific genes expres-
sion. At present we can find very first reports describing the
use of microarray technique for study of changes in expres-
sion of genes responsible for: signal transduction, transla-



Transkryptomika i proteomika na
ustugach inzynierii materiatlowej
i nanotechnologii

Omowione powyzej zrodta zagrozen dla organizmu bior-
cy muszg by¢ skutecznie monitorowane i definiowane.
Obecnie obowigzujgca w tym zakresie norma ISO 10993
nie obejmuje nadzoru molekularnych proceséw wptywaja-
cych na ekspresje gendw i wynikajgce stad skutki. Autor
opracowania dwukrotnie, w 2003 i 2004 roku, zgtaszat jako
koordynator, w ramach 6 PR Unii Europejskiej, projekt do-
tyczacy monitorowania zagrozen zwigzanych z powstawa-
niem nowych produktéw nanotechnologii oraz inzynierii
materiatowej. Projekty te, o akronimach NANORISK [22] i
NANORISKA [23], oparte zostaty na propozycji zastoso-
wania technik dobrze funkcjonujacych dla potrzeb prote-
omiki oraz transkryptomiki. Oba projekty, ocenione jako
dobre, nie zostaty zakwalifikowane do finansowania. Istnieje
bardzo pilna potrzeba zorganizowania w Polsce centrum
badawczego skupiajgcego swoje sity na badaniu potencjal-
nych zagrozen, ale tez potencjalnych korzysci wynikajgcych
z mozliwosci wptywania na ekspresje okreslonych genow.
Juz teraz pojawiajg sie doniesienia opisujgce zastosowa-
nie techniki mikromacierzy do badania zmian w ekspres;ji
genow biorgcych udziat w procesach: transdukcji sygnatu,
translacji, regulacji cykli komérkowych, regulacji funkcji
metabolicznych i strukturalnych oraz apoptozy w komoér-
kach osteoblastow kontaktujgcych sie powierzchniami o
zréznicowanej topografii [24]. Podobnie pojawiajg sie pierw-
sze doniesienia o zastosowaniu proteomiki do oceny wpty-
wu kontaktu biomateriatu z komérkami na funkcje wybra-
nych biatek receptorowych [25]. Trudno przeceni¢ wage za-
grozen i korzysci ptyngcych z modulacji ekspresji gendw i
ich produktow - biatek, a mozliwos¢ monitorowania tych
zmian staje sie zagadnieniem pierwszoplanowym dla no-
woczesnych technologii materiatowych i nanotechnologii.

Nowe mozliwosci badawcze
i diagnostyczne

Osiggnigcia technik badawczych biologii molekularne;j
umozliwiajg sledzenie zmian w ekspresji poszczegdlnych
genow w odpowiedzi na sygnaty pochodzace z otoczenia
komorki. Klasyczna juz technika PCR (fancuchowa reakcja
polimerazy), pozwala na selektywne namnozenie wybra-
nego fragmentu DNA, czy wykonanie kopii mRNA w posta-
ci cDNA. Technika ta wykorzystuje termostabilng (odporng
na wysokie temperatury) polimeraze DNA (lub odwrotng
transkryptaze RNA), ktéra na bazie matrycy jednoniciowe-
go DNA (mRNA), syntetyzuje komplementarng ni¢ DNA.
Proces syntezy rozpoczyna sie od miejsca wskazanego
przez starter - krotki, syntetyczny fragment polinukleotydo-
wy o sekwencji komplementarnej do wybranego regionu
DNA (mRNA), i powtarza sie cyklicznie zawierajgc proces
termicznej denaturacji dwuniciowej formy, hybrydyzacje
startera z czgsteczkg matrycowg oraz proces wydtuzania
komplementarnej nici przez polimeraze. Teoretycznie, w
kazdym cyklu liczba nowo syntetyzowanych nici podwaja
sie. Stosujgc technike PCR mozna ze Sladowej ilosci mate-
riatu wyjSciowego uzyskac niemal dowolnie duzo identycz-
nych kopii wyjsciowej matrycy. Technika Real Time PCR
(RT-PCR) jest technikg pochodng, wykorzystujgcg dodat-
kowo fluorescencyjne znakowanie produktéw PCR. W ten
sposob w trakcie trwania procesu mozna sledzi¢ intensyw-

..........................................Z

tion, cell cycle regulation, cell metabolism and structure regu-
lation and also apoptosis regulation, in osteoblast-like cells
interacting with surface with distinct topography (24). Also
first reports of use of proteomics approach for estimation
of affect of biomaterial contact with cells are available (25).
Itis difficult to overestimate risks and benefits resulting from
modulation of gene expression and their products - proteins,
and monitoring of these effects becomes a crucial issue for
modern material technologies and nanotechnologies.

New research and diagnostic
capabilities

Achievements of research techniques in molecular biol-
ogy make possible to monitor changes in expression of in-
dividual genes in response to signals coming from a cell
environment. Already classical PCR (Polymerase Chain
Reaction) technique allows for selective amplification of
selected DNA fragment, or make and amplify copy of mRNA
in a form of cDNA. This technique uses termostable (resist-
ant to a high temperature) DNA-polymerase (or reverse
mRNA-transcriptase) which synthesize complementary
strand of DNA on the base of a single strand DNA (MRNA)
template. The synthesis process begins from the site indi-
cated by a primer - short, synthetic polynucleotide fragment
with a sequence complementary to the selected region of
DNA (mRNA), and is repeated in a cycle consisting of ther-
mal denaturation of a double stranded form, primer hybridi-
zation to a template molecule, and an elongation of a com-
plementary strand by a polymerase. A number of template
molecules is doubled in each separate cycle. PCR tech-
nigue allows to obtain almost unlimited number of identical
template copies starting from a trace amount. Real Time
PCR (RT-PCR) technique is a derivative technique, taking
advantage of fluorescently labeled PCR products. On this
way, it is possible to monitor, in a real time, an intensity of
fluorescence and exactly estimate a number of created cop-
ies, or a cycle number giving fluorescence signal signifi-
cantly different from a baseline. It means, this technique
allows to estimate quantitatively an initial amount of tem-
plate molecules. It is also possible to monitor simultane-
ously several distinct processes using multicolor labeling.
The last solution allows to easily estimate differences in
initial amount of specific mMRNA templates, and as a result
estimate a relative change in a specific gene expression.
Transcryptomics is a part of molecular biology doing an
estimation of genes expression by monitoring of informa-
tion transcription from DNA to mRNA. A microarray tech-
nology, designed especially for transcryptomics, allows to
analyze simultaneously an expression of several thousands
genes. A microarray is a chip with intentionally prepared
surface containing immobilized fragments of DNA or mRNA,
in a dot format, representing specific genes. It is a kind of
molecular library representing separate genes. A high den-
sity printing technology allows to place at a chip surface
information about several thousands genes per a few square
centimeters. PCR technique is used for production of
fluorescently labeled cDNA probes representing a total
amount of cellular mRNA. A contact of labeled probes with
a microarray results in a specific probes hybridization to
appropriate fragments of genes, and informs us about ex-
pression of specific genes. A quantitative information about
a specific gene expression can be read from an intensity of
fluorescence, which is related to hybridization intensity,
Proteomics is a part of molecular biology doing an estima-
tion of gene expression products - proteins. It turned out
that not every expression of interested gene results in pro-
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nosc¢ fluorescencji i doktadnie ilosciowo oznaczyé¢ ilos¢ po-
wstatych kopii lub numer cyklu od ktérego intensywnosé
fluorescenciji jest wyraznie wyzsza od wartosci bazowe;j.
Inaczej méwigc, jest to technika pozwalajgca na ilosciowe
oznaczenie wyjsciowej liczby czgsteczek matrycy. Zasto-
sowanie wielobarwnego znakowania fluorescencyjnego
pozwala na jednoczesne $ledzenie kilku proceséw zacho-
dzgcych w tym samym czasie. Pozwala wiec na ocene roz-
nic w wyjsciowej ilosci okreslonego mRNA, a tym samym
na ocene wzglednej zmiany ekspresji okreslonego genu.
Transkryptomika to ta czes¢ biologii molekularnej, ktéra
zajmuje sie oceng ekspresji gendw poprzez sledzenie pro-
cesu transkrypciji informacji z DNA na RNA. Pracujgca na
rzecz transkryptomiki technika mikromacierzy pozwala na
jednoczesng analize ekspresiji wielu tysiecy genéw. Mikro-
macierz to nosnik na powierzchni ktérego naniesiono i trwale
zwigzano, w postaci niewielkich, niemal punktowych obsza-
réw, fragmenty DNA lub mRNA reprezentujgce okreslone
geny. Powstaje w ten sposéb biblioteka molekularna repre-
zentujgca te geny. Przy odpowiedniej gestosci nanoszo-
nych kropek, na powierzchni kilku centymetréw kwadrato-
wych mozna umiescic informacje o wielu tysigcach genéw.
Wykorzystujgc technike PCR mozna z wyjsciowego mate-
riatu, zawierajgcego catkowity mRNA komérki, wykonac flu-
orescencyjnie znakowane kopie cDNA zwane sondami.
Kontakt tak przygotowanych sond z mikromacierzg skutku-
je specyficzng hybrydyzacjg sondy z unieruchomionym frag-
mentem genu, informujgc, ze w wyj$ciowym materiale obec-
ne byty czgsteczki mMRNA powstate w wyniku ekspresji tego
genu. Intensywnos$¢ hybrydyzacji, odczytywana z intensyw-
nosci fluorescenciji, informuje jednoczes$nie w sposéb ilo-
Sciowy o ekspresji tego genu.

Proteomika jest czescig biologii molekularnej zajmujaca sie
badaniem produktéw ekspresiji gendw - biatek. Okazato sie,
ze nie kazda ekspresja genu skutkuje oczekiwang produk-
cjg aktywnej formy biatka. Co wiecej, na nici DNA znajduje
sie informacja o liniowej sekwencji aminokwaséw w pepty-
dzie, a aktywna biologicznie czgsteczka biatka sktada sie
zwykle z wielu peptydow (podjednostek) i poddana jest licz-
nym posttranslacyjnym modyfikacjom. Wszystkie procesy,
zaréwno sama synteza nowych polipeptydow, jakiich skta-
danie, nadanie odpowiedniej struktury przestrzennej, oraz
dofgczanie grup cukrowych i fosfolipidowych nadzorowane
sg przez inne czasteczki biatkowe. Poznanie petnej wspot-
zaleznosci czgsteczek biatkowych jest niezbedne dla wyja-
$nienia i przewidywania funkcjonowania komorki. Proteomi-
ka bazuje na dwukierunkowej elektroforezie biatek. Pierw-
szy kierunek rozdziatu odbywa sie zgodnie z warto$ciami
pl, a drugi zgodnie z masami czgsteczkowymi biatek. W tak
uzyskanej dwuwymiarowej mapie wielu tysiecy biatek po-
szukuje sie tych czasteczek, ktérych ilos¢ ulegta zmianie
(zmiana w ekspresji biatek) w wyniku zadziatania kontrolo-
wanego czynnika zewnetrznego. Biatko to, pobrane z zelu
elektroforetycznego, poddawane jest nastepnie identyfika-
cji przy pomocy spektrometrii masowej. Z dnia na dzien
przybywa informaciji o identyfikacji nowych biatek i okresle-
niu wspotdziatania i interakcji z innymi biatkami. Proteomi-
ka wykorzystuje tez techniki mikromacierzy do szybkiego,
przesiewowego badania funkcjonalnych wtasciwosci zna-
nych biatek.

duction of an active form of protein. Moreover, DNA con-
tains information about a linear sequence of amino acids in
a peptide, but biologically active protein molecule usually
consists of several peptides (subunits) and undergo to nu-
merous posttranslational modifications. All processes, in-
cluding synthesis of new polypeptides, their assembly and
folding, and also incorporation of carbohydrate and phos-
pholipid groups are managed by other proteins. Recogni-
tion of mutual relations between protein molecules is nec-
essary for explanation and prediction of cell functioning.
Proteomics bases on two dimensional (2D) electrophoresis
of proteins. The first direction of separation is made in re-
spect to pl values, whereas the second one is made ac-
cording to molecular mass of proteins. This way obtained
two dimensional map of several thousands of proteins al-
lows to look for molecules appearing in a higher or lower
amount, due to the cell interaction with a controlled exter-
nal factor. The found protein, taken up from an electro-
phoretic gel, is subjected to mass spectrometry for identifi-
cation. Aimost every day brings new information about iden-
tification of new protein and proteins cooperation and inter-
action. Proteomics utilizes also microarray technique for fast
screening of functional properties of known proteins.
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