
Michał Dąbrowski, bożena kaMińska

Pracownia Regulacji Transkrypcji 
Instytut Biologii Doświadczalnej PAN 
Pasteura 3, 02-093 Warszawa 
e-mail: m.dabrowski@nencki.gov.pl

OD WZORÓW EKSPRESJI GENÓW I MOTYWÓW REGULATOROWYCH DO PREDYKCJI I 
MODELOWANIA EKSPRESJI GENÓW — WYZWANIA I NADZIEJE

WPROWADZENIE

Zróżnicowanie ekspresji genów, pomię-
dzy komórkami zawierającymi identyczny 
materiał genetyczny i będącymi produktami 
podziału tej samej komórki, stanowi podsta-
wę procesów różnicowania komórek w roz-
woju organizmu oraz determinuje specyficz-
ny fenotyp i funkcje komórek. Nowoczesne, 
wielkoskalowe metody analizy ekspresji ge-
nów, rozwinięte w ostatnich latach, pozwo-
liły po raz pierwszy na porównanie różnych 
rodzajów tkanek w stanach fizjologicznych i 
patologicznych na poziomie całych transkryp-
tomów. Cechą charakterystyczną zmian eks-
presji genów w rozwoju, w trakcie procesów 
fizjologicznych i patologicznych jest rów-
noczesna współregulacja setek, a być może 
nawet tysięcy genów. Również odpowiedź 
komórek na specyficzny bodziec (np. uszko-
dzenie DNA, inicjacja śmierci komórkowej, 
działanie cytokin lub czynników wzrosto-
wych) zwykle obejmuje zmiany setek/tysięcy 
genów. Poznanie mechanizmów współregu-
lacji ekspresji wielu genów stanowi jeden z 
najbardziej fascynujących obszarów badań 
biologicznych. Postęp w tej dziedzinie wy-
daje się kluczowy dla lepszego zrozumienie 
procesów rozwoju (w tym regeneracji) oraz 
innych długotrwałych zmian czynnościowych 
naszych organizmów, takich jak uczenie się, 
choroby przewlekłe, proces starzenia się.

Klasyczne metody doświadczalne (opraco-
wane w celu badania pojedynczych genów) 
pozwoliły na szczegółowe zbadanie regula-
cji ekspresji setek genów, w różnych orga-

nizmach modelowych i sytuacjach doświad-
czalnych. Wyłaniający się z tych badań obraz, 
choć niezwykle złożony, pozwala na pewne 
uogólnienia. Regulacja ekspresji niemal każ-
dego genu jest złożonym wielopoziomowym 
procesem, w którym regulacji podlega ilość 
produktu danego genu zarówno na pozio-
mie szybkości tworzenia jak i degradacji jego 
transkryptu (mRNA). O poziomie produkcji 
kodowanego przez gen białka decyduje wy-
padkowa między  syntezą białka a jego degra-
dacją. Stabilność białka oraz jego aktywność 
podlegają w komórkach dodatkowej regulacji 
poprzez modyfikacje potranslacyjne. 

W większości procesów biologicznych 
o poziomie transkrypcji genu decyduje ini-
cjacja transkrypcji. Przyjmuje się, że regio-
ny regulatorowe ulokowane są w obszarach 
10 000–50 000 par zasad od miejsca startu 
transkrypcji i wyróżnia się w nich sekwencje 
wzmacniające (ang. enhancers) lub wyciszają-
ce ekspresję (ang. silencers), promotor regu-
latorowy i rdzeń  promotora (ang. core pro-
moter), zwykle znajdujący się w sąsiedztwie 
miejsca startu transkrypcji (Ryc. 1). W ob-
rębie obszarów regulatorowych znajduje się 
wiele miejsc wiążących czynniki transkryp-
cyjne, które rozpoznają określone sekwencje 
DNA, wiążą się z nimi i kierują podstawowy 
aparat transkrypcyjny do najbliższego pro-
motora inicjując proces transkrypcji mRNA. 
Inicjacja syntezy mRNA w komórkach euka-
riotycznych jest procesem wieloetapowym 
i wymaga skoordynowanego współdziała-
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nia podstawowych czynników transkrypcyj-
nych i RNA polimerazy II (RNAPII). Rdzeń 
promotora jest definiowany jako minimalny 
fragment DNA zdolny do inicjowania trans-
krypcji przez RNAPII na niskim poziomie w 
nieobecności aktywatorów. Rdzeń promoto-
ra to typowo obszar około 40 nukleotydowy 
poniżej i powyżej miejsca startu transkrypcji, 
który wykazuje duże zróżnicowanie sekwen-
cji. Stwierdzono, że sekwencje TATA box 
oraz INR (ang. initiator) są w stanie kiero-
wać transkrypcję przez RNAPII w nieobec-

ności innych elementów regulatorowych 
(orphaniDes i reinberg 2002, sMale i kaDo-
naga 2003). Analiza bioinformatyczna geno-
mów wielokomórkowych Eukaryota wskazu-
je, że obecność sekwencji zwanej TATA box 
w promotorach genów była przeceniana w 
przeszłości i obecnie przyjmuje się, że np. 
większość ludzkich genów jest pozbawiona 
sekwencji TATA box (gross i oelgeschlager 
2006). Oprócz rdzenia promotora wyróżnia 
się promotor regulatorowy, który zawiera 
miejsca wiązania aktywatorów transkrypcji. 

Ryc. 1. Organizacja obszarów regulatorowych organizmów tkankowych.

A. Obszary cis-regulatorowe genu: promotor i obszary wzmacniające ekspresję (enhancery). B. Wspolną ce-
chą promotorów i obszarów wzmacniających (także wyciszających) jest nagromadzenie miejsc wiążących 
czynniki transkrypcyjne. C. Oddziaływania pomiędzy promotorami, enhancerami i insulatorami. Te ostatnie 
izolują geny od wpływu dystalnie położonych obszarów cis-regulatorowych. D. Oddziałujące ze sobą sekwen-
cje regulatorowe są związane z białkami. Oddziaływania te zachodzą w trójwymiarowej strukturze jądra, któ-
rą aktywnie kształtują.
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Aktywatory (zwykle indukowane czynni-
ki transkrypcyjne) zwiększają efektywność 
transkrypcji w dwojaki sposób: po pierwsze 
poprzez interakcje białko-białko zwiększa-
ją wiązanie się maszynerii transkrypcyjnej z 
DNA w promotorze; po drugie niektóre ak-
tywatory stabilizują konformację kompleksu 
TFIIA-TFIID-DNA w promotorze.

Regulatorowe czynniki transkrypcyjne 
(TFs) zbudowane są zwykle z domeny wią-
żącej specyficznie docelową sekwencję DNA 
oraz domeny transkrypcyjnej, która aktywuje 
lub hamuje transkrypcję. W zależności od bu-
dowy domen wiążących DNA czynniki trans-
krypcyjne pogrupowano w rodziny, których 
zidentyfikowano około 100 (kuMMerfelD i 
TeichMann 2006). Różnorodność regulatoro-
wych czynników transkrypcyjnych odzwier-
ciedla stopień skomplikowania organizmów: 
np. genom jednokomórkowych drożdży Sac-
charomyces cerevisiae koduje około 200 
przewidywanych TFs (harbison i współaut. 
2004), co stanowi 3% wszystkich genów ko-
dujących białka. Względnie prosty organizm 
wielokomórkowy taki jak nicień Caenor-
habditis elegans ma 934 genów kodujących 
przewidywane TFs, co stanowi 5% wszyst-
kich genów kodujących białka, a u wyższych 
organizmów np. u człowieka geny kodujące 
TFs stanowią 10% (levine i Tjian 2003). 

Postuluje się, że miejsca wiązania regula-
torowych czynników transkrypcyjnych wystę-
pują często w skupieniach tworząc regulato-
rowe moduły (DaviDson 2006). Hipoteza mo-
dułowości obszarów regulatorowych została 
potwierdzona z użyciem metod bioinforma-
tycznych i wykorzystana przez liczne grupy 
do znalezienia obszarów cis-regulatorowych 
tworzących promotory regulatorowe i obsza-
ry wzmacniające lub wyciszające ekspresję 
(aerTs i współaut. 2003, sharan i współaut. 
2003, gupTa i liu 2005, hallikas i współ-
aut. 2006). Obszary regulatorowe promoto-
ra mają budowę modułową, tzn. zawierają 
zwykle miejsca wiązania licznych czynników 
transkrypcyjnych, które ściśle współpracują 
ze sobą (segal i współaut. 2008). Przewidu-
je się, że do 10% genomu koduje czynniki 
transkrypcyjne, które wiążąc się w różnych 
kombinacjach w promotorach genów deter-
minują inicjację oraz określają intensywność 
transkrypcji. Często te same czynniki trans-
krypcyjne wiążą się do promotorów różnych 
genów. Modułowy charakter obszarów regu-
latorowych genu jest cechą bardzo ważną, 
gdyż oznacza, że często wyłączenie pojedyn-
czego czynnika transkrypcyjnego sprawia, że 
cały moduł transkrypcyjny staje się niefunk-
cjonalny. 

CZY PODOBNY PROFIL TKANKOWY LUB JEDNOCZESNA EKSPRESJA WIELU GENÓW 
ODZWIERCIEDLA PROCESY ICH WSPÓŁREGULACJI?

Badanie zagadnień współregulacji wyma-
ga równoczesnych pomiarów ekspresji wielu 
genów. Rozpowszechnienie się w ciągu ostat-
nich kilkunastu lat metod równoczesnego po-
miaru ekspresji mRNA tysięcy genów — tzw. 
profilowania ekspresji, głównie w oparciu o 
technologie mikromacierzowe, dostarczyło 
danych koniecznych do badań współregula-
cji na poziomie mRNA (barreTT i współaut. 
2009, parkinson i współaut. 2009). W przy-
padku wielu genów to właśnie poziom trans-
kryptu mRNA decyduje o poziomie produktu 
białkowego. Ponadto geny wydają się bardziej 
różnić pomiędzy sobą na poziomie regulacji 
syntezy mRNA — tj. szybkości transkrypcji, 
niż na poziomie jego degradacji, choć dalsze 
badania procesu interferencji RNA mogą do-
prowadzić do zmiany tego poglądu. 

Drugim czynnikiem wpływającym na roz-
wój badań nad współregulacją ekspresji ge-
nów na poziomie mRNA, stało się odczytanie 
sekwencji rosnącej liczby genomów, orga-

nizmów takich jak drożdże, człowiek, mysz, 
szympans i inne. Odczytanie pełnych sekwen-
cji genomów (a nie tylko sekwencji kodują-
cych białka) pokazało, że większość genomu 
nie koduje białek i pozwoliło na globalną 
identyfikację prawdopodobnych sekwencji 
cis-regulatorowych. W przypadku złożonych 
organizmów takich jak kręgowce, obszary 
cis-regulatorowe zajmują większą część ge-
nomu niż (badane od kilku dziesięcioleci) 
obszary kodujące białka (birney i współaut. 
2007). Przedrostek cis- (mający korzenie w 
klasycznych doświadczeniach genetycznych 
nad komplementacją) oznacza działanie frag-
mentu chromosomu (tu — motywu lub ob-
szaru) na geny położone w jego sąsiedztwie 
na chromosomie, w odróżnieniu od działania 
in trans — wpływu na geny o odległych lo-
kalizacjach na tym samym lub innych chro-
mosomach. To wzajemne powiązanie (choć 
nie jeden-do-jednego) motywów cis-regulato-
rowych i czynników transkrypcyjnych umoż-
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liwia obliczeniowe wnioskowanie o mecha-
nizmach regulacji transkrypcji, na podstawie 
danych o ekspresji i sekwencji genomowej. 

Trzecim składnikiem postępu w bada-
niach nad współregulacją jest doświadczal-
na identyfikacja miejsc wiążących dla setek 
czynników transkrypcyjnych oraz rozwój me-
tod doświadczalnej identyfikacji miejsc wią-
zania białek do DNA w skali całego genomu. 
Uwzględnienie danych o aktywności czynni-
ków transkrypcyjnych i ich wiązaniu w skali 
całego genomu, pozwala na stworzenie praw-
dopodobnych modeli współregulacji trans-
krypcyjnej. Ta część badań jest najbardziej za-
awansowana w przypadku drożdży i między 
innymi dlatego, mechanizmy współregulacji 
wielu genów są tam najlepiej poznane (si-
Mon i współaut. 2001, lee i współaut. 2002). 
To, w jakim stopniu wyniki uzyskane w przy-
padku drożdży można uogólnić na bardziej 
złożone organizmy, takie jak organizm czło-
wieka, stanowi obecnie jedno z kluczowych 
pytań w badaniach współregulacji genów.

Kolejnym czynnikiem decydującym o 
szybkim postępie badań nad współregulacją 
są wyniki badań wskazujące na powszech-
ność regulacji transkrypcyjnej genów na po-
ziomie modyfikacji postranslacyjnych białek 
chromatyny (głównie histonów). Modyfikacje 
takie określa się powszechnie w piśmiennic-
twie mianem modyfikacji epigenetycznych 
(choć są pewne spory dotyczące takiego uży-
cia tego terminu, nie samego faktu modyfi-
kacji). Uwzględnienie wyników badań stanu 
modyfikacji chromatyny w skali całego ge-
nomu (hon i współaut. 2008) w modelach 
współregulacji ekspresji genów stanowi ko-
lejne aktualne zagadnienie badawcze. 

Badając — w skali całego genomu — ob-
szary regulatorowe lub obszary zmodyfiko-
wanej epigenetycznie chromatyny, rozwa-
żano dotąd głownie „liniową“ pozycję genu 
ma chromosomie. Wiadomo jednak, że w 
jądrze komórki w interfazie cyklu komórko-
wego chromosomy zajmują określone (jak 
się wydaje, niezbyt ściśle) obszary chromaty-
ny. Ponadto wiadomo, że różne rejony jądra 
komórkowego różnią się stanem aktywności 

transkrypcyjnej chromatyny, co odzwiercie-
dla klasyczny podział na aktywną euchroma-
tynę i skondensowaną heterochromatynę. W 
obrębie euchromatyny zaobserwowano rejo-
ny o zwiększonej aktywności transkrypcyjnej 
tzw. fabryki transkrypcyjne. Wydaje się wiel-
ce prawdopodobne, że lokalizacja genu w 
trójwymiarowej strukturze jądra komórkowe-
go może mieć wpływ na jego ekspresję. Od 
dawna wiadomo, że lokalizacja genu w he-
terochromatynie skutkuje brakiem ekspresji 
(np. nieaktywny chromosom X). Jak dotąd, 
brak metod doświadczalnych pozwalających 
na lokalizację wielu (docelowo wszystkich) 
genów w jądrze komórkowym w interfazie. 
Rozwinięto jednak metody pozwalające na 
identyfikację grup genów w trójwymiaro-
wym sąsiedztwie określonego genu. Ocena 
wagi wpływu trójwymiarowej lokalizacji w 
jądrze na ekspresję wielu genów to istotne i 
aktualne pytanie badawcze (fraser i bickMo-
re 2007).

Epigenetycznym mechanizmem regulacji 
transkrypcji jest rodzicielskie piętno geno-
mowe, zwane też naznaczeniem genetycz-
nym (ang. genomic imprinting) polegające 
na ograniczeniu ekspresji niektórych ssa-
czych genów tylko do jednego z rodziciel-
skich alleli. Obszary naznaczone genetycznie 
znajdują się często w skupieniach w dome-
nach chromosomów wielkości milionów par 
zasad i mają kilka cech wspólnych. Na przy-
kład wszystkie skupienia w obszarze kon-
trolującym proces piętnowania genomowe-
go (ang. imprinting control region, ICR), są 
zwykle długości 1–5 kb i są silnie metylowa-
ne. Zazwyczaj w tym obszarze kodowane jest 
przynajmniej jedno niekodujące RNA (ang. 
noncoding RNA, ncRNA) ulegające ekspresji 
zwykle z allelu matczynego i regulujące eks-
presję wielu genów. Pojawianie się ncRNA 
może wyciszać ekspresję licznych genów w 
obu kierunkach lub blokować wiązanie się 
białka CTCF (ang. CCCTC binding factor bin-
ding) do obszarów wyciszających transkryp-
cję (sTuarT i współaut. 2003, barToloMei i 
Bartolomei 2008).

BIOINFORMATYCZNA ANALIZA WSPÓŁREGULACJI

Podstawowe dla badań współregulacji jest 
pytanie: „Które geny są regulowane, w okre-
ślonej sytuacji biologicznej, w ten sam spo-
sób?“ Poznanie jednocześnie lub podobnie 
regulowanych grup genów pozwoliłoby na 

taki wybór genów do szczegółowych badań 
doświadczalnych regulacji transkrypcji, aby 
ich wyniki można było rozszerzyć na grupę 
współregulowanych z nimi genów. Poznanie 
mechanizmów regulacji grup genów stanowi 



71Od wzorów ekspresji genów do predykcji i modelowania ekspresji genów

warunek zrozumienia — na poziomie moleku-
larnym — zachowania komórek jako systemu 
współdziałających elementów.

Badania współregulacji transkrypcji po-
sługują się metodami porównawczymi: po-
równania odpowiadających sobie genów 
(zwłaszcza tzw. genów ortologicznych, odpo-
wiadających sobie jeden do jednego) pomię-
dzy genomami różnych gatunków pozwalają 
na identyfikację przypuszczalnych obszarów 
regulatorowych. Łączna analiza przypuszc-
zalnych sekwencji regulatorowych i wzor-
ców ekspresji wielu genów pozwala na iden-
tyfikację cech sekwencji DNA odgrywających 
rolę w tworzeniu określonych wzorców eks-
presji. To zadanie, określane mianem analizy 
regulacji transkrypcyjnej in silico, stanowi je-
den z najciekawszych wyzwań współczesnej 
biologii.

Jak wynika z zarysowanego powyżej stanu 
badań doświadczalnych, grupa genów może 
podlegać współregulacji transkrypcyjnej na 
kilku poziomach: wiązania czynników trans-
krypcyjnych i inicjacji transkrypcji, modyfika-
cji chromatyny, lokalizacji jądrowej, zmiany 

stanu upakowania chromatyny, przy czym 
relatywna waga wymienionych powyżej po-
ziomów regulacji rośnie od lewej do prawej 
wraz z wydłużaniem skali czasowej lub wzro-
stem siły bodźca.

Dane z doświadczeń wielkoskalowych 
(ang. high-throughput) używane dotąd do 
analizy współregulacji ekspresji, to dane z 
profilowania ekspresji oraz dane o sekwen-
cji genomowej. Te ostatnie są zwykle anali-
zowane z wykorzystaniem bibliotek znanych 
motywów (sekwencji DNA o długości kilku, 
kilkunastu lub kilkudziesięciu nukleotydów) 
miejsc wiążących czynniki transkrypcyjne. 
Oznacza to, że w większości dotychczaso-
wych analizach regulacji transkrypcyjnej in 
silico nie uwzględniano stanu modyfikacji 
epigenetycznej chromatyny. Stan upakowa-
nia chromatyny był pośrednio częściowo 
uwzględniany, jako że geny w heterochroma-
tynie nie ulegają ekspresji. Jednak maszyneria 
modyfikująca chromatynę wiąże się do DNA 
za pośrednictwem czynników transkrypcyj-
nych, co pozostawia ślad w sekwencji — do-
stępny dla metod bioinformatycznych.

METODY POSZUKIWANIA OBSZARÓW CIS-REGULATOROWYCH

Analizę bioinformatyczną regulacji trans-
krypcyjnej można rozpatrywać jako kilka wza-
jemnie związanych zagadnień. Ważnym eta-
pem analizy in silico regulacji transkrypcyjnej 
jest identyfikacja przypuszczalnych obszarów 
(sekwencji) cis-regulatorowych genów. Ten 
etap jest konieczny i kluczowy dla sukcesu 
dalszych etapów obliczeniowej analizy cis-re-
gulacji, ze względu na ograniczenia czułości 
i specyficzności metod bioinformatycznych 
identyfikacji motywów cis-regulatorowych. 
Zadanie identyfikacji przypuszczalnym obsza-
rów regulatorowych jest stosunkowo proste 
u drożdży, gdzie zwykle są one stosunkowo 
krótkie (rzędu 500 par zasad) i położone w 
sąsiedztwie obszarów kodujących, bezpośred-
nio poniżej miejsca startu transkrypcji — w 
przypadku genów drożdży mamy do czynie-
nia tylko z promotorami. 

W przypadku organizmów tkankowych 
(zwłaszcza u kręgowców), sytuacja jest bar-
dziej skomplikowana. Na podstawie wyni-
ków badań doświadczalnych uzyskanych 
metodami biochemicznymi wiadomo, że ob-
szary regulatorowe kręgowców są znacznie 
dłuższe, i (podobnie jak obszary kodujące) 
złożone z wielu rozdzielonych fragmentów, 
z których jedynie promotor ma w przybli-

żeniu stałą lokalizację poniżej (5’) obszaru 
kodującego, a pozostałe, określane jako se-
kwencje wzmacniające, lub obszary sterujące 
(ang. locus control region), mają różne lo-
kalizacje, niekiedy w znacznej odległości od 
regulowanego genu. Do niedawna badania 
doświadczalne przeważnie ograniczały się do 
badań promotorów i w ten sposób zidenty-
fikowano doświadczalnie setki promotorów, 
których sekwencje umożliwiły opracowania 
pierwszej, specyficznej metody bioinforma-
tycznej identyfikacji promotorów u kręgow-
ców. Metoda oparta jest o analizę częstości 
występowania wszystkich możliwych par 
krótkich motywów, przedzielonych krótkim 
łącznikiem.

Jednak przełomem, jak już wspominano, 
stało się odczytanie pełnych sekwencji kil-
ku genomów kręgowców, co dzięki zasto-
sowaniu rozwiniętych wcześniej metod bio-
informatycznych wzajemnego dopasowania 
(uliniowienia, ang. alignment) sekwencji, 
pozwoliło na identyfikację tzw. ewolucyjnie 
zachowanych obszarów niekodujących, we 
flankach genomowych tysięcy odpowiadają-
cych sobie genów (Ryc. 2) (bray i współaut. 
2003, bruDno i współaut. 2003). Wyniki we-
ryfikacji doświadczalnych wskazują, że znacz-
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Ryc. 2. Identyfikacja cech obszarów regulatorowych związanych z określonym wzorcem ekspre-
sji.

A. Przypuszczalne rejony cis-regulatorowe (zachowane ewolucyjnie sekwencje niekodujące), zidentyfikowane 
przy użyciu programów AVID-VISTA (bray i współaut. 2003), dla ortologicznych genów człowieka i szczu-
ra, zaznaczone jako szare prostokąty. Na seledynowo zaznaczono rejon kodujący i eksony. B. Miejsca wiążą-
ce znane czynniki transkrypcyjne (zaznaczone różnymi kolorami) w przypuszczalnych rejonach cis-regula-
torowych pięciu różnych genów człowieka, zidentyfikowane z zastosowaniem komercyjnej biblioteki mo-
tywów. C. Arbitralny podział genów na dwie grupy względem prostego wzorca ekspresji: wzrost lub spadek 
ekspresji w punkcie czasowym t2 w stosunku do t0. Przykładowe wyniki, w doświadczalnym modelu udaru, 
uzyskane we współpracy z dr Małgorzatą Zawadzką, IBD PAN im. M. Nenckiego. D. Przykłady prostych cech 
cis-regulatorowych, reprezentowanych jako sieci zależności. Para motywów w genie nie musi wystąpić w 
obrębie tej samej sekwencji cis-regulatorowej tego genu. E. Tabela ilustrująca statystyczny związek pomiędzy 
współwystąpieniem pary motywów w genie a określonym wzorcem ekspresji. Przykładowe wyniki uzyskane 
we współpracy z dr Norbertem Dojerem (Instytut Informatyki Uniwersytetu Warszawskiego).
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ny odsetek tak zidentyfikowanych sekwencji 
to prawdziwe obszary wzmacniające ekspre-
sję (pennacchio i współaut. 2006, visel i 
współaut. 2008).

Rozwijane są alternatywne metody bioin-
formatyczne identyfikacji obszarów wzmac-
niających ekspresję (lub ich podjednostek, 
zwanych modułami cis-regulatorowymi). Me-
tody te oparte są o dopasowanie sekwencji 
nukleotydowych występujących w danym 
module znanych motywów wiążących czyn-
niki transkrypcyjne z uwzględnieniem kolej-
ności wystąpień tych motywów (hallikas i 
współaut. 2006). W tak zidentyfikowanych 
obszarach wzmacniających (ang. enhancers), 
odnajduje się wystąpienia tego samego mo-
tywu (co najmniej dwukrotne i  zachowane 
pomiędzy kilkoma gatunkami) w określonych 
odległościach, jako cechy pozwalające na pre-
dykcję określonego wzorca ekspresji genów 
ze zweryfikowaną doświadczalnie specyficz-
nością rzędu 30%. 

Niedawne sukcesy predykcji obszarów 
regulatorowych metodami bioinformatyczny-
mi mogą zostać przyćmione przez niezwykle 
szybki postęp wielkoskalowych metod do-
świadczalnych, w szczególności immunopre-
cypitacji chromatyny w skali całego genomu 
(heinTzMan i ren 2007). Przeprowadzone tą 
techniką badania wiązania do chromosomów 
jednego z białek modyfikujących chromatynę 
— acetylotransferazy histonów Ep300, wska-
zują, że identyfikuje ono obszary wzmacniają-
ce ekspresję aktywne w danej tkance. Można 
się spodziewać, że w oparciu o nowe dane 

doświadczalne powstaną wkrótce modele po-
zwalające przewidzieć położenie obszarów 
wzmacniających ekspresję lub modułów re-
gulatorowych bez odwoływania się do zacho-
wania ich sekwencji pomiędzy gatunkami. 
Co ważniejsze, takie modele — po ich wery-
fikacji doświadczalnej — pogłębią nasze zro-
zumienie o wewnętrznej organizacji, a co za 
tym idzie funkcjonowaniu obszarów wzmac-
niających ekspresję.

Problemem, który do niedawna nie miał 
zadowalającego rozwiązania, a który może 
znaleźć rozwiązanie doświadczalne, jest przy-
pisanie obszarów wzmacniających ekspresję 
do genów. W publikacjach bioinformatycz-
nych zwykle arbitralnie przypisywano takie 
obszary do jednego lub kilku najbliżej poło-
żonych genów, podczas gdy wyniki doświad-
czalne uzyskane metodami biochemicznymi 
wskazują na możliwość ich oddziaływania na 
odległość rzędu miliona par zasad. Wyniki 
najnowszych badań doświadczalnych wskazu-
ją, że obszary wzmacniające ekspresję oddzia-
łują na geny na tym samym chromosomie 
nie oddzielone od nich specjalnymi sekwen-
cjami cis-regulatorowymi, tzw. sekwencjami 
wyciszającymi (ang. silencers lub insulators), 
których funkcją jest właśnie izolacja od wpły-
wu obszarów wzmacniających (chan i song 
2008). Zidentyfikowano CTCF (ang. CCCTC 
binding factor) jako białko specyficznie wią-
żące się z sekwencjami wyciszającymi oraz 
doświadczalnie ustalono miejsca jego wiąza-
nia do genomu.

METODY POSZUKIWANIA WSPÓŁREGULOWANYCH GENÓW

Identyfikacji genów, o których przypusz-
cza się, że są współregulowane, można do-
konać na wiele sposobów, podejmując przy 
tym dwa zasadnicze wybory. Pierwszy zasad-
niczy wybór polega na tym, czy analizujemy 
dane w układzie współrzędnych pomiaru 
(np. w doświadczeniu kinetycznym, gdy ba-
damy ekspresję w kolejnych punktach czaso-
wych), czy po ich przekształceniu do innego 
układu współrzędnych, który może (ale nie 
musi) ułatwiać dalszą analizę. Na przykład, 
niemal powszechnie używane jest przekształ-
cenie danych do postaci logarytmicznej, co 
pozwala traktować symetrycznie wzrosty i 
spadki ekspresji. Często stosowane są zabie-
gi normalizacji lub standaryzacji, pozwalające 
wydobyć podobieństwa wzorców o podob-
nym kształcie, lecz różnej sile zmian ekspre-

sji, jednak kosztem utraty informacji o tych 
ostatnich. Na przykład w doświadczeniu po-
równującym dwa warunki eksperymentalne, 
niewielki wzrost i duży wzrost ekspresji, o 
ile oba wzrosty są statystycznie znamienne, 
będą traktowane tak samo. Stosunkowo czę-
sto stosowana bywa ortogonalizacja (w sta-
tystyce nazywana analizą składowych głów-
nych), czyli takie przekształcenie danych do 
takiego układu współrzędnych, że ich warto-
ści są wzajemnie nieskorelowane (holTer i 
współaut. 2000). Inne stosowane metody to 
rozkład na składowe niezależne (lieberMe-
isTer 2002), rozkład na składowe nieujemne 
(ThoMpson i współaut. 2008), itd.

Drugi zasadniczy wybór to albo identyfi-
kacja genów przypuszczalnie współregulowa-
nych w oparciu o całość dostępnych danych 
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o ekspresji, albo poszukiwanie genów współ-
regulowanych w pewnej części przestrzeni 
pomiaru (np. w określonym punkcie czaso-
wym, albo wzdłuż wybranych osi współrzęd-
nych w przekształconych danych). 

Wybór analizy wielowymiarowych danych 
(np. wiele punktów czasowych lub warun-
ków doświadczenia, lub równocześnie ana-
lizowanych składowych głównych) pociąga 
zwykle za sobą konieczność pogrupowania 
genów w grupy o podobnej ekspresji za po-
mocą analizy skupień, niekiedy utożsamianej 
z klasteryzacją. Istnieje wiele algorytmów 
analizy skupień, spośród których najpow-
szechniej używane w transkryptomice to me-
toda klasteryzacji hierarchicznej i metoda K-
średnich (Do i choi 2008).

Analiza współregulacji w określonym 
punkcie czasowym (busseMaker i współaut. 
2001), albo (bardziej ogólnie) wzdłuż wy-
branych osi współrzędnych w przekształco-
nych danych (rozkład na składowe), również 
pozwalają na podzielenie genów na grupy o 
różnej ekspresji, także w sytuacji gdy geny 

nie tworzą wyraźnie odrębnych skupień o 
różnych wzorcach ekspresji. W przypadku 
rozkładu na składowe, np. składowe główne, 
celowe jest wykazanie, że składowe wybrane 
do dalszej analizy odzwierciedlają biologicz-
ne mechanizmy regulacji. Zaproponowaliśmy 
w tym celu metodę polegającą na identyfi-
kacji składowych zachowanych pomiędzy 
wynikami profilowania ekspresji w niezależ-
nych doświadczeniach w powiązanych ukła-
dach doświadczalnych (np. tkanka nerwowa 
in vivo i neurony w hodowli) (Dabrowski i 
współaut. 2006a). 

W przypadku składowych zachowanych 
można się spodziewać, że różne składowe 
odzwierciedlają aktywność różnych regula-
torów (alTer i współaut. 2000), a więc, że 
regulacja składowych jest prostsza niż — bę-
dącego ich sumą — pełnego profilu ekspresji 
we wszystkich warunkach pomiaru. Prostsza 
regulacja powinna się przekładać na prostsze 
cechy sekwencji regulatorowych, co zwięk-
sza szanse ich identyfikacji w oparciu o dane 
o ekspresji. 

OD WZORÓW EKSPRESJI GENÓW DO MOTYWÓW REGULATOROWYCH

Najprostszymi i najczęściej rozważanymi 
w tym kontekście cechami są krótkie (kil-
kunastonukleotydowe) sekwencje — tzw. 
motywy sekwencji będące miejscem wią-
zania czynników transkrypcyjnych lub in-
nych regulatorów transkrypcji. W badaniach 
współregulacji wykorzystywane są dwie za-
sadnicze metody identyfikacji motywów w 
sekwencjach regulatorowych: identyfikacja 
de novo — na podstawie zbioru potencjal-
nych sekwencji cis-regulatorowych przypusz-
czalnie współregulowanych genów (hughes 
i współaut. 2000) oraz identyfikacja wcze-
śniej znanych (zidentyfikowanych doświad-
czalnie) motywów wiążących czynniki trans-
krypcyjne. W identyfikacji miejsc wiązania 
czynników transkrypcyjnych stosuje się 
programy wyszukujące tzw. miejsca konsen-
susowe z wykorzystaniem wyspecjalizowa-
nych baz danych, tzw. bibliotek motywów 
(MaTys i współaut. 2006, bryne i współaut. 
2008). „Konsensus” to określona sekwencja 
nukleotydowa wiążąca in vitro dany czyn-
nik transkrypcyjny, najczęściej występująca 
w promotorach znanych genów. Często jest 
to sekwencja zweryfikowana doświadczalnie, 
o dobrze scharakteryzowanych oddziaływa-
niach molekularnych białko-DNA. Obecnie 
najczęściej stosuje się wyznaczanie sekwencji 

z uwzględnieniem pozycyjnych macierzy czę-
stości (ang. position weight matrix, PWM), 
co w luźnym tłumaczeniu oznacza „siłę po-
zycji w macierzy” i pozwala przypisać więk-
szą wagę mniej zmiennym pozycjom. Istnieją 
też ciekawe podejścia, polegające na łączeniu 
przewidywań de novo, bibliotek motywów 
oraz uwzględniające zachowanie motywów 
pomiędzy odpowiadającymi sobie pozycja-
mi w genomie u różnych gatunków (looTs i 
ovcharenko 2004), a nawet zależności ewo-
lucyjne tych ostatnich. 

Opisane powyżej zasadnicze wybory doty-
czące sposobu identyfikacji genów potencjal-
nie współregulowanych, mają wpływ na ogól-
ne modele i sposób poszukiwania bardziej 
złożonych niż pojedyncze motywy cech od-
powiedzialnych za współregulację. Przykłado-
wo, podział zbioru danych na klastry, powo-
duje, że możemy szukać cech sekwencyjnych 
(jakościowych lub ilościowych) związanych 
z przynależnością do określonego klastra. W 
piśmiennictwie dominuje model, w którym 
cechą decydującą o przynależność genu do 
klastra o określonym wzorcu ekspresji jest 
obecność w jego promotorze układu moty-
wów wiążących kilka różnych czynników 
transkrypcyjnych, być może z dodatkowymi 
ograniczeniami dotyczącymi ich krotności, 
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położenia, itp. W przełomowej pracy, opi-
sującej pierwszą udaną predykcję ekspresji 
wielu genów na podstawie sekwencji geno-
mowej nicienia C. elegans, beer i Tavazoie 
(2004) zastosowali formalizm sieci bayesow-
skich, wiążących prawdopodobieństwo przy-
należności genu do określonego skupienia 
z cechami (motywami, odległościami, itd.) 
określonego układu motywów w promoto-
rach genów.

W sytuacji doświadczalnej, gdy geny nie 
tworzą wyraźnie odrębnych skupień o róż-
nym wzorze ekspresji, celowe może być za-
stosowanie modelu, w którym zmiana ekspre-
sji modelowana jest jako ciągła funkcja war-
tości pewnego zbioru cech sekwencji regu-
latorowych, w szczególności rodzaju i liczby 
motywów wiążących czynniki transkrypcyjne. 
Taki liniowy model odpowiedzi genów znaj-
duje uzasadnienie w klasycznych wynikach 

badań nad wpływem krotności miejsc wią-
żących na poziom ekspresji genów (laybo-
urn i kaDonaga 1992), w fizykochemicznym 
opisie przyłączania maszynerii transkrypcyj-
nej do promotora. Zarysowany powyżej opis 
modelu liniowego dotyczy stanów komórki 
bliskich równowagi. W stanach odległych od 
równowagi (np. w doświadczeniach pertur-
bacyjnych), model liniowy formułowany jest 
w języku równań różniczkowych. Dokładniej-
szą charakterystykę modelu liniowego można 
znaleźć w przystępnej pracy przeglądowej 
(busseMaker i współaut. 2007).

Wyniki niezwykle szczegółowych badań 
promotora genu endo16 jeżowca (DaviDson 
2006) sugerują, że oba modele (moduły cis-
regulatorowe i model log-liniowy) są częścio-
wo prawdziwe, a zarazem, że nie wyczerpu-
ją one rzeczywistej złożoności organizacji i 
funkcji obszarów regulatorowych.

METODY WERYFIKACJI PRZEWIDYWAŃ BIOINFORMATYCZNYCH

Kluczowe jest pytanie o możliwość we-
ryfikacji wyników przewidywań bioinforma-
tycznych o roli określonych cech sekwen-
cyjnych w determinowaniu określonych 
wzorców ekspresji. Warto podkreślić, że 
możliwa i celowa jest weryfikacja in silico 
przewidywań uzyskanych metodami bioin-
formatycznymi, w oparciu o dane dotyczące 
innych genów niż te użyte do generowania 
przewidywań. Istnieje wiele metod, spośród 
których najprostsza, choć wymagająca naj-
więcej danych, polega na podziale wyjścio-
wego zbioru danych (danych o ekspresji i 
o sekwencji genomowej) losowo na dwie 
części. Na jednym zbiorze danych, określa-
nym jako zbiór uczący, identyfikujemy ce-
chy sekwencji związane z określonym wzor-
cem ekspresji. Następnie cech zidentyfiko-
wanych w zbiorze uczącym używamy, aby 
przewidzieć ekspresję innych genów zawie-
rających te same cechy w zbiorze testowym 
(beer i Tavazoie 2004). Możliwa jest rów-
nież weryfikacja zidentyfikowanych cech 
cis-regulatorowych tych samych genów, w 
innych warunkach doświadczenia profilowa-

nia ekspresji. Stosując to podejście, pomyśl-
nie zweryfikowaliśmy motywy wiążące czyn-
niki transkrypcyjne E2F i NR2F, jako cechy 
związane ze zmianami ekspresji genów na 
wczesnym etapie różnicowania neuronów u 
szczura (Dabrowski i współaut. 2006b).

Opisane powyżej prace stanowią raczej 
wyjątek niż regułę, gdyż liczba prac, w któ-
rych udało się określić i zweryfikować prze-
widywania o roli określonych cech sekwen-
cyjnych w regulacji ekspresji wielu genów u 
kręgowców, pozostaje stosunkowo niewielka. 
Należy się jednak spodziewać, że uwzględ-
nienie w modelach nowych danych doświad-
czalnych o pozycjach aktywnych obszarów 
wzmacniających lub wyciszających ekspresję 
oraz stale rosnące ilość i jakość danych o 
wzorcach ekspresji, przyczynią się wkrótce 
do znacznego wzrostu jakości przewidywań 
ekspresji genów u kręgowców na podstawie 
ich sekwencji.

Praca wykonana w ramach realizacji pro-
jektu PBZ-MNiI-2/1/2005.

PREDICTING AND MODELING GENE EXPRESSION FROM GENOMIC SEQUENCES — HOPES 
AND CHALLENGES

Summary

Control of eukaryotic transcription involves com-
binatorial interactions between transcription factors 
and regulatory sequences in the genome. In addition, 

chromatin structure and modification states play key 
roles in the complex control of transcription. The 
maturation of methods for detecting in vivo protein-
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DNA interactions on a genome-wide scale, detailed 
maps of chromatin features and transcription factor 
localization over entire genomes of eukaryotic cells 
increases our understanding of the properties and 
nature of transcriptional regulatory mechanisms. 
The knowledge gained from large-scale investiga-
tions has challenged some conventional concepts 
of promoter structure and function, and provided 
valuable insights into the complex gene regulatory 
mechanisms. Here, we review recent experimental 
and computational advances that have enabled iden-
tification and analysis of regulatory regions on an 

unprecedented scale, allowing for systematic deter-
mination of the transcriptional regulatory networks 
in eukaryotic cells. Analysis of high-throughput gene 
expression data together with genomic sequence(s) 
holds promise of revealing features of cis-regulatory 
sequences responsible for co-regulation of many 
genes. This general approach has proved successful 
in simpler organisms, and recent studies in Meta-
zoa reported features over-represented in groups of 
genes with particular expression patterns revealing 
gene regulatory mechanisms.
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