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Summary

Genome tiling microarrays, covering whole genomic sequence, have gained
increasing popularity in transcript mapping studies. Functional analysis of
model eucaryotic and procaryotic genomes proved their sensitivity and versatil-
ity in discovering actively transcribed regions of the genomes. Many novel pro-
teins coding genes, miRNA coding genes, antisense transcripts and other
non-protein coding regulatory RNAs, transcribed from introns, intergenic and
centromeric regions have been identified this way. Their expression can often
be linked to specific developmental stages, organs or stress response in plants
and animals, giving further insight into processes which were considered to be
already well characterized.
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1. Wprowadzenie
Transkryptomika to stosunkowo nowa dziedzina wiedzy zaj-

mujaca sie kompleksowaq analiza funkcjonalng genomoéw. Jej za-
sadniczym celem jest okres$lenie miejsca i czasu, w ktérym synte-
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tyzowane sg poszczegblne czasteczki RNA wystepujgce w badanym organizmie.
Mozna zatem powiedzie¢, ze gtéwnym obiektem jej zainteresowan jest transkryp-
tom, a zatem zbior wszystkich RNA obecnych w danej komérce lub tkance. Niezwy-
kle wysoki stopien ztozonos$ci tak zdefiniowanego uktadu eksperymentalnego spra-
wia, ze podstawowym problemem, jaki napotykaja badacze sg ograniczenia techno-
logiczne. Jednym z najciekawszych rozwigzan zmierzajgcych do ich przezwycieze-
nia, jak sie wydaje, sg mikromacierze DNA (1-3). Stworzono je bowiem, jako narze-
dzie stuzgce do jednoczesnego pomiaru poziomu ekspresji duzej ilosci genéw (na-
wet kilkudziesieciu tysiecy). W tym celu na podtoze o wymiarach szkietka mikrosko-
powego nanosi sie sondy oligonukleotydowe lub diugie produkty PCR, specyficzne
dla poszczegdblnych genéw organizmu (komplementarne do wybranych fragmentow
sekwencji/nici kodujacej). W trakcie hybrydyzacji, do sond przytaczajg sie pochodne
transkryptéw z analizowanej probki, uzyskane w procesie odwrotnej transkrypcji
(cDNA) lub odwrotnej transkrypcji potaczonej z transkrypcja in vitro (aRNA). Dzieki
fluorescencyjnemu wyznakowaniu prébki zwigzanej z sonda, mozna szacunkowo
okresli¢ zawarto$¢ transkryptu danego genu w wyjsciowej puli RNA. Uzyskana w ten
sposOb warto$¢ uznawana jest za swoisty miernik aktywnos$ci genu (4-6). Ogromny
potencjal mikromacierzy DNA wynika m.in. stad, ze dzieki zastosowaniu odpowied-
nich narzedzi bioinformatycznych i dostepnych baz danych, mozliwa jest nie tylko
analiza ekspresji pojedynczych genéw, ale takze poszukiwanie bardziej ztozonych
zalezno$ci m.in. powigzan metabolicznych, wspélnych mechanizméw regulacji itp.
(7-13).

Glownym mankamentem stosowanych obecnie mikromacierzy ekspresyjnych
jest brak pewnosci, ze przy ich projektowaniu uwzgledniono wszystkie transkryp-
cyjnie aktywne rejony genomu. Stwierdzenie to odnosi sie takze do najlepiej scha-
rakteryzowanych modelowych genomoéw eukariotycznych (tj. genomu czlowieka,
muszki owocowej, nicienia C. elegans, rzodkiewnika, ryzu). Istnieje bowiem wiele
dowodoéw $wiadczacych, ze aktywnos$¢ transkrypcyjna nie jest ograniczona do ge-
now kodujgcych biatka (mRNA) oraz dobrze poznane niekodujgce RNA (ncRNA), czyli
rRNA, tRNA, matle jagdrowe RNA (snRNA), mate jagderkowe RNA (snoRNA). Odkryto
szereg nowych kroétkich czasteczek RNA, takich jak mikro RNA (miRNA), mate inter-
ferujace RNA (siRNA), antysensowe RNA, oraz diuzszych, dotad nie scharakteryzo-
wanych transkryptow, innych niz mRNA. Wielu z nich udalo sie przypisa¢ istotne
funkcje regulatorowe w tak r6znorodnych procesach biologicznych jak: replikacja,
transkrypcja, translacja, sktadanie, edycja i modyfikacja transkryptow RNA, czy
translokacja biatek i regulacja ich stabilnosci (14-20). Okazato sie réwniez, ze ncRNA
czesto powstajg przez transkrypcje regionéw genomu nie podejrzewanych dotad
o kodowanie i ekspresje jakiejkolwiek informacji. Dafo to poczatek nowej dziedzi-
nie badan genomoéw, przez niektorych zwanej RNomikg (21-23). Wraz z nig rozpo-
czeto wdrazanie metod pozwalajacych na masowa identyfikacje nie znanych dotad
produktow transkrypgji (24,25). W tym tez celu opracowano specyficzny rodzaj mi-
kromacierzy tzw. mikromacierze réwnomiernie pokrywajgce genom (ang. genome
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tiling arrays), ktore proponujemy nazywac¢ mikromacierzami dachéwkowymi. Stuza
one m.in. do kompleksowej analizy aktywnos$ci transkrypcyjnej calych genomow.
Uzyskane dzieki nim informacje zmuszaja nas do radykalnej zmiany pogladéw na te-
mat roli, jaka odgrywaé¢ moga tzw. niekodujgce fragmenty genomu.

2. Mikromacierze réwnomiernie pokrywajace genom

W odréznieniu od mikromacierzy ekspresyjnych, zaprojektowanych wytacznie
do analizy znanych transkryptow, na mikromacierzach dachéwkowych umieszcza
sie sondy komplementarne do potozonych w mniej wiecej regularnych odstepach
fragmentow analizowanego genomu czy tez chromosomu, bez wzgledu na aktualny
stan wiedzy o znaczeniu funkcjonalnym tego odcinka DNA (rys. 1) (26-28). Mikroma-
cierze pokrywajgce genom moga zawiera¢ dtugie dwuniciowe DNA (produkty PCR)
(29), jednak ich zastosowanie nie jest rozwigzaniem optymalnym przy poszukiwaniu
nowych miejsc aktywnych transkrypcyjnie, nie pozwala bowiem na oddzielna anali-
ze ekspresji nici sensowej i antysensowej. Obecnie mikromacierze pokrywajgce ge-
nom zawierajg najczesciej sondy o diugosci kilkudziesieciu nukleotydow (27). Od-
leglo$¢ miedzy Srodkami sekwencji sgsiadujacych sond mapujacych genom, zwana
rozdzielczosScig lub ,krokiem” jest jednym z charakterystycznych parametréw danej
mikromacierzy. Przyktadowo, mikromacierz do analizy genomu ludzkiego GeneChip
Human Tiling 2.0R, rozprowadzana przez firme Affymetrix, sklada sie z siedmiu od-
dzielnych chipow, z ktérych kazdy zawiera okoto 6,5 miliona sond o dtugosci 25 nt,
pokrywajacych ludzki genom z rozdzielczoscia 35 pz. Jezeli krok mikromacierzy jest
rowny lub mniejszy niz diugos$¢ sondy, otrzymujemy mikromacierz, ktéra pokrywa
genom w sposob ciggly, a nawet gesciej, tworzac system ,, dachowkowy” (rys. 1c,d).
Tak geste roztozenie sond w genomie zwieksza naturalnie ilo§¢ uzyskanych infor-
macji i pozwala na udoktadnienie wynikéw analiz (30).

Komercyjne mikromacierze dachowkowe sa obecnie dostepne jedynie dla bar-
dzo ograniczonej liczby organizméw modelowych, w przypadku chipéw Affyme-
trixu dla: cztowieka, malpy, muszki owocowej, C. elegans oraz rzodkiewnika. Prze-
prowadzenie takich analiz dla innych genoméw wymaga samodzielnego zaprojekto-
wania i przygotowania specyficznej mikromacierzy DNA. Jej gesto$¢ zalezy wowczas
od wielkosci i ztozonoS$ci badanego genomu, celu eksperymentu oraz kosztow (syn-
tezy odpowiedniej ilo$ci sond), co moze stanowi¢ powazne ograniczenie catego
przedsiewziecia. Dlatego dos¢ powszechnie produkuje sie mikromacierze dachow-
kowe o dtuzszych sondach oligonukleotydowych (np. 60-70 nt). Mozna réwniez,
uwzgledniajgc aktualny stan wiedzy o rozktadzie genéw w genomie, gesto pokry¢
sondami obszary uznawane za niekodujgce biatek (introny, regiony miedzygenowe,
pseudogeny), a rzadziej — obszary kodujace (eksony) (31).
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Rys. 1. Poréwnanie sposobu rozlozenia sond w a) mikromacierzach ekspresyjnych oraz b-d) mikro-
macierzach rownomiernie pokrywajacych genom: b) o nie zachodzgcych sondach (matej rozdzielczosci)
¢) o sgsiadujacych sondach (rozdzielczosci rownej dtugosci sond), co zapewnia catkowite pokrycie geno-
mu oraz d) o sondach zachodzacych (wysokiej rozdzielczosci).

3. Nowe zastosowania — nowe problemy: kilka stéw o analizie
mikromacierzy dachéwkowych

Podstawowe dane liczbowe uzyskiwane w wyniku hybrydyzacji wyznakowanego
cDNA/aRNA dla mikromacierzy dachowkowej reprezentujg intensywnosc fluorescen-
¢ji poszczegolnych sond, teoretycznie wskazujac na poziom akumulacji komple-
mentarnego transkryptu. Jednak wylonienie z morza liczb takich danych, ktére rze-
czywiscie swiadcza o ekspresji danego fragmentu genomu i unikniecie tzw. wyni-
koéw fatszywie pozytywnych, btednie zakwalifikowanych jako znaczace, nie jest pro-
ste. Podstawowy problem w interpretacji uzyskanych danych polega na tym, ze
w organizmach eukariotycznych ekspresji ulega bardzo niewielka cze$¢ genomu,
a dodatkowo, poziom tej ekspresji moze by¢ niezwykle niski. Nalezy zatem by¢
przygotowanym na to, ze 1) przewazajgca czes¢ sygnatow odczytanych z mikroma-
cierzy bedzie wykazywala intensywnos$¢ na poziomie tta oraz 2) najbardziej intere-
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sujace sondy (specyficzne dla dotad nie zidentyfikowanych rejonéw aktywnych tran-
skrypcyjnie) nie bedg wyroézniac¢ sie znaczaco podwyzszonym poziomem sygnatu
(26,32). Co za tym idzie, identyfikacja regionow aktywnych transkrypcyjnie jest nie-
zwykle problematyczna i wymaga zastosowania wyrafinowanych sposobow analizy
(33-38).

Podstawowym podejSciem pozwalajagcym ominag¢ wymienione problemy jest za-
stosowanie tzw. ruchomego okna o okreslonej diugosci, znacznie przekraczajacej
dtugos¢ pojedynczej sondy (38). Wielkos$¢ okna musi by¢ odpowiednio dostosowana
do rozmiaru sond i rozdzielczo$ci mikromacierzy. Wéwczas poszukuje sie ciagu
sgsiadujacych sond o sygnatach przekraczajacych znaczgco poziom fluorescencji tta
i to jest wyznacznikiem transkrypcji w catym pokrytym sondami regionie. Na takim
zatozeniu oparto szereg algorytmow, z powodzeniem stosowanych do analiz mikro-
macierzy dachéwkowych, zaréwno z krétkimi jak i dtugimi sondami. Przyktadem
tych pierwszych sg ludzkie mikromacierze produkowane przez Nimblegen czy Affy-
metrix (gdzie obok sond o calkowitej komplementarnosci do analizowanego frag-
mentu sekwencji genomowej wystepuja rowniez ich odpowiedniki o niepetnej kom-
plementarnosci, stuzgce jako kontrole). Przyktadem drugich sa mikromacierze ludz-
kie Agilent o zachodzacych sondach 60 nt (33,36,37). W niektérych z opracowanych
metod analizy dodatkowo wykorzystuje sie dane o aktualnej adnotacji funkcjonal-
nej genomu (37). Kilka przyktadowych algorytmoéw przystosowanych do analiz mi-
kromacierzy dachéwkowych w przystepny sposéb oméwiono we wczesniejszej pu-
blikacji przegladowej (32).

Jednym ze zjawisk obserwowanych podczas analiz mikromacierzy dachéwko-
wych jest niejednorodny poziom sygnafu sond uzyskiwany dla ré6znych eksonéw
tego samego genu. Co wiecej, jak wykazali Royce i wsp. (32), analizujgc dane zebra-
ne wczesniej z mikromacierzy dachowkowych cztowieka, réwniez intensywnosci sy-
gnalow bezposrednio sasiadujacych sond, lezacych w obrebie tego samego eksonu
roznily sie nawet kilkukrotnie. Mozna wyobrazi¢ sobie wiele przyczyn takiego stanu
rzeczy: 1) istnienie alternatywnych odmian splicingowych tego samego transkryptu
pierwotnego, 2) problemy niespecyficznej hybrydyzacji, 3) wplyw sekwencji sondy
i jej temperatury topnienia na site wigzania (kt6ry mozna zmniejszy¢ na etapie pro-
jektowania, np. zezwalajgc na niewielkie przesuniecia sond w stosunku do zaplano-
wanych pozycji), czy wreszcie 4) obecnosc¢ artefaktow, wynikajaca z przyczyn tech-
nicznych. Niezaleznie od zZrédet zmiennoS$ci, stanowi ona powazne utrudnienie
w analizie statystycznej mikromacierzy dachéwkowych. Jednak, jak wynika z analiz
porownawczych eksperymentéw przeprowadzonych dla ré6znych typow mikroma-
cierzy ludzkiego chromosomu 22, to wiasnie te najgesciej pokrywajgce genom daja
najbardziej wiarygodne i zbiezne wyniki (30). Kolejnym istotnym elementem jest
przeprowadzenie odpowiednio duzej liczby powtérzen danego doswiadczenia (30).

Jesli badania wykraczajg poza identyfikacje regionow ulegajacych transkrypgji
i s rowniez punktem wyjscia do klasycznej analizy poréwnawczej ekspresji lub gdy
nalezy usredni¢ wyniki dla kilku powtorzen technicznych eksperymentu (a tak jest
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zazwyczaj), niezbedna jest wstepna normalizacja wynikéw uzyskanych dla poszcze-
g6lnych kanatéw/mikromacierzy (4,39,40). Jej celem jest zniwelowanie réznic zaist-
nialych podczas przygotowywania proby, hybrydyzacji mikromacierzy czy wynika-
jacych z ustawienia odmiennych parametréw skanowania. W tym miejscu pojawia
sie jednak kolejna trudnos¢ specyficzna dla mikromacierzy dachéwkowych. W me-
todach normalizacji powszechnie stosowanych w analizie mikromacierzy ekspresyj-
nych, takich jak normalizacja totalna (podzial przez mediane intensywno$ci mikro-
macierzy) lub loess (ang. locally weighted scatterplot smoothing), uwzgledniajaca takze
wplyw intensywnosci fluorescencji sond na obserwowane réznice miedzy kanatami
(41) zaktada sie, ze co najmniej potowa analizowanych sond daje mierzalny sygnat.
Tak jak opisano, w przypadku mikromacierzy rownomiernie pokrywajacych genom
nie ma to miejsca, co wymusza modyfikacje lub opracowanie innych metod wstep-
nej normalizacji wynikéw (31,32,42).

Dodatkowym problemem w analizie tak ztozonych mikromacierzy, gdzie zna-
czgca ilos¢ sond emituje sygnal na bardzo niskim poziomie, jest trudno$¢ w odroz-
nieniu istotnych informacji od artefaktoéw, ktore powstaja z przyczyn technicznych
badz btedéw w projektowaniu sond. Ciekawym przyktadem takich problemoéw jest
niespodziewanie wysoki poziom transkryptéw antysensowych, obserwowany w wielu
eksperymentach wykorzystujgcych mikromacierze dachéwkowe (26). Wiadomo, ze
transkrypty antysensowe moga odgrywac wazna role regulatorowa w procesie tran-
skrypcji odpowiadajacych im komplementarnych mRNA (14,15). Jednak w wielu eks-
perymentach z zastosowaniem mikromacierzy dachéwkowych obserwowano cha-
rakterystyczng zbiezno$¢ pozioméw akumulacji transkryptéw antysensowych z po-
ziomem komplementarnych mRNA oraz napotykano na problemy z uzyskaniem po-
wtarzalnych wynikéw w technicznych powtoérzeniach eksperymentéw. Sugerowato
to, ze cze$¢ transkryptéw antysensowych moze by¢ generowana w sposob losowy,
a ich zréodto lezy w btedach eksperymentalnych. W swoim niedawnym doniesieniu
Perocchi i wsp. (43) wykazali, ze istotnie, duza cze$¢ takich transkryptéw to artefak-
ty, powstajace na skutek syntezy drugiej nici cDNA podczas odwrotnej transkrypcji.
Wiadomo bowiem, ze odwrotne transkryptazy sg polimerazami DNA zaleznymi za-
réowno od RNA jak i DNA. Dodanie aktynomycyny D do mieszaniny transkrypcyjnej
blokuje synteze na matrycy DNA, a tym samym eliminuje artefakty, nie wptywajac
jednoczes$nie na poziom syntezy pierwszej nici (43). Obserwowane w tych warun-
kach sygnaty wskazujgce na obecnos$¢ transkryptow antysensowych byty o polowe
mniej liczne, za to powtarzalne; co wiecej, ich poziom nie byt skorelowany z pozio-
mem akumulagcji nici sensowej. Na podstawie analiz RT PCR potwierdzono ogromna
skuteczno$¢ tej prostej metody, wyzszg niz stosowane w niektorych analizach
wstepne filtrowanie danych (43,44).

Na inne zrédto artefaktéw w mikromacierzach dachéwkowych wskazujg Nelson
i wsp. (45). Wykazali oni, zZe zastosowanie mikromacierzy o krotkich sondach (po-
nizej 50 nt) tacznie z metodami znakowania proby obejmujacymi transkrypcje in vitro
z promotora T7 oraz fragmentacje aRNA powoduje, ze w grupie najsilniejszych za-
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notowanych sygnaléw znaczaco wzrasta udzial niektérych sond o charakterystycz-
nym skfadzie nukleotydowym. Autorzy powigzali te obserwacje z wystepowaniem
pewnego motywu w sekwencji startera uzywanego do zapoczgtkowania reakgcji
transkrypgcji in vitro i udowodnili, ze komplementarno$¢ sond do tego obszaru, na-
wet niepefna i na bardzo krotkim odcinku (6-9 nukleotydow) jest wystarczajgca do
hybrydyzacji z wyznakowanymi fragmentami aRNA pochodzacymi od startera, co
wplywa tak drastycznie na intensywnos$¢ uzyskanego sygnatu.

Chociaz tego typu artefakty mozna w znacznym stopniu wyeliminowac¢ post factum,
stosujac odpowiednie filtry (44,45), to jednak bioinformatyczne metody rowniez nie
sg doskonate i dodatkowo mogg prowadzi¢ do omytkowego wykluczenia niektérych
sygnatow (43).

Na podstawie tych przyktadéow pokazano jak wiele dodatkowych czynnikow mo-
ze wplywac na koncowy wynik eksperymentu z zastosowaniem mikromacierzy da-
chowkowych. Tymczasem mozliwos¢ weryfikacji wszystkich uzyskanych rezultatow
mniej czutymi i specyficznymi metodami moze by¢ ograniczona, nie tylko ze wzgle-
du na koszty, lecz takze z uwagi na bardzo niski poziom ekspresji badanych frag-
mentéw genomu. Kolejnym problemem komplikujgcym wtasciwg identyfikacje tran-
skryptéw, ktéremu nie sg w stanie zaradzi¢ nawet mikromacierze dachéwkowe
o gesto roztozonych sondach, jest analiza sekwencji wielokrotnie powtarzajgcych
sie w genomie. Dokladna analiza aktywnosci transkrypcyjnej takich obszaréow jest
niezwykle trudna, z uwagi na niemoznos¢ odréznienia loci, bedacych wtasciwym
zrodtem obserwowanego sygnatu. Poza tym sumaryczny sygnatl uzyskany dla powta-
rzajacych sie regionéw, moze w znaczacy sposob przewyzszac sygnal pochodzacy
od sekwencji wystepujacych w genomie tylko jeden raz. Przesuniecie skali detekgji
w gore, niezbedne dla prawidiowego odczytania takich sygnaléw przez skaner, spo-
woduje odciecie wynikow o najstabszej fluorescencji. Dlatego regiony powtarzajace
sie sg czesto nieuwzgledniane na etapie projektowania mikromacierzy dachéwko-
wych (27).

4. Wykorzystanie mikromacierzy dachéwkowych w analizie transkryptoméw

4.1. Mapowanie transkryptomu

Dzieki swoim witasciwoSciom, mikromacierze dachowkowe sg najintensywniej
wykorzystywane w badaniach transkryptoméw dobrze poznanych organizméw mo-
delowych. W 2000 r. wykorzystano je do okreslenia aktywnosci transkrypcyjnej
catego genomu E. coli (31), skupiajac sie wszakze gtownie na obszarach kodujgcych
dotychczas scharakteryzowane geny. Wykryto w ten sposéb ekspresje prawie
wszystkich znanych genéw, a takze obecnos$¢ licznych transkryptéw z nici antysen-
sowej. Dwa lata p6zniej Tjaden i wsp., uzywajac tych samych mikromacierzy, prze-
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badali transkryptom E. coli w trzynastu réznych warunkach hodowlanych, co zaowo-
cowato zwiekszeniem liczby znalezionych transkryptow o 25%: wsroéd 1102 nowych
transkryptéw zidentyfikowano elementy znanych operonéw, nowe otwarte ramki
odczytu, regiony 5’-UTR i 3’-UTR (ang. untranslated region, obszar nie ulegajacy trans-
lacji), a takze mate RNA i inne, nie zidentyfikowane wczesniej transkrypty (46).

Do tej pory do organizméw dos¢ dobrze scharakteryzowanych za pomocg mi-
kromacierzy dachéwkowych mozna zaliczy¢, oprocz E. coli, takze drozdze (44),
C. elegans (47) muszke owocowa (48-50), cztowieka (33,35,36,51,52), a takze takie
rosliny jak rzodkiewnik (53-55) i ryz (56-58). Cechg wspdlng wszystkich uzyskanych
ta droga wynikow, byto stwierdzenie znacznie wyzszej aktywnoSci transkrypcyjnej
genomow, niz wskazywaly na to dotychczasowa wiedza i przewidywania bioinfor-
matyczne. Miedzy innymi zidentyfikowano szereg nowych: genéow kodujgcych biat-
ka (33,49,59), eksonéw bedacych czescig specyficznych i nie wykrytych dotad form
splicingowych (33,49,56-58) czy tez regionéw 3’ i 5" UTR o niskim poziomie ekspre-
sji (33). Scharakteryzowano tez miejsca aktywne transkrypcyjnie, ktorych ekspresja
prowadzi do powstania nie znanych wczes$niej RNA niekodujacych biatek (ncRNA).
NajczeS$ciej miejsca takie ulokowane sg w obszarach miedzygenowych i w intronach.
Ekspresje obserwowano takze w regionach centromerowych chromosoméw, w pseu-
dogenach oraz w sekwencjach transpozonowych, powszechnie wystepujacych w ge-
nomach eukariotycznych (33,54-56,58).

Stwierdzono, ze ncRNA sa istotnym sktadnikiem transkryptoméw u wiekszosci
przebadanych dotad organizmoéw (17-20). Za wyjatek mozna uznac nicienie, repre-
zentowane przez C. elegans, u ktéorego ncRNA stanowi jedynie kilkanascie procent
transkryptomu (47). Postulowany w przypadku nicieni niski poziom regulacji epige-
netycznej moze by¢ powodem, dla ktérego ten prosty organizm potrzebuje do pra-
widlowego funkcjonowania az 21 000 genéw kodujacych biatka, co jest liczba zblizo-
ng do liczby gendéw u znacznie bardziej skomplikowanych organizmoéw zwierzecych
(47,60). Uwaza sie, ze u ro$lin i zwierzat wyzszych wysoki stosunek zawartos$ci se-
kwencji niekodujacych do kodujacych biatka jest wyznacznikiem udzialu ncRNA
w regulacji ekspresji genow (17). Niektore ncRNA nie sg silnie zakonserwowane
ewolucyjnie, co jednak nie §wiadczy o braku ich funkcjonalnosci, czego przyktadem
moze by¢ Xist, zaangazowany w inaktywacje chromosomu X (61,62). Moze okaza¢
sie, ze pewne ncRNA sg specyficzne dla pojedynczych gatunkéw albo dla gatunkow
blisko spokrewnionych. Na przyktad, osiem nowo opisanych mysich ncRNA nie ma
swoich odpowiednikow w genomie cztowieka, co pozwala sadzié, ze sg gatunkowo
specyficzne (ewentualnie mogg one by¢ specyficzne dla wszystkich gryzoni, ponie-
waz homologiczne sekwencje wykryto w genomie szczura) (63).

Do RNA niekodujgcych biatek zalicza sie takze transkrypty nici antysensowej ob-
szarow kodujacych geny (33,53,56,58,60). Dopiero wyniki eksperymentéw mikroma-
cierzowych pokazatly na jak szeroka skale zjawisko to wystepuje w komorkach roslin-
nych i zwierzecych (33,56,58), nawet uwzgledniajac fakt, ze niektére z dotychczaso-
wych analiz mogtly nie bra¢ pod uwage udziatu artefaktow w tej puli transkryptow
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(por. rozdz. 3). Uwaza sie, ze transkrypty antysensowe mogg blokowac¢ polimeraze
RNA lub petni¢ role substratow w biogenezie siRNA. W konsekwencji mogg uczestni-
czy¢é w tworzeniu heterochromatyny i wyciszaniu odpowiedniej cze$ci chromosomu
lub poszczegolnych genow (28,56,64-66). Borsani i wsp. wykazali zalezno§¢ pomie-
dzy zwiekszeniem odpornosci rzodkiewnika na zasolenie, a obnizeniem aktywnosci
genu P5CDH, ktorego transkrypty po potaczeniu ze swoim antysensowym odpowied-
nikiem SR05 stawaly sie substratem do produkgcji specyficznych siRNA (66). W bada-
niach przeprowadzonych przez Yamade i wsp. wykazano, ze az 30% genéw rzod-
kiewnika kodowanych na nici sensowej ma swoje odpowiedniki na nici antysensowej
(53). Natomiast ilo$¢ gendéw posiadajgcych swoj antysensowy odpowiednik w geno-
mie myszy szacuje sie na 70%, co, jak sie zdaje, potwierdza powszechny udziat tran-
skryptéw antysensowych w epigenetycznej regulacji genéw (64).

4.2. Badania funkcji nowych regionéw aktywnych transkrypcyjnie

Odkrycie nowych jednostek aktywnych transkrypcyjnie w genomach skfania do
dalszych poszukiwan, ktoére pozwolg na przynajmniej cze$ciowe rozpoznanie ich
funkgji i profilu ekspresji. Dlatego tez mikromacierze dachowkowe czesto stosuje
sie w poréwnawczej analizie funkcjonalnej genoméw, w sposéb analogiczny do kla-
sycznych mikromacierzy ekspresyjnych (49,53,59,67). Doswiadczenia takie sg zZréd-
tem informacji o potencjalnej roli odkrytych transkryptow, daja jednoczes$nie szanse
na wglad w regulacje wielu, dotad stabo poznanych pod katem genetycznym proce-
séw, takich jak embriogeneza, r6znicowanie tkanek, czy tez odpowiedzZ na warunki
stresowe.

Stosujac mikromacierze dachéwkowe reprezentujace caly genom rzodkiewnika,
scharakteryzowano i poréwnano regiony aktywne transkrypcyjnie w czterech rodza-
jach tkanek (z kwiatéw, lisci, zawiesin komdrkowych oraz korzeni) (53). Stwierdzo-
no znaczgce roznice w ekspresji genéow (w kwiatach 16% wszystkich transkryptow
stanowity produkty ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem, w zawiesinach —
jedynie 6,5%). Dodatkowo zbadano wplyw warunkéw wzrostu siewek (wzrost na
Swietle, w ciemnosci i chlodzie) na ekspresje genéw i wykazano, ze tylko 88% ge-
noéw ulegato transkrypcji we wszystkich przeanalizowanych przypadkach. Z kolei na
podstawie poréwnania z typem dzikim (ekotyp Columbia) dw6ch mutantéw rzod-
kiewnika dif1 i myb98, nie majacych zdolnosci do wytwarzania funkcjonalnych ma-
krospor wykazano, ze wiele specyficznych dla tego procesu genéw kodowato mate,
najprawdopodobniej wydzielane biatka (przypuszczalnie czasteczki sygnatowe zwia-
zane z ostatnimi etapami rozwoju woreczka zalgzkowego) (59). Znane jest, Ze mniej
niz pofowa z nich jest reprezentowana na popularnej mikromacierzy ekspresyjnej
ATHT1 dla rzodkiewnika, co wyraZznie obrazuje przewage mikromacierzy rownomier-
nie pokrywajacych genom w badaniach funkcjonalnych. Interesujagcym odkryciem
byto réwniez scharakteryzowanie 22 genéw o wysokiej homologii do genu S1, od-
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powiadajacego za samoniezgodno$¢ u maku, mimo ze wystepujacy u roslin z ro-
dziny krzyzowych typ samoniezgodnos$ci ma zupetnie inne podtoze genetyczne. Co
wiecej, wiekszo$¢ gendéw zwigzanych z rozwojem woreczka zalgzkowego ulegala
wysokiej ekspresji jedynie w zalazni, wskazujgc na ich istotna i specyficzng role
w rozwoju gametofitu zenskiego (59).

W badaniach dotyczgcych rozwoju osi grzbietowo-brzusznej u muszki owoco-
wej charakteryzowano odpowiedz genéw aktywowanych przez gradient bialek Dor-
sal (49). Dzieki zastosowaniu mikromacierzy dachowkowych wykryto 29 nowych ge-
néw bioracych udzial w regulacji prawidlowego przebiegu tego etapu rozwoju. Zi-
dentyfikowano takze dodatkowe eksony, wchodzace w sktad znanych wcze$niej
biatek, nie wykryte wczes$niej transkrypty oraz wykazano ekspresje szeregu regio-
now miedzygenowych, kodujagcych m.in. dwie czasteczki miRNA. Z kolei Stolc
i wsp., badajgc rézne stadia rozwojowe muszki owocowej okredlili, ze ekspresja
okoto 15% genow jest zalezna od stadium rozwojowego muszki, przy czym wiele
z nich nie zostalo dotad scharakteryzowanych (67).

4.3. Badania poréwnawcze genoméow

Mikromacierze dachéwkowe zostaly zastosowane réwniez do poréwnywania
pokrewnych genotypow (58,67). Przyktadowo, w wyniku analizy porownawczej ak-
tywnosci transkrypcyjnej chromosomu 10 ryzu, przeprowadzonej dla dwéch gatun-
kéw: 0. indica i O. japonica wykazano, ze dwie trzecie aktywnych transkrypcyjnie
miejsc wystepuje u obu tych gatunkéw (58). Zauwazono réwniez, ze poziom zacho-
wawczosci sekwencji nowo odkrytych transkryptéw miedzy oboma gatunkami byt
podobny do poziomu zachowawczo$ci znanych genéw. Zjawisko dos¢ silnej zacho-
wawczosci nowych miejsc aktywnych transkrypcyjnie pomiedzy blisko spokrewnio-
nymi organizmami zauwazono takze w genomach muszki owocowej D. melanogaster,
oraz D. pseudoobskura (67).

4.4. Inne zastosowania

Na podstawie omowionych wynikow analiz — z wykorzystaniem mikromacierzy
dachéwkowych — pokazano, ze wszystkie przebadane dotad genomy cechujg sie:
1) wysoka zawarto$cia genoéw posiadajacych alternatywne formy splicingowe,
2) obecnoscig licznych transkryptéow o bardzo niskim poziomie ekspresji i dotad nie
znanej funkgji, czesto nie kodujacych bialek, 3) niezwykle powszechng w genomach
ekspresja z nici antysensowej oraz, 4) skomplikowanym mechanizmem regulacji
ekspresji. Zauwazono réwniez, zZe nie opisane wczes$niej miejsca aktywne transkryp-
cyjnie najliczniej wystepujg w regionach o niskiej zawartos$ci zidentyfikowanych
dotad gendéw (56). Jest to zgodne z obserwacjami, ze zdecydowana wiekszo$¢ no-
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Rys. 2. Zastosowanie mikromacierzy rownomiernie pokrywajacych genom w badaniach funkcjonal-
nych genomu.

wych regionéw podlegajacych ekspresji odpowiada transkryptom nie kodujgcym
biatek i wynika z braku wczesniejszych doktadnych analiz region6w miedzygeno-
wych i intronéw pod katem potencjalnej aktywnoSci transkrypcyjnej oraz tego, ze
dotychczas stosowane metody nie byly dos$¢ czute.

Mikromacierze dachoéwkowe przezywaja dynamiczny rozwdj i znalazly juz sze-
reg nowych zastosowan, takich jak badanie poziomu metylacji DNA, poszukiwanie
nowych miejsc wiazacych czynniki transkrypcyjne (Chlp-chip) czy detekcja zaburzen
w strukturze genomu (array-CGH) (26,28,68,69) (rys. 2), jednak nawet zwiezle ich
omoéwienie zdecydowanie wykracza poza ramy niniejszej pracy. W najblizszych la-
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tach mozna z pewnoscia spodziewac sie rozwoju kolejnych zastosowan dla mikro-
macierzy rownomiernie pokrywajacych genom oraz dalszego udoskonalenia metod
do ich analizy.

5. Podsumowanie

Jeden z najbardziej intrygujacych wnioskéw wyptywajacych z zakonczonych juz
projektow sekwencjonowania genomoéw kilku modelowych organizméw dotyczyt
fragmentow kodujacych biatka. Stwierdzono, ze wbrew wczes$niejszym oczekiwa-
niom stanowig one zwykle jedynie niewielkg czes¢ genomu (u cztowieka okotfo 3%).
W rezultacie szereg pytan dotykajacych tak fundamentalnych zagadnien jak: kodo-
wanie i uwalnianie informacji genetycznej, nadal pozostaje bez odpowiedzi. Co wie-
cej, okazalo sie, ze stosujgc dostepne dotychczas metody badania procesu ekspresji
genoéw nie jesteSmy w stanie dowiedzie¢ sie, jak funkcjonuje zasadnicza czes¢ geno-
mu. Ciekawa proba zmierzenia sie z tym problemem jest opracowanie nowego typu
mikromacierzy zwanych dachéwkowymi. Pozwalajg one na jednoczesng analize ak-
tywnosci transkrypcyjnej catego genomu, a dzieki zastosowaniu odpowiednich me-
tod statystycznych dajg mozliwos¢ bezposredniego poréwnania wynikow uzyska-
nych dla wielu r6znych tkanek, czy stadiéw rozwojowych. Sg réwniez wystarczajgco
czule, aby umozliwi¢ detekcje transkryptéw obecnych w bardzo niewielkich ilo-
Sciach. Dodatkowo ich projektowanie wymaga ,,jedynie” znajomosci pelnej sekwen-
¢ji nukleotydowej genomu. Szersze zastosowanie mikromacierzy dachéwkowych
juz w niedtugim czasie moze, jak sie wydaje, zrewolucjonizowac¢ nasze poglady na
temat wielu proceséw zwiazanych z ekspresjg informacji genetycznej (60).

Opracowanie powstalo w ramach realizacji zamawianego projektu badawczego finansowanego
przez MNiSW: nr PBZ-MNiSW-2/3/2006/32.
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