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S u m m a r y

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-
muj¹ca siê kompleksow¹ analiz¹ funkcjonaln¹ genomów. Jej za-
sadniczym celem jest okreœlenie miejsca i czasu, w którym synte-
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tyzowane s¹ poszczególne cz¹steczki RNA wystêpuj¹ce w badanym organizmie.
Mo¿na zatem powiedzieæ, ¿e g³ównym obiektem jej zainteresowañ jest transkryp-
tom, a zatem zbiór wszystkich RNA obecnych w danej komórce lub tkance. Niezwy-
kle wysoki stopieñ z³o¿onoœci tak zdefiniowanego uk³adu eksperymentalnego spra-
wia, ¿e podstawowym problemem, jaki napotykaj¹ badacze s¹ ograniczenia techno-
logiczne. Jednym z najciekawszych rozwi¹zañ zmierzaj¹cych do ich przezwyciê¿e-
nia, jak siê wydaje, s¹ mikromacierze DNA (1-3). Stworzono je bowiem, jako narzê-
dzie s³u¿¹ce do jednoczesnego pomiaru poziomu ekspresji du¿ej iloœci genów (na-
wet kilkudziesiêciu tysiêcy). W tym celu na pod³o¿e o wymiarach szkie³ka mikrosko-
powego nanosi siê sondy oligonukleotydowe lub d³ugie produkty PCR, specyficzne
dla poszczególnych genów organizmu (komplementarne do wybranych fragmentów
sekwencji/nici koduj¹cej). W trakcie hybrydyzacji, do sond przy³¹czaj¹ siê pochodne
transkryptów z analizowanej próbki, uzyskane w procesie odwrotnej transkrypcji
(cDNA) lub odwrotnej transkrypcji po³¹czonej z transkrypcj¹ in vitro (aRNA). Dziêki
fluorescencyjnemu wyznakowaniu próbki zwi¹zanej z sond¹, mo¿na szacunkowo
okreœliæ zawartoœæ transkryptu danego genu w wyjœciowej puli RNA. Uzyskana w ten
sposób wartoœæ uznawana jest za swoisty miernik aktywnoœci genu (4-6). Ogromny
potencja³ mikromacierzy DNA wynika m.in. st¹d, ¿e dziêki zastosowaniu odpowied-
nich narzêdzi bioinformatycznych i dostêpnych baz danych, mo¿liwa jest nie tylko
analiza ekspresji pojedynczych genów, ale tak¿e poszukiwanie bardziej z³o¿onych
zale¿noœci m.in. powi¹zañ metabolicznych, wspólnych mechanizmów regulacji itp.
(7-13).

G³ównym mankamentem stosowanych obecnie mikromacierzy ekspresyjnych
jest brak pewnoœci, ¿e przy ich projektowaniu uwzglêdniono wszystkie transkryp-
cyjnie aktywne rejony genomu. Stwierdzenie to odnosi siê tak¿e do najlepiej scha-
rakteryzowanych modelowych genomów eukariotycznych (tj. genomu cz³owieka,
muszki owocowej, nicienia C. elegans, rzodkiewnika, ry¿u). Istnieje bowiem wiele
dowodów œwiadcz¹cych, ¿e aktywnoœæ transkrypcyjna nie jest ograniczona do ge-
nów koduj¹cych bia³ka (mRNA) oraz dobrze poznane niekoduj¹ce RNA (ncRNA), czyli
rRNA, tRNA, ma³e j¹drowe RNA (snRNA), ma³e j¹derkowe RNA (snoRNA). Odkryto
szereg nowych krótkich cz¹steczek RNA, takich jak mikro RNA (miRNA), ma³e inter-
feruj¹ce RNA (siRNA), antysensowe RNA, oraz d³u¿szych, dot¹d nie scharakteryzo-
wanych transkryptów, innych ni¿ mRNA. Wielu z nich uda³o siê przypisaæ istotne
funkcje regulatorowe w tak ró¿norodnych procesach biologicznych jak: replikacja,
transkrypcja, translacja, sk³adanie, edycja i modyfikacja transkryptów RNA, czy
translokacja bia³ek i regulacja ich stabilnoœci (14-20). Okaza³o siê równie¿, ¿e ncRNA
czêsto powstaj¹ przez transkrypcjê regionów genomu nie podejrzewanych dot¹d
o kodowanie i ekspresjê jakiejkolwiek informacji. Da³o to pocz¹tek nowej dziedzi-
nie badañ genomów, przez niektórych zwanej RNomik¹ (21-23). Wraz z ni¹ rozpo-
czêto wdra¿anie metod pozwalaj¹cych na masow¹ identyfikacjê nie znanych dot¹d
produktów transkrypcji (24,25). W tym te¿ celu opracowano specyficzny rodzaj mi-
kromacierzy tzw. mikromacierze równomiernie pokrywaj¹ce genom (ang. genome
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tiling arrays), które proponujemy nazywaæ mikromacierzami dachówkowymi. S³u¿¹
one m.in. do kompleksowej analizy aktywnoœci transkrypcyjnej ca³ych genomów.
Uzyskane dziêki nim informacje zmuszaj¹ nas do radykalnej zmiany pogl¹dów na te-
mat roli, jak¹ odgrywaæ mog¹ tzw. niekoduj¹ce fragmenty genomu.

2. Mikromacierze równomiernie pokrywaj¹ce genom

W odró¿nieniu od mikromacierzy ekspresyjnych, zaprojektowanych wy³¹cznie
do analizy znanych transkryptów, na mikromacierzach dachówkowych umieszcza
siê sondy komplementarne do po³o¿onych w mniej wiêcej regularnych odstêpach
fragmentów analizowanego genomu czy te¿ chromosomu, bez wzglêdu na aktualny
stan wiedzy o znaczeniu funkcjonalnym tego odcinka DNA (rys. 1) (26-28). Mikroma-
cierze pokrywaj¹ce genom mog¹ zawieraæ d³ugie dwuniciowe DNA (produkty PCR)
(29), jednak ich zastosowanie nie jest rozwi¹zaniem optymalnym przy poszukiwaniu
nowych miejsc aktywnych transkrypcyjnie, nie pozwala bowiem na oddzieln¹ anali-
zê ekspresji nici sensowej i antysensowej. Obecnie mikromacierze pokrywaj¹ce ge-
nom zawieraj¹ najczêœciej sondy o d³ugoœci kilkudziesiêciu nukleotydów (27). Od-
leg³oœæ miêdzy œrodkami sekwencji s¹siaduj¹cych sond mapuj¹cych genom, zwana
rozdzielczoœci¹ lub „krokiem” jest jednym z charakterystycznych parametrów danej
mikromacierzy. Przyk³adowo, mikromacierz do analizy genomu ludzkiego GeneChip
Human Tiling 2.0R, rozprowadzana przez firmê Affymetrix, sk³ada siê z siedmiu od-
dzielnych chipów, z których ka¿dy zawiera oko³o 6,5 miliona sond o d³ugoœci 25 nt,
pokrywaj¹cych ludzki genom z rozdzielczoœci¹ 35 pz. Je¿eli krok mikromacierzy jest
równy lub mniejszy ni¿ d³ugoœæ sondy, otrzymujemy mikromacierz, która pokrywa
genom w sposób ci¹g³y, a nawet gêœciej, tworz¹c system „dachówkowy” (rys. 1c,d).
Tak gêste roz³o¿enie sond w genomie zwiêksza naturalnie iloœæ uzyskanych infor-
macji i pozwala na udok³adnienie wyników analiz (30).

Komercyjne mikromacierze dachówkowe s¹ obecnie dostêpne jedynie dla bar-
dzo ograniczonej liczby organizmów modelowych, w przypadku chipów Affyme-
trixu dla: cz³owieka, ma³py, muszki owocowej, C. elegans oraz rzodkiewnika. Prze-
prowadzenie takich analiz dla innych genomów wymaga samodzielnego zaprojekto-
wania i przygotowania specyficznej mikromacierzy DNA. Jej gêstoœæ zale¿y wówczas
od wielkoœci i z³o¿onoœci badanego genomu, celu eksperymentu oraz kosztów (syn-
tezy odpowiedniej iloœci sond), co mo¿e stanowiæ powa¿ne ograniczenie ca³ego
przedsiêwziêcia. Dlatego doœæ powszechnie produkuje siê mikromacierze dachów-
kowe o d³u¿szych sondach oligonukleotydowych (np. 60-70 nt). Mo¿na równie¿,
uwzglêdniaj¹c aktualny stan wiedzy o rozk³adzie genów w genomie, gêsto pokryæ
sondami obszary uznawane za niekoduj¹ce bia³ek (introny, regiony miêdzygenowe,
pseudogeny), a rzadziej – obszary koduj¹ce (eksony) (31).
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3. Nowe zastosowania – nowe problemy: kilka s³ów o analizie
mikromacierzy dachówkowych

Podstawowe dane liczbowe uzyskiwane w wyniku hybrydyzacji wyznakowanego
cDNA/aRNA dla mikromacierzy dachówkowej reprezentuj¹ intensywnoœæ fluorescen-
cji poszczególnych sond, teoretycznie wskazuj¹c na poziom akumulacji komple-
mentarnego transkryptu. Jednak wy³onienie z morza liczb takich danych, które rze-
czywiœcie œwiadcz¹ o ekspresji danego fragmentu genomu i unikniêcie tzw. wyni-
ków fa³szywie pozytywnych, b³êdnie zakwalifikowanych jako znacz¹ce, nie jest pro-
ste. Podstawowy problem w interpretacji uzyskanych danych polega na tym, ¿e
w organizmach eukariotycznych ekspresji ulega bardzo niewielka czêœæ genomu,
a dodatkowo, poziom tej ekspresji mo¿e byæ niezwykle niski. Nale¿y zatem byæ
przygotowanym na to, ¿e 1) przewa¿aj¹ca czêœæ sygna³ów odczytanych z mikroma-
cierzy bêdzie wykazywa³a intensywnoœæ na poziomie t³a oraz 2) najbardziej intere-

Agnieszka ¯mieñko i inni

104 PRACE PRZEGL¥DOWE

Rys. 1. Porównanie sposobu roz³o¿enia sond w a) mikromacierzach ekspresyjnych oraz b-d) mikro-
macierzach równomiernie pokrywaj¹cych genom: b) o nie zachodz¹cych sondach (ma³ej rozdzielczoœci)
c) o s¹siaduj¹cych sondach (rozdzielczoœci równej d³ugoœci sond), co zapewnia ca³kowite pokrycie geno-
mu oraz d) o sondach zachodz¹cych (wysokiej rozdzielczoœci).



suj¹ce sondy (specyficzne dla dot¹d nie zidentyfikowanych rejonów aktywnych tran-
skrypcyjnie) nie bêd¹ wyró¿niaæ siê znacz¹co podwy¿szonym poziomem sygna³u
(26,32). Co za tym idzie, identyfikacja regionów aktywnych transkrypcyjnie jest nie-
zwykle problematyczna i wymaga zastosowania wyrafinowanych sposobów analizy
(33-38).

Podstawowym podejœciem pozwalaj¹cym omin¹æ wymienione problemy jest za-
stosowanie tzw. ruchomego okna o okreœlonej d³ugoœci, znacznie przekraczaj¹cej
d³ugoœæ pojedynczej sondy (38). Wielkoœæ okna musi byæ odpowiednio dostosowana
do rozmiaru sond i rozdzielczoœci mikromacierzy. Wówczas poszukuje siê ci¹gu
s¹siaduj¹cych sond o sygna³ach przekraczaj¹cych znacz¹co poziom fluorescencji t³a
i to jest wyznacznikiem transkrypcji w ca³ym pokrytym sondami regionie. Na takim
za³o¿eniu oparto szereg algorytmów, z powodzeniem stosowanych do analiz mikro-
macierzy dachówkowych, zarówno z krótkimi jak i d³ugimi sondami. Przyk³adem
tych pierwszych s¹ ludzkie mikromacierze produkowane przez Nimblegen czy Affy-
metrix (gdzie obok sond o ca³kowitej komplementarnoœci do analizowanego frag-
mentu sekwencji genomowej wystêpuj¹ równie¿ ich odpowiedniki o niepe³nej kom-
plementarnoœci, s³u¿¹ce jako kontrole). Przyk³adem drugich s¹ mikromacierze ludz-
kie Agilent o zachodz¹cych sondach 60 nt (33,36,37). W niektórych z opracowanych
metod analizy dodatkowo wykorzystuje siê dane o aktualnej adnotacji funkcjonal-
nej genomu (37). Kilka przyk³adowych algorytmów przystosowanych do analiz mi-
kromacierzy dachówkowych w przystêpny sposób omówiono we wczeœniejszej pu-
blikacji przegl¹dowej (32).

Jednym ze zjawisk obserwowanych podczas analiz mikromacierzy dachówko-
wych jest niejednorodny poziom sygna³u sond uzyskiwany dla ró¿nych eksonów
tego samego genu. Co wiêcej, jak wykazali Royce i wsp. (32), analizuj¹c dane zebra-
ne wczeœniej z mikromacierzy dachówkowych cz³owieka, równie¿ intensywnoœci sy-
gna³ów bezpoœrednio s¹siaduj¹cych sond, le¿¹cych w obrêbie tego samego eksonu
ró¿ni³y siê nawet kilkukrotnie. Mo¿na wyobraziæ sobie wiele przyczyn takiego stanu
rzeczy: 1) istnienie alternatywnych odmian splicingowych tego samego transkryptu
pierwotnego, 2) problemy niespecyficznej hybrydyzacji, 3) wp³yw sekwencji sondy
i jej temperatury topnienia na si³ê wi¹zania (który mo¿na zmniejszyæ na etapie pro-
jektowania, np. zezwalaj¹c na niewielkie przesuniêcia sond w stosunku do zaplano-
wanych pozycji), czy wreszcie 4) obecnoœæ artefaktów, wynikaj¹ca z przyczyn tech-
nicznych. Niezale¿nie od Ÿróde³ zmiennoœci, stanowi ona powa¿ne utrudnienie
w analizie statystycznej mikromacierzy dachówkowych. Jednak, jak wynika z analiz
porównawczych eksperymentów przeprowadzonych dla ró¿nych typów mikroma-
cierzy ludzkiego chromosomu 22, to w³aœnie te najgêœciej pokrywaj¹ce genom daj¹
najbardziej wiarygodne i zbie¿ne wyniki (30). Kolejnym istotnym elementem jest
przeprowadzenie odpowiednio du¿ej liczby powtórzeñ danego doœwiadczenia (30).

Jeœli badania wykraczaj¹ poza identyfikacjê regionów ulegaj¹cych transkrypcji
i s¹ równie¿ punktem wyjœcia do klasycznej analizy porównawczej ekspresji lub gdy
nale¿y uœredniæ wyniki dla kilku powtórzeñ technicznych eksperymentu (a tak jest
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zazwyczaj), niezbêdna jest wstêpna normalizacja wyników uzyskanych dla poszcze-
gólnych kana³ów/mikromacierzy (4,39,40). Jej celem jest zniwelowanie ró¿nic zaist-
nia³ych podczas przygotowywania próby, hybrydyzacji mikromacierzy czy wynika-
j¹cych z ustawienia odmiennych parametrów skanowania. W tym miejscu pojawia
siê jednak kolejna trudnoœæ specyficzna dla mikromacierzy dachówkowych. W me-
todach normalizacji powszechnie stosowanych w analizie mikromacierzy ekspresyj-
nych, takich jak normalizacja totalna (podzia³ przez medianê intensywnoœci mikro-
macierzy) lub loess (ang. locally weighted scatterplot smoothing), uwzglêdniaj¹ca tak¿e
wp³yw intensywnoœci fluorescencji sond na obserwowane ró¿nice miêdzy kana³ami
(41) zak³ada siê, ¿e co najmniej po³owa analizowanych sond daje mierzalny sygna³.
Tak jak opisano, w przypadku mikromacierzy równomiernie pokrywaj¹cych genom
nie ma to miejsca, co wymusza modyfikacjê lub opracowanie innych metod wstêp-
nej normalizacji wyników (31,32,42).

Dodatkowym problemem w analizie tak z³o¿onych mikromacierzy, gdzie zna-
cz¹ca iloœæ sond emituje sygna³ na bardzo niskim poziomie, jest trudnoœæ w odró¿-
nieniu istotnych informacji od artefaktów, które powstaj¹ z przyczyn technicznych
b¹dŸ b³êdów w projektowaniu sond. Ciekawym przyk³adem takich problemów jest
niespodziewanie wysoki poziom transkryptów antysensowych, obserwowany w wielu
eksperymentach wykorzystuj¹cych mikromacierze dachówkowe (26). Wiadomo, ¿e
transkrypty antysensowe mog¹ odgrywaæ wa¿n¹ rolê regulatorow¹ w procesie tran-
skrypcji odpowiadaj¹cych im komplementarnych mRNA (14,15). Jednak w wielu eks-
perymentach z zastosowaniem mikromacierzy dachówkowych obserwowano cha-
rakterystyczn¹ zbie¿noœæ poziomów akumulacji transkryptów antysensowych z po-
ziomem komplementarnych mRNA oraz napotykano na problemy z uzyskaniem po-
wtarzalnych wyników w technicznych powtórzeniach eksperymentów. Sugerowa³o
to, ¿e czêœæ transkryptów antysensowych mo¿e byæ generowana w sposób losowy,
a ich Ÿród³o le¿y w b³êdach eksperymentalnych. W swoim niedawnym doniesieniu
Perocchi i wsp. (43) wykazali, ¿e istotnie, du¿a czêœæ takich transkryptów to artefak-
ty, powstaj¹ce na skutek syntezy drugiej nici cDNA podczas odwrotnej transkrypcji.
Wiadomo bowiem, ¿e odwrotne transkryptazy s¹ polimerazami DNA zale¿nymi za-
równo od RNA jak i DNA. Dodanie aktynomycyny D do mieszaniny transkrypcyjnej
blokuje syntezê na matrycy DNA, a tym samym eliminuje artefakty, nie wp³ywaj¹c
jednoczeœnie na poziom syntezy pierwszej nici (43). Obserwowane w tych warun-
kach sygna³y wskazuj¹ce na obecnoœæ transkryptów antysensowych by³y o po³owê
mniej liczne, za to powtarzalne; co wiêcej, ich poziom nie by³ skorelowany z pozio-
mem akumulacji nici sensowej. Na podstawie analiz RT PCR potwierdzono ogromn¹
skutecznoœæ tej prostej metody, wy¿sz¹ ni¿ stosowane w niektórych analizach
wstêpne filtrowanie danych (43,44).

Na inne Ÿród³o artefaktów w mikromacierzach dachówkowych wskazuj¹ Nelson
i wsp. (45). Wykazali oni, ¿e zastosowanie mikromacierzy o krótkich sondach (po-
ni¿ej 50 nt) ³¹cznie z metodami znakowania próby obejmuj¹cymi transkrypcjê in vitro

z promotora T7 oraz fragmentacjê aRNA powoduje, ¿e w grupie najsilniejszych za-
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notowanych sygna³ów znacz¹co wzrasta udzia³ niektórych sond o charakterystycz-
nym sk³adzie nukleotydowym. Autorzy powi¹zali te obserwacje z wystêpowaniem
pewnego motywu w sekwencji startera u¿ywanego do zapocz¹tkowania reakcji
transkrypcji in vitro i udowodnili, ¿e komplementarnoœæ sond do tego obszaru, na-
wet niepe³na i na bardzo krótkim odcinku (6-9 nukleotydów) jest wystarczaj¹ca do
hybrydyzacji z wyznakowanymi fragmentami aRNA pochodz¹cymi od startera, co
wp³ywa tak drastycznie na intensywnoœæ uzyskanego sygna³u.

Chocia¿ tego typu artefakty mo¿na w znacznym stopniu wyeliminowaæ post factum,
stosuj¹c odpowiednie filtry (44,45), to jednak bioinformatyczne metody równie¿ nie
s¹ doskona³e i dodatkowo mog¹ prowadziæ do omy³kowego wykluczenia niektórych
sygna³ów (43).

Na podstawie tych przyk³adów pokazano jak wiele dodatkowych czynników mo-
¿e wp³ywaæ na koñcowy wynik eksperymentu z zastosowaniem mikromacierzy da-
chówkowych. Tymczasem mo¿liwoœæ weryfikacji wszystkich uzyskanych rezultatów
mniej czu³ymi i specyficznymi metodami mo¿e byæ ograniczona, nie tylko ze wzglê-
du na koszty, lecz tak¿e z uwagi na bardzo niski poziom ekspresji badanych frag-
mentów genomu. Kolejnym problemem komplikuj¹cym w³aœciw¹ identyfikacjê tran-
skryptów, któremu nie s¹ w stanie zaradziæ nawet mikromacierze dachówkowe
o gêsto roz³o¿onych sondach, jest analiza sekwencji wielokrotnie powtarzaj¹cych
siê w genomie. Dok³adna analiza aktywnoœci transkrypcyjnej takich obszarów jest
niezwykle trudna, z uwagi na niemo¿noœæ odró¿nienia loci, bêd¹cych w³aœciwym
Ÿród³em obserwowanego sygna³u. Poza tym sumaryczny sygna³ uzyskany dla powta-
rzaj¹cych siê regionów, mo¿e w znacz¹cy sposób przewy¿szaæ sygna³ pochodz¹cy
od sekwencji wystêpuj¹cych w genomie tylko jeden raz. Przesuniêcie skali detekcji
w górê, niezbêdne dla prawid³owego odczytania takich sygna³ów przez skaner, spo-
woduje odciêcie wyników o najs³abszej fluorescencji. Dlatego regiony powtarzaj¹ce
siê s¹ czêsto nieuwzglêdniane na etapie projektowania mikromacierzy dachówko-
wych (27).

4. Wykorzystanie mikromacierzy dachówkowych w analizie transkryptomów

4.1. Mapowanie transkryptomu

Dziêki swoim w³aœciwoœciom, mikromacierze dachówkowe s¹ najintensywniej
wykorzystywane w badaniach transkryptomów dobrze poznanych organizmów mo-
delowych. W 2000 r. wykorzystano je do okreœlenia aktywnoœci transkrypcyjnej
ca³ego genomu E. coli (31), skupiaj¹c siê wszak¿e g³ównie na obszarach koduj¹cych
dotychczas scharakteryzowane geny. Wykryto w ten sposób ekspresjê prawie
wszystkich znanych genów, a tak¿e obecnoœæ licznych transkryptów z nici antysen-
sowej. Dwa lata póŸniej Tjaden i wsp., u¿ywaj¹c tych samych mikromacierzy, prze-
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badali transkryptom E. coli w trzynastu ró¿nych warunkach hodowlanych, co zaowo-
cowa³o zwiêkszeniem liczby znalezionych transkryptów o 25%: wœród 1102 nowych
transkryptów zidentyfikowano elementy znanych operonów, nowe otwarte ramki
odczytu, regiony 5’-UTR i 3’-UTR (ang. untranslated region, obszar nie ulegaj¹cy trans-
lacji), a tak¿e ma³e RNA i inne, nie zidentyfikowane wczeœniej transkrypty (46).

Do tej pory do organizmów doœæ dobrze scharakteryzowanych za pomoc¹ mi-
kromacierzy dachówkowych mo¿na zaliczyæ, oprócz E. coli, tak¿e dro¿d¿e (44),
C. elegans (47) muszkê owocow¹ (48-50), cz³owieka (33,35,36,51,52), a tak¿e takie
roœliny jak rzodkiewnik (53-55) i ry¿ (56-58). Cech¹ wspóln¹ wszystkich uzyskanych
t¹ drog¹ wyników, by³o stwierdzenie znacznie wy¿szej aktywnoœci transkrypcyjnej
genomów, ni¿ wskazywa³y na to dotychczasowa wiedza i przewidywania bioinfor-
matyczne. Miêdzy innymi zidentyfikowano szereg nowych: genów koduj¹cych bia³-
ka (33,49,59), eksonów bêd¹cych czêœci¹ specyficznych i nie wykrytych dot¹d form
splicingowych (33,49,56-58) czy te¿ regionów 3’ i 5’ UTR o niskim poziomie ekspre-
sji (33). Scharakteryzowano te¿ miejsca aktywne transkrypcyjnie, których ekspresja
prowadzi do powstania nie znanych wczeœniej RNA niekoduj¹cych bia³ek (ncRNA).
Najczêœciej miejsca takie ulokowane s¹ w obszarach miêdzygenowych i w intronach.
Ekspresjê obserwowano tak¿e w regionach centromerowych chromosomów, w pseu-
dogenach oraz w sekwencjach transpozonowych, powszechnie wystêpuj¹cych w ge-
nomach eukariotycznych (33,54-56,58).

Stwierdzono, ¿e ncRNA s¹ istotnym sk³adnikiem transkryptomów u wiêkszoœci
przebadanych dot¹d organizmów (17-20). Za wyj¹tek mo¿na uznaæ nicienie, repre-
zentowane przez C. elegans, u którego ncRNA stanowi jedynie kilkanaœcie procent
transkryptomu (47). Postulowany w przypadku nicieni niski poziom regulacji epige-
netycznej mo¿e byæ powodem, dla którego ten prosty organizm potrzebuje do pra-
wid³owego funkcjonowania a¿ 21 000 genów koduj¹cych bia³ka, co jest liczb¹ zbli¿o-
n¹ do liczby genów u znacznie bardziej skomplikowanych organizmów zwierzêcych
(47,60). Uwa¿a siê, ¿e u roœlin i zwierz¹t wy¿szych wysoki stosunek zawartoœci se-
kwencji niekoduj¹cych do koduj¹cych bia³ka jest wyznacznikiem udzia³u ncRNA
w regulacji ekspresji genów (17). Niektóre ncRNA nie s¹ silnie zakonserwowane
ewolucyjnie, co jednak nie œwiadczy o braku ich funkcjonalnoœci, czego przyk³adem
mo¿e byæ Xist, zaanga¿owany w inaktywacjê chromosomu X (61,62). Mo¿e okazaæ
siê, ¿e pewne ncRNA s¹ specyficzne dla pojedynczych gatunków albo dla gatunków
blisko spokrewnionych. Na przyk³ad, osiem nowo opisanych mysich ncRNA nie ma
swoich odpowiedników w genomie cz³owieka, co pozwala s¹dziæ, ¿e s¹ gatunkowo
specyficzne (ewentualnie mog¹ one byæ specyficzne dla wszystkich gryzoni, ponie-
wa¿ homologiczne sekwencje wykryto w genomie szczura) (63).

Do RNA niekoduj¹cych bia³ek zalicza siê tak¿e transkrypty nici antysensowej ob-
szarów koduj¹cych geny (33,53,56,58,60). Dopiero wyniki eksperymentów mikroma-
cierzowych pokaza³y na jak szerok¹ skalê zjawisko to wystêpuje w komórkach roœlin-
nych i zwierzêcych (33,56,58), nawet uwzglêdniaj¹c fakt, ¿e niektóre z dotychczaso-
wych analiz mog³y nie braæ pod uwagê udzia³u artefaktów w tej puli transkryptów
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(por. rozdz. 3). Uwa¿a siê, ¿e transkrypty antysensowe mog¹ blokowaæ polimerazê
RNA lub pe³niæ rolê substratów w biogenezie siRNA. W konsekwencji mog¹ uczestni-
czyæ w tworzeniu heterochromatyny i wyciszaniu odpowiedniej czêœci chromosomu
lub poszczególnych genów (28,56,64-66). Borsani i wsp. wykazali zale¿noœæ pomiê-
dzy zwiêkszeniem odpornoœci rzodkiewnika na zasolenie, a obni¿eniem aktywnoœci
genu P5CDH, którego transkrypty po po³¹czeniu ze swoim antysensowym odpowied-
nikiem SR05 stawa³y siê substratem do produkcji specyficznych siRNA (66). W bada-
niach przeprowadzonych przez Yamadê i wsp. wykazano, ¿e a¿ 30% genów rzod-
kiewnika kodowanych na nici sensowej ma swoje odpowiedniki na nici antysensowej
(53). Natomiast iloœæ genów posiadaj¹cych swój antysensowy odpowiednik w geno-
mie myszy szacuje siê na 70%, co, jak siê zdaje, potwierdza powszechny udzia³ tran-
skryptów antysensowych w epigenetycznej regulacji genów (64).

4.2. Badania funkcji nowych regionów aktywnych transkrypcyjnie

Odkrycie nowych jednostek aktywnych transkrypcyjnie w genomach sk³ania do
dalszych poszukiwañ, które pozwol¹ na przynajmniej czêœciowe rozpoznanie ich
funkcji i profilu ekspresji. Dlatego te¿ mikromacierze dachówkowe czêsto stosuje
siê w porównawczej analizie funkcjonalnej genomów, w sposób analogiczny do kla-
sycznych mikromacierzy ekspresyjnych (49,53,59,67). Doœwiadczenia takie s¹ Ÿród-
³em informacji o potencjalnej roli odkrytych transkryptów, daj¹ jednoczeœnie szansê
na wgl¹d w regulacjê wielu, dot¹d s³abo poznanych pod k¹tem genetycznym proce-
sów, takich jak embriogeneza, ró¿nicowanie tkanek, czy te¿ odpowiedŸ na warunki
stresowe.

Stosuj¹c mikromacierze dachówkowe reprezentuj¹ce ca³y genom rzodkiewnika,
scharakteryzowano i porównano regiony aktywne transkrypcyjnie w czterech rodza-
jach tkanek (z kwiatów, liœci, zawiesin komórkowych oraz korzeni) (53). Stwierdzo-
no znacz¹ce ró¿nice w ekspresji genów (w kwiatach 16% wszystkich transkryptów
stanowi³y produkty ekspresji genów zwi¹zanych z metabolizmem, w zawiesinach –
jedynie 6,5%). Dodatkowo zbadano wp³yw warunków wzrostu siewek (wzrost na
œwietle, w ciemnoœci i ch³odzie) na ekspresjê genów i wykazano, ¿e tylko 88% ge-
nów ulega³o transkrypcji we wszystkich przeanalizowanych przypadkach. Z kolei na
podstawie porównania z typem dzikim (ekotyp Columbia) dwóch mutantów rzod-
kiewnika dif1 i myb98, nie maj¹cych zdolnoœci do wytwarzania funkcjonalnych ma-
krospor wykazano, ¿e wiele specyficznych dla tego procesu genów kodowa³o ma³e,
najprawdopodobniej wydzielane bia³ka (przypuszczalnie cz¹steczki sygna³owe zwi¹-
zane z ostatnimi etapami rozwoju woreczka zal¹¿kowego) (59). Znane jest, ¿e mniej
ni¿ po³owa z nich jest reprezentowana na popularnej mikromacierzy ekspresyjnej
ATH1 dla rzodkiewnika, co wyraŸnie obrazuje przewagê mikromacierzy równomier-
nie pokrywaj¹cych genom w badaniach funkcjonalnych. Interesuj¹cym odkryciem
by³o równie¿ scharakteryzowanie 22 genów o wysokiej homologii do genu S1, od-
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powiadaj¹cego za samoniezgodnoœæ u maku, mimo ¿e wystêpuj¹cy u roœlin z ro-
dziny krzy¿owych typ samoniezgodnoœci ma zupe³nie inne pod³o¿e genetyczne. Co
wiêcej, wiêkszoœæ genów zwi¹zanych z rozwojem woreczka zal¹¿kowego ulega³a
wysokiej ekspresji jedynie w zal¹¿ni, wskazuj¹c na ich istotn¹ i specyficzn¹ rolê
w rozwoju gametofitu ¿eñskiego (59).

W badaniach dotycz¹cych rozwoju osi grzbietowo-brzusznej u muszki owoco-
wej charakteryzowano odpowiedŸ genów aktywowanych przez gradient bia³ek Dor-
sal (49). Dziêki zastosowaniu mikromacierzy dachówkowych wykryto 29 nowych ge-
nów bior¹cych udzia³ w regulacji prawid³owego przebiegu tego etapu rozwoju. Zi-
dentyfikowano tak¿e dodatkowe eksony, wchodz¹ce w sk³ad znanych wczeœniej
bia³ek, nie wykryte wczeœniej transkrypty oraz wykazano ekspresjê szeregu regio-
nów miêdzygenowych, koduj¹cych m.in. dwie cz¹steczki miRNA. Z kolei Stolc
i wsp., badaj¹c ró¿ne stadia rozwojowe muszki owocowej okreœlili, ¿e ekspresja
oko³o 15% genów jest zale¿na od stadium rozwojowego muszki, przy czym wiele
z nich nie zosta³o dot¹d scharakteryzowanych (67).

4.3. Badania porównawcze genomów

Mikromacierze dachówkowe zosta³y zastosowane równie¿ do porównywania
pokrewnych genotypów (58,67). Przyk³adowo, w wyniku analizy porównawczej ak-
tywnoœci transkrypcyjnej chromosomu 10 ry¿u, przeprowadzonej dla dwóch gatun-
ków: O. indica i O. japonica wykazano, ¿e dwie trzecie aktywnych transkrypcyjnie
miejsc wystêpuje u obu tych gatunków (58). Zauwa¿ono równie¿, ¿e poziom zacho-
wawczoœci sekwencji nowo odkrytych transkryptów miêdzy oboma gatunkami by³
podobny do poziomu zachowawczoœci znanych genów. Zjawisko doœæ silnej zacho-
wawczoœci nowych miejsc aktywnych transkrypcyjnie pomiêdzy blisko spokrewnio-
nymi organizmami zauwa¿ono tak¿e w genomach muszki owocowej D. melanogaster,
oraz D. pseudoobskura (67).

4.4. Inne zastosowania

Na podstawie omówionych wyników analiz – z wykorzystaniem mikromacierzy
dachówkowych – pokazano, ¿e wszystkie przebadane dot¹d genomy cechuj¹ siê:
1) wysok¹ zawartoœci¹ genów posiadaj¹cych alternatywne formy splicingowe,
2) obecnoœci¹ licznych transkryptów o bardzo niskim poziomie ekspresji i dot¹d nie
znanej funkcji, czêsto nie koduj¹cych bia³ek, 3) niezwykle powszechn¹ w genomach
ekspresj¹ z nici antysensowej oraz, 4) skomplikowanym mechanizmem regulacji
ekspresji. Zauwa¿ono równie¿, ¿e nie opisane wczeœniej miejsca aktywne transkryp-
cyjnie najliczniej wystêpuj¹ w regionach o niskiej zawartoœci zidentyfikowanych
dot¹d genów (56). Jest to zgodne z obserwacjami, ¿e zdecydowana wiêkszoœæ no-
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wych regionów podlegaj¹cych ekspresji odpowiada transkryptom nie koduj¹cym
bia³ek i wynika z braku wczeœniejszych dok³adnych analiz regionów miêdzygeno-
wych i intronów pod k¹tem potencjalnej aktywnoœci transkrypcyjnej oraz tego, ¿e
dotychczas stosowane metody nie by³y doœæ czu³e.

Mikromacierze dachówkowe prze¿ywaj¹ dynamiczny rozwój i znalaz³y ju¿ sze-
reg nowych zastosowañ, takich jak badanie poziomu metylacji DNA, poszukiwanie
nowych miejsc wi¹¿¹cych czynniki transkrypcyjne (ChIp-chip) czy detekcja zaburzeñ
w strukturze genomu (array-CGH) (26,28,68,69) (rys. 2), jednak nawet zwiêz³e ich
omówienie zdecydowanie wykracza poza ramy niniejszej pracy. W najbli¿szych la-
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Rys. 2. Zastosowanie mikromacierzy równomiernie pokrywaj¹cych genom w badaniach funkcjonal-
nych genomu.



tach mo¿na z pewnoœci¹ spodziewaæ siê rozwoju kolejnych zastosowañ dla mikro-
macierzy równomiernie pokrywaj¹cych genom oraz dalszego udoskonalenia metod
do ich analizy.

5. Podsumowanie

Jeden z najbardziej intryguj¹cych wniosków wyp³ywaj¹cych z zakoñczonych ju¿
projektów sekwencjonowania genomów kilku modelowych organizmów dotyczy³
fragmentów koduj¹cych bia³ka. Stwierdzono, ¿e wbrew wczeœniejszym oczekiwa-
niom stanowi¹ one zwykle jedynie niewielk¹ czêœæ genomu (u cz³owieka oko³o 3%).
W rezultacie szereg pytañ dotykaj¹cych tak fundamentalnych zagadnieñ jak: kodo-
wanie i uwalnianie informacji genetycznej, nadal pozostaje bez odpowiedzi. Co wiê-
cej, okaza³o siê, ¿e stosuj¹c dostêpne dotychczas metody badania procesu ekspresji
genów nie jesteœmy w stanie dowiedzieæ siê, jak funkcjonuje zasadnicza czêœæ geno-
mu. Ciekaw¹ prób¹ zmierzenia siê z tym problemem jest opracowanie nowego typu
mikromacierzy zwanych dachówkowymi. Pozwalaj¹ one na jednoczesn¹ analizê ak-
tywnoœci transkrypcyjnej ca³ego genomu, a dziêki zastosowaniu odpowiednich me-
tod statystycznych daj¹ mo¿liwoœæ bezpoœredniego porównania wyników uzyska-
nych dla wielu ró¿nych tkanek, czy stadiów rozwojowych. S¹ równie¿ wystarczaj¹co
czu³e, aby umo¿liwiæ detekcjê transkryptów obecnych w bardzo niewielkich ilo-
œciach. Dodatkowo ich projektowanie wymaga „jedynie” znajomoœci pe³nej sekwen-
cji nukleotydowej genomu. Szersze zastosowanie mikromacierzy dachówkowych
ju¿ w nied³ugim czasie mo¿e, jak siê wydaje, zrewolucjonizowaæ nasze pogl¹dy na
temat wielu procesów zwi¹zanych z ekspresj¹ informacji genetycznej (60).

Opracowanie powsta³o w ramach realizacji zamawianego projektu badawczego finansowanego
przez MNiSW: nr PBZ-MNiSW-2/3/2006/32.
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