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S u m m a r y

A major progress has been made in the last decade in the understanding of
molecular mechanisms involved in plant responses to stresses. This has been
achieved by application of a high-throughput genomics tools. Transcriptome
analysis based on the DNA microarray technique has proved its effectiveness in
studies of genome level responses to environmental changes and genetic ma-
nipulations. From the perspective of a decade, DNA microarrays serve as an in-
valuable tool for global gene expression analyses, unravelling new information
about genes, pathways and their transcriptional regulation networks. In this re-
view, we present applications of the DNA microarrays and a basic analysis of
microarray data in relation to the transcriptional response of plants to ozone
and drought stresses.
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1. Wprowadzenie

W ka¿dym ¿ywym organizmie geny oraz kodowane przez nie
bia³ka funkcjonuj¹ w niezwykle z³o¿ony, œciœle zorganizowany
sposób. Liczne sieci oddzia³ywañ i ich regulacja bêd¹ca pod wp³y-
wem nawet nieznacznie zmieniaj¹cych siê czynników genetycz-
nych, jak i œrodowiskowych, wymagaj¹ od badacza wprowadze-
nia w³aœciwych metod badawczych pozwalaj¹cych na efektywn¹
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obserwacjê i jednoczesne zbieranie wielu danych eksperymentalnych. Niezbêdnym
etapem tych prac jest gromadzenie i szybkie przetwarzanie informacji, co prowadzi
do szerokiej interpretacji wyników. Jednym z pierwszych narzêdzi genomiki funk-
cjonalnej w masowej analizie ekspresji genów by³a mikromacierz DNA (1). Pozwala
ona na analizê ekspresji tysiêcy genów dla wielu prób biologicznych jednoczeœnie.
W ostatniej dekadzie technologia mikromacierzy DNA sta³a siê wa¿nym narzêdziem
badawczym ze wzglêdu na prostotê i masowoœæ analizy. W wielu przypadkach, do-
tychczas skonstruowane mikromacierze DNA stwarzaj¹ mo¿liwoœæ analizy organiz-
mów blisko spokrewnionych o nie znanych jeszcze sekwencjach genomowych.
Obecnie, mikromacierze DNA wykorzystuje siê w wielu dziedzinach biologii ekspe-
rymentalnej, pocz¹wszy od taksonomii, a skoñczywszy na diagnostyce medycznej.
Ich znaczenie wzros³o wraz z dopracowaniem metodycznym kilku elementów np.
amplifikacji DNA przeznaczonego do nadruku, warunków hybrydyzacji, znakowania
DNA i skanowania obrazu mikromacierzowego, które zapewnia powtarzalnoœæ pro-
cesu obróbki danych z mikromacierzy. Obecnie w eksperymentach, w których wyko-
rzystuje siê technikê mikromacierzy DNA, generuje siê powtarzalne dane o wysokiej
jakoœci, stanowi¹ce cenn¹ informacjê biologiczn¹. Stosowane protoko³y dotycz¹
dwóch g³ównych typów mikromacierzy DNA: mikromacierzy cDNA oraz tzw. chipów
genowych produkowanych przez firmy Affymetrix i Agilent.

Alternatyw¹ dla stosunkowo drogich mikromacierzy s¹ makromacierze na mem-
branach nylonowych, przygotowywane bezpoœrednio przez zainteresowane labora-
toria. Ze wzglêdu jednak na nieperspektywicznoœæ makromacierzy, wynikaj¹c¹
z niemo¿noœci zautomatyzowania konstrukcji i analizy, podejœcie to nie bêdzie
omawiane w tym opracowaniu.

Rozwojowi techniki mikromacierzy DNA towarzyszy tak¿e udoskonalanie narzê-
dzi wykorzystywanych w jej przygotowaniu i analizie wyników. Instrumenty u¿ywa-
ne do nadruku sond, modyfikacje pod³o¿y i rodzaje op³aszczeñ p³ytki, udoskonala-
nie skanerów to przyk³ad „ma³ej rewolucji” myœli technicznej. Tworzenie komercyj-
nych i publicznie dostêpnych programów, skryptów oraz baz danych dla ekspery-
mentów mikromacierzowych ma na celu gromadzenie szczegó³owych informacji.
Wreszcie, doskonalenie metod weryfikuj¹cych proces obróbki mikromacierzy DNA
równie¿ przyczyni³o siê do prawid³owej analizy i interpretacji eksperymentu tran-
skryptomicznego.

Uniwersalnoœæ mikromacierzy DNA odzwierciedla siê w ich szerokim zastosowa-
niu do celów innych ni¿ profilowanie ekspresji genów (2-4). Aktualnie, mikromacie-
rze DNA wykorzystuje siê do genotypowania, okreœlania liczby kopii genów, mapo-
wania, sekwencjonowania oraz badania oddzia³ywañ miêdzy cz¹steczkami (5-7).
Technologia ta umo¿liwia nie tylko kontynuacjê szczegó³owych badañ nad struktur¹
genomu, ale przede wszystkim badanie funkcji genów (8,9). W Polsce dostêpne s¹
obecnie cztery platformy oferuj¹ce wykonanie analizy transkryptomicznej z wyko-
rzystaniem mikromacierzy DNA (Instytut Onkologii w Gliwicach, Instytut Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, oraz Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warsza-
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wie) i masowego PCR w czasie rzeczywistym (Instytut Biologii Molekularnej i Bio-
technologii UAM w Poznaniu).

Pomimo wielu mo¿liwoœci jakie stwarza u¿ycie mikromacierzy DNA, ich wyko-
rzystanie do profilowania ekspresji genów wci¹¿ przewa¿a w porównaniu do pozo-
sta³ych zastosowañ. W tej pracy przedstawimy wybrane aspekty projektowania do-
œwiadczenia mikromacierzowego i analizy danych, oraz podsumujemy postêpy
w transkryptomice stresu u roœlin, by zademonstrowaæ korzyœci, jakie p³yn¹ z zasto-
sowania masowej analizy ekspresji genów w badaniach dotycz¹cych odpowiedzi
roœlin na stresy abiotyczne takie jak susza i podwy¿szony poziom ozonu w œrodowisku.

2. Rodzaje mikromacierzy DNA i ich zastosowanie

W rozwoju technologii mikromacierzowej wyró¿niæ mo¿na dwa podstawowe
systemy: mikromacierze cDNA i mikromacierze oligonukleotydowe. Te ostatnie, ze
wzglêdu na technikê nanoszenia sond DNA na p³ytkê, dziel¹ siê na mikromacierze
„drukowane” i syntezowane in situ. Przyk³adem tych mikromacierzy s¹ chipy geno-
we firmy Affymetrix lub mikromacierze oligonukleotydowe firmy Agilent. Chocia¿
wszystkie wymienione typy mikromacierzy DNA s¹ u¿ywane do analiz transkrypto-
micznych, tj. analizy ekspresji genów, przedstawione warianty s¹ zasadniczo ró¿ne.
W przypadku mikromacierzy cDNA, nadrukowywane s¹ stosunkowo d³ugie fragmen-
ty DNA (EST). Z technicznego punktu widzenia, najistotniejszymi cechami odró¿-
niaj¹cymi je od mikromacierzy oligonukleotydowych jest wspomniana d³ugoœæ sond
i znacznie mniejsza ich liczba na jednej p³ytce. Do jej zalet nale¿y zaliczyæ mo¿li-
woœæ dowolnego ukierunkowania badañ, np. poprzez wybór mniejszych zestawów
genów dla wiêcej ni¿ jednego gatunku oraz ich zastosowanie w badaniach gatun-
ków roœlin o s³abo poznanym genomie. Wybór sond genowych do tego typu mikro-
macierzy dostosowywany jest do celu badañ i opiera siê g³ównie na dostêpnych da-
nych literaturowych. Istotnym elementem projektowania takiej p³ytki jest uwzglêd-
nienie kontroli hybrydyzacji i czystoœci materia³u. Wad¹ tego podejœcia jest elimina-
cja genów, których funkcja nie zosta³a poznana.

Mikromacierze oligonukleotydowe s¹ przygotowywane poprzez syntezê in situ

(Affymetrix) lub nadruk konwencjonalnie zsyntetyzowanych oligonukleotydów. Ten
typ mikromacierzy DNA, poza analiz¹ ekspresji genów, znalaz³ zastosowanie przy
wykrywaniu mutacji, mapowaniu oraz analizie ekspresji w obrêbie rodzin geno-
wych.

Projektowanie oligonukleotydów do analiz mikromacierzowych jest zadaniem
wymagaj¹cym znajomoœci wszystkich sekwencji koduj¹cych badanego organizmu.
Produkcja ró¿nych mikromacierzy zwiêksza siê wraz z postêpem prac nad sekwen-
cjonowaniem nowych genomów i/lub kolekcji klonów cDNA. Firma Affymetrix udo-
stêpnia obecnie w swojej ofercie chipy DNA z nadrukowanymi oligomerami o d³ugo-
œci 25 nukleotydów dla 11 ró¿nych gatunków roœlin (tab.). Dostêpne chipy firmy
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Affymetrix dla cytrusów, lucerny oraz soi oprócz 25–nukleotydowych sekwencji
sond genowych, zawieraj¹ równie¿ sekwencje patogenów specyficznych dla danego
gatunku.

T a b e l a

Lista chipów DNA Affymetrix s³u¿¹cych do analiz ekspresji genów

Gatunek Chip
Liczba transkryptów

na chipie

Liczba dostêpnych
ESTów

Liczba poznanych genów

www.ncbi.nlm.nih.gov

rzodkiewnik Arabidopsis ATH1 Genome Array 24k 1 526 133 ** 32 029

ry¿ Rice Genome Array ~ 49k 1 220 261 ** 29 424

cytrusy Citrus Genome Array ~ 33k 19 294 142

bawe³na Cotton Genome Array ~ 21k 265 833 131

kukurydza Maize Genome Array ~ 14k 1 462 612 2019

lucerna Medicago Genome Array ~ 49k 261 522 114

topola Poplar Genome Array ~ 56k 409 702 275

soja Soybean Genome Array ~ 35k 394 370 1245

pomidor Tomato Genome Array ~ 9k 258 943 1195

winogrono Vitis vinifera (Grape) Array ~ 15,5k 352 984 140

pszenica Wheat Genome Array ~ 54k 1 050 414 1492

**znana sekwencja genomu

Czu³oœæ oraz powtarzalnoœæ eksperymentów z udzia³em mikromacierzy oligonu-
kleotydowych mo¿na zwiêkszyæ stosuj¹c oligomery d³u¿sze ni¿ 25 nukleotydów. Za-
pewnia to specyficznoœæ hybrydyzacji w obrêbie rodzin genowych zmniejszaj¹c ry-
zyko wyst¹pienia hybrydyzacji krzy¿owych. Wychodz¹c tym wymaganiom naprze-
ciw, firma Agilent zaproponowa³a rozwi¹zanie w postaci 60-nukleotydowych sond
dla dwóch gatunków: Arabidopsis thaliana (na jednej mikromacierzy ³¹cznie 40 000
sekwencji genów) i ry¿u (³¹cznie ponad 42 000 sekwencji).

Oligonukleotydowe mikromacierze DNA stanowi¹ cenn¹ alternatywê metodycz-
n¹ w identyfikacji i analizie ekspresji transkryptów powstaj¹cych w procesie alterna-
tywnego splicingu. Obecnie stosuje siê mikromacierze DNA dla kilku ró¿nych gatun-
ków ³¹cznie: Made-to-Order Arrays (Affymetrix) oraz Custom Gene Expression
Microarrays (Agilent). Ponadto, miêdzynarodowe inicjatywy badawcze tworz¹ nowe
rozwi¹zania w dziedzinie mikromacierzy. Dostêpne s¹ na przyk³ad p³ytki mikroma-
cierzowe zawieraj¹ce d³u¿sze oligonukleotydy (70 pz), które konstruowane by³y
w ramach projektów badawczych dotycz¹cych genomu ry¿u „Rice Oligonucleotide
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Array Project” (www.ricearray.org) i kukurydzy „Maize Oligonucleotide Array Pro-
ject” (www.maizearray.org).

Najnowszym osi¹gniêciem w dziedzinie mikromacierzy DNA s¹ tzw. nanochipy
(10). Matryc¹ mo¿e tu byæ zarówno twarde pod³o¿e, do którego przyczepia siê
tysi¹ce próbek DNA, jak równie¿ dwuniciowy DNA z bakteriofaga M13, który zawie-
ra sekwencje komplementarne do RNA docelowego genu. Nanomacierz mo¿na wy-
korzystaæ do detekcji nawet pojedynczych cz¹steczek RNA (www.biotechnolog.net).

Zakres mo¿liwoœci poznawczych mikromacierzy DNA nie musi ograniczaæ siê do
analiz ekspresji sekwencji koduj¹cych bia³ka. Mikromacierze z sekwencjami repre-
zentuj¹cymi miliony ró¿nych fragmentów genomu, wraz z ich wariantami, zastoso-
wano w metodzie zwanej Whole Genom Tiling Array. Tutaj sondy w postaci krótkich
25-70–nukleotydowych oligomerów reprezentuj¹ niepowtarzaj¹ce siê sekwencje
DNA ca³ego genomu. Tiling microarray pozwala nie tylko pe³niej scharakteryzowaæ
transkryptom i identyfikowaæ nowe geny, ale tak¿e badaæ ich ró¿ne izoformy spli-
cingowe, rolê metylacji DNA w regulacji ekspresji genów, okreœlaæ precyzyjnie miej-
sca wi¹zania czynników transkrypcyjnych (11) oraz ró¿norodnoœæ sekwencji regula-
torowych w promotorach (12). Obecnie, dostêpne s¹ kolejne tego typu mikromacie-
rze dla genomu Arabidopsis thaliana: GeneChip® Arabidopsis Tiling 1.0R Array (Affy-
metrix) oraz Custom Tiling Microarrays (Agilent). Niew¹tpliwie, technika „tiling”
wnosi znaczny postêp do badañ nad regulacj¹ procesów biologicznych na poziomie
RNA.

3. Planowanie eksperymentu z u¿yciem mikromacierzy DNA

Zasady, które powinny byæ przestrzegane podczas przygotowywania ekspery-
mentu z u¿yciem mikromacierzy DNA, a tak¿e na etapie weryfikacji i interpretacji
wyników, oceny powtarzalnoœci, oraz sposoby dokumentowania zawarte s¹ w for-
macie MIAME (ang. Minimum Information About Microarray Experiment) (13). Format
ten wyznacza przejrzyste regu³y planowania i przygotowywania eksperymentu mi-
kromacierzowego, a rygorystyczne przestrzeganie tych wytycznych pomo¿e w wyjaœ-
nieniu postawionych problemów badawczych i hipotez.

Jednym z czynników determinuj¹cych wybór platformy mikromacierzowej jest
iloœæ materia³u biologicznego do badañ; z nim wi¹¿e siê tak¿e zagadnienie liczby
i jakoœci stosowanych powtórzeñ hybrydyzacji w eksperymencie. Iloœæ wyjœciowego
RNA u¿ywana do pojedynczej hybrydyzacji jest uwarunkowana m. in. sposobem
jego izolacji i w³aœciwoœciami badanej tkanki. Stosowanie powtórzeñ hybrydyzacji,
poza wzglêdami statystycznymi, ma na celu zwiêkszenie detekcji poziomu zmian –
im wiêcej replikacji, tym ni¿sze krotnoœci wzrostu/spadku transkrypcji bêdziemy
w stanie zweryfikowaæ. Liczba powtórzeñ musi spe³niaæ wymagania statystyki, a ich
charakter (powtórzenia biologiczne i techniczne) mo¿e wynikaæ ze specyfiki ekspe-
rymentu, np. charakteru zastosowanego czynnika stresowego, natê¿enia obserwo-

Mikromacierze DNA i ich zastosowanie w badaniach ekspresji genów u roœlin

BIOTECHNOLOGIA 4 (83) 131-143 2008 135



wanego efektu, zmiennoœci osobniczej, a tak¿e za³o¿onego % wyników fa³szywie
pozytywnych. Poniewa¿ wp³yw tych czynników na jakoœæ wyników nie jest okreœlo-
ny, sugeruje siê przeprowadzaæ kilkukrotne powtórzenia hybrydyzacji dla ka¿dego
wariantu doœwiadczenia (14).

Z uwagi na matematyczne transformacje, którym s¹ poddawane bezwzglêdne
wartoœci sygna³u uzyskane w wyniku hybrydyzacji uwa¿a siê, ¿e mikromacierz jest
technik¹ pó³iloœciow¹. Dlatego istotnym elementem analiz z u¿yciem mikromacie-
rzy DNA jest weryfikacja poziomu sygna³u otrzymanego w procesie normalizacji.
Analiza ta wymaga zaadaptowania metod iloœciowych okreœlaj¹cych poziom ekspre-
sji genu, któr¹ aktualnie jest metoda PCR w czasie rzeczywistym. Porównuje siê
wartoœci poziomu zmian ekspresji dla wybranych genów obserwowane w analizie
danych pochodz¹cych z mikromacierzy i otrzymanych alternatywn¹ metod¹ (15). Za-
uwa¿ono, ¿e poziom zmian uzyskany w wyniku analizy mikromacierzowej jest za-
ni¿ony w porównaniu do eksperymentów kontrolnych przeprowadzonych przy u¿y-
ciu technik iloœciowych. Prawid³owoœæ taka jest uzasadniona wy³¹cznie dla genów
o okreœlonym natê¿eniu sygna³u i jest zwi¹zana ze stosowan¹ procedur¹ normaliza-
cji. W analizie wykorzystuje siê równie¿ za³o¿one minimalne wartoœci wzrostu lub
spadku poziomu sygna³u jako dodatkowy wyznacznik prawdopodobieñstwa wykry-
tej zmiany w poziomie transkrypcji. Zazwyczaj za istotn¹ i powtarzaln¹ zmianê
przyjmuje siê 2-krotny wzrost lub zahamowanie ekspresji, bez wzglêdu na poziom
sygna³u. Jednoczeœnie jest to najni¿sza przyjmowana wartoœæ wzrostu/spadku tran-
skrypcji zmierzona w eksperymentach kontrolnych, wynikaj¹ca z rodzaju stosowa-
nych narzêdzi pomiarowych i algorytmów przetwarzaj¹cych dane iloœciowe.

4. Obróbka i analiza danych mikromacierzowych

Zmiennoœæ intensywnoœci sygna³u obserwowana po skanowaniu obrazu mikro-
macierzy DNA wynika z technicznej obróbki mikromacierzy (tzw. b³¹d systematycz-
ny), a nie biologicznej ró¿norodnoœci prób. Dlatego najwa¿niejszym etapem do-
œwiadczenia z u¿yciem mikromacierzy DNA jest w³aœciwa normalizacja poziomu sy-
gna³ów otrzymanych bezpoœrednio po hybrydyzacji. Normalizacja danych stanowi
g³ówny etap poprzedzaj¹cy w³aœciw¹ analizê profilu ekspresji genów. Usuwa zmien-
noœæ techniczn¹ i umo¿liwia porównywanie ekspresji w relatywnej skali, podkreœ-
laj¹c w ten sposób podobieñstwo wzorów ekspresji. Dlatego postêp techniczny
w przygotowaniu i obróbce mikromacierzy DNA, oraz weryfikacja zmian w pozio-
mie transkrypcji dla genów o niskiej ekspresji, wyznacza kierunek rozwoju metod
normalizacji. Od w³aœciwie przeprowadzonej normalizacji zale¿y jakoœæ gromadzo-
nych danych. Wybór metody normalizacji jest konsekwencj¹ zastosowanego typu
mikromacierzy i rodzaju znakowania. Na pocz¹tku wykonuje siê normalizacjê da-
nych w obrêbie jednej mikromacierzy, nastêpnie normalizacjê miêdzy wszystkimi
p³ytkami wchodz¹cymi w sk³ad eksperymentu. Ka¿da p³ytka mo¿e charakteryzowaæ
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siê swoistym rozk³adem logarytmu wspó³czynnika intensywnoœci sygna³u i, na tym
etapie, poszczególne hybrydyzacje nie powinny byæ porównywane miêdzy sob¹. Po-
równanie poziomu ekspresji miêdzy p³ytkami jest mo¿liwe dopiero po przeprowa-
dzeniu normalizacji, zwanej skalowaniem. Znanych jest wiele metod normalizacji,
m. in. normalizacja globalna (16), normalizacja RMA (17) czy normalizacja Lowess
(18,19). Przy wyborze algorytmu istotny jest równie¿ fakt, ¿e stosowane algorytmy
nie koryguj¹ jednoznacznie i porównywalnie sygna³ów o bardzo wysokiej i niskiej
intensywnoœci. Dlatego ka¿da procedura normalizacji generuje swoisty rozk³ad in-
tensywnoœci sygna³ów, a tym samym inn¹ liczbê genów o zró¿nicowanej ekspresji.
By zilustrowaæ te zale¿noœci, warto przytoczyæ porównanie wyników dwóch norma-
lizacji stosowanych w analizach z u¿yciem chipów firmy Affymetrix – normalizacje
dCHIP i RMA (20). Obie normalizacje generowa³y ró¿ny rozk³ad intensywnoœci sy-
gna³ów na mikromacierzach, co bezpoœrednio wp³ywa³o m. in. na liczbê genów
uwzglêdnianych do dalszych analiz oraz na poziom wzrostu lub spadku ekspresji
tych genów. Przeprowadzone porównanie wykaza³o równie¿, ¿e algorytm dCHIP,
w przeciwieñstwie do RMA, nie jest tak skuteczny w normalizacji sygna³ów o niskim
poziomie. Natomiast na podstawie wyników uzyskanych podczas weryfikacji ekspe-
rymentu mikromacierzowego wykazano, ¿e sygna³y poddane normalizacji RMA po-
siada³y 96,6% zgodnoœci ze zmianami (spadek/wzrost poziomu transkrypcji) odnoto-
wanymi metod¹ PCR w czasie rzeczywistym. Na tej podstawie uznano, ¿e RMA jest
w³aœciwsz¹ metod¹ normalizacji dla chipów firmy Affymetrix. Chocia¿ analiza mikro-
macierzy DNA prowadzi do tworzenia list genów zmieniaj¹cych poziom transkrypcji
w zale¿noœci od zastosowanego czynnika, istotniejsze jest, które z tych genów maj¹
decyduj¹cy wp³yw na obserwowany profil. Do identyfikacji genów o zró¿nicowanym
poziomie transkrypcji wykorzystuje siê obecnie metody statystyczne (15). S³u¿¹ one
do okreœlenia zmiany w poziomie transkrypcji dla jak najwiêkszej liczby genów przy
jak najni¿szym odsetku wyników fa³szywie pozytywnych (14). W zwi¹zku z faktem,
¿e konwencjonalnie stosowane testy statystyczne przypisuj¹ najni¿sze wartoœci
prawdopodobieñstwa genom o bardzo niskiej intensywnoœci sygna³u, obserwuje siê
tendencjê do przeprowadzania analiz statystycznych na grupach wstêpnie wyselek-
cjonowanych genów.

Wa¿n¹ przes³ank¹ do interpretacji wyników w badaniach mikromacierzowych
jest okreœlenie zwi¹zku miêdzy poziomem transkryptu a sekwencj¹ genu. To zada-
nie realizowane jest na kilka sposobów i s³u¿y jednemu celowi: poznaniu biolo-
gicznego znaczenia informacji, jaka kryje siê za obszern¹ list¹ genów ulegaj¹cych
zró¿nicowanej transkrypcji. Biologiczna interpretacja danych stwarza wiele trud-
noœci wynikaj¹cych z faktu, ¿e produktowi genu mo¿na przypisaæ wiêcej ni¿ jedn¹
funkcjê. Takie uogólnienie informacji o funkcji genów podkreœla z³o¿onoœæ proce-
sów biologicznych w komórce i problematycznoœæ analiz mikromacierzowych. Dla-
tego analizê funkcjonaln¹ genów w eksperymentach mikromacierzowych rozpo-
czyna siê od klasyfikacji grup genów o zró¿nicowanej transkrypcji lub okreœlaniu
kategorii funkcjonalnych, które s¹ czêœciej reprezentowane w analizowanych da-
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nych w odniesieniu do ich zestawów kontrolnych. Zalet¹ tej klasyfikacji jest
³atwoœæ budowania w dalszej analizie sieci interakcji (zwi¹zków przyczyno-
wo-skutkowych) pomiêdzy genami (zale¿noœæ typu gen-gen), kategoriami funkcjo-
nalnymi (zale¿noœæ typu termin-termin) czy genami a kategoriami funkcjonalnymi
(zale¿noœæ typu gen-termin). W póŸniejszym etapie prac, opisywane podejœcie
mo¿e byæ pomocne tak¿e w tworzeniu list potencjalnych oddzia³ywañ miêdzy
bia³kami, okreœlaniu zwi¹zków miêdzy genami a obserwowanym fenotypem, oraz
analizie kontroli transkrypcyjnej procesów metabolicznych. Narzêdziem, które
umo¿liwia interpretacjê wyników s¹ analizy matematyczne m. in. analizy skupieñ
(6,21,22), a tak¿e bardziej zaawansowane podejœcia zwi¹zane z eksploatacj¹ da-
nych (data mining) i korzystaj¹ce z metod rozpoznawania wzorców (23). Podejœcia
te umo¿liwiaj¹ identyfikacjê grup genów ulegaj¹cych podobnej ekspresji, two-
rz¹cych regulony, czyli grupy genów regulowanych wspólnie. Okreœlenie hipote-
tycznych regulonów umo¿liwi uporz¹dkowanie obserwacji oraz eliminacjê nie-
istotnych kategorii funkcjonalnych. Ponadto, u¿ycie tych metod powinno polep-
szaæ wykrywalnoœæ wspólnych domen funkcjonalnych (np. domen bia³kowych)
i motywów (np. motywów w promotorach genów), co tak¿e podkreœla funkcjo-
naln¹ wspó³zale¿noœæ czêœci genów.

W przypadku analiz promotorów genów ulegaj¹cych podobnej ekspresji, upo-
rz¹dkowanie genów we wspólnie regulowane zestawy sprzyja identyfikacji moty-
wów promotorowych, które przypuszczalnie determinuj¹ obserwowane wzory eks-
presji. Pocz¹tkowo, nie uwzglêdniano z³o¿onoœci procesu transkrypcji w analizie
promotorów. By³o to tak¿e zwi¹zane z brakiem zaawansowanych metod i progra-
mów. Dlatego analizy polega³y g³ównie na prostej identyfikacji motywów w rejo-
nach promotorowych badanych genów. Aktualnie, metodykê analiz promotorowych
dopasowano do istniej¹cych wymagañ, uwzglêdniaj¹c z³o¿on¹ regulacjê procesu
transkrypcji, która wynika ze wspó³dzia³ania wielu czynników transkrypcyjnych. Po-
równywanie zidentyfikowanych sekwencji promotorowych pomiêdzy zestawami ge-
nów o przeciwnym profilu ekspresji, w powi¹zaniu z ich modelowaniem (dodawanie
lub wykluczanie motywów z kombinacji) pomaga okreœliæ, jaki zestaw motywów
mo¿e byæ odpowiedzialny za obserwowany wzór ekspresji.

5. Informacje uzyskiwane z eksperymentu mikromacierzowego

Nawet w najprostszych systemach biologicznych dochodzi do skoordynowanej
aktywacji wielu procesów biologicznych, które s¹ regulowane na trzech poziomach:
transkryptomicznym, proteomicznym i metabolicznym. Dlatego, by w pe³ni zrozu-
mieæ dane pochodz¹ce z analizy mikromacierzy DNA nale¿a³oby rozpatrywaæ je
w ich kontekœcie biologicznym. Pomimo faktu, ¿e mikromacierze DNA ujawniaj¹
kompleksowoœæ funkcjonowania organizmu, jego fenotyp zaledwie w czêœci okreœ-
lany jest przez transkryptom. Zatem analizy mikromacierzowe, choæ klarownie od-
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daj¹ stan fizjologiczny (kondycjê) organizmu w danym momencie, nie pozwalaj¹ na
okreœlenie stopnia integracji uzyskanej informacji z pozosta³ymi poziomami ekspre-
sji genów. Dotychczas, przeniesienie informacji z analiz transkryptomicznych na
profil bia³kowy mia³ pewne merytoryczne uzasadnienie: regulacja ekspresji bia³ek
na poziomie transkrypcji jest o wiele bardziej wydajna w porównaniu z regulacj¹
posttranskrypcyjn¹. Dlatego informatywnoœæ analiz profilu ekspresji genów jest wy-
soce pomocna w okreœlaniu funkcji genów, identyfikacji mechanizmów regulatoro-
wych i analizie szlaków biochemicznych. Nale¿y pamiêtaæ, ¿e analiza sieci szlaków
metabolicznych, bez znajomoœci ekspresji kontroluj¹cych je genów mo¿e prowadziæ
do b³êdnych wniosków.

Do profilowania transkrypcji u¿ywa siê wielu zaawansowanych metod i narzêdzi
bioinformatycznych. Otrzymany wynik zale¿y od przyjêtych parametrów i wstêpnej
obróbki danych, w tym g³ównie zastosowanej procedury normalizacji. Nale¿y zatem
pamiêtaæ, ¿e wnioski wyci¹gane na podstawie badañ z u¿yciem mikromacierzy DNA,
szczególnie analiz in silico, maj¹ charakter hipotetyczny i wymagaj¹ dalszej weryfika-
cji eksperymentalnej.

6. Transkryptomika stresu u roœlin

Analiza profili ekspresji genów jest niezwykle pomocna w identyfikacji funkcji
genów i badaniu mechanizmów reguluj¹cych ekspresjê genów w odpowiedzi na
czynniki zewnêtrzne. Dlatego metoda mikromacierzy DNA jest szeroko stosowana
w badaniach odpowiedzi roœlin na stres. Chocia¿ dane literaturowe dostarczaj¹ in-
formacji o profilowaniu transkrypcji dla wszystkich rodzajów stresów, w tym opra-
cowaniu skupimy siê na dwóch najwa¿niejszych: stresie ozonowym i suszy, które s¹
od dawna intensywnie badane w kontekœcie identyfikacji mechanizmów regulu-
j¹cych odpowiedŸ roœlin na stres, tak¿e przez nasz zespó³.

Stres ozonowy i susza nale¿¹ do bardzo uci¹¿liwych i szkodliwych czynników
œrodowiska wp³ywaj¹cych na wegetacjê roœlin, obni¿aj¹c produktywnoœæ upraw
i kondycjê obszarów leœnych (24-26). Identyfikacja mechanizmów molekularnych
przyczyniaj¹cych siê do wzrostu odpornoœci roœlin na oba stresy sta³a siê g³ównym
wyzwaniem dla wielu laboratoriów. Niew¹tpliwie szybki rozwój technik mikroma-
cierzowych dostarczy³ nowych informacji dotycz¹cych odpowiedzi i adaptacji roœlin
do obu warunków stresowych. W tych eksperymentach wykorzystywano szeroki wa-
chlarz dostêpnych konstrukcji i platform mikromacierzowych (15,20,27-29). W wiêk-
szoœci przeprowadzone eksperymenty i analizy mikromacierzowe nie mia³y na celu
prostej identyfikacji genów uruchamianych w odpowiedzi na stres (15,29), ale pro-
jektowano je, by poznaæ sieæ zale¿noœci miêdzy genami i jej regulacjê (20,29,30).
Nale¿y równie¿ nadmieniæ, ¿e w analizach tych pokazano u¿ytecznoœæ dostêpnych
narzêdzi bioinformatycznych do pozyskiwania nowych informacji o zró¿nicowaniu
transkryptomu w warunkach obu stresów.
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Analizy transkryptomiczne stresu ozonowego mia³y na celu: identyfikacjê ró¿nic
w poziomie transkrypcji genów nale¿¹cych do rodzin wielogenowych; identyfikacjê
genów zwi¹zanych ze stresem oksydacyjnym (15,28); identyfikacjê oddzia³ywañ
miêdzy sygnalizacj¹ kwasu abscysynowego (ABA) a sygnalizacj¹ reaktywnych form
tlenu (RFT)(20); dotyczy³y tak¿e oszacowania specyficznoœci sygnalizacji RFT (31);
oraz okreœlenia zmian w profilu ekspresji genów u ekotypów Arabidopsis ró¿ni¹cych
siê podatnoœci¹ na stres ozonowy (32). Analizy te zaowocowa³y m. in. identyfikacj¹
nowych genów uczestnicz¹cych w transkrypcyjnej regulacji metabolizmu roœlin
w tym stresie, a tak¿e ujawni³y nowe szlaki reguluj¹ce poziom tolerancji roœlin na
stres ozonowy (20,28).

Analizy transkryptomiczne w stresie suszy s¹ nastawione g³ównie na identyfika-
cjê mechanizmów molekularnych odpowiedzi na stres (20,29) i typowanie genów,
których modyfikacje mog¹ potencjalnie zwiêkszyæ poziom odpornoœci roœlin u¿yt-
kowych (29). W pierwszym przypadku istotnym elementem badañ jest analiza dyna-
miki odpowiedzi na stres i dotyczy ona g³ównie porównania szybkiej i ostrej odpo-
wiedzi z ³agodnym i stopniowym ubytkiem wody podobnie do warunków natural-
nych (33). W drugim przypadku maj¹ charakter ogólny i s¹ wielow¹tkowym opraco-
waniem profilu transkrypcyjnego roœliny w stresie. Koncepcja ogólnoœci tych analiz
spowodowa³a, ¿e uzyskane wyniki najczêœciej dotycz¹ tej czêœci genów, których za-
chowanie jest ju¿ znane i nie zawsze musi byæ zwi¹zane z procesem nabywania tole-
rancji na stres u roœlin uprawnych. Zaledwie ma³y odsetek tych badañ prowadzi do
identyfikacji nowych genów, które mog¹ aktywnie funkcjonowaæ w stresie i by³y
wa¿ne w ewolucji odpowiedzi na stres. Ponadto brak szerokiej kolekcji mutantów
roœlin uprawnych przyczynia siê do braku mo¿liwoœci po³¹czenia aktywnoœci wyty-
powanych genów z fenotypem roœliny w stresie. Dlatego doœæ czêstym podejœciem
w badaniach roœlin uprawnych jest analiza porównawcza profilu transkrypcyjnego
miêdzy odmian¹ wra¿liw¹ i toleruj¹c¹ stres suszy (34). Towarzysz¹ce transkryptomi-
ce u¿ycie innych technologii genomiki funkcjonalnej, tj. proteomiki i metabolomiki,
nie u³atwia tych analiz. Nie pozwalaj¹ one równie¿ na identyfikacjê konkretnych
produktów genowych czy metabolitów, które s¹ istotne w procesie nabywania tole-
rancji na stres. Nale¿y pamiêtaæ, ¿e i one s³u¿¹ zaledwie ogólnej charakterystyce po-
szczególnych etapów ekspresji genów.

Z pewnoœci¹ poszukiwanie zwi¹zków miêdzy genami a obserwowanym fenoty-
pem, w warunkach jednego lub kilku stresów, wymusza profilowanie transkrypcji
w uk³adzie odmiennych, dobrze zdefiniowanych genotypów (np. mutantów). Bada-
nia tego typu umo¿liwiaj¹ porównawcz¹ analizê z³o¿onej odpowiedzi adaptacyjnej
roœlin na stres np. identyfikacjê nowych, nieznanych interakcji miêdzy szlakami sy-
gnalizacyjnymi (20), tak jak to mia³o miejsce w przypadku stresu ozonowego; tak¿e
identyfikacjê potencjalnych elementów kaskady sygna³owej funkcjonuj¹cej w wa-
runkach stresu suszy (20), a nawet informacjê o zró¿nicowaniu transkryptomu w stre-
sie, wynikaj¹cym z procesu alternatywnego splicingu. Ta ostatnia obserwacja by³a
doœæ niespodziewana z uwagi na fakt, ¿e analizy wykonano z u¿yciem mikromacie-
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rzy DNA nie projektowanych do tego celu. W przypadku pozosta³ych wymienionych
zastosowañ mikromacierzy do analiz fenotypu, na ich podstawie mo¿na identyfiko-
waæ zarówno te geny, które determinuj¹ fenotyp, jak równie¿ i te, które go znosz¹.
W porównaniu odpowiedzi transkrypcyjnej mutantów w omawianych warunkach
stresowych, uzyskuje siê obraz konstytutywnych i specyficznych zmian transkryp-
cyjnych œwiadcz¹cych o dynamice i plastycznoœci transkryptomu w odpowiedzi na
stres (20). Obserwacja ta odnosi siê tak¿e do klasyfikacji funkcjonalnych genów, ob-
serwowanego wzoru ich ekspresji, a tak¿e liczby uruchamianych genów w stresie.
Choæ te ró¿nice s¹ czêœciowo wynikiem stosowanych metod statystycznych i norma-
lizacji (a powinny w ca³oœci byæ przez nie niwelowane), œwiadcz¹ przede wszystkim
o szkodliwoœci stosowanych warunków stresowych i kondycji roœliny w warunkach
stresu. Obecnoœæ konstytutywnych i specyficznych wzorów ekspresji genów stwier-
dza siê tak¿e w analizach ogólnego profilu transkrypcyjnego u roœlin typu dzikiego
(20,35,36).

Identyfikacja procesów biologicznych, które ulegaj¹ modyfikacji w warunkach
stresu sta³a siê priorytetem w analizie adaptacji do stresów ozonowego i suszy.
Ukierunkowanie badañ na identyfikacjê tych zmian powoduje, ¿e w analizach tran-
skryptomicznych stosuje siê klasyfikacje funkcjonalne genów, by w konsekwencji
znaleŸæ zwi¹zek miêdzy genotypem, stresem a zaobserwowan¹ kondycj¹ roœliny
(tj. fenotypem wra¿liwoœci lub tolerancji na stres). Na podstawie przeprowadzonych
prac badawczych mo¿na stwierdziæ, ¿e odpowiedŸ transkrypcyjna roœlin na oba te
stresy w przewa¿aj¹cej czêœci zwi¹zana jest ze zmian¹ ekspresji genów koduj¹cych
enzymy szlaków metabolicznych, genów uczestnicz¹cych w procesach transdukcji
sygna³ów i transkrypcji. Zatem transkrypcyjna regulacja tych procesów jest istotnym
elementem zachowania homeostazy roœlin w stresie. Z punktu widzenia biologii
systemu jest to punkt wyjœcia do badañ zwi¹zanych z dostosowaniem mechanizmu
transdukcji sygna³u, metabolizmu, maszynerii transkrypcyjnej i sieci oddzia³ywañ
do zaistnia³ych szkodliwych warunków œrodowiska. Warto w tym miejscu nadmie-
niæ, ¿e u¿ycie tej informacji w powi¹zaniu z danymi eksperymentalnymi weryfi-
kuj¹cymi te zale¿noœci, bêdzie w przysz³oœci stanowiæ cenne narzêdzie w modelo-
waniu systemu biologicznego. Niew¹tpliwie wyniki analiz z u¿yciem mikromacierzy
pos³u¿¹ do selekcji odmian roœlin uprawnych b¹dŸ konstruowania nowych linii i od-
mian hodowlanych odpornych na oba stresy.

7. Podsumowanie

Omówione w tym opracowaniu elementy metodyczne i analiza profilu transkryp-
cyjnego daj¹ ogólny obraz eksperymentu z u¿yciem mikromacierzy DNA. Wprowa-
dzenie tego podejœcia zaowocowa³o zg³êbieniem wiedzy o mechanizmach funkcjo-
nowania organizmów ¿ywych. Trzeba zaznaczyæ, ¿e ogólny profil transkrypcyjny nie
dostarcza pe³nych informacji o jakimkolwiek mechanizmie biologicznym. Wskazuje
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jednak na aktywacjê lub hamowanie ekspresji genu w badanym procesie, czy kore-
gulacjê grup genów, a tak¿e na uruchamianie lub wy³¹czanie okreœlonych szlaków
metabolicznych. Wszystko to informuje o kierunku i tempie przebiegu procesów
komórkowych i rozwojowych. Weryfikacja budowanych na podstawie ogólnego pro-
filu transkrypcyjnego hipotez zwi¹zanych z funkcjonowaniem genu, szlaku czy pro-
cesu wymaga na ogó³ dalszych ukierunkowanych badañ, pocz¹wszy od potwierdze-
nia zmian w ekspresji na poziomie bia³ka. Czy jednak budowanie nowych, oryginal-
nych hipotez nie jest najwa¿niejsz¹ czêœci¹ projektu naukowego?

Praca finansowana z funduszy projektu badawczego PBZ-MNiSW-2/3/2006/19.
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