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OD WZOROW EKSPRESJI GENOW I MOTYWOW REGULATOROWYCH DO PREDYKCJI 1
MODELOWANIA EKSPRESJI GENOW — WYZWANIA I NADZIEJE

WPROWADZENIE

Zroznicowanie ekspresji genoéw, pomie-
dzy komorkami zawierajacymi identyczny
material genetyczny i bedacymi produktami
podziatu tej samej komorki, stanowi podsta-
we procesoOw roznicowania komorek w roz-
woju organizmu oraz determinuje specyficz-
ny fenotyp i funkcje komorek. Nowoczesne,
wielkoskalowe metody analizy ekspresji ge-
now, rozwiniete w ostatnich latach, pozwo-
lity po raz pierwszy na poréwnanie réznych
rodzajow tkanek w stanach fizjologicznych i
patologicznych na poziomie calych transkryp-
tomow. Cecha charakterystyczna zmian eks-
presji genow w rozwoju, w trakcie procesow
fizjologicznych i patologicznych jest row-
noczesna wspolregulacja setek, a by¢ moze
nawet tysiecy gendow. Rowniez odpowiedz
komorek na specyficzny bodziec (np. uszko-
dzenie DNA, inicjacja Smierci komorkowej,
dzialanie cytokin lub czynnikéw wzrosto-
wych) zwykle obejmuje zmiany setek/tysiecy
genow. Poznanie mechanizméw wspoiregu-
lacji ekspresji wielu genéw stanowi jeden z
najbardziej fascynujacych obszarow badan
biologicznych. Postep w tej dziedzinie wy-
daje sie kluczowy dla lepszego zrozumienie
procesOw rozwoju (W tym regeneracji) oraz
innych dlugotrwatych zmian czynnoSciowych
naszych organizmow, takich jak uczenie sie,
choroby przewlekte, proces starzenia si¢.

Klasyczne metody doSwiadczalne (opraco-
wane w celu badania pojedynczych genow)
pozwolily na szczegolowe zbadanie regula-
cji ekspresji setek genow, w roznych orga-

nizmach modelowych i sytuacjach doswiad-
czalnych. Wylaniajacy si¢ z tych badan obraz,
cho¢ niezwykle zlozony, pozwala na pewne
uogolnienia. Regulacja ekspresji niemal kaz-
dego genu jest zlozonym wielopoziomowym
procesem, w ktorym regulacji podlega iloS¢
produktu danego genu zaré6wno na pozio-
mie szybkoSci tworzenia jak i degradacji jego
transkryptu (mRNA). O poziomie produkcji
kodowanego przez gen biatka decyduje wy-
padkowa miedzy synteza bialka a jego degra-
dacja. StabilnoS¢ biatka oraz jego aktywnoSc
podlegaja w komorkach dodatkowej regulacji
poprzez modyfikacje potranslacyjne.

W  wiekszoSci procesOw biologicznych
o poziomie transkrypcji genu decyduje ini-
cjacja transkrypcji. Przyjmuje sie¢, ze regio-
ny regulatorowe ulokowane sa w obszarach
10 000-50 000 par zasad od miejsca startu
transkrypcji i wyrOznia sie¢ w nich sekwencje
wzmacniajace (ang. enhancers) lub wyciszaja-
ce ekspresje (ang. silencers), promotor regu-
latorowy i rdzefi promotora (ang. core pro-
moter), zwykle znajdujacy si¢ w sasiedztwie
miejsca startu transkrypcji (Ryc. 1). W ob-
rebie obszarow regulatorowych znajduje sie¢
wiele miejsc wiazacych czynniki transkryp-
cyjne, ktore rozpoznaja okreSlone sekwencje
DNA, wiaza si¢ z nimi i kieruja podstawowy
aparat transkrypcyjny do najblizszego pro-
motora inicjujac proces transkrypcji mRNA.
Inicjacja syntezy mRNA w komorkach euka-
riotycznych jest procesem wieloetapowym
i wymaga skoordynowanego wspotdziala-
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Ryc. 1. Organizacja obszarow regulatorowych organizmow tkankowych.

A. Obszary cis-regulatorowe genu: promotor i obszary wzmacniajace ekspresje (enhancery). B. Wspolna ce-
cha promotorow i obszaré6w wzmacniajacych (takze wyciszajacych) jest nagromadzenie miejsc wiazacych
czynniki transkrypcyjne. C. Oddzialywania pomiedzy promotorami, enhancerami i insulatorami. Te ostatnie
izoluja geny od wplywu dystalnie potozonych obszarow cis-regulatorowych. D. Oddzialujace ze soba sekwen-
cje regulatorowe sa zwigzane z biatkami. Oddziatywania te zachodza w trojwymiarowej strukturze jadra, kto-

ra aktywnie ksztattuja.

nia podstawowych czynnikOw transkrypcyj-
nych i RNA polimerazy II (RNAPII). Rdzen
promotora jest definiowany jako minimalny
fragment DNA zdolny do inicjowania trans-
krypcji przez RNAPII na niskim poziomie w
nieobecnosci aktywatorow. Rdzen promoto-
ra to typowo obszar okoto 40 nukleotydowy
ponizej i powyzej miejsca startu transkrypcji,
ktory wykazuje duze zroéznicowanie sekwen-
¢ji. Stwierdzono, ze sekwencje TATA box
oraz INR (ang. initiator) sa3 w stanie kiero-
wac transkrypcje przez RNAPII w nieobec-

noSci innych elementéw regulatorowych
(ORPHANIDES i REINBERG 2002, SMALE i KADO-
NAGA 2003). Analiza bioinformatyczna geno-
mow wielokomorkowych Eukaryota wskazu-
je, ze obecnosS¢ sekwencji zwanej TATA box
w promotorach genéw byla przeceniana w
przesziosci i obecnie przyjmuje si¢, ze np.
wickszoS¢ ludzkich genow jest pozbawiona
sekwencji TATA box (GROSS i OELGESCHLAGER
20006). Oprocz rdzenia promotora wyrdznia
sic promotor regulatorowy, ktory zawiera
miejsca wiazania aktywatorow transkrypcji.
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Aktywatory (zwykle indukowane czynni-
ki transkrypcyjne) zwickszaja efektywnos¢
transkrypcji w dwojaki sposob: po pierwsze
poprzez interakcje biatko-biatkko zwigksza-
ja wiazanie si¢ maszynerii transkrypcyjnej z
DNA w promotorze; po drugie niektore ak-
tywatory stabilizuja konformacje kompleksu
TFIIA-TFIID-DNA w promotorze.

Regulatorowe czynniki transkrypcyjne
(TFs) zbudowane sa zwykle z domeny wia-
zacej specyficznie docelowa sekwencje DNA
oraz domeny transkrypcyjnej, ktora aktywuje
lub hamuje transkrypcje. W zaleznoSci od bu-
dowy domen wiazacych DNA czynniki trans-
krypcyjne pogrupowano w rodziny, ktorych
zidentyfikowano okoto 100 (KUMMERFELD i
TEICHMANN 2006). Réznorodnos$¢ regulatoro-
wych czynnikOw transkrypcyjnych odzwier-
ciedla stopien skomplikowania organizmow:
np. genom jednokomorkowych drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae koduje okoto 200
przewidywanych TFs (HARBISON i wspotaut.
2004), co stanowi 3% wszystkich genéw ko-
dujacych biatka. Wzglednie prosty organizm
wielokomorkowy taki jak nicien Caenor-
habditis elegans ma 934 genoéw kodujacych
przewidywane TFs, co stanowi 5% wszyst-
kich geno6w kodujacych biatka, a u wyzszych
organizmOw np. u czlowieka geny kodujace
TFs stanowig 10% (LEVINE i TJIAN 2003).

Postuluje sie, ze miejsca wiazania regula-
torowych czynnikow transkrypcyjnych wyste-
puja czesto w skupieniach tworzac regulato-
rowe moduly (DAVIDSON 2006). Hipoteza mo-
dutowosci obszarow regulatorowych zostata
potwierdzona z uzyciem metod bioinforma-
tycznych i wykorzystana przez liczne grupy
do znalezienia obszarow cis-regulatorowych
tworzacych promotory regulatorowe i obsza-
ry wzmacniajace lub wyciszajace ekspresje
(AERTS i wspotaut. 2003, SHARAN i wspolaut.
2003, GuprA i Liu 2005, HALLIKAS i wspot-
aut. 2006). Obszary regulatorowe promoto-
ra maja budowe modulowa, tzn. zawieraja
zwykle miejsca wiazania licznych czynnikow
transkrypcyjnych, ktore SciSle wspolpracuja
ze soba (SEGAL i wspotaut. 2008). Przewidu-
je sie, ze do 10% genomu koduje czynniki
transkrypcyjne, ktore wiazac sie w roznych
kombinacjach w promotorach genow deter-
minuja inicjacje oraz okreslaja intensywnosc
transkrypcji. Czesto te same czynniki trans-
krypcyjne wiaza sie do promotorow roznych
genow. Modutowy charakter obszaréw regu-
latorowych genu jest cecha bardzo wazna,
gdyz oznacza, ze czesto wylaczenie pojedyn-
czego czynnika transkrypcyjnego sprawia, ze
caly modut transkrypcyjny staje si¢ niefunk-
cjonalny.

CZY PODOBNY PROFIL TKANKOWY LUB JEDNOCZESNA EKSPRESJA WIELU GENOW
ODZWIERCIEDLA PROCESY ICH WSPOLREGULAC]I?

Badanie zagadnien wspotregulacji wyma-
ga rownoczesnych pomiaréw ekspresji wielu
genoOw. Rozpowszechnienie sie w ciaggu ostat-
nich kilkunastu lat metod réwnoczesnego po-
miaru ekspresji mRNA tysiecy genow — tzw.
profilowania ekspresji, glbwnie w oparciu o
technologie mikromacierzowe, dostarczyto
danych koniecznych do badan wspotregula-
¢ji na poziomie mRNA (BARRETT i wspotaut.
2009, PARKINSON i wspoétaut. 2009). W przy-
padku wielu genéw to wilasnie poziom trans-
kryptu mRNA decyduje o poziomie produktu
biatkowego. Ponadto geny wydaja si¢ bardziej
rozni¢ pomiedzy soba na poziomie regulacji
syntezy mRNA — tj. szybkoSci transkrypcji,
niz na poziomie jego degradacji, cho¢ dalsze
badania procesu interferencji RNA moga do-
prowadzi¢ do zmiany tego pogladu.

Drugim czynnikiem wptywajacym na roz-
woOj badan nad wspotregulacja ekspresji ge-
nOw na poziomie mRNA, stato si¢ odczytanie
sekwencji rosnacej liczby genomoéw, orga-

nizmow takich jak drozdze, czlowiek, mysz,
szympans i inne. Odczytanie pelnych sekwen-
cji genomow (a nie tylko sekwencji koduja-
cych biatka) pokazato, ze wickszoS¢ genomu
nie koduje bialek i pozwolilo na globalna
identyfikacje prawdopodobnych sekwencji
cis-regulatorowych. W przypadku ztozonych
organizmow takich jak kregowce, obszary
cis-regulatorowe zajmuja wicksza czeSC ge-
nomu niz (badane od kilku dziesiecioleci)
obszary kodujace bialka (BIRNEY i wspotaut.
2007). Przedrostek cis- (majacy korzenie w
klasycznych dosSwiadczeniach genetycznych
nad komplementacja) oznacza dziatlanie frag-
mentu chromosomu (tu — motywu lub ob-
szaru) na geny potozone w jego sasiedztwie
na chromosomie, w odréznieniu od dzialania
in trans — wplywu na geny o odleglych lo-
kalizacjach na tym samym lub innych chro-
mosomach. To wzajemne powiazanie (choc¢
nie jeden-do-jednego) motywoOw cis-regulato-
rowych i czynnikOw transkrypcyjnych umoz-
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liwia obliczeniowe wnioskowanie o mecha-
nizmach regulacji transkrypcji, na podstawie
danych o ekspresji i sekwencji genomowe;j.
Trzecim skladnikiem postepu w bada-
niach nad wspotregulacja jest dosSwiadczal-
na identyfikacja miejsc wiazacych dla setek
czynnikow transkrypcyjnych oraz rozwoj me-
tod doswiadczalnej identyfikacji miejsc wia-
zania bialek do DNA w skali calego genomu.
Uwzglednienie danych o aktywnoSci czynni-
kow transkrypcyjnych i ich wiazaniu w skali
calego genomu, pozwala na stworzenie praw-
dopodobnych modeli wspotregulacji trans-
krypcyjnej. Ta cze¢S¢ badan jest najbardziej za-
awansowana w przypadku drozdzy i miedzy
innymi dlatego, mechanizmy wspolregulacji
wielu gendéw sa tam najlepiej poznane (SK-
MON i wspotaut. 2001, LEE i wspotaut. 2002).
To, w jakim stopniu wyniki uzyskane w przy-
padku drozdzy mozna uogolni¢ na bardziej
zlozone organizmy, takie jak organizm czto-
wieka, stanowi obecnie jedno z kluczowych
pytan w badaniach wspotregulacji genow.
Kolejnym czynnikiem decydujacym o
szybkim postepie badan nad wspotregulacja
sa wyniki badan wskazujace na powszech-
nos¢ regulacji transkrypcyjnej genéw na po-
ziomie modyfikacji postranslacyjnych bialek
chromatyny (gtdwnie histon6w). Modyfikacje
takie okreSla sie powszechnie w piSmiennic-
twie mianem modyfikacji epigenetycznych
(cho¢ sa pewne spory dotyczace takiego uzy-
cia tego terminu, nie samego faktu modyfi-
kacji). Uwzglednienie wynikOw badan stanu
modyfikacji chromatyny w skali calego ge-
nomu (HON i wspoétaut. 2008) w modelach
wspolregulacji ekspresji gendw stanowi ko-
lejne aktualne zagadnienie badawcze.
Badajac — w skali calego genomu — ob-
szary regulatorowe lub obszary zmodyfiko-
wanej epigenetycznie chromatyny, rozwa-
zano dotad gltownie ,liniowa“ pozycje genu
ma chromosomie. Wiadomo jednak, ze w
jadrze komorki w interfazie cyklu komorko-
wego chromosomy zajmuja okreslone (jak
si¢ wydaje, niezbyt Scisle) obszary chromaty-
ny. Ponadto wiadomo, ze rézne rejony jadra
komorkowego réznia sie stanem aktywnoSci

transkrypcyjnej chromatyny, co odzwiercie-
dla klasyczny podzial na aktywna euchroma-
tyne i skondensowana heterochromatyne. W
obrebie euchromatyny zaobserwowano rejo-
ny o zwi¢kszonej aktywnosci transkrypcyjne;j
tzw. fabryki transkrypcyjne. Wydaje sie wiel-
ce prawdopodobne, ze lokalizacja genu w
trojwymiarowej strukturze jadra komorkowe-
go moze mie¢ wplyw na jego ekspresje. Od
dawna wiadomo, ze lokalizacja genu w he-
terochromatynie skutkuje brakiem ekspres;ji
(np. nieaktywny chromosom X). Jak dotad,
brak metod doswiadczalnych pozwalajacych
na lokalizacje wielu (docelowo wszystkich)
genow w jadrze komorkowym w interfazie.
Rozwini¢to jednak metody pozwalajace na
identyfikacje grup gendéw w trojwymiaro-
wym sasiedztwie okreSlonego genu. Ocena
wagi wplywu trojwymiarowej lokalizacji w
jadrze na ekspresje wielu genow to istotne i
aktualne pytanie badawcze (FRASER i BICKMO-
RE 2007).

Epigenetycznym mechanizmem regulacji
transkrypcji jest rodzicielskie pi¢tno geno-
mowe, zZwane tez naznaczeniem genetycz-
nym (ang. genomic imprinting) polegajace
na ograniczeniu ekspresji niektorych ssa-
czych genow tylko do jednego z rodziciel-
skich alleli. Obszary naznaczone genetycznie
znajduja sie czesto w skupieniach w dome-
nach chromosoméw wielkoSci milion6w par
zasad i maja kilka cech wspolnych. Na przy-
ktad wszystkie skupienia w obszarze kon-
trolujacym proces pietnowania genomowe-
go (ang. imprinting control region, ICR), sa
zwykle dtugosci 1-5 kb i sa silnie metylowa-
ne. Zazwyczaj w tym obszarze kodowane jest
przynajmniej jedno niekodujace RNA (ang.
noncoding RNA, ncRNA) ulegajace ekspres;ji
zwykle z allelu matczynego i regulujace eks-
presje wielu genow. Pojawianie sie¢ ncRNA
moze wycisza¢ ekspresje licznych genow w
obu kierunkach lub blokowaé¢ wigzanie si¢
biatka CTCF (ang. CCCTC binding factor bin-
ding) do obszaréw wyciszajacych transkryp-
cje (STUART i wspotaut. 2003, BARTOLOMEI i
Bartolomei 2008).

BIOINFORMATYCZNA ANALIZA WSPOLREGULACJI

Podstawowe dla badan wspotregulaciji jest
pytanie: ,Ktore geny sa regulowane, w okre-
Slonej sytuacji biologicznej, w ten sam Sspo-
sob?“ Poznanie jednoczeSnie lub podobnie
regulowanych grup genéw pozwoliloby na

taki wybor genoéw do szczegélowych badan
doswiadczalnych regulacji transkrypcji, aby
ich wyniki mozna bylo rozszerzy¢ na grupe
wspolregulowanych z nimi genow. Poznanie
mechanizmoéw regulacji grup genow stanowi
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warunek zrozumienia — na poziomie moleku-
larnym — zachowania komorek jako systemu
wspoldziatajacych elementow.

Badania wspoétregulacji transkrypcji po-
sluguja si¢ metodami poréwnawczymi: po-
rownania odpowiadajacych sobie genow
(zwlaszcza tzw. genow ortologicznych, odpo-
wiadajacych sobie jeden do jednego) pomie-
dzy genomami roznych gatunkéw pozwalaja
na identyfikacje przypuszczalnych obszarow
regulatorowych. Laczna analiza przypuszc-
zalnych sekwencji regulatorowych i wzor-
cOw ekspresji wielu genow pozwala na iden-
tyfikacje cech sekwencji DNA odgrywajacych
role w tworzeniu okreslonych wzorcow eks-
presji. To zadanie, okreSlane mianem analizy
regulacji transkrypcyjnej in silico, stanowi je-
den z najciekawszych wyzwan wspotczesne;j
biologii.

Jak wynika z zarysowanego powyzej stanu
badan doswiadczalnych, grupa genow moze
podlega¢ wspotregulacji transkrypcyjnej na
kilku poziomach: wigzania czynnikéw trans-
krypcyjnych i inicjacji transkrypcji, modyfika-
¢ji chromatyny, lokalizacji jadrowej, zmiany

stanu upakowania chromatyny, przy czym
relatywna waga wymienionych powyzej po-
ziomow regulacji rosnie od lewej do prawej
wraz z wydluzaniem skali czasowej lub wzro-
stem sily bodzca.

Dane z doswiadczen wielkoskalowych
(ang. high-throughput) uzywane dotad do
analizy wspotregulacji ekspresji, to dane z
profilowania ekspresji oraz dane o sekwen-
cji genomowej. Te ostatnie sa zwykle anali-
zowane z wykorzystaniem bibliotek znanych
motywow (sekwencji DNA o dilugosci kilku,
kilkunastu lub kilkudziesieciu nukleotydow)
miejsc wiazacych czynniki transkrypcyjne.
Oznacza to, ze w wiekszoSci dotychczaso-
wych analizach regulacji transkrypcyjnej in
silico nie uwzgledniano stanu modyfikacji
epigenetycznej chromatyny. Stan upakowa-
nia chromatyny byl posSrednio czeSciowo
uwzgledniany, jako ze geny w heterochroma-
tynie nie ulegaja ekspresji. Jednak maszyneria
modyfikujaca chromatyne wiaze si¢ do DNA
za posrednictwem czynnikOw transkrypcyj-
nych, co pozostawia Slad w sekwencji — do-
stepny dla metod bioinformatycznych.

METODY POSZUKIWANIA OBSZAROW CIS-REGULATOROWYCH

Analize¢ bioinformatyczna regulacji trans-
krypcyjnej mozna rozpatrywac jako kilka wza-
jemnie zwiazanych zagadnien. Waznym eta-
pem analizy in silico regulacji transkrypcyjne;j
jest identyfikacja przypuszczalnych obszarow
(sekwengcji) cis-regulatorowych genow. Ten
etap jest konieczny i kluczowy dla sukcesu
dalszych etapow obliczeniowej analizy cis-re-
gulacji, ze wzgledu na ograniczenia czutoSci
i specyficznosci metod bioinformatycznych
identyfikacji motywow cis-regulatorowych.
Zadanie identyfikacji przypuszczalnym obsza-
row regulatorowych jest stosunkowo proste
u drozdzy, gdzie zwykle sa one stosunkowo
krotkie (rzedu 500 par zasad) i potozone w
sasiedztwie obszarow kodujacych, bezposred-
nio ponizej miejsca startu transkrypcji — w
przypadku genow drozdzy mamy do czynie-
nia tylko z promotorami.

W przypadku organizmow tkankowych
(zwlaszcza u kregowcow), sytuacja jest bar-
dziej skomplikowana. Na podstawie wyni-
kow badan doswiadczalnych uzyskanych
metodami biochemicznymi wiadomo, ze ob-
szary regulatorowe kregowcOw sa znacznie
dluzsze, i (podobnie jak obszary kodujace)
ztozone z wielu rozdzielonych fragmentow,
z ktorych jedynie promotor ma w przybli-

zeniu stala lokalizacje ponizej (5) obszaru
kodujacego, a pozostale, okreSlane jako se-
kwencje wzmacniajace, lub obszary sterujace
(ang. locus control region), maja rozne lo-
kalizacje, niekiedy w znacznej odlegtosci od
regulowanego genu. Do niedawna badania
doswiadczalne przewaznie ograniczaly si¢ do
badafn promotoréw i w ten sposob zidenty-
fikowano dosSwiadczalnie setki promotorow,
ktorych sekwencje umozliwily opracowania
pierwszej, specyficznej metody bioinforma-
tycznej identyfikacji promotorow u kregow-
cOw. Metoda oparta jest o analize czestoSci
wystepowania wszystkich mozliwych par
krotkich motywow, przedzielonych krotkim
lacznikiem.

Jednak przelomem, jak juz wspominano,
stalo si¢ odczytanie pelnych sekwencji kil-
ku genomoéw kregowcow, co dzieki zasto-
sowaniu rozwinietych wczesSniej metod bio-
informatycznych wzajemnego dopasowania
(uliniowienia, ang. alignment) sekwengji,
pozwolilo na identyfikacje tzw. ewolucyjnie
zachowanych obszaréw niekodujacych, we
flankach genomowych tysiecy odpowiadaja-
cych sobie genow (Ryc. 2) (BRAY i wspolaut.
2003, BRUDNO i wspotaut. 2003). Wyniki we-
ryfikacji doSwiadczalnych wskazuja, ze znacz-
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A B
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g
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C

ekspresja ekspresja
1.0 1.0

czas czas

D
E
Modele cech
Cecha VZorzec Cecha Wzorzec Liczba
ekspersji (Para motywow ekspresjiw punkcie | genéw
w sekwencji czasowym t2
Pojedynczy motyw .—»O 1 Wy
Motyw A | Motyw B | spadek | wzrost
0 1 50% 50% 96
Para motywow 1 0 48% 52% 381
w genie
0 0 57% 43% 328
1 1 21% 234
Razem 45% 55% 1039

Para motywéw
w sekwencji

Ryc. 2. Identyfikacja cech obszarow regulatorowych zwiazanych z okreSlonym wzorcem ekspre-
Sji.

A. Przypuszczalne rejony cis-regulatorowe (zachowane ewolucyjnie sekwencje niekodujace), zidentyfikowane
przy uzyciu programow AVID-VISTA (BRAY i wspotaut. 2003), dla ortologicznych genow czlowieka i szczu-
ra, zaznaczone jako szare prostokaty. Na seledynowo zaznaczono rejon kodujacy i eksony. B. Miejsca wiaza-
ce znane czynniki transkrypcyjne (zaznaczone réznymi kolorami) w przypuszczalnych rejonach cis-regula-
torowych pieciu réznych gendow czlowieka, zidentyfikowane z zastosowaniem komercyjnej biblioteki mo-
tywow. C. Arbitralny podzial genow na dwie grupy wzgledem prostego wzorca ekspresji: wzrost lub spadek
ekspresji w punkcie czasowym t2 w stosunku do t0. Przyktadowe wyniki, w doswiadczalnym modelu udaru,
uzyskane we wspotpracy z dr Malgorzata Zawadzka, IBD PAN im. M. Nenckiego. D. Przyktady prostych cech
cis-regulatorowych, reprezentowanych jako sieci zaleznoSci. Para motywOw w genie nie musi wystapi¢ w
obrebie tej samej sekwencji cis-regulatorowej tego genu. E. Tabela ilustrujaca statystyczny zwiazek pomiedzy
wspotwystapieniem pary motywow w genie a okreslonym wzorcem ekspresji. Przyktadowe wyniki uzyskane
we wspolpracy z dr Norbertem Dojerem (Instytut Informatyki Uniwersytetu Warszawskiego).
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ny odsetek tak zidentyfikowanych sekwencji
to prawdziwe obszary wzmacniajace ekspre-
sj¢  (PENNACCHIO i wspotaut. 20006, VISEL i
wspotaut. 2008).

Rozwijane sa alternatywne metody bioin-
formatyczne identyfikacji obszaréw wzmac-
niajacych ekspresje (lub ich podjednostek,
zwanych modutami cis-regulatorowymi). Me-
tody te oparte sa o dopasowanie sekwencji
nukleotydowych wystepujacych w danym
module znanych motywow wiazacych czyn-
niki transkrypcyjne z uwzglednieniem kolej-
noSci wystapien tych motywow (HALLIKAS i
wspotaut. 2006). W tak zidentyfikowanych
obszarach wzmacniajacych (ang. enhancers),
odnajduje si¢ wystapienia tego samego mo-
tywu (co najmniej dwukrotne i zachowane
pomiedzy kilkoma gatunkami) w okreSlonych
odlegtosciach, jako cechy pozwalajace na pre-
dykcje okreSlonego wzorca ekspresji genow
ze zweryfikowana doswiadczalnie specyficz-
noScia rzedu 30%.

Niedawne sukcesy predykcji obszarow
regulatorowych metodami bioinformatyczny-
mi moga zosta¢ przyémione przez niezwykle
szybki postep wielkoskalowych metod do-
Swiadczalnych, w szczegolnoSci immunopre-
cypitacji chromatyny w skali catlego genomu
(HEINTZMAN i REN 2007). Przeprowadzone ta
technika badania wigzania do chromosomoéw
jednego z biatek modyfikujacych chromatyne
— acetylotransferazy histon6w Ep300, wska-
zuja, ze identyfikuje ono obszary wzmacniaja-
ce ekspresje aktywne w danej tkance. Mozna
sie spodziewac, ze w oparciu o nowe dane

doswiadczalne powstana wkrétce modele po-
zwalajace przewidzie¢ polozenie obszarow
wzmacniajacych ekspresje lub modutow re-
gulatorowych bez odwotywania si¢ do zacho-
wania ich sekwencji pomiedzy gatunkami.
Co wazniejsze, takie modele — po ich wery-
fikacji doSwiadczalnej — pogtebia nasze zro-
zumienie 0 wewnetrznej organizacji, a co za
tym idzie funkcjonowaniu obszarOw wzmac-
niajacych ekspresje.

Problemem, ktory do niedawna nie miat
zadowalajacego rozwiazania, a ktory moze
znalez¢ rozwiazanie doSwiadczalne, jest przy-
pisanie obszarow wzmacniajacych ekspresje
do genéw. W publikacjach bioinformatycz-
nych zwykle arbitralnie przypisywano takie
obszary do jednego lub kilku najblizej poto-
zonych genow, podczas gdy wyniki doSwiad-
czalne uzyskane metodami biochemicznymi
wskazuja na mozliwos¢ ich oddziatywania na
odlegtos¢ rzedu miliona par zasad. Wyniki
najnowszych badan dosSwiadczalnych wskazu-
ja, ze obszary wzmacniajace ekspresj¢ oddzia-
tuja na geny na tym samym chromosomie
nie oddzielone od nich specjalnymi sekwen-
cjami cis-regulatorowymi, tzw. sekwencjami
wyciszajacymi (ang. silencers lub insulators),
ktorych funkcja jest wlasnie izolacja od wply-
wu obszaro6w wzmacniajacych (CHAN i SONG
2008). Zidentyfikowano CTCF (ang. CCCTC
binding factor) jako biatko specyficznie wia-
zace sie z sekwencjami wyciszajacymi oraz
doswiadczalnie ustalono miejsca jego wiaza-
nia do genomu.

METODY POSZUKIWANIA WSPOEREGULOWANYCH GENOW

Identyfikacji genow, o ktorych przypusz-
cza sie, ze sa wspotregulowane, mozna do-
kona¢ na wiele sposobow, podejmujac przy
tym dwa zasadnicze wybory. Pierwszy zasad-
niczy wybor polega na tym, czy analizujemy
dane w ukladzie wspolrzednych pomiaru
(np. w doswiadczeniu kinetycznym, gdy ba-
damy ekspresje w kolejnych punktach czaso-
wych), czy po ich przeksztatceniu do innego
uktadu wspotrzednych, ktory moze (ale nie
musi) ulatwia¢ dalsza analize. Na przyklad,
niemal powszechnie uzywane jest przeksztal-
cenie danych do postaci logarytmicznej, co
pozwala traktowac¢ symetrycznie wzrosty i
spadki ekspresji. Czesto stosowane sa zabie-
gi normalizacji lub standaryzacji, pozwalajace
wydoby¢ podobienstwa wzorcow o podob-
nym ksztalcie, lecz r0znej sile zmian ekspre-

sji, jednak kosztem utraty informacji o tych
ostatnich. Na przyktad w doSwiadczeniu po-
rownujacym dwa warunki eksperymentalne,
niewielki wzrost i duzy wzrost ekspresji, o
ile oba wzrosty s3 statystycznie znamienne,
beda traktowane tak samo. Stosunkowo cze-
sto stosowana bywa ortogonalizacja (w sta-
tystyce nazywana analiza skladowych gltow-
nych), czyli takie przeksztalcenie danych do
takiego uktadu wspotrzednych, ze ich warto-
Sci sa wzajemnie nieskorelowane (HOLTER i
wspotaut. 2000). Inne stosowane metody to
rozklad na skladowe niezalezne (LIEBERME-
ISTER 2002), rozklad na skladowe nieujemne
(THOMPSON i wspotaut. 2008), itd.

Drugi zasadniczy wybor to albo identyfi-
kacja genOw przypuszczalnie wspotregulowa-
nych w oparciu o catos¢ dostepnych danych
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o ekspresji, albo poszukiwanie genow wspot-
regulowanych w pewnej czeSci przestrzeni
pomiaru (np. w okreSlonym punkcie czaso-
wym, albo wzdluz wybranych osi wspotrzed-
nych w przeksztalconych danych).

Wybor analizy wielowymiarowych danych
(np. wiele punktow czasowych lub warun-
kow dos$wiadczenia, lub réwnoczesnie ana-
lizowanych skladowych glownych) pociaga
zwykle za soba koniecznoS¢ pogrupowania
genOw w grupy o podobnej ekspresji za po-
moca analizy skupief), niekiedy utozsamiane;j
z klasteryzacja. Istnieje wiele algorytmow
analizy skupien, sposrod ktéorych najpow-
szechniej uzywane w transkryptomice to me-
toda klasteryzacji hierarchicznej i metoda K-
srednich (DO i CHOI 2008).

Analiza wspolregulacji w okreslonym
punkcie czasowym (BUSSEMAKER i wspotaut.
2001), albo (bardziej ogolnie) wzdhuz wy-
branych osi wspoélrzednych w przeksztatco-
nych danych (rozktad na sktadowe), rowniez
pozwalaja na podzielenie genOw na grupy o
roznej ekspresji, takze w sytuacji gdy geny

nie tworza wyraznie odrebnych skupien o
roznych wzorcach ekspresji. W przypadku
rozkladu na sktadowe, np. sktadowe giowne,
celowe jest wykazanie, ze sktadowe wybrane
do dalszej analizy odzwierciedlaja biologicz-
ne mechanizmy regulacji. ZaproponowaliSmy
w tym celu metode polegajaca na identyfi-
kacji skladowych zachowanych pomiedzy
wynikami profilowania ekspresji w niezalez-
nych doswiadczeniach w powiazanych ukta-
dach doswiadczalnych (np. tkanka nerwowa
in vivo i neurony w hodowli) (DABROWSKI i
wspotaut. 2006a).

W przypadku sktadowych zachowanych
mozna sie spodziewad, ze rozne skladowe
odzwierciedlaja aktywnoS¢ roznych regula-
torow (ALTER i wspotaut. 2000), a wiec, ze
regulacja skladowych jest prostsza niz — be-
dacego ich suma — pelnego profilu ekspresji
we wszystkich warunkach pomiaru. Prostsza
regulacja powinna si¢ przektada¢ na prostsze
cechy sekwencji regulatorowych, co zwick-
sza szanse ich identyfikacji w oparciu o dane
o ekspresji.

OD WZOROW EKSPRESJI GENOW DO MOTYWOW REGULATOROWYCH

Najprostszymi i najczeSciej rozwazanymi
w tym kontekScie cechami sa krotkie (kil-
kunastonukleotydowe) sekwencje — tzw.
motywy sekwencji bedace miejscem wia-
zania czynnikow transkrypcyjnych lub in-
nych regulatorow transkrypcji. W badaniach
wspotregulacji wykorzystywane sa dwie za-
sadnicze metody identyfikacji motywow w
sekwencjach regulatorowych: identyfikacja
de novo — na podstawie zbioru potencjal-
nych sekwencji cis-regulatorowych przypusz-
czalnie wspotregulowanych genow (HUGHES
i wspotaut. 2000) oraz identyfikacja wcze-
$niej znanych (zidentyfikowanych doswiad-
czalnie) motywOw wiazacych czynniki trans-
krypcyjne. W identyfikacji miejsc wiazania
czynnikow  transkrypcyjnych  stosuje  si¢
programy wyszukujace tzw. miejsca konsen-
susowe z wykorzystaniem wyspecjalizowa-
nych baz danych, tzw. bibliotek motywow
(MATYS i wspoélaut. 2006, BRYNE i wspolaut.
2008). ,Konsensus” to okreSlona sekwencja
nukleotydowa wiazaca in vitro dany czyn-
nik transkrypcyjny, najczeSciej wystepujaca
w promotorach znanych genow. Cze¢sto jest
to sekwencja zweryfikowana doswiadczalnie,
o dobrze scharakteryzowanych oddziatywa-
niach molekularnych bialko-DNA. Obecnie
najczesciej stosuje sie wyznaczanie sekwencji

z uwzglednieniem pozycyjnych macierzy cz¢-
stoSci (ang. position weight matrix, PWM),
co w luznym tlumaczeniu oznacza ,sile po-
zycji w macierzy” i pozwala przypisa¢ wick-
Szg wage mniej zmiennym pozycjom. Istniejq
tez ciekawe podejscia, polegajace na laczeniu
przewidywan de nowvo, bibliotek motywow
oraz uwzgledniajace zachowanie motywow
pomiedzy odpowiadajacymi sobie pozycja-
mi w genomie u réznych gatunkéw (LOOTS i
OVCHARENKO 2004), a nawet zaleznoSci ewo-
lucyjne tych ostatnich.

Opisane powyzej zasadnicze wybory doty-
czace sposobu identyfikacji genOw potencijal-
nie wspotregulowanych, maja wptyw na ogol-
ne modele i sposOb poszukiwania bardziej
ztozonych niz pojedyncze motywy cech od-
powiedzialnych za wspotregulacje. Przyktado-
wo, podzial zbioru danych na klastry, powo-
duje, ze mozemy szukac¢ cech sekwencyjnych
(jakosciowych lub iloSciowych) zwiazanych
z przynalezno$cia do okreSlonego klastra. W
piSmiennictwie dominuje model, w ktorym
cecha decydujaca o przynaleznoS¢ genu do
klastra o okreSlonym wzorcu ekspresji jest
obecnos¢ w jego promotorze ukladu moty-
wow wiazacych kilka réznych czynnikéw
transkrypcyjnych, by¢ moze z dodatkowymi
ograniczeniami dotyczacymi ich krotnoSci,
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potozenia, itp. W przelomowej pracy, opi-
sujacej pierwsza udana predykcje ekspresji
wielu gendéw na podstawie sekwencji geno-
mowej nicienia C. elegans, BEER i TAVAZOIE
(2004) zastosowali formalizm sieci bayesow-
skich, wiazacych prawdopodobienstwo przy-
naleznosSci genu do okreSlonego skupienia
z cechami (motywami, odlegloSciami, itd.)
okresSlonego ukladu motywéw w promoto-
rach genow.

W sytuacji doSwiadczalnej, gdy geny nie
tworza wyraznie odrebnych skupien o roz-
nym wzorze ekspresji, celowe moze by¢ za-
stosowanie modelu, w ktorym zmiana ekspre-
sji modelowana jest jako ciagla funkcja war-
tosci pewnego zbioru cech sekwencji regu-
latorowych, w szczegoOlnosci rodzaju i liczby
motywow wiazacych czynniki transkrypcyjne.
Taki liniowy model odpowiedzi genow znaj-
duje uzasadnienie w klasycznych wynikach

badan nad wplywem krotnoSci miejsc wia-
zacych na poziom ekspresji genOw (LAYBO-
URN i KADONAGA 1992), w fizykochemicznym
opisie przylaczania maszynerii transkrypcyj-
nej do promotora. Zarysowany powyzej opis
modelu liniowego dotyczy stanéw komorki
bliskich réwnowagi. W stanach odleglych od
rownowagi (np. w doSwiadczeniach pertur-
bacyjnych), model liniowy formulowany jest
w jezyku rownan rozniczkowych. Dokladniej-
sza charakterystyke modelu liniowego mozna
znalez¢ w przystepnej pracy przegladowej
(BUSSEMAKER i wspotaut. 2007).

Wyniki niezwykle szczegélowych badan
promotora genu endol6 jezowca (DAVIDSON
2000) sugeruja, ze oba modele (moduly cis-
regulatorowe i model log-liniowy) sa czeScio-
wo prawdziwe, a zarazem, Z€ nie wyczerpu-
ja one rzeczywistej zlozonoSci organizacji i
funkcji obszaré6w regulatorowych.

METODY WERYFIKACJI PRZEWIDY WAN BIOINFORMATYCZNYCH

Kluczowe jest pytanie o mozliwoS¢ we-
ryfikacji wynikow przewidywan bioinforma-
tycznych o roli okreslonych cech sekwen-
cyjnych w determinowaniu okresSlonych
wzorcoOw ekspresji. Warto podkresli¢, ze
mozliwa i celowa jest weryfikacja in silico
przewidywan uzyskanych metodami bioin-
formatycznymi, w oparciu o dane dotyczace
innych genéw niz te uzyte do generowania
przewidywan. Istnieje wiele metod, sposrod
ktéorych najprostsza, cho¢ wymagajaca naj-
wiecej danych, polega na podziale wyjScio-
wego zbioru danych (danych o ekspresji i
o sekwencji genomowej) losowo na dwie
czeSci. Na jednym zbiorze danych, okreSla-
nym jako zbior uczacy, identyfikujemy ce-
chy sekwencji zwiazane z okreSlonym wzor-
cem ekspresji. Nastepnie cech zidentyfiko-
wanych w zbiorze uczacym uzywamy, aby
przewidzie¢ ekspresje innych genéw zawie-
rajacych te same cechy w zbiorze testowym
(BEER i TAVAZOIE 2004). Mozliwa jest row-
niez weryfikacja zidentyfikowanych cech
cis-regulatorowych tych samych genow, w
innych warunkach doswiadczenia profilowa-

nia ekspresji. Stosujac to podejscie, pomysl-
nie zweryfikowaliSmy motywy wiazace czyn-
niki transkrypcyjne E2F i NR2F, jako cechy
zwiazane ze zmianami ekspresji genow na
wczesnym etapie réznicowania neurondéw u
szczura (DABROWSKI i wspotaut. 2006b).

Opisane powyzej prace stanowia raczej
wyjatek niz regule, gdyz liczba prac, w kto-
rych udato sie okresli¢ i zweryfikowac prze-
widywania o roli okreSlonych cech sekwen-
cyjnych w regulacji ekspresji wielu genéw u
kregowcow, pozostaje stosunkowo niewielka.
Nalezy si¢ jednak spodziewad, ze uwzgled-
nienie w modelach nowych danych doSwiad-
czalnych o pozycjach aktywnych obszarow
wzmacniajacych lub wyciszajacych ekspresje
oraz stale rosnace iloS¢ i jakos¢ danych o
wzorcach ekspresji, przyczynia si¢ wkrotce
do znacznego wzrostu jakoSci przewidywan
ekspresji genow u kregowcoOw na podstawie
ich sekwencji.

Praca wykonana w ramach realizacji pro-
jektu PBZ-MNil-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-



76 MICHAE DABROWSKI, BOZENA KAMINSKA

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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