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Application of microarray technology in plant genes expression
Summary

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 kazdym zywym organizmie geny oraz kodowane przez nie
biatka funkcjonuja w niezwykle ztozony, $cisle zorganizowany
sposob. Liczne sieci oddziatywan i ich regulacja bedaca pod wply-
wem nawet nieznacznie zmieniajgcych sie czynnikéw genetycz-
nych, jak i srodowiskowych, wymagajg od badacza wprowadze-
nia wiasciwych metod badawczych pozwalajacych na efektywna
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obserwacje i jednoczesne zbieranie wielu danych eksperymentalnych. Niezbednym
etapem tych prac jest gromadzenie i szybkie przetwarzanie informacji, co prowadzi
do szerokiej interpretacji wynikéw. Jednym z pierwszych narzedzi genomiki funk-
cjonalnej w masowej analizie ekspresji genéw byta mikromacierz DNA (1). Pozwala
ona na analize ekspresji tysiecy genéw dla wielu prob biologicznych jednoczes$nie.
W ostatniej dekadzie technologia mikromacierzy DNA stala sie waznym narzedziem
badawczym ze wzgledu na prostote i masowo$¢ analizy. W wielu przypadkach, do-
tychczas skonstruowane mikromacierze DNA stwarzajg mozliwos¢ analizy organiz-
moéw blisko spokrewnionych o nie znanych jeszcze sekwencjach genomowych.
Obecnie, mikromacierze DNA wykorzystuje sie w wielu dziedzinach biologii ekspe-
rymentalnej, poczawszy od taksonomii, a skonczywszy na diagnostyce medyczne;j.
Ich znaczenie wzrosto wraz z dopracowaniem metodycznym kilku elementéw np.
amplifikacji DNA przeznaczonego do nadruku, warunkéw hybrydyzacji, znakowania
DNA i skanowania obrazu mikromacierzowego, ktoére zapewnia powtarzalnos¢ pro-
cesu obrobki danych z mikromacierzy. Obecnie w eksperymentach, w ktorych wyko-
rzystuje sie technike mikromacierzy DNA, generuje si¢ powtarzalne dane o wysokiej
jakos$ci, stanowiace cenng informacje biologiczng. Stosowane protokoly dotycza
dwoch gtownych typow mikromacierzy DNA: mikromacierzy cDNA oraz tzw. chipow
genowych produkowanych przez firmy Affymetrix i Agilent.

Alternatywg dla stosunkowo drogich mikromacierzy sa makromacierze na mem-
branach nylonowych, przygotowywane bezposrednio przez zainteresowane labora-
toria. Ze wzgledu jednak na nieperspektywiczno$s¢ makromacierzy, wynikajaca
z niemoznoS$ci zautomatyzowania konstrukcji i analizy, podejscie to nie bedzie
omawiane w tym opracowaniu.

Rozwojowi techniki mikromacierzy DNA towarzyszy takze udoskonalanie narze-
dzi wykorzystywanych w jej przygotowaniu i analizie wynikow. Instrumenty uzywa-
ne do nadruku sond, modyfikacje podtozy i rodzaje optaszczen ptytki, udoskonala-
nie skaneréw to przykfad ,matej rewolucji” mysli technicznej. Tworzenie komercyj-
nych i publicznie dostepnych programéw, skryptow oraz baz danych dla ekspery-
mentéw mikromacierzowych ma na celu gromadzenie szczegétowych informagji.
Wreszcie, doskonalenie metod weryfikujgcych proces obrobki mikromacierzy DNA
réwniez przyczynilto sie do prawidtowej analizy i interpretacji eksperymentu tran-
skryptomicznego.

Uniwersalno$¢ mikromacierzy DNA odzwierciedla sie w ich szerokim zastosowa-
niu do celéw innych niz profilowanie ekspresji genéw (2-4). Aktualnie, mikromacie-
rze DNA wykorzystuje sie do genotypowania, okreslania liczby kopii genéw, mapo-
wania, sekwencjonowania oraz badania oddzialywan miedzy czasteczkami (5-7).
Technologia ta umozliwia nie tylko kontynuacje szczeg6towych badan nad struktura
genomu, ale przede wszystkim badanie funkgcji genéw (8,9). W Polsce dostepne s3
obecnie cztery platformy oferujgce 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 mozliwosci jakie stwarza uzycie mikromacierzy DNA, ich wyko-
rzystanie do profilowania ekspresji genow wcigz przewaza w poréwnaniu do pozo-
statych zastosowan. W tej pracy przedstawimy wybrane aspekty projektowania do-
Swiadczenia mikromacierzowego i analizy danych, oraz podsumujemy postepy
w transkryptomice stresu u roslin, by zademonstrowac korzysci, jakie plyng z zasto-
sowania masowej analizy ekspresji genébw w badaniach dotyczacych odpowiedzi
roslin na stresy abiotyczne takie jak susza i podwyzszony poziom ozonu w srodowisku.

2. Rodzaje mikromacierzy DNA i ich zastosowanie

W rozwoju technologii mikromacierzowej wyré6zni¢ mozna dwa podstawowe
systemy: mikromacierze cDNA i mikromacierze oligonukleotydowe. Te ostatnie, ze
wzgledu na technike nanoszenia sond DNA na ptytke, dzielg sie na mikromacierze
,drukowane” i syntezowane in situ. Przyktadem tych mikromacierzy sa chipy geno-
we firmy Affymetrix lub mikromacierze oligonukleotydowe firmy Agilent. Chociaz
wszystkie wymienione typy mikromacierzy DNA sg uzywane do analiz transkrypto-
micznych, tj. analizy ekspresji genéw, przedstawione warianty sg zasadniczo rozne.
W przypadku mikromacierzy cDNA, nadrukowywane sg stosunkowo diugie fragmen-
ty DNA (EST). Z technicznego punktu widzenia, najistotniejszymi cechami odr6z-
niajacymi je od mikromacierzy oligonukleotydowych jest wspomniana dtugos$¢ sond
i znacznie mniejsza ich liczba na jednej plytce. Do jej zalet nalezy zaliczy¢ mozli-
wo$¢ dowolnego ukierunkowania badan, np. poprzez wybér mniejszych zestawow
genow dla wiecej niz jednego gatunku oraz ich zastosowanie w badaniach gatun-
kéw roslin o stabo poznanym genomie. Wybor sond genowych do tego typu mikro-
macierzy dostosowywany jest do celu badan i opiera sie gtownie na dostepnych da-
nych literaturowych. Istotnym elementem projektowania takiej ptytki jest uwzgled-
nienie kontroli hybrydyzacji i czystos$ci materiatu. Wadg tego podejscia jest elimina-
cja genow, ktorych funkcja nie zostala poznana.

Mikromacierze oligonukleotydowe sg przygotowywane poprzez synteze in situ
(Affymetrix) lub nadruk konwencjonalnie zsyntetyzowanych oligonukleotydow. Ten
typ mikromacierzy DNA, poza analiza ekspresji genoéw, znalazl zastosowanie przy
wykrywaniu mutacji, mapowaniu oraz analizie ekspresji w obrebie rodzin geno-
wych.

Projektowanie oligonukleotydéw do analiz mikromacierzowych jest zadaniem
wymagajacym znajomosci wszystkich sekwencji kodujgcych badanego organizmu.
Produkcja ré6znych mikromacierzy zwieksza sie wraz z postepem prac nad sekwen-
cjonowaniem nowych genomoéw i/lub kolekgji klonéw cDNA. Firma Affymetrix udo-
stepnia obecnie w swojej ofercie chipy DNA z nadrukowanymi oligomerami o dfugo-
Sci 25 nukleotydéw dla 11 r6znych gatunkéw roslin (tab.). Dostepne chipy firmy
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Affymetrix dla cytruséw, lucerny oraz soi oprécz 25-nukleotydowych sekwengji
sond genowych, zawierajg rowniez sekwencje patogenow specyficznych dla danego
gatunku.

Tabela
Lista chipow DNA Affymetrix stuiacych do analiz ekspresji genéw

Liczba transkryptow LiczbaE(%os,tQpnych Liczba poznanych genéw
Gatunek Chip na chipie STow
www.ncbi.nlm.nih.gov
rzodkiewnik | Arabidopsis ATH1 Genome Array 24k 1526 133 *%* 32 029
1yZ Rice Genome Array ~ 49k 1 220 261 #% 20 424
cytrusy Citrus Genome Array ~ 33k 19 294 142
baweina 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

##7nana sekwencja genomu

Czultosc¢ oraz powtarzalno$¢ eksperymentow z udzialem mikromacierzy oligonu-
kleotydowych mozna zwiekszy¢ stosujac oligomery diuzsze niz 25 nukleotydéw. Za-
pewnia to specyficzno$¢ hybrydyzacji w obrebie rodzin genowych zmniejszajgc ry-
zyko wystapienia hybrydyzacji krzyzowych. Wychodzac tym wymaganiom naprze-
ciw, firma Agilent zaproponowata rozwigzanie w postaci 60-nukleotydowych sond
dla dwoch gatunkow: Arabidopsis thaliana (na jednej mikromacierzy tacznie 40 000
sekwencji genow) i ryzu (fgcznie ponad 42 000 sekwencji).

Oligonukleotydowe mikromacierze DNA stanowig cenna alternatywe metodycz-
na w identyfikacji i analizie ekspresji transkryptéw powstajacych w procesie alterna-
tywnego splicingu. Obecnie stosuje sie mikromacierze DNA dla kilku r6znych gatun-
kéw 1acznie: Made-to-Order Arrays (Affymetrix) oraz Custom Gene Expression
Microarrays (Agilent). Ponadto, miedzynarodowe inicjatywy badawcze tworzg nowe
rozwiazania w dziedzinie mikromacierzy. Dostepne sg na przykfad ptytki mikroma-
cierzowe zawierajace dluzsze oligonukleotydy (70 pz), ktére konstruowane byty
w ramach projektéw badawczych dotyczacych genomu ryzu ,Rice Oligonucleotide
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Array Project” (www.ricearray.org) i kukurydzy ,Maize Oligonucleotide Array Pro-
ject” (www.maizearray.org).

Najnowszym osiggnieciem w dziedzinie mikromacierzy DNA sg tzw. nanochipy
(10). Matryca moze tu by¢ zarowno twarde podioze, do ktorego przyczepia sie
tysigce prébek DNA, jak réwniez dwuniciowy DNA z bakteriofaga M13, ktory zawie-
ra sekwencje komplementarne do RNA docelowego genu. Nanomacierz mozna wy-
korzysta¢ do detekcji nawet pojedynczych czasteczek RNA (www.biotechnolog.net).

Zakres mozliwoS$ci poznawczych mikromacierzy DNA nie musi ograniczac sie do
analiz ekspresji sekwencji kodujacych biatka. Mikromacierze z sekwencjami repre-
zentujacymi miliony r6znych fragmentéw genomu, wraz z ich wariantami, zastoso-
wano w metodzie zwanej Whole Genom Tiling Array. Tutaj sondy w postaci krotkich
25-70-nukleotydowych oligomeréw reprezentujg niepowtarzajgce sie sekwencje
DNA catego genomu. Tiling microarray pozwala nie tylko petniej scharakteryzowac
transkryptom i identyfikowac¢ nowe geny, ale takze badac ich rézne izoformy spli-
cingowe, role metylacji DNA w regulacji ekspresji genéw, okresla¢ precyzyjnie miej-
sca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych (11) oraz r6znorodnos¢ sekwencji regula-
torowych w promotorach (12). Obecnie, dostepne sa kolejne tego typu mikromacie-
rze dla genomu Arabidopsis thaliana: GeneChip® Arabidopsis Tiling 1.0R Array (Affy-
metrix) oraz Custom Tiling Microarrays (Agilent). Niewatpliwie, technika ,tiling”
wnosi znaczny postep do badan nad regulacjg proceséw biologicznych na poziomie
RNA.

3. Planowanie eksperymentu z uiyciem mikromacierzy DNA

Zasady, ktére powinny by¢ przestrzegane podczas przygotowywania ekspery-
mentu z uzyciem mikromacierzy DNA, a takze na etapie weryfikacji i interpretacji
wynikéw, oceny powtarzalnosci, oraz sposoby dokumentowania zawarte sa w for-
macie MIAME (ang. Minimum Information About Microarray Experiment) (13). Format
ten wyznacza przejrzyste reguly planowania i przygotowywania eksperymentu mi-
kromacierzowego, a rygorystyczne przestrzeganie tych wytycznych pomoze w wyjas-
nieniu postawionych problemoéw badawczych i hipotez.

Jednym z czynnikéw determinujgcych wybor platformy mikromacierzowej jest
ilo§¢ materialu biologicznego do badan; z nim wiaze sie takze zagadnienie liczby
i jakos$ci stosowanych powtorzen hybrydyzacji w eksperymencie. llo$¢ wyjSciowego
RNA uzywana do pojedynczej hybrydyzacji jest uwarunkowana m. in. sposobem
jego izolagji i wtasciwos$ciami badanej tkanki. Stosowanie powtoérzen hybrydyzacji,
poza wzgledami statystycznymi, ma na celu zwiekszenie detekcji poziomu zmian —
im wiecej replikacji, tym nizsze krotnosci wzrostu/spadku transkrypcji bedziemy
w stanie zweryfikowac. Liczba powtérzen musi spetnia¢ wymagania statystyki, a ich
charakter (powtorzenia biologiczne i techniczne) moze wynikac ze specyfiki ekspe-
rymentu, np. charakteru zastosowanego czynnika stresowego, natezenia obserwo-
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wanego efektu, zmiennosci osobniczej, a takze zalozonego % wynikéw fatszywie
pozytywnych. Poniewaz wplyw tych czynnikéw na jako$¢ wynikoéw nie jest okreslo-
ny, sugeruje sie przeprowadzac kilkukrotne powtoérzenia hybrydyzacji dla kazdego
wariantu doswiadczenia (14).

Z uwagi na matematyczne transformacje, ktérym sa poddawane bezwzgledne
wartos$ci sygnatu uzyskane w wyniku hybrydyzacji uwaza sie, ze mikromacierz jest
technikg potilosciowa. Dlatego istotnym elementem analiz z uzyciem mikromacie-
rzy DNA jest weryfikacja poziomu sygnalu otrzymanego w procesie normalizacji.
Analiza ta wymaga zaadaptowania metod ilosciowych okreslajacych poziom ekspre-
sji genu, ktérg aktualnie jest metoda PCR w czasie rzeczywistym. Porownuje sie
warto$ci poziomu zmian ekspresji dla wybranych gen6w obserwowane w analizie
danych pochodzacych z mikromacierzy i otrzymanych alternatywna metodg (15). Za-
uwazono, ze poziom zmian uzyskany w wyniku analizy mikromacierzowej jest za-
nizony w poréwnaniu do eksperymentow kontrolnych przeprowadzonych przy uzy-
ciu technik ilosciowych. Prawidtowo$c¢ taka jest uzasadniona wylgcznie dla genéw
o okreslonym natezeniu sygnatu i jest zwigzana ze stosowana procedurg normaliza-
¢ji. W analizie wykorzystuje sie réwniez zalozone minimalne wartosci wzrostu lub
spadku poziomu sygnatu jako dodatkowy wyznacznik prawdopodobienstwa wykry-
tej zmiany w poziomie transkrypcji. Zazwyczaj za istotna i powtarzalng zmiane
przyjmuje sie 2-krotny wzrost lub zahamowanie ekspresji, bez wzgledu na poziom
sygnalu. Jednoczesnie jest to najnizsza przyjmowana warto$¢ wzrostu/spadku tran-
skrypcji zmierzona w eksperymentach kontrolnych, wynikajgca z rodzaju stosowa-
nych narzedzi pomiarowych i algorytméw przetwarzajacych dane ilo$ciowe.

4. Obrébka i analiza danych mikromacierzowych

Zmienno$¢ intensywnos$ci sygnatu obserwowana po skanowaniu obrazu mikro-
macierzy DNA wynika z technicznej obrébki mikromacierzy (tzw. btad systematycz-
ny), a nie biologicznej r6znorodnosci prob. Dlatego najwazniejszym etapem do-
Swiadczenia z uzyciem mikromacierzy DNA jest wtasciwa normalizacja poziomu sy-
gnaléw otrzymanych bezposrednio po hybrydyzacji. Normalizacja danych stanowi
gtowny etap poprzedzajgcy wtasciwg analize profilu ekspresji genéw. Usuwa zmien-
nos$¢ techniczng i umozliwia porownywanie ekspresji w relatywnej skali, podkres-
lajac w ten sposéb podobienstwo wzorow ekspresji. Dlatego postep techniczny
w przygotowaniu i obrébce mikromacierzy DNA, oraz weryfikacja zmian w pozio-
mie transkrypcji dla genéw o niskiej ekspresji, wyznacza kierunek rozwoju metod
normalizacji. Od wtasciwie przeprowadzonej normalizacji zalezy jako$¢ gromadzo-
nych danych. Wybo6r metody normalizacji jest konsekwencjg zastosowanego typu
mikromacierzy i rodzaju znakowania. Na poczatku wykonuje sie normalizacje da-
nych w obrebie jednej mikromacierzy, nastepnie normalizacje miedzy wszystkimi
ptytkami wchodzgcymi w skiad eksperymentu. Kazda ptytka moze charakteryzowac
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sie swoistym rozktadem logarytmu wspoéiczynnika intensywnosci sygnatu i, na tym
etapie, poszczeg6lne hybrydyzacje nie powinny by¢ poréwnywane miedzy soba. Po-
réwnanie poziomu ekspresji miedzy ptytkami jest mozliwe dopiero po przeprowa-
dzeniu normalizacji, zwanej skalowaniem. Znanych jest wiele metod normalizagji,
m. in. normalizacja globalna (16), normalizacja RMA (17) czy normalizacja Lowess
(18,19). Przy wyborze algorytmu istotny jest réwniez fakt, ze stosowane algorytmy
nie korygujg jednoznacznie i poréwnywalnie sygnatow o bardzo wysokiej i niskiej
intensywnosci. Dlatego kazda procedura normalizacji generuje swoisty rozktad in-
tensywnosci sygnaléow, a tym samym inng liczbe genéw o zréznicowanej ekspresji.
By zilustrowac te zaleznosci, warto przytoczy¢ poréwnanie wynikow dwéch norma-
lizacji stosowanych w analizach z uzyciem chipow firmy Affymetrix — normalizacje
dCHIP i RMA (20). Obie normalizacje generowaly r6zny rozkfad intensywnosci sy-
gnaléw na mikromacierzach, co bezposrednio wptywalo m. in. na liczbe genow
uwzglednianych do dalszych analiz oraz na poziom wzrostu lub spadku ekspresji
tych genoéw. Przeprowadzone poréwnanie wykazato rowniez, ze algorytm dCHIP,
w przeciwienstwie do RMA, nie jest tak skuteczny w normalizacji sygnatow o niskim
poziomie. Natomiast na podstawie wynikéw uzyskanych podczas weryfikacji ekspe-
rymentu mikromacierzowego wykazano, ze sygnaly poddane normalizacji RMA po-
siadaly 96,6% zgodnosci ze zmianami (spadek/wzrost poziomu transkrypcji) odnoto-
wanymi metodg PCR w czasie rzeczywistym. Na tej podstawie uznano, ze RMA jest
wlasciwszg metodg normalizacji dla chipow firmy Affymetrix. Chociaz analiza mikro-
macierzy DNA prowadzi do tworzenia list genéw zmieniajacych poziom transkrypcji
w zaleznosci od zastosowanego czynnika, istotniejsze jest, ktore z tych genéw majg
decydujacy wptyw na obserwowany profil. Do identyfikacji genéw o zréznicowanym
poziomie transkrypcji wykorzystuje sie obecnie metody statystyczne (15). Stuzg one
do okreslenia zmiany w poziomie transkrypcji dla jak najwiekszej liczby genoéw przy
jak najnizszym odsetku wynikow fatszywie pozytywnych (14). W zwigzku z faktem,
ze konwencjonalnie stosowane testy statystyczne przypisuja najnizsze wartosci
prawdopodobienstwa genom o bardzo niskiej intensywnosci sygnatu, obserwuje sie
tendencje do przeprowadzania analiz statystycznych na grupach wstepnie wyselek-
cjonowanych genow.

Wazng przestanka do interpretacji wynikow w badaniach mikromacierzowych
jest okreslenie zwigzku miedzy poziomem transkryptu a sekwencja genu. To zada-
nie realizowane jest na kilka sposobow i stuzy jednemu celowi: poznaniu biolo-
gicznego znaczenia informacji, jaka kryje sie za obszerng listg genoéw ulegajacych
zr6znicowanej transkrypcji. Biologiczna interpretacja danych stwarza wiele trud-
nosci wynikajacych z faktu, ze produktowi genu mozna przypisa¢ wiecej niz jedna
funkcje. Takie uogolnienie informacji o funkcji genéw podkresla ztozonos$¢ proce-
sow biologicznych w komoérce i problematyczno$¢ analiz mikromacierzowych. Dla-
tego analize funkcjonalng genéw w eksperymentach mikromacierzowych rozpo-
czyna sie od klasyfikacji grup genéw o zréznicowanej transkrypcji lub okreslaniu
kategorii funkcjonalnych, ktére sg czeSciej reprezentowane w analizowanych da-
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nych w odniesieniu do ich zestawow kontrolnych. Zaletg tej klasyfikacji jest
tatwo$¢ budowania w dalszej analizie sieci interakcji (zwiazkow przyczyno-
wo-skutkowych) pomiedzy genami (zaleznos¢ typu gen-gen), kategoriami funkcjo-
nalnymi (zalezno$¢ typu termin-termin) czy genami a kategoriami funkcjonalnymi
(zalezno$¢ typu gen-termin). W poOzZniejszym etapie prac, opisywane podejScie
moze by¢ pomocne takze w tworzeniu list potencjalnych oddziatywan miedzy
biatkami, okre$laniu zwigzkéw miedzy genami a obserwowanym fenotypem, oraz
analizie kontroli transkrypcyjnej proceséw metabolicznych. Narzedziem, ktoére
umozliwia interpretacje wynikow sg analizy matematyczne m. in. analizy skupien
(6,21,22), a takze bardziej zaawansowane podej$cia zwigzane z eksploatacjg da-
nych (data mining) i korzystajgce z metod rozpoznawania wzorcéw (23). Podejscia
te umozliwiaja identyfikacje grup genéw ulegajacych podobnej ekspresji, two-
rzacych regulony, czyli grupy genoéw regulowanych wspdlnie. Okreslenie hipote-
tycznych regulonéw umozliwi uporzadkowanie obserwacji oraz eliminacje nie-
istotnych kategorii funkcjonalnych. Ponadto, uzycie tych metod powinno polep-
sza¢ wykrywalnos¢ wspdélnych domen funkcjonalnych (np. domen biatkowych)
i motywow (np. motywoéw w promotorach gendéw), co takze podkresla funkcjo-
nalng wspotzaleznos$¢ czesci genow.

W przypadku analiz promotoréw genéw ulegajacych podobnej ekspresji, upo-
rzadkowanie genoéw we wspolnie regulowane zestawy sprzyja identyfikacji moty-
wow promotorowych, ktére przypuszczalnie determinujg obserwowane wzory eks-
presji. Poczatkowo, nie uwzgledniano ztozonoS$ci procesu transkrypcji w analizie
promotoréw. Bylo to takze zwigzane z brakiem zaawansowanych metod i progra-
mow. Dlatego analizy polegaly gtéwnie na prostej identyfikacji motywéw w rejo-
nach promotorowych badanych genéw. Aktualnie, metodyke analiz promotorowych
dopasowano do istniejacych wymagan, uwzgledniajac zlozong regulacje procesu
transkrypcji, ktéra wynika ze wspotdziatania wielu czynnikéw transkrypcyjnych. Po-
rownywanie zidentyfikowanych sekwencji promotorowych pomiedzy zestawami ge-
noéw o przeciwnym profilu ekspresji, w powigzaniu z ich modelowaniem (dodawanie
lub wykluczanie motywow z kombinacji) pomaga okresli¢, jaki zestaw motywow
moze by¢ odpowiedzialny za obserwowany wzor ekspresji.

5. Informacje uzyskiwane z eksperymentu mikromacierzowego

Nawet w najprostszych systemach biologicznych dochodzi do skoordynowanej
aktywacji wielu proceséw biologicznych, ktére sg regulowane na trzech poziomach:
transkryptomicznym, proteomicznym i metabolicznym. Dlatego, by w pelni zrozu-
mie¢ dane pochodzgce z analizy mikromacierzy DNA nalezatoby rozpatrywac je
w ich kontekscie biologicznym. Pomimo faktu, ze mikromacierze DNA ujawniajg
kompleksowos$¢ funkcjonowania organizmu, jego fenotyp zaledwie w czeSci okres-
lany jest przez transkryptom. Zatem analizy mikromacierzowe, cho¢ klarownie od-
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daja stan fizjologiczny (kondycje) organizmu w danym momencie, nie pozwalajg na
okreslenie stopnia integracji uzyskanej informacji z pozostatymi poziomami ekspre-
sji genéw. Dotychczas, przeniesienie informacji z analiz transkryptomicznych na
profil biatkowy mial pewne merytoryczne uzasadnienie: regulacja ekspresji biatek
na poziomie transkrypcji jest o wiele bardziej wydajna w poréwnaniu z regulacja
posttranskrypcyjng. Dlatego informatywno$¢ analiz profilu ekspresji genow jest wy-
soce pomocna w okreslaniu funkgcji genéw, identyfikacji mechanizméw regulatoro-
wych i analizie szlakéw biochemicznych. Nalezy pamietac, ze analiza sieci szlakow
metabolicznych, bez znajomosci ekspresji kontrolujgcych je gené6w moze prowadzic¢
do btednych wnioskéw.

Do profilowania transkrypcji uzywa sie wielu zaawansowanych metod i narzedzi
bioinformatycznych. Otrzymany wynik zalezy od przyjetych parametréw i wstepnej
obrébki danych, w tym gtéwnie zastosowanej procedury normalizacji. Nalezy zatem
pamietac, ze wnioski wyciggane na podstawie badan z uzyciem mikromacierzy DNA,
szczegolnie analiz in silico, majg charakter hipotetyczny i wymagajg dalszej weryfika-
¢ji eksperymentalne;j.

6. Transkryptomika stresu u ro§lin

Analiza profili ekspresji genoéw jest niezwykle pomocna w identyfikacji funkcji
genow i badaniu mechanizmoéw regulujacych ekspresje genéw w odpowiedzi na
czynniki zewnetrzne. Dlatego metoda mikromacierzy DNA jest szeroko stosowana
w badaniach odpowiedzi roslin na stres. Chociaz dane literaturowe dostarczaja in-
formacji o profilowaniu transkrypgcji dla wszystkich rodzajéw streséw, w tym opra-
cowaniu skupimy sie na dwoch najwazniejszych: stresie ozonowym i suszy, ktore sa
od dawna intensywnie badane w kontekscie identyfikacji mechanizméw regulu-
jacych odpowiedzZ roslin na stres, takze przez nasz zespot.

Stres ozonowy i susza nalezg do bardzo ucigzliwych i szkodliwych czynnikéw
srodowiska wplywajacych na wegetacje roslin, obnizajgc produktywnos$¢ upraw
i kondycje obszaréw lesnych (24-26). Identyfikacja mechanizméw molekularnych
przyczyniajacych sie do wzrostu odpornosci roslin na oba stresy stala sie gléwnym
wyzwaniem dla wielu laboratoriow. Niewatpliwie szybki rozwoj technik mikroma-
cierzowych dostarczyl nowych informacji dotyczgcych odpowiedzi i adaptacji roslin
do obu warunkéw stresowych. W tych eksperymentach wykorzystywano szeroki wa-
chlarz dostepnych konstrukgji i platform mikromacierzowych (15,20,27-29). W wiek-
szo$ci przeprowadzone eksperymenty i analizy mikromacierzowe nie miaty na celu
prostej identyfikacji genéw uruchamianych w odpowiedzi na stres (15,29), ale pro-
jektowano je, by pozna¢ sie¢ zaleznosci miedzy genami i jej regulacje (20,29,30).
Nalezy réwniez nadmieni¢, ze w analizach tych pokazano uzyteczno$¢ dostepnych
narzedzi bioinformatycznych do pozyskiwania nowych informacji o zr6znicowaniu
transkryptomu w warunkach obu stresow.
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Analizy transkryptomiczne stresu ozonowego mialy na celu: identyfikacje r6znic
w poziomie transkrypcji genéw nalezacych do rodzin wielogenowych; identyfikacje
genéw zwigzanych ze stresem oksydacyjnym (15,28); identyfikacje oddziatywan
miedzy sygnalizacjg kwasu abscysynowego (ABA) a sygnalizacja reaktywnych form
tlenu (RFT)(20); dotyczyly takze oszacowania specyficznos$ci sygnalizacji RFT (31);
oraz okreslenia zmian w profilu ekspresji genéw u ekotypow Arabidopsis r6znigcych
sie podatnoscia na stres ozonowy (32). Analizy te zaowocowaly m. in. identyfikacja
nowych genéw uczestniczacych w transkrypcyjnej regulacji metabolizmu roslin
w tym stresie, a takze ujawnily nowe szlaki regulujgce poziom tolerancji roslin na
stres ozonowy (20,28).

Analizy transkryptomiczne w stresie suszy sa nastawione gtéwnie na identyfika-
¢je mechanizméw molekularnych odpowiedzi na stres (20,29) i typowanie genow,
ktorych modyfikacje moga potencjalnie zwiekszy¢ poziom odpornosci roslin uzyt-
kowych (29). W pierwszym przypadku istotnym elementem badan jest analiza dyna-
miki odpowiedzi na stres i dotyczy ona giéwnie poréwnania szybkiej i ostrej odpo-
wiedzi z fagodnym i stopniowym ubytkiem wody podobnie do warunkéw natural-
nych (33). W drugim przypadku majg charakter ogélny i sg wielowgtkowym opraco-
waniem profilu transkrypcyjnego rosliny w stresie. Koncepcja ogo6lnosci tych analiz
spowodowala, ze uzyskane wyniki najczesciej dotycza tej czesci genow, ktoérych za-
chowanie jest juz znane i nie zawsze musi by¢ zwigzane z procesem nabywania tole-
rancji na stres u roslin uprawnych. Zaledwie maly odsetek tych badan prowadzi do
identyfikacji nowych genow, ktére moga aktywnie funkcjonowaé w stresie i byly
wazne w ewolucji odpowiedzi na stres. Ponadto brak szerokiej kolekcji mutantéw
roslin uprawnych przyczynia sie do braku mozliwosci potaczenia aktywnosci wyty-
powanych genéw z fenotypem rosliny w stresie. Dlatego dos$¢ czestym podejsciem
w badaniach roslin uprawnych jest analiza poréwnawcza profilu transkrypcyjnego
miedzy odmiang wrazliwg i tolerujacg stres suszy (34). Towarzyszace transkryptomi-
ce uzycie innych technologii genomiki funkcjonalnej, tj. proteomiki i metabolomiki,
nie ufatwia tych analiz. Nie pozwalajg one réwniez na identyfikacje konkretnych
produktow genowych czy metabolitow, ktére sg istotne w procesie nabywania tole-
rancji na stres. Nalezy pamietac, ze i one stuzg zaledwie ogdlnej charakterystyce po-
szczegolnych etapéw ekspresji genow.

Z pewnoscia poszukiwanie zwigzkéw miedzy genami a obserwowanym fenoty-
pem, w warunkach jednego lub kilku stresow, wymusza profilowanie transkrypgji
w uktadzie odmiennych, dobrze zdefiniowanych genotypow (np. mutantéw). Bada-
nia tego typu umozliwiajg poréwnawczg analize ztozonej odpowiedzi adaptacyjnej
roslin na stres np. identyfikacje nowych, nieznanych interakcji miedzy szlakami sy-
gnalizacyjnymi (20), tak jak to miato miejsce w przypadku stresu ozonowego; takze
identyfikacje potencjalnych elementéw kaskady sygnatowej funkcjonujgcej w wa-
runkach stresu suszy (20), a nawet informacje o zr6znicowaniu transkryptomu w stre-
sie, wynikajagcym z procesu alternatywnego splicingu. Ta ostatnia obserwacja byta
dos$¢ niespodziewana z uwagi na fakt, ze analizy wykonano z uzyciem mikromacie-
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rzy DNA nie projektowanych do tego celu. W przypadku pozostatych wymienionych
zastosowan mikromacierzy do analiz fenotypu, na ich podstawie mozna identyfiko-
wac zaréwno te geny, ktére determinuja fenotyp, jak rowniez i te, ktére go znosza.
W poréwnaniu odpowiedzi transkrypcyjnej mutantéw w omawianych warunkach
stresowych, uzyskuje sie obraz konstytutywnych i specyficznych zmian transkryp-
cyjnych $wiadczacych o dynamice i plastycznosci transkryptomu w odpowiedzi na
stres (20). Obserwacja ta odnosi sie takze do klasyfikacji funkcjonalnych genéw, ob-
serwowanego wzoru ich ekspresji, a takze liczby uruchamianych genéw w stresie.
Choc¢ te réznice sg czesciowo wynikiem stosowanych metod statystycznych i norma-
lizacji (a powinny w catosci by¢ przez nie niwelowane), $wiadcza przede wszystkim
o szkodliwosci stosowanych warunkow stresowych i kondycji rosliny w warunkach
stresu. Obecnos$c¢ konstytutywnych i specyficznych wzorow ekspresji genoéw stwier-
dza sie takze w analizach ogélnego profilu transkrypcyjnego u roslin typu dzikiego
(20,35,36).

Identyfikacja proceséw biologicznych, ktére ulegaja modyfikacji w warunkach
stresu stata sie priorytetem w analizie adaptacji do stresow ozonowego i suszy.
Ukierunkowanie badan na identyfikacje tych zmian powoduje, Ze w analizach tran-
skryptomicznych stosuje sie klasyfikacje funkcjonalne genéw, by w konsekwengji
znalez¢ zwigzek miedzy genotypem, stresem a zaobserwowang kondycja rosliny
(tj. fenotypem wrazliwosci lub tolerancji na stres). Na podstawie przeprowadzonych
prac badawczych mozna stwierdzi¢, ze odpowiedz transkrypcyjna roslin na oba te
stresy w przewazajacej czesci zwiagzana jest ze zmiang ekspresji genéw kodujgcych
enzymy szlakow metabolicznych, genéw uczestniczgcych w procesach transdukgji
sygnatow i transkrypgji. Zatem transkrypcyjna regulacja tych procesow jest istotnym
elementem zachowania homeostazy roslin w stresie. Z punktu widzenia biologii
systemu jest to punkt wyjscia do badan zwigzanych z dostosowaniem mechanizmu
transdukcji sygnatu, metabolizmu, maszynerii transkrypcyjnej i sieci oddziatywan
do zaistniatych szkodliwych warunkéw $rodowiska. Warto w tym miejscu nadmie-
ni¢, ze uzycie tej informacji w powiazaniu z danymi eksperymentalnymi weryfi-
kujgcymi te zaleznosci, bedzie w przysziosci stanowi¢ cenne narzedzie w modelo-
waniu systemu biologicznego. Niewatpliwie wyniki analiz z uzyciem mikromacierzy
postuzg do selekcji odmian roslin uprawnych badz konstruowania nowych linii i od-
mian hodowlanych odpornych na oba stresy.

7. Podsumowanie

Omoéwione w tym opracowaniu elementy metodyczne i analiza profilu transkryp-
cyjnego daja ogodlny obraz eksperymentu z uzyciem mikromacierzy DNA. Wprowa-
dzenie tego podej$cia zaowocowatlo zgtebieniem wiedzy o mechanizmach funkgcjo-
nowania organizméw zywych. Trzeba zaznaczy¢, ze ogélny profil transkrypcyjny nie
dostarcza petnych informacji o jakimkolwiek mechanizmie biologicznym. Wskazuje
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jednak na aktywacje lub hamowanie ekspresji genu w badanym procesie, czy kore-
gulacje grup genéw, a takze na uruchamianie lub wytaczanie okreslonych szlakow
metabolicznych. Wszystko to informuje o kierunku i tempie przebiegu proceséow
komoérkowych i rozwojowych. Weryfikacja budowanych na podstawie ogo6lnego pro-
filu transkrypcyjnego hipotez zwigzanych z funkcjonowaniem genu, szlaku czy pro-
cesu wymaga na og6t dalszych ukierunkowanych badan, poczawszy od potwierdze-
nia zmian w ekspresji na poziomie biatka. Czy jednak budowanie nowych, oryginal-
nych hipotez nie jest najwazniejsza czescig projektu naukowego?

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