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Streszczenie
W pracy przedstawiono przeglad metod analizy ekspresji genéw z zastosowaniem technik:
mikromacierzy DNA, seryjnej analizy ekspresji genéw (SAGE), jak réwniez odwrotnej transkrypcji
— RT-PCR oraz qRT-PCR. Zaprezentowano mozliwo$ci wykorzystania poszczego6lnych technik wraz
z przyktadami ich praktycznego zastosowania w badaniach molekularnych rzepaku.
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napus L.)

Abstract
This paper presents an overview of gene expression analysis methods, including: DNA
microarrays, SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), as well as reverse transcription techniques:
RT-PCR and qRT-PCR. It also includes some examples of application of the methods in molecular
studies on oilseed rape genome and transcriptome.

Wprowadzenie

Nowoczesne metody i techniki biologii molekularnej oraz biotechnologii
umozliwiajg szczegdlowa analize struktury i funkcji gendw, a takze poznanie
czynnikow warunkujacych ich ekspresje. Powoduje to postep w badaniach podsta-
wowych zajmujacych si¢ genomika strukturalng i funkcjonalng, a nastgpnie poz-
wala na zastosowanie ich wynikow miedzy innymi w medycynie oraz w hodowli
ro$lin uprawnych.

Badanie zaleznosci pomigdzy genotypem a fenotypem rosliny jest waznym
aspektem nowoczesnej hodowli wspomaganej markerami molekularnymi. Rozwoj
technik molekularnych stwarza coraz wigksze mozliwosci poznania podstaw
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genetycznych cech uzytkowych ro$lin uprawnych. Dzigki temu mozliwe jest
opracowanie nowych markeréw, np. dla hodowli molekularnej (Snowdon i in.
2005). Poznanie funkcji genéw poprzez badanie zmian ich ekspresji w odpowiedzi
na czynniki stresowe jest niezb¢dne dla wprowadzenia nowych genotypéw do
hodowli odpornosciowej. W zalezno$ci od potrzeb, w pracach badawczych pro-
wadzonych na ro$linach uprawnych (np. Brassica napus) i modelowych (np.
Arabidopsis thaliana) stosuje si¢ wiele metod oceny ekspresji genow, zaréwno
w badaniach roslin transgenicznych, jak i nietransformowanych.

Metody analizy ekspresji gendw dzieli si¢ na metody o niskiej i wysokiej
rozdzielczo$ci. Metody o niskiej rozdzielczosci takie jak mikromacierze DNA oraz
SAGE, wykorzystywane sa gtownie jako badania przesiewowe. Natomiast do
metod 0 wysokiej rozdzielczosci zaliczamy: hybrydyzacje typu Northern, RT-PCR
(ang. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) i gRT-PCR (ang.
guantitative RT-PCR), NGS (ang. Next Generation Sequencing, sekwencjonowanie
nowej generacji) oraz uzycie genéw reporterowych. W pracy przedstawiono
wybrane techniki analizy ekspresji genéw oraz przyktady ich zastosowania
w pracach nad rzepakiem. W zestawieniu nie ujeto techniki sekwencjonowania
nowej generacji, gdyz nie jest jeszcze upowszechniona w badaniach ekspresji
gendw rzepaku.

Analiza kolekcji klonow EST

EST (ang. Expressed Sequence Tag) jest to krétki, zsekwencjonowany fragment
cDNA odpowiadajacy genowi, ktdry ulega ekspresji. W celu analizy profilu
ekspresji badanego organizmu w danych warunkach niezbedne jest skonstruowanie
biblioteki EST. W bazach danych dostepne sg sekwencje EST pochodzace z roz-
nych tkanek (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), na przyktad z korzeni roslin rzepaku
poddanych stresowi suszy (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/EV223001.1).
Stworzenie wiasnej kolekcji klonéw EST analizowanej rosliny poddanej dziataniu
stresu (np. patogenu) pozwala poréwnaé fragmenty sekwencji DNA z dostgpnymi
w bazach, rowniez dla innych gatunkéw i wnioskowac¢ o tym, jakie geny ulegaja
zmienionej ekspresji.

W celu zidentyfikowania potencjalnych gendéw powiazanych z wrazliwoscig
ro$lin rzepaku na uszkodzenia spowodowane przez pchetke rzepakowa porowny-
wano biblioteki EST z liscieni uszkodzonych i nieuszkodzonych przez insekty
(Gruber i in. 2012). Badania wykazaly réznice w ekspresji dwudziestu dwdch
gendéw o nieznanej funkcji, szeSciu kodujgcych biatka sygnatowe oraz genu
czynnika transkrypcyjnego zawierajacego domene palca cynkowego.

Mikromacierze DNA

Mikromacierz DNA ma posta¢ plytki z regularnie naniesionymi sondami,
ktore poprzez hybrydyzacj¢ wiaza komplementarne czasteczki DNA lub RNA.
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W badaniach ekspresji gendéw stosuje sie dwa rodzaje mikromacierzy: cDNA
i oligonukleotydowe, ktdre r6znia sie rodzajem zastosowanych sond.

W technologii mikromacierzy cDNA (Shalon i in. 1996) sondy nanoszone sa
na plytke przy uzyciu specjalnej drukarki. W eksperymencie do jednej macierzy
hybrydyzowane sg dwie préby pochodzace z poréwnywanych organizméw, np.
ro$liny poddanej stresowi i rosnacej w warunkach optymalnych. W tym systemie
jednemu genowi odpowiada jedna plamka cDNA, a nanoszone proby sa znakowane
dwoma roznymi barwnikami fluorescencyjnymi (najczgsciej czerwonym i zielo-
nym). Uzyskany wynik w postaci barwnego sygnalu pozwala $ledzi¢ zmiany
ekspresji gendw wywotane zastosowanym czynnikiem (np. dziataniem stresu).
Mimo, ze dostepne sg komercyjne systemy tego typu, zaletg mikromacierzy cDNA
jest mozliwos$¢ samodzielnego zaprojektowania i relatywnie niedrogiego ich wy-
drukowania. Niewatpliwie wygodna jest takze uproszczona analiza pozwalajaca
na bezposrednie poréwnanie dwdch prob na jednej mikromacierzy. Wada jest
koniecznos$¢ analizy poréwnywanych prob w jednym czasie i brak standaryzacji
wynikow uzyskanych na samodzielnie wykonanych macierzach, co utrudnia ich
poréwnywanie pomiedzy laboratoriami (Zmienko i in. 2008).

Mikromacierze oligonukleotydowe wytwarzane sg poprzez synteze oligo-
nukleotydéw bezposrednio na plytce z zastosowaniem techniki zwanej fotolito-
grafia. Dzieki temu mozliwe jest bardzo geste upakowanie sond na 1 cm’
(ok. 6 milionéw). W analizie na mikromacierzach oligonukleotydowych stosuje sie
znakowanie prob jednym barwnikiem i hybrydyzuje z oddzielnymi mikromacie-
rzami. Proby w eksperymentach dotyczacych analizy ekspresji genéw stanowia
wyizolowany i wyznakowany RNA z badanego organizmu. Czasteczki komple-
mentarne hybrydyzuja i powstaje sygnat, ktory jest odbierany przez specjalne czyt-
niki. Dane analizowane sa dla kazdej mikromacierzy oddzielnie. Zaleta stosowania
komercyjnych mikromacierzy jest mozliwo$¢ poréwnywania standaryzowanych
wynikow uzyskiwanych w réznych laboratoriach, a takze prob otrzymywanych
w duzym odstepie czasu, np. analiza jednej rosliny przed i po diugotrwatym
traktowaniu chtodem, czy badanie kolejnych pokolen roslin o dlugim okresie
wegetacji. Wadg tego typu systemOw jest niedostepno$s¢ mikromacierzy dla
wigkszos$ci rodlin uprawnych i duze koszty wytworzenia ich na zamoéwienie
(Zmienko i in. 2008).

Mikromacierze cDNA wykorzystano rowniez w badaniach nad ekspresja
gendw wystepujacych w jadrach komorek bielmowych w réznych stadiach
rozwoju zarodka w nasionach rzepaku (Huang i in. 2009). Poréwnywano stadia:
globularne, sercowate i torpedy. Zidentyfikowano 1229 unikalnych sekwencji,
ktore ulegaty istotnie zmienionej ekspresji w trakcie rozwoju bielma. Wyniki
uzyskane w eksperymencie z zastosowaniem mikromacierzy zostaty potwierdzone
poprzez analiz¢ RT-PCR. Potaczenie analizy EST, profili biatkowych i danych
uzyskanych z mikromacierzy pozwolito na identyfikacj¢ szlakow metabolicznych,
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a takze czynnikdw transkrypcyjnych podlegajacych zmianom ekspresji w bielmie,
w trakcie rozwoju zarodka.

U rzepaku czesto wykorzystuje si¢ mikromacierze A. thaliana ze wzgledu na
brak dostepnosci sekwencji genomowej. Dla wyjasnienia mechanizmu genowej
meskiej sterylnosci w dwoch liniach rzepaku zastosowano mikromacierz ATH
(firmy Affymetrix) zawierajaca zestaw 22 810 sond reprezentujacych 80% gendw
A. thaliana (Chen i in. 2009). Porownywane linie wsobne o wysoce ujednoliconym
materiale genetycznym réznity si¢ jednym allelem genu Bnmsl, kontrolujacego
recesywna genowa mgska sterylno$é u rzepaku. W eksperymencie z zastosowa-
niem mikromacierzy wyznaczono profil ekspresji gendw paka kwiatowego.
Wytypowano geny, ktorych ekspresja zostata zahamowana i przyporzadkowano je
do grup funkcyjnych, a nastepnie poddano dalszym analizom. Wykazano, ze Bnmsl
moze by¢ zaangazowany W metabolizm kwasow ttuszczowych, natomiast mutacja
homologiczna w tym genie moze blokowa¢ synteze sporopoleniny lub tez zapo-
biega¢ jej odktadaniu na powierzchni mikrospor, przez co nie dopuszcza do
wytworzenia egzyny.

SAGE

SAGE (ang. Serial Analysis of Gene Expression) jest wydajng metoda
pozwalajaca na jednoczesng analiz¢ produktow ekspresji wielu gendw (Velculescu
i in. 1995). Opiera si¢ na skonstruowaniu biblioteki SAGE i sekwencjonowaniu
otrzymanych klonéw. Catkowity mRNA badanego organizmu jest poddawany
odwrotnej transkrypcji. Otrzymany cDNA (ang. complementary DNA) jest hydro-
lizowany enzymem restrykcyjnym na mate fragmenty (ok. 12nt), ktore po ligacji
klonuje si¢ do wektorow plazmidowych. Utworzona w ten sposéb biblioteka
SAGE poddawana jest sekwencjonowaniu. Krétkie sekwencje (znaczniki genow)
pozwalaja na jednoznaczne przyporzadkowanie ich do konkretnego genu. Liczba
znacznikdéw jednego genu odpowiada poziomowi jego ekspresji (Yamamoto
i in. 2001).

Technike seryjnej analizy ekspresji gendow wykorzystano w badaniach nad
rozwojem nasion rzepaku (B. napus) (Obermeier i in. 2009). Przy uzyciu zmody-
fikowanej metody LongSAGE, w oparciu o dtuzsze, 21-nukleotydowe znaczniki,
badano réznice w ekspresji gendw w nasionach na roéznym etapie rozwoju
(23- 1 35-dniowe). Zidentyfikowano geny roznigce si¢ ekspresja w 23. i 35. dniu po
zapyleniu i poszukiwano ich odpowiednikbw w bazach danych. Badania te
wykazaly zmiang w ekspresji gend6w w trakcie rozwoju nasion, migdzy innymi
gendéw zaangazowanych w procesy rozwojowe, takie jak proliferacja komorek czy
formowanie okrywy nasiennej (w 23. dniu po zapyleniu), do genéw odpowie-
dzialnych za procesy metaboliczne, w tym akumulacji biatek i odktadanie thusz-
czéw (w 35. dniu po zapyleniu).
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Rys. 1. Metoda SAGE — schemat, na podstawie http://www.sagenet.org/

RT-PCR i gRT-PCR

Kolejng z metod o wysokiej rozdzielczosci, wykorzystywang w ostatnich
latach, jest metoda RT-PCR (ang. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction),
oraz jej unowoczesniona wersja z zastosowaniem PCR w czasie rzeczywistym
(gPCR, Real Time PCR). Jest to metoda doktadna, stosunkowo szybka i wysoce
powtarzalna. W RT-PCR reakcja odwrotnej transkrypcji jest potaczona z PCR,
a wyniki uwidocznione sa poprzez elektroforez¢. Rozwinigciem tej metody,
umozliwiajacym iloSciowe okreslenie poziomu ekspresji, jest PCR w czasie rze-
czywistym na matrycy cDNA.
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Real Time PCR przeprowadzony na matrycy uzyskanej w trakcie odwrotnej
transkrypcji pozwala okre$li¢ ilos§¢ cDNA w badanej prébie. W poréwnaniu do
genu referencyjnego daje to pewien obraz rzeczywistego poziomu transkrypcji
w komorce. Technika reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
polega na rejestrowaniu przez komputer fluorescencji generowanej w przebiegu
PCR. Na podstawie tych danych powstaje wykres przebiegu reakcji, ktorych
wynikiem jest wartos¢ progowa cyklu (Cy). Im mniejsza wyjsciowa liczba kopii
amplifikowanego DNA, tym wieksza warto$¢ progowa cyklu. Do uzyskania
wyniku niezbedna jest krzywa wzorcowa, utworzona z warto$ci Cr szeregu préb
0 znanych ilosciach poczatkowych matrycy. Na podstawie poréwnania wartosci
progowej cyklu analizowanej proby z krzywa wzorcowa Wyznacza si¢ liczbe kopii
badanej sekwencji (Valasek i Repa 2005).

Do analizy PCR w czasie rzeczywistym opracowano kilka technik opartych
na fluorescencji. Mozna je podzieli¢ na specyficzne, w ktorych stosowane sondy
znakowane fluorescencyjnie sa komplementarne do badanego fragmentu oraz
mniej specyficzne, opierajace si¢ na pomiarze fluorescencji wywotanej potaczeniem
fluorochromu (np. SybrGreen 1) z produktem PCR. Detekcja specyficzna odbywa
si¢ w oparciu 0 wyznakowane fluorescencyjnie startery lub sonde, ktore hybry-
dyzuja w miejscu wystepowania analizowanej sekwencji. Detekcja przy uzyciu
SybrGreen | moze by¢ obarczona btgdami. Ze wzgledu na niespecyficzne wigzanie
si¢ SybrGreen | do dwuniciowych czasteczek DNA, moze si¢ on wigzac
z niespecyficznymi produktami lub z dimerami starteréw, jesli takie powstang
w mieszaninie reakcyjnej. Aby zapobiec odczytywaniu btednych wynikéw jako
pozytywnych, w eksperymencie wykonuje si¢ dodatkowsa analiz¢ krzywej topnie-
nia produktu reakcji (Bustin i Nolan 2004).

Podczas analizy ekspresji gendw nalezy wzig¢ pod uwage nie zawsze
jednakowa wydajnos¢ odwrotnej transkrypcji, co moze zmieni¢ ostateczny wynik.
Dlatego w tych badaniach nalezy postuzy¢ si¢ dodatkowym standardem w postaci
analizy genu referencyjnego. Uzyskane wyniki dla badanego transkryptu odnosi sie
zawsze do genu referencyjnego (Valasek i Repa 2005). Tym mianem okresla si¢
gen o statej ekspresji w komorce badanego gatunku. Najczesciej stosowane w tym
celu sa geny metabolizmu podstawowego, jako ulegajace konstytutywnej ekspresji.
Najczesciej stosowanymi genami referencyjnymi sa: f-aktyna, 18S rRNA, GADPH,
UBQ. W badaniach poréwnawczych osmiu genow referencyjnych na potrzeby
badan genomu rzepaku dowiedziono, ze geny: UP1, UBC9, UBC21 i TIP41
wykazujg najwickszg stabilnos¢ w tkankach wegetatywnych, zas geny ACT7,
UBC21, TIP41 i PP2A sa najbardziej stabilne sposrod testowanych gendw
w dojrzewajacych zarodkach (Chen i in. 2010). Analize ekspresji genu metoda
gRT-PCR mozna przeprowadzi¢ W sposob bezwzgledny, ktory pozwala okresli¢
poczatkowa ilos¢ matrycy. Wynikiem moze by¢ na przyktad liczba kopii badanego
genu w przeliczeniu na komorke, gram tkanki itd. Jednak w badaniach zmian
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ekspresji genow pod wptywem roéznych czynnikdw lub tez analizie ekspresji
wprowadzonych gendw stosowana jest wzgledna analiza ekspresji. Uzyskany
metoda qRT-PCR wynik dla badanej proby jest porownywany do wyniku dla
préby kontrolnej, ktora pochodzi z organizmu nietraktowanego danym czynnikiem
lub nietransformowanego. Wynikiem jest procentowa zmiana ekspresji badanego
genu w danej probie, w stosunku do przyjetej stuprocentowej ekspresji tego genu
w probie kontrolnej (Wyska i Rosiak 2006).

PCR w czasie rzeczywistym jest nie tylko samodzielng technika analizy
ekspresji genéw, pozwalajgcg na jednoznaczne okre$lenie poziomu ekspresji genu
w komérkach czy tkankach organizmoéw w réznych warunkach, uzywana jest do
okreslenia liczby kopii transgenu, a takze stanowi metode kontrolng dla ekspery-
mentoéw mikromacierzowych.

RT-PCR w czasie rzeczywistym stosuje si¢ na przyktad do analizy szlakow
metabolicznych. U rzepaku przeprowadzono transformacje wielogenowe, podczas
ktérych wprowadzono siedem gendw szlaku syntezy karotenoidéw (Fujisawa i in.
2009). Po uzyskaniu roslin przeprowadzono analize ekspresji wprowadzonych
genéw oraz gendw natywnych zwiagzanych z produkcja karotenoidow. Badania
te wykazaty, ze ekspresja wprowadzonych genéw powodowata zmiany w ekspresji
genéw natywnych. PCR w czasie rzeczywistym na matrycy cDNA zastosowano
rowniez w badaniu ekspresji genéw odpowiedzialnych za przekazywanie infor-
macji o stresie wprowadzonych do rzepaku na drodze agrotransformacji (Olejnik
2012 — praca doktorska). Poziom ekspresji odnoszono do rosliny nietransfor-
mowanej, w ktorej przyjeto ekspresje badanego genu na poziomie 100%.
Okreslono poziom nadekspresji kazdego z 3 genow wprowadzonych do genomu
rzepaku oraz zbadano wptyw ich ekspresji na fizjologi¢ rosliny.

Geny reporterowe

Uzycie genow reporterowych takich jak GFP (biatko zielonej fluorescencji)
czy GUS (beta-glukuronidaza) pozwala na $ledzenie ekspresji genu wprowadzo-
nego na drodze transformacji. W tym przypadku mozliwe jest rowniez specyficzne
okreslenie tkanek, czy nawet komdrek, w ktorych nastepuje ekspresja. Z wymie-
nionych gendéw korzystniejsze jest zastosowanie GFP, gdyz jego ekspresje mozna
$ledzi¢ przyzyciowo (Chudakov i in. 2005). Produktem genu GFP, pochodzacego
z meduzy Aequorea victoria, jest biatko fluoryzujace na zielono pod wptywem
promieniowania UV. Zastosowanie tego genu w biotechnologii jest wszechstronne,
od opracowywania metod wprowadzania gendéw i dobierania odpowiednich pro-
motoréw do konstruktow, poprzez sledzenie przeptywu transgendw migdzy orga-
nizmami, po zastosowanie zmodyfikowanych biatek §wiecacych réznymi kolorami
w celu poréwnywania ekspresji kilku genéw w danych warunkach. Zastosowanie
tego biatka jako przyzyciowego wskaznika ekspresji transgenu, pozwala na jego
identyfikacje w roslinie bez potrzeby uszkodzenia lub jej catkowitej utraty (Halfhill
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i in. 2001). Potaczenie genu GFP z wprowadzanym genem pod wspdlnym
promotorem umozliwia jego posrednig identyfikacje i kontrole ekspresji. Zwieksza
takze skutecznos¢ selekcji roslin 0 pozadanych cechach jeszcze w warunkach in
vitro. Pozwala to unikna¢ stosowania gendw opornosci na antybiotyki jako genow
selekcyjnych w transformacjach genetycznych i utrzymywania ro$lin nietransge-
nicznych do momentu, kiedy analiza jest mozliwa do wykonania (zazwyczaj po
regeneracji i przeniesieniu do gleby). Takie zastosowanie GFP daje réwniez
mozliwos¢ kontroli przeptywu transgenu w srodowisku (Stewart 1996). Jest to gen
0 tatwej, taniej i jednoznacznej identyfikacji ekspresji. Nie wymaga naktadu pracy
laboratoryjnej i biegtosci w obstudze aparatury (Halfhill i in. 2001).

Gen reporterowy GUS zastosowano w badaniach nad wprowadzeniem do
rzepaku rekombinowanego biatka (MLC), majacego petni¢ role jadalnej
szczepionki przeciwko malarii (Lee i in. 2011). Przy uzyciu genu reporterowego
obserwowano posrednio ekspresj¢ wprowadzonego wiasciwego genu MLC.
Whyniki te potwierdzono testem PCR na obecno$¢ fragmentu genu MLC (prawie
90% zgodno$¢). Przydatnos¢ transgenicznego rzepaku jako szczepionki jadalnej
przeciwko malarii zostata dodatkowo potwierdzona w badaniu na myszach.

Zastosowanie w transformacji rzepaku genem crylAc genu markerowego
GFP pozwolito na przeprowadzenie badan nad przeptywem transgenéw w $rodo-
wisku i mozliwoscia przenoszenia ich do gatunkéw spokrewnionych. Krzyzowano
rzepak transgeniczny z gorczyca (Brassica juncea), a nastgpnie wykonano
dwukrotnie krzyzowanie wsteczne. Gen markerowy GFP postuzyt do sprawdzenia
ekspresji transgenu w kolejnych pokoleniach uzyskanych mieszancéw. Wykazano
korelacje pomigdzy intensywnos$cig $wiecenia biatka zielonej fluorescencji a za-
warto$cig biatka CRY1Ac. Ekspresja wprowadzonego genu ulega zmniejszeniu
w kolejnych pokoleniach krzyzowania wstecznego. Ponadto w badaniach tych
udowodniono, ze biatko zielonej fluorescencji jest przydatnym markerem trans-
gendéw w srodowisku (Lei i in. 2011).

Podsumowanie

Wspotczesne metody badania ekspresji gendw dostarczaja ogromnej ilosci
danych, ktdére odpowiednio analizowane daja obraz zmian w roslinie, zardwno
w trakcie wzrostu, dojrzewania, jak i dziatania mechanizméw obronnych. Mozna
wowczas wnioskowaé 0 genach odpowiedzialnych np. za odpornos¢ na choroby,
szkodniki i stresy abiotyczne czy zmiany w wytwarzaniu poszczegoélnych sub-
stancji, tj. kwasow tluszczowych, karotenoidow itp. Prowadzi to do opracowania
nowych markeréw molekularnych, a takze wspomaga precyzyjng selekcje¢ pozada-
nych genotypow w procesach nowoczesnej hodowli roslin uprawnych.
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