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Streszczenie: Przedstawiony artykul ma na celu zaprezentowanie aktualnego stanu wiedzy na temat
metod funkcjonalnej charakterystyki gendw. Postep w analizie ekspresji genow w komorkach czy catych
tkankach jest bezsporny i przyczynia si¢ do coraz lepszego zrozumienia roli poszczegdlnych genow.
Zastosowanie tradycyjnych metod analizy funkcjonalnej genow, takich jak: metoda przewidywania przez
homologi¢, metoda inaktywacji i zwigkszonej ekspresji gendw, coraz czgsciej zastgpowana jest przez
silnie wspomagane narz¢dziami bioinformatycznymi analizy mikromacierzy i chipow DNA. W prak-
tyczny sposob wiedza na temat funkcji i zmian ekspresji genow wykorzystywana jest w diagnostyce
medycznej, przemysle farmaceutycznym oraz biotechnologii roslin i zwierzat.

Stowa kluczowe: ekspresja genu, gen, chipy DNA, mikromacierze.

Summary: The aim of this article is to present the current state of knowledge concerning the expression
analysis and methods of functional characteristics of genes. The progress in the analysis of gene expres-
sion within cells or whole tissues is undisputed and leads to a constant improvement of our understanding
of the function of particular gene. The traditional methods of the functional characteristics of genes such
as homology, inactivation and overexpression are more and more often replaced by microarray and DNA
chip analysis, which are extensively supported by bioinformatics tools. The knowledge of the functions
and changes in the expression of genes has its application in medical diagnostics, the pharmaceutical
industry and in the biotechnology of plants and animals.
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WSTEP

Spektakularne doniesienia o kompletnie zsekwencjonowanych genomach kolejnych
organizméw towarzyszg nam od 2000 r., kiedy to na famach tygodnika ,,Nature”
zostata opublikowana petna sekwencja modelowego organizmu roslinnego — Arabi-
dopsis thaliana [1]. Z aktualnych danych literaturowych wynika, ze srednio w
kazdym miesiacu $wiatowa nauka wzbogaca si¢ o pelne sekwencje czterech
genomow nowych organizméw [5]. Jednak poznanie sekwencji DNA jest dopiero
poczatkiem drogi ku zrozumieniu zasad funkcjonowania organizmu na poziomie
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TABELA 1. Uzyteczne bazy danych przewidujace funkcj¢ gendw na podstawie homologii

Przeznaczenie baz danych ~ [Nazwa i adres bazy danych

Identyfikacja genow EasyGene http://servers.binf.ku.dk/cgi-bin/easygene/search
GenomeScan http:/genes.mit.edu/genomescan/

Bazy motywow i domen InterPro http://www.ebi.ac.uk/interpro/

biatkkowych ProDom http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/home. pro/

Adnotacje funkcjonalne SWISS-PROT i TrEMBL http://expasy.org/sprot/

molekularnym [7]. Identyfikacja sekwencji kodujacych w obrgbie genomu i analiza
produktow tych gendw to kolejne etapy prowadzace do poznania funkcji, jakie pelnia
geny. Analiza funkcji genow, czyli ustaleniem roli ich produktéw w organizmie zajmuje
si¢ mtoda gataz biologii molekularnej — genomika funkcjonalna. Istnieje wiele metod
charakteryzowania funkcji genow, a ich liczba wciaz sie zwigksza za sprawa coraz
szybszego postepu technologii i informatyzacji.

Proces okreslania funkcji badanego genu jest mozliwy dopiero po poznaniu jego
sekwencji oraz sprawdzeniu, czy ulega on ekspres;ji [7]. Dokonuje si¢ tego stosujac analizy
komputerowe lub badania eksperymentalne, polegajace na potaczeniu genu i zwiazanego
z nim fenotypu. Od wielu juz lat stosowane sg rézne strategie i techniki badawcze, takie
jak: metoda przewidywania przez homologie, zwigkszona ekspresja czy inaktywacja genu.
Jednakze coraz czesciej wykorzystuje si¢ coraz nowoczesniejsze mikromacierze i chipy
DNA, ktore staly si¢ obecnie podstawowa technika analizowania funkcji gendow [27].

METODA PRZEWIDYWANIA FUNKCJI GENOW
PRZEZ HOMOLOGIE

Powszechny dostep do sekwencji poznanych genomdw, ktore sa zdeponowane
w bazach danych, umozliwia przyréwnanie do nich badanych sekwencji. Analiza
wskazujaca podobienistwo do poznanych gendw jest pomocna przy wstepnym
okresleniu przypuszczalnego produktu genu oraz jego funkeji [12].

Metoda przewidywania przez homologi¢ polega na zalozeniu, ze jesli nowo
zsekwencjonowany gen jest bardzo podobny do poznanego i opisanego wczesniej, to funkcja
nowego genu jest prawdopodobnie taka sama lub zblizona do genu juz
scharakteryzowanego.

W tej metodzie pierwszym krokiem jest pordwnanie badanego odcinka DNA z
dostegpnymi w komputerowych bazach danych fragmentami DNA organizméw
modelowych. DNA wiekszosci organizméw modelowych zostal catkowicie zsekwen-
cjonowany i przynajmniej w czesci scharakteryzowany pod katem funkcji petnionych
przez konkretne geny. Najwigksze i najpopularniejsze bazy danych, w ktorych petne
sekwencje genomow zostaly zdeponowane, znajduja si¢ na serwerze NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Najwiekszym ograniczeniem w stosowaniu
metod wykorzystujacych homologi¢ jest wystepowanie w genomach sekwencji
nieopisanych, o niezbadanej funkcji i niepoznanych homologach, tzw. ORF-andw.
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RYCINA 1. Inaktywacja genu za pomoca rekombinacji homologicznej
FIGURE 1. Gene activation by homologous recombination

Poréwnanie analizowanej sekwencji do gendw opisanych, zawartych w bazach danych
takze niesie ze soba pewne ryzyko bledu. Wynika to z faktu, iz odcinki nawet o bardzo
duzym podobienstwie sekwencji nukleotydow moga kodowac zupelnie inne aminokwasy,
a co za tym idzie rowniez bialka o rdznej budowie i funkcji. Biatko sklada si¢ z wielu
aminokwaséw utozonych w odpowiedniej kolejnosei, przyjeto zatem zasade, ze do
poréwnania uzywa si¢ nie sekwencji nukleotydow, a kodowanych przez nie
aminokwasow. Dzigki temu réznice, zwlaszcza wynikajace z przesunigcia ramki odczytu,
migdzy niehomologicznymi genami sa lepiej widoczne. Dlatego tez odcinki do poréwnania
dobiera si¢ w bazach danych na podstawie jak najwigkszego podobienstwa zawartosci
i kolejnosci aminokwasow.

Wykorzystujac technike homologii mozna takze okresli¢ zwiazki ewolucyjne miedzy organizmem
badanym a modelowym [12]. Metoda przewidywania funkcji przez homologi¢ jest podstawa
filogenetyki, ktdra zajmuje si¢ porownaniem sekwencji na podstawie wspolnego, ewolucyjnego
pochodzenia gendw. Tworzone drzewa filogenetyczne ulatwiaja poszukiwanie funkcji gendw
uwzgledniajac ich duplikacje, substytucje w sekwencji u réznych gatunkéw prowadzace do
dywergencji, a co za tym idzie takze specjacje. Wiedza na temat drogi przeplywu genow i
okreslenie spokrewnionych gatunkéw przyczynia si¢ do wstepnej identyfikacji funkeji genu. Na
podstawie podobienstwa sekwencji genow w DNA mozna wnioskowaé, Zze geny homologiczne,
czyli majace wspdlnego ewolucyjnie przodka i wystepujace u badanych organizméw, maja
prawdopodobnie taka sama Iub bardzo zblizona funkeje. Niestety duzym utrudnieniem jest fakt, iz
z biegiem czasu geny przechodza rézne losowe zmiany mutacyjne i mimo duzego podobienistwa
w budowie pelnia one odrgbne funkcje [39]. Na tej podstawie wyroznia sig:

— Ortologi, czyli geny wystgpujace u roznych gatunkow (co moze swiadczy¢ tez o
tym, ze wystgpowaly u wspdlnego przodka) i petniace te same lub zblizone funk-
cje; geny powstaly w wyniku duplikacji prowadzacej do specjacji, cho¢ nie musza
pehi¢ tej samej funkcji, ktora petnit gen wspdlnego przodka [17];
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— Paralogi, czyli geny wystepujace u roznych lub tylko u jednego organizmu, ale z
powodu drobnych, lecz znaczacych zmian w budowie petniace odrgbne funkcje.
W tym przypadku duplikacja prowadzi do dywergencji, czyli rozdzielenia funkcji.
Przyktadem sa biatka mioglobina i hemoglobina, wystepujace u cztowieka, odpo-
wiedzialne za magazynowanie tlenu w miesniach szkieletowych (mioglobina) i trans-
port tlenu migdzy komdrkami i pecherzykami plucnymi (hemoglobina) [17];

— Ksenologi, czyli geny podobne do siebie z uwagi na fakt, ze zostaty nabyte przez
organizmy poprzez horyzontalny transfer gendw, co jednak nie Swiadczy o ich
wspdlnym ewolucyjnym pochodzeniu [36].

Zapotrzebowanie na wiedze dotyczaca funkcji gendéw oraz rozwdj technik
informatycznych spowodowaly zaangazowanie sie¢ wielu instytucji naukowych w
katalogowanie wiedzy o poznanych homologach w bazach danych (tab.1) [12].
Umozliwilo to zgrupowanie danych i powszechny do nich dostep.

Badacze zajmujacy si¢ poréwnaniem genomow glonu Chlamydomonas z
genomem czlowieka i rosliny Arabidopsis thaliana korzystali z metody okreslania
funkcji gendw na podstawie homologii oraz algorytmu BLAST. Celem doswiadczenia
byto okreslenie pokrewienstwa migdzy krélestwami roslin i zwierzat oraz przypo-
rzadkowanie genom funkcji charakterystycznych dla roslin i zwierzat. W rezultacie
opisano 349 bialek roslinnych zaangazowanych w proces fotosyntezy i 195 biatek
zwierzecych odpowiedzialnych za ruch [31].

Pewne ograniczenie przy wykorzystywaniu algorytmu BLAST do badania homologii
napotyka si¢ w sytuacji, kiedy podobienstwo pomigdzy badanymi sekwencjami jest niskie
(siegajace 20-30%) [19]. Bialka takie, rézniace si¢ znacznie na poziomie sekwencji
aminokwasowej, moga jednak przyjmowac podobna strukture, petni¢ podobne funkcje i
takze by¢ homologami. W powszechnej klasyfikacji, gdzie biatka o podobnej sekwencji,
strukturze i funkcji taczone sa w rodziny, a nastgpnie rodziny w superodziny, biatka
rézniace si¢ sekwencjami zostaja okreslane jako tzw. odlegle homologi. Z badan ewolucji
wynika, ze struktura bialek zachowuje si¢ lepiej niz ich sekwencja [16]. Z tego wzgledu
badanie budowy biatek ma duze znaczenie przy okreslaniu ich funkcji. Zapotrzebowanie
na stworzenie metod badajacych odlegla homologie zaowocowalo ich szybkim rozwojem.
Metody te angazuja m.in. szukanie wspdlnych motywdw w obrgbie danej rodziny, czy
identyfikacje¢ konserwatywnych reszt aminokwasowych (np. Multiple Alignment-
ClustalX — http://www.clustal.org/, [25]). Niezwykle uzytecznym narzedziem do
wykrywania odlegtych homologéw oraz zaliczania biatek do tej samej rodziny jest algorytm
PSI-BLAST i kaskadowy PSI-BLAST [2,3].

METODA INAKTYWACJI GENU

Metoda inaktywacji genu polega na jego zlokalizowaniu i zablokowaniu transkrypcji,
co umozliwia pordwnanie otrzymanego fenotypu organizmu badanego z fenotypem
organizmu niezmutowanego. Na tej podstawie mozna okresli¢, jakie zmiany zaszly
W organizmie zmienionym i przypisa¢ je nieaktywnemu genowi. Obecnie stosuje si¢
szereg metod wyciszania gendw [43]. Podstawowym zalozeniem tej techniki jest



ANALIZA FUNKCJONALNA GENOW 507

wprowadzenie do organizmu takiej konstrukcji genowej, ktora skutecznie zablokuje
konkretny gen. Efektem jest brak syntezy biatka kodowanego przez wyciszony gen,
a z tym czesto wigza si¢ zmiany fenotypowe, na podstawie ktorych mozna wniosko-
wac o funkcji danego genu.

Najpowszechniejszg technika inaktywacji genu jest przerwanie go sztucznie
wprowadzonym fragmentem DNA za pomoca mutagenezy insercyjnej (knock-out)
(ryc.1), ktorej podstawa jest rekombinacja homologiczna. Najlatwiej jest to wykonaé
u organizméw jednokomorkowych, gdyz unika sie¢ wtedy chimeryzmu, czyli sytuacji,
gdy jeden organizm ma komorki zmutowane i niezmutowane. Mutageneza insercyjna
opiera si¢ na wstawieniu fragmentu DNA z wektora w obrgb genu znajdujacego
si¢ na chromosomie. Otrzymany w ten sposob chromosomowy DNA zawiera
przerwany gen, ktory nie ulega ekspresji i w efekcie nie powstaje biatko. Zaburzenia
spowodowane brakiem tego biatka swiadcza o funkcji, jaka pelni to biatko w
organizmie. Knock-out genowy umozliwia sledzenie zmian fenotypowych wynika-
jacych z wymiany fragmentow sekwencji pomiedzy DNA chromosomalnym a
wektorem. Wektor ma zwykle gen przerwany markerem selekcyjnym umozliwia-
jacym identyfikacje rekombinantow, a jednoczesnie powodujacym brak ciaglosci genu,
przez co staje si¢ on nieaktywny.

Odrdznienie komorek zmutowanych od niezmutowanych nie zawsze jest mozliwe
tylko na podstawie zmian fenotypowych, ktore bywaja niejednoznaczne. Dlatego
czgsto stosuje si¢ tzw. kasete delecyjna do wylaczenia badanego genu. Kaseta
delecyjna sktada si¢ z markera selekcyjnego, ktorym zwykle jest gen odpornosci
na antybiotyk, sekwencji promotorowych i dwdch miejsc rozpoznawanych przez
restryktazy (ryc. 2). Wprowadza si¢ ja do komorki w wektorze, ktéry w procesie
rekombinacji homologicznej przekazuje ja do DNA chromosomowego. W ten sposdb
cale komorki nabywaja odpornosci na antybiotyk (najczesciej stosowana jest
kanamycyna), ktéra umozliwia im rozwdj na podlozu selekcyjnym zawierajacym
antybiotyk, podczas gdy komoérki nieodporne umieraja.

Jednak nie w kazdym przypadku mozna zastosowaé metode rekombinacji
homologicznej. W sytuacji, gdy obiektem badan jest DNA organizmu wielokomor-
kowego, pojedyncza komorka nie dostarcza pelnych informacji o wptywie inaktywacji
na fenotyp. Najczesciej wykorzystywanym wielokomorkowym organizmem mode-
lowym jest mysz, ktdrej genom jest podobny do ludzkiego, a wigc i kodowane geny
sa podobne do gendéw czlowieka. Aby uniknaé chimeryzmu, w doswiadczeniu
wykorzystuje si¢ zarodkowe komorki macierzyste, ktore jako komorki totipotencjalne
moga si¢ roznicowa¢ we wszystkie typy komodrek i w efekcie powstaje caly
zmutowany organizm. Niestety, inaktywacja niektorych gendw bywa letalna, dlatego
tez stosuje si¢ heterozygoty powstale z gamet myszy zdrowej i zmutowanej, majac
nadzieje¢, ze fenotypowy efekt inaktywacji bedzie widoczny nawet przy tylko jednej
wersji zmienionego genu. Do okreslenia funkcji gendw, ktorych inaktywacja bywa
letalna, wykorzystuje si¢ system oparty na tkankowo-specyficznej rekombinazy Cre,
ktéra rozpoznaje Scisle okreslone fragmenty DNA (sekwencje loxP). Konstruuje si¢
mysz majaca aktywny gen, lecz oflankowany sekwencjami loxP. Nastepnie mysz z
tak zmodyfikowanym genem krzyzuje si¢ z mysza transgeniczng dla rekombinazy Cre.
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FIGURE 2. Gene activation by deletion cassette

Enzym bedac pod kontrola tkankowo-specyficznego promotora ulega transkrypcji tylko
w okreslonej tkance, czy narzadzie i tylko w tym miejscu wycinany jest gen
oflankowany specyficznymi sekwencjami loxP. Knock-out genowy myszy zostat
wykorzystany w badaniach medycznych w celu stworzenia modeli réznych choréb
m.in. mukowiscydozy, dystrofii migsniowej typu Duchenne czy hemofilii A [20].
Konwencjonalne metody wyciszania gendéw, do ktérych naleza techniki oparte
na rekombinacji homologicznej, sa bardzo czasochtonne, napotykaja szereg trudnosci
i wymagaja ogromnych populacji transformantow [11]. Oczekujac 99% prawdopo-
dobienstwa znalezienia jednego zmutowanego genu (o dlugosci ok. 1 kpz) u
Arabidopsis thaliana (wielko$¢ genomu 120 Mpz) nalezaloby przesledzi¢ 550 tys.
niezaleznych transformantéw [23]. Obecnie czgSciej stosuje si¢ techniki oparte na
potranskrypcyjnym wyciszaniu gendw, ktore polegaja na specyficznej degradacji
powstajacego RNA — RNAi (RNA interference) [30, 35, 41]. RNAi zachodzi
naturalnie zaréwno u zwierzat, jak i u roslin i zostato okreslone wspdlnym terminem
wyciszanie ekspresji genu przy udziale RNA. RNAi polega na wprowadzeniu
dwuniciowej czasteczki RNA (dsRNA), ktora staje si¢ substratem dla enzymu Dicer,
tnacego ja na krotkie oligonukleotydowe fragmenty (siRNA). Ni¢ antysensowna
powstata po dysocjacji oligonukleotydowego fragmentu staje si¢ substratem dla
kompleksu RISC i rozpoznaje czasteczki mRNA, ktore nastgpnie sa degradowane
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[6]. Celem inaktywacji danego genu stosuje sie takze supresje sekwencja antysen-
sowna, w efekcie czego czasteczki RNA endogennego tacza si¢ z sekwencja
wprowadzong i powstaly dsRNA ulega degradacji. Udowodniono jednak, ze
wprowadzenie sekwencji sensownej (kosupresja) jest efektywniejsze i prowadzi do
uzyskania wyzszego stopnia wyciszenia [43].

Inaktywacja genow przy udziale RNA ma ogromny potencjat jako narz¢dzie
w genomice funkcjonalnej. Umozliwia badanie funkcji gendéw m.in. u organizmow
poliploidalnych, u ktérych wykorzystanie technik takich jak mutageneza insercyjna
nie jest mozliwe [4].

METODA ZWIEKSZONEJ EKSPRESJI GENU

Metoda zwigkszonej ekspresji genu jest w pewnym stopniu odwrotnoscia metody
inaktywacji genu. Tu réwniez ocenie podlega fenotyp wywolany mutacja (w tym przypadku
nadmierna ekspresja genu i produkcja zwigkszonej ilosci biatka) i na podstawie poréwnania
go z fenotypem niezmienionego organizmu mozna wnioskowa¢ o funkeji badanego genu.

Technika zwiekszania ekspresji genu polega na umieszczeniu wektora wielokopiowego
w komorkach gospodarza (zazwyczaj organizmu modelowego). Wektor ten ma od 40 do
200 kopii badanego genu i bardzo aktywny promotor, ktdry przyczynia si¢ do powstania
duzej ilosci mRNA, a pdzniej kodowanego przez badany gen biatka (ryc. 3).

Whioski formulowane na podstawie wynikéw badan z zastosowaniem tej techniki
bywaja niedoktadne i niejednoznaczne, gdyz powody zmian fenotypu u organizmow
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transgenicznych sa rézne [11]. Roznice migdzy organizmami zmienionymi i kontrol-
nymi moga wynika¢ zarowno z powodu samego faktu obecnosci i dziatania genu o
nadmiernej ekspresji, jak rdwniez dzialania zwigkszonej ilosci produktu danego genu,
czesto w tkankach, w ktorych biatko to nie wystepuje. Problemy, jakie mozna
napotka¢ stosujac te technike, sktonity badaczy do ograniczenia jej stosowania na
rzecz bardziej nowoczesnych i precyzyjnych metod.

Wspolczesnie nadekspresja jest z powodzeniem wykorzystywana do produkcji
bialek rekombinowanych na potrzeby biotechnologii, farmacji, czy medycyny.
Systemy ekspresji rekombinowanych bialek pozwalaja na szybkie, tanie i bezpieczne
otrzymanie duzych ilosci produktu. Najdogodniejszym systemem ekspresyjnym jest
Escherichia coli ze wzgledu na dobrze poznany genom i zdefiniowany proces
tworzenia bialek. W systemie tym tworzy si¢ szereg biatek wykorzystywanych w
medycynie, takich jak: interferon, hormon wzrostu, a takze wigkszo$¢ enzymow
uzywanych w pracowniach biologii molekularnej [34, 40].

WYKORZYSTANIE MIKROMACIERZY I CHIPOW DNA

Technika mikromacierzy wykorzystywana jest do badania ekspresji genow juz
od kilkunastu lat. Niewatpliwa zaleta mikromacierzy jest mozliwos¢ zbadania
jednoczesnie wielu prébek (nawet do kilku tysigcy gendw w jednym eksperymencie)
oraz poréwnania profili ich ekspresji za pomoca klasteryzacji i analizy gléwnych
sktadowych (PCA). Przewaga PCA nad klasteryzacja jest wizualizacja wyniku w
formie wykreséw 2D i 3D. Umozliwia to nie tylko ocen¢ relacji pomigdzy
sktadowymi, jak ma to miejsce w dendrogramach, ale roéwniez oceng stopnia
powigzan pomigdzy elementami w przestrzeni [32] (ryc. 4). Coraz wigkszy postep
w dziedzinie informatyki pozwala na dokladna analize statystyczna otrzymanych
wynikéw. W analizie danych uzyskanych w technice mikromacierzy wykorzystanie
znalazty narzedzia i programy tworzone, aby automatycznie analizowa¢ dane na
podstawie ontologii genéw m.in. GOToolBox [29]. Ontologia gendéw zajmuje si¢
odnajdywaniem i opisywaniem funkcji gendw stosujac zasady hierarchizacji i
kategoryzacji. Opisuje wlasciwosci genow i ich produktow w danym organizmie
katalogujac dane miedzy trzy obszary badan biologicznych. Poziomy te pozwalaja
opisa¢ funkcje produktu genu, jego udzial w procesach metabolicznych oraz jego
komodrkowa lokalizacje. Tak przetworzone dane daja informacj¢ nie tylko na temat
stopnia ekspresji genu, ale rowniez pozwalaja okresli¢ precyzyjnie czas przebiegu
tego procesu oraz miejsce (tkanka lub organellum), w ktérym zachodzi. Sa to cenne
dane, gdyz na podstawie poréwnania tych parametrow z wlasciwosciami gendw juz
scharakteryzowanych metodami wczesniej opisanymi mozna wnioskowaé, ze geny
kodujace transkrypty o podobnej lokalizacji i profilu ekspresji maja zblizona funkcje,
badz biora udzial we wspdlnie regulowanym procesie [27].

Zasada stosowania mikromacierzy jest niezwykle prosta. Na plytce szklanej lub z
syntetycznego tworzywa naniesione sa sondy komplementarne do transkryptéw, ktorych
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Doswiadczenie z | Sekwencje gendw | [Identyfikacia gendw]|
uzyciem mikromacierzy

Lista gendw

MADIBA

Micro Array Data Interface for Blological Annotation

sciezki Opis enzymdw
metaboliczne

BAZA DANYCH

Lokalizacja gendw _ . PDF
Lokalizacja / « TXT
chromosomowa Opis ontologii  Homologia z
genu: organizmem modelowym
¥ 4 + funkcja molekularna Y
« Chromosomowy|| Regulacia . «proces biologiczny Specyfikacja
graf transkrypcji «sktadnik komdrkowy | Organizmu
+ Chromosomowa l
mapa

Ontologia genu

RYCINA 4. Schemat dziatania programu Madiba [na podstawie 26]
FIGURE 4. A schematic representation of the Madiba programme (according to [26])

ekspresje zamierza si¢ bada¢. mRNA taczy si¢ specyficznie z sonda, kompleks taki wizualizuje
si¢ w skanerze mierzacym poziom fluorescencji uprzednio wyznakowanego mRNA.

Powszechnie wykorzystywane sa dwa typy mikromacierzy, ktore rozniag sie
pochodzeniem i rodzajem sond. Sonda moze by¢ 0,5-2,0 kpz fragmentem cDNA
(ni¢ DNA powstala w wyniku odwrotnej transkrypcji na matrycy RNA) lub krotkim
oligonukleotydem o dlugosci 10-25 pz zsyntetyzowanym in situ na ptytce. Mikro-
macierze z sondami drugiego typu okresla si¢ jako ,.chipy DNA” [37].
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Analiza danych z mikromacierzy i chipéw DNA powiazana jest z metoda
przewidywania funkcji przez homologie, gdyz réwniez w tym przypadku wykorzystuje
si¢ informacje zgromadzone w bazach danych. Obecnie mozna zaobserwowaé
dynamiczne powigkszanie si¢ oferty oprogramowan dostgpnych w Internecie,
laczacych funkcje analizy danych oraz ich przechowywania w bazach dostepnych
za oplata lub ogoélnodostgpnych. Na rynku sa programy tworzone zar6wno przez
firmy komercyjne, laboratoria uniwersyteckie, jak i instytuty wiodace w dziedzinie
genomiki (tab. 2). Dzigki tak duzej réznorodnosci mozna odpowiednio dobraé
oprogramowanie do prowadzonych badan [27].

Mikromacierze wykorzystywane sa z powodzeniem w genomice funkcjonalne;j
do badania funkcji gendéw organizméw majacych genom zaré6wno w calosci
zsekwencjonowany, jak i poznany tylko fragmentarycznie [33]. Wciaz odkrywane
nowe zastosowania mikromacierzy i stosunkowo duza wiarygodno$¢ wynikow
spowodowaly szybki rozwoj badan wielu galezi nauki.

Eksperymentalne systemy, ktore wykorzystuja interferencje RNA oraz zasady metody
mikromacierzy zostaty wdrozone w doskonalenie wysokoprzepustowych technik analizy
funkcjonalnej. Odkryta ostatnimi czasy technika transformowania komorek na plytkach
TCA (tramsfected-cell array) wydaje si¢ by¢ przelomem w wielkoskalowym badaniu
funkcji genow. Technika ta taczy technologi¢ mikromacierzy z metodami biologii komérki,
tj. transfekcja i kulturami komoérkowymi. W metodzie wyciszania gendéw z
wykorzystaniem techniki TCA na plytkach umieszcza si¢ fragmenty siRNA polaczone
z czynnikami transfekcyjnymi, przy czym cato$¢ zawieszona jest w zelatynie. Taka
macierz przykrywa si¢ plytka z jedna warstwa komorek, ktore ulegng odwrotnej

TABELA 2. Programy analizujgce wyniki uzyskane technika mikromacierzy i chipow DNA

Nazwa Opis

Bioconductor Oprogramowanie do statystycznej analizy danych pochodzacych z
mikromacierzy. Ma szereg pakietow do statystyczneji graficznej interpretacji
wynikow [14]

MADIBA MADIBA przypisuje biologiczne znaczenie klasterom obrazujacym ekspresje
(MicroArray Data |genéw. Program pozwala na analiz¢ danych z klasterow, wizualizacje i
Interface lokalizacj¢ Sciezek metabolicznych zwigzanych z ekspresja genow i okres-
for Biological lenie najczgstszych regulatorow transkrypceji badanych genow (ryc. 4) [26]
Annotation)

AMEN AMEN umozliwia szczegdélowe badania genomu, reakcji migdzy biatkami,
(Annotation, mapowanie chromosomow, uzyskiwanie profili ekspresji i innych danych
Mapping, proteomicznych. Aktualna wersja pozwala tez na fadowanie i obrabianie da-
Expression nych uzyskanych z mikromacierzy, wykrywane grup genow o podobnym

and Network) stopniu ekspresji oraz poszukiwanie w bazie i przypisywanie genom funkcji [8]
PGMapper PGMapper jest oprogramowaniem do automatycznego przypisywania

fenotypow do genow z okreslonego regionu genomu lub grupy gendéw za
pomoca informacji zgromadzonych w bazach Ensembl, OMIM i PubMed [44]

Mfuzz Mfuzz jest programem do analizowania sklasteryzowanych danych uzyskanych
z wykorzystaniem mikromacierzy [24]

GEDI (Gene GEDI to narzgdzie pozwalajace na analizowanie ekspresji genow na duza
Expression Data [skal¢ podczas badan biomedycznych [13]
Interpreter)
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transfekcji (ang. reverse transfection). Odwrotna transfekcja polega na wnikaniu kwasu
nukleinowego do komérki z bezposrednio przylegajacej do niej powierzchni phytki, co
umozliwia przestrzenne odseparowanie rownolegle zachodzacych na plytce transfekcji.
Efektywnosé transfekeji jest oceniana na podstawie ekspresji lub wyciszenia danego
genu, a wizualizacja jest mozliwa w drodze auto- lub immunofluorescencji. Zaprezen-
towana przez Vanhecke i Janitz [42] wielkoskalowa technika pozwalata przeanalizowa¢
ponad 1000 prob w jednym eksperymencie.

Eksperymenty medyczne z wykorzystaniem mikromacierzy umozliwily opracowa-
nie metod diagnostycznych do wykrywania wielu chordb na podstawie poznanych
profili ekspresji genéw w tkance zdrowej i ulegajacej transformacji nowotworowe;j
[18]. W badaniach farmaceutycznych technike te¢ stosuje si¢ do oceny bezpieczen-
stwa i skutecznosci wprowadzanych na rynek lekoéw [9, 37]. Znalazta ona takze
zastosowanie przemystowe przy produkcji roslin o zwiekszonej ekspresji genow
kodujacych korzystne z punktu widzenia konsumenta cechy fenotypowe [15].

WYKORZYSTANIE TECHNIK WZBOGACONYCH
O IMMUNOPRECYPITACJE CHROMATYNY (CHIP)

Immunoprecypitacja chromatyny jest powszechnie stosowana technika umozliwia-
jaca sledzenie interakcji pomigdzy biatkami i DNA. Te interakcje petnia wazna role
w regulacji ekspresji genow, utrzymywaniu struktury chromatyny, czy integralnosci
genomu. ChIP umozliwia identyfikacj¢ miejsc modyfikowania histonow oraz miejsc
przylaczania czynnikdéw transkrypcyjnych. Zasada tej techniki opiera si¢ na po-
traktowaniu komorek czynnikiem sieciujacym (najczesciej stosowany jest formal-
dehyd), ktory powoduje kowalencyjne polaczenie DNA z wigzacym sie do niego
biatkiem. Nastepnie komodrki poddaje sie lizie, izoluje genomowy DNA i poddaje
sonifikacji majacej na celu defragmentacje chromatyny na krotkie odcinki. W
kolejnym etapie przeciwciata skierowane przeciwko interesujacemu nas biatku
zwiazanemu z DNA ulegajq precypitacji. Wyodrgbnione w ten sposob fragmenty
DNA sa nastgpnie odlaczane od zwiazanego z nim biatka i oczyszczane [38].

W zaleznosci od dalszego wykorzystania, zwykle zamplifikowanych jeszcze
technika PCR, fragmentéw wyodrebnionych przez immunoprecypitacj¢ wyroznia si¢
dwie gldwne techniki, tj. ChIP-chip oraz ChIP-seq.

Technika ChIP-chip opiera si¢ na metodzie z uzyciem mikromacierzy, poniewaz
otrzymane fragmenty DNA sa nanoszone na plytke mikromacierzowsa i hybrydyzuja z
odpowiednimi sekwencjami znajdujacymi si¢ na jej powierzchni. Czesto podkreslang wada
tej techniki jest jej mata optacalno$¢ wiazaca si¢ ze stworzeniem odpowiedniej macierzy
szerokogenomowej. Wigkszo$¢ macierzy ma ograniczong liczbge miejsc, przez co
reprezentuje tylko frakcje calego genomu. Kolejnym ograniczeniem tej techniki moze by¢
dtugosc sekwencji, ktore znajduja si¢ na macierzy, siegajace kilkuset par zasad. To powoduje,
ze identyfikacja miejsca wiazacego w sekwencji staje si¢ trudna, szczegodlnie dla stabo
zidentyfikowanych miejsc wigzania niektorych czynnikdw transkrypeyjnych [21].
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Technika ChIP-seq zdaje si¢ by¢ bardziej czula metoda, dostarczajaca zarazem
wiarygodniejszych wynikow niz metoda ChIP-chip [22]. Jej rozwdj stal si¢ mozliwy wraz
z ostatnimi odkryciami i postgpami w zakresie wysokoprzepustowego sekwencjonowania
DNA (ang. high-throughput sequencing). Zasada tej techniki polega na réwnoleglym
sekwencjonowaniu fragmentow uzyskanych w drodze ChIP oraz mapowaniu ich w
genomie. Komercyjne platformy oraz urzadzenia do sekwencjonowania (np. SOLID
System-AppliedBiosystems) umozliwiaja przeanalizowanie 400 milionow krotkich
sekwencji w pojedynczym cyklu [21]. Powstale mapy genomu z okreslonymi miejscami
wigzania czynnikow transkrypeyjnych stajg si¢ wiarygodna podstawa do identyfikacji
aktywnych, kodujacych fragmentoéw genomu. Z kolei wiedza dotyczaca regulacji ekspresji
gendéw umozliwia naukowcom manipulacje¢ transkrypcja tak, aby pozna¢ funkcje
metaboliczng produktu kodowanego przez analizowany gen.

PODSUMOWANIE

Do okreslenia funkcji genow stosowane sa rézne metody, ktore sa doskonalone
tak, aby zminimalizowa¢ ryzyko bledu. Z biegiem czasu zmniejsza si¢ popularnosc
jednych technik na korzys¢ innych oraz powstaja zupelnie nowe metody, pozwalajace
na dokladniejsze zbadanie jeszcze nieopisanych genow.

Techniki z uzyciem mikromacierzy oraz immunoprecypitacji chromatyny sa obecnie
najnowoczesniejsze, wydaja sie by¢ najwydajniejsze, glownie ze wzgledu na stosunkowo
niskie koszty (po przeliczeniu na liczbe jednoczes$nie badanych probek), stosunkowo
duza doktadnos¢ wynikow i krétki czas badania. Jednakze bazy danych wykorzys-
tywane do poréwnan i wnioskowania funkcji badanych genow (rowniez w przypadku
metody homologii) w duzej mierze opieraja si¢ na wynikach otrzymanych po
zastosowaniu metod konwencjonalnych, jak metoda inaktywacji lub nadekspresji genu.
Dlatego mimo szybkiego rozwoju technologicznego, laboratoria zajmujace si¢ genomika
funkcjonalng nie rezygnuja definitywnie ze stosowania tych metod.

Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze to wlasnie dzigki tej stosunkowo wolno
postepujacej 1 czgsto zmudnej pracy uda si¢ przypisa¢ funkcje coraz to wigkszej
liczbie wciaz nieopisanych genow, ktdre nie majg homologéw w bazach danych i z
tego powodu sg okreslane jako geny sieroce (ang. ORFans). Przyjmuje sig, ze
dotyczy to ok. 30% fragmentow DNA kodujacych biatka. Zaproponowano wiele
hipotez, ktére miatyby ttumaczy¢ wystgpowanie ORF-anéw, jednak zadna z nich nie
jest na tyle wiarygodna, aby jednoznacznie wyjasni¢ istnienie tej tajemniczej grupy
genéw. Przypuszcza sie, ze brak sekwencji podobnych do ORF-anéw wynika ze
zbyt ubogich w potencjalne homologi baz danych. Mozliwe jest takze zatozenie, ze
ORF-any nie maja homologdéw, poniewaz zostaly one utracone przez przodkow w
trakcie ewolucji lub stanowia szybko ewoluujace geny, przez co nie mozna
zidentyfikowac¢ dla nich wyjsciowych sekwencji. Najbardziej intrygujaca wydaje si¢
hipoteza, jakoby ORF-any mogly stanowi¢ niekodujace RNA biorace udzial w
regulacji ekspresji, czy tez ochronie przed atakiem patogendéw [28].
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