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Wykaz wazniejszych skrotow stosowanych w pracy

ABA.- ang. abscisic acid- kwas abscysynowy

BLAST- ang. Basic Local Alignment Search Tool - narzedzie do poszukiwania lokalnych
podobienstw pomiedzy sekwencjami
BSA- ang. bovine serum albumin- surowicza albumina wolowa

CSH- ang. cross-species hybridization- mikromacierzowa hybrydyzacja mi¢dzygatunkowa
EST- ang. expressed sequence tag- znaczniki sekwencji podlegajacych ekspres;ji

FDR- ang. false discovery ratio- odsetek wynikow fatszywie pozytywnych

GO- ang. Gene Ontology- ontologia genow

L-oligo- dtugie oligonukleotydy

JA- ang. jasmonic acid- kwas jasmonowy

PCA- ang. Principal Component Analysis- Analiza gtéwnych sktadowych

PCR- ang. polymerase chain reaction- reakcja tancuchowa polimerazy

PMT- ang. photomultiplier- fotopowielacz

RIN- ang. RNA Integrity Number- miara integralno$ci RNA o

RNAseq-ang. RNA Sequencing- sekwencjonowanie RNA

SNR- ang. signal-to-noise ratio- stosunek sygnatu do szumu

SDS- ang. sodium dodecyl sulfate- dodecylosiarczan sodu

S-oligo- ang. short oligonucleotides- krotkie oligonukleotydy

SSC- ang. sodium saline citrate buffer- bufor cytrynianowy

SSH- ang. single-species hybridization- mikromacierzowa hybrydyzacja homologiczna

SEA-ang. Singular Enrichment Analysis- analiza pojedynczego wzbogacenia
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.1. MIKROMACIERZE DNA

Mikromacierz DNA to zbior wielu czasteczek DNA (sond) zwigzanych ze statym
podtozem i1 rozmieszczonych w $ci§le okreslonym porzadku. Doniesienia dotyczace
pierwszych proéb uzycia mikromacierzy DNA pojawily si¢ na poczatku lat
dziewiecdziesigtych XX wieku, kiedy to powstata potrzeba opracowania metody
umozliwiajacej jednoczesng analiz¢ ekspresji duzej liczby genéw [1,2]. Mikromacierze
DNA okazaty si¢ by¢ obiecujagcym narz¢dziem do badania transkryptomu i przez dlugi
czas stanowily technike z wyboru w tego typu analizach. Pierwszy artykutl naukowy
opisujacy zastosowanie mikromacierzy w badaniach ekspresji genow opublikowano w
roku 1995 [3]. Od tego czasu jesteSmy $wiadkami niestabnacej popularnosci
mikromacierzy DNA, wykorzystywanych nie tylko w analizie ekspresji genow, lecz takze,
dzigki postepowi technologicznemu i rosngcej liczbie modyfikacji i odmian tejze techniki,
w innych badaniach [4-6], dotyczacych np. alternatywnego sktadania transkryptow [7,8],
struktury genomu [9,10] czy oddziatywan DNA-biatko [11,12].

1.1.1 Przebieg eksperymentu mikromacierzowego

Mikromacierze DNA sg technika bazujagca na zdolnosci komplementarnych
czasteczek kwasow nukleinowych do tworzenia struktur dwuniciowych. Proces ich
powstawania nazywamy hybrydyzacja. W przypadku starszych metod wykorzystujacych
hybrydyzacje, takich jak metoda Southerna (ang. Southern blot) lub metoda northern (ang.
northern blot), unikalng czasteczk¢ kwasu nukleinowego (sonde), wyznakowang
najczesciej za pomocg radioaktywnych izotopow, dodaje si¢ do badanego kwasu
nukleinowego (odpowiednio, DNA lub RNA), utrwalonego na nylonowej membranie
(proba). Wynik eksperymentu pozwala oceni¢ wystegpowanie w badanej probie
interesujacych nas czasteczek.

W przypadku mikromacierzy stosowana jest odmienna strategia (Rycina 1) - to
czasteczki kwasu nukleinowego zawarte w badanej probie (materiale pochodzacym np. z
tkanki w okre§lonym stanie fizjologicznym) sa znakowane fluorescencyjnie. Prdoba
poddawana jest hybrydyzacji z sondami, umieszczonymi na mikromacierzy. Po odmyciu
niezwigzanej czesci proby dokonuje si¢ laserowego wzbudzenia sygnatu fluorescencji tych
czasteczek, ktore ulegly hybrydyzacji z elementami mikromacierzy. Informacja o sile

sygnatu jest utrwalona w postaci elektronicznego obrazu. Ten z kolei przetwarzany jest na



dane liczbowe okreslajace wzgledng zawartos¢ kwasu nukleinowego o danej sekwencji w
badanych probach. W ten sposdb mozliwe jest jednoczesne badanie wielu rodzajow
czasteczek (np. transkryptéw), reprezentowanych przez poszczegodlne sondy na
mikromacierzy.

Mikromacierze najpowszechniej stosowane s3 do oceny ekspresji genow.
Przeprowadzenie takiej analizy wymaga odpowiedniej ilosci 1 jakosci RNA, ktory postuzy
do przygotowania proby [15,16]. W przypadku, gdy badacz dysponuje niewielky iloscia
materiatu, skutecznym rozwigzaniem jest amplifikacja RNA, najczg¢sciej za pomocg
transkrypcji in vitro z zastosowaniem polimerazy T7, ktorg charakteryzuje wystarczajaco
duza doktadnos¢ i powtarzalnos¢ [16,18]. Znakowanie barwnikami fluorescencyjnymi
mozna wykona¢ z zastosowaniem kilku metod (Rycina 2). W przypadku metody
bezposredniej, nukleotydy zwigzane z fluoroforami wprowadzane s3 do cDNA
powstajacego w reakcji odwrotnej transkrypcji, badz do cRNA amplifikowanego podczas
transkrypcji in vitro. Metoda posrednia polega na wprowadzeniu do syntetyzowanego
cDNA lub cRNA modyfikowanych nukleotydow (np. amino-allilowych), do ktérych w
wyniku reakceji estryfikacji dolaczane sa fluorochromy. Mozliwe jest rdwniez zastosowanie
znakowania chemicznego (nieenzymatycznego), w ktorym barwniki (np.biotyna)
przytaczaja si¢ bezposrednio do kwasu nukleinowego. Podczas wyboru metody
znakowania nalezy zwroci¢ uwage na rodzaj stosowanych sond: np. w przypadku
mikromacierzy oligonukleotydowych zawierajacych DNA sensowne, konieczne jest
uzyskanie znakowanego produktu antysensownego [86]. Stosowane sa dwa schematy
eksperymentalne: z wykorzystaniem jednego lub dwdch barwnikow fluorescencyjnych
(Rycina 1). W przypadku eksperymentu jednokolorowego, profil ekspresji dla kazdej
proby jest generowany na odrgbnej mikromacierzy, po znakowaniu za pomoca
pojedynczego barwnika fluorescencyjnego (np. fikoerytryny lub cyjaniny) [18]. Z kolei
eksperyment dwukolorowy polega na potaczeniu dwoch probek znakowanych réznymi

barwnikami (proba referencyjna i badana) w celu oceny ekspresji roznicowe;j.
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Rycina 1. Schemat przebiegu eksperymentu mikromacierzowego z wykorzystaniem
dwaéch (1) lub jednego (1) barwnika fluorescencyjnego.
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Znakowanie za pomocg barwnikow fluorescencyjnych (np. cyjanin Cy3 i Cy5) o
réznych parametrach wzbudzenia i emisji sygnatu, umozliwia rownoczesng hybrydyzacje
dwoéch prob do pojedynczej mikromacierzy. Zaktadajac, ze wpltyw obu barwnikow na
charakterystyke hybrydyzacji jest jednakowy, stosunki iloSciowe poszczegdlnych
transkryptow pierwotnie istniejagcych w probie badanej i referencyjnej powinny by¢

zachowane podczas hybrydyzacji do mikromacierzy [13,14,18].

I.

RNA odwrotna ss cDNA  odwrotna ds cDNA transkrypcja cRNA

‘ transkrypcja ‘ transkrypcja in vitro ‘
C ABE ABE

nukleotydy z

II. przylaczonym barwnikiem
A - 4
A NS = ANt — T\
N
modyfikowane barwnik
nukleotydy

B.
N — N% >\

. barwnik
/\./ > ¢’\/

Rycina 2. Mozliwosci i metody znakowania kwaséw nukleinowych barwnikami
fluorescencyjnymi podczas eksperymentow mikromacierzowych.

I- §ciezka postepowania podczas znakowania kwasow nukleinowych, za pomoca liter
oznaczono mozliwosci zastosowania poszczegoélnych metod; 11- metody znakowania: A-
metoda enzymatyczna bezposrednia, B- enzymatyczna posrednia, C- chemiczna.
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1.1.1.2. Analiza bioinformatyczna

Uzyskane w wyniku hybrydyzacji i skanowania ,,surowe dane” poddawane sg
analizie komputerowej, ktorej celem jest wytypowanie w danej probie zestawu genow
cechujacych si¢ zmienionym poziomem ekspresji w stosunku do proby kontrolnej. Ta
cze$¢ analizy sktada sie z dwoch etapow: analizy wstepnej (ang. preprocessing) oraz
analizy wyzszego rzedu [27]. Podstawowym celem analizy wstgpnej jest eliminacja zmian,
ktorych zrédlem s3 przede wszystkim ograniczenia techniczne, wynikajace 2z
wieloetapowosci 1 zlozonosSci  eksperymentu  mikromacierzowego. Czynnikami
wprowadzajagcymi zmienno$¢ moga by¢: procedura drukowania mikromacierzy,
nierownomierna dystrybucja barwnikow, zaburzenia przebiegu hybrydyzacji oraz
phukania, zanieczyszczenia szkietka i wiele innych. Niektore czynniki moga wprowadzac
systematyczne zaburzenia wielu prob [28]. Do przydatnych metod analizy wstepnej naleza
korekcja tlta oraz normalizacja, po zastosowaniu ktérych badacz powinien uzyskaé jak
najbardziej jednorodny zestaw danych, w ktérym maksymalnie ograniczona jest zmiennos¢
pochodzaca z innych zrédel niz rdéznice biologiczne pomigdzy probami. Weryfikacje
danych umozliwia szereg narzedzi diagnostycznych pozwalajacych przedstawi¢ graficznie
rézne aspekty zmienno$ci prob. Na tym etapie surowe dane dotyczace intensywnosci
fluorescencji: dla kanatu czerwonego (R, Cy5) oraz dla kanalu zielonego (G, Cy3) (w
przypadku mikromacierzy dwukolorowych) przeksztalcane sg na wartosci M i A,
wyrazone ponizszymi wzorami:

M =log,(R) - log2(G)
A= (loga(R) + 10g2(G))/2,
gdzie wartos¢ M jest roznicg pomiedzy logarytmami intensywno$ciami fluorescencji na
kanatach czerwonym i zielonym, obliczong dla kazdej sondy na danej mikromacierzy, a
warto$¢ A- Srednig warto$cig logarytmow fluorescencji na obu kanatach.

Celem analizy wyzszego rzedu jest wytypowanie gendw charakteryzujgcych sig
ekspresja roznicowa, a takze pomoc w okresleniu znaczenia biologicznego wykrytych
roznic. Etap ten obejmuje oceng ekspresji réznicowej z zastosowaniem odpowiedniego
modelu statystycznego oraz poréwnan wielokrotnych. Efektem jest uzyskanie danych
dotyczacych roznic w ekspresji genéw pomigdzy proébami oraz szeregu informacji
okreslajacych prawdopodobienstwo, znaczenie statystyczne 1 wiarygodno$¢ wynikéw, np.
dane na temat udzialu wynikéw falszywie pozytywnych (FDR, ang. false discovery ratio)
[28]. Do najwazniejszych parametrow obliczanych podczas analizy réznicowej naleza:

logFC oraz zmodyfikowana warto$¢ p. Wartos¢ logFC jest logarytmem o podstawie 2 ze
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stosunku ekspresji genow proby badanej i referencyjnej. Nalezy pamietaé, ze logFC jest
warto$cig poddang logarytmowaniu, zatem uzyskanie warto$ci 1 oznacza dwukrotny
wzrost, a wartosci -1- dwukrotne zmniejszenie ekspresji genu. Z kolei zmodyfikowana
warto$¢ p (ang. adjusted P value) jest miarg istotno$ci statystycznej obliczen i okresla
prawdopodobienstwo przypadkowego pojawienia si¢ danej zmiany poziomu ekspresji. Po
filtracji genow na podstawie kryteriow wyznaczonych przez badacza mozliwe sa dalsze
etapy analizy, takie jak analiza skupien czy konstruowanie modeli interakcji badz
procesoéw biologicznych.

Warto przy tym zauwazy¢, ze ze wzgledu na duza liczbe czynnikow zaburzajacych
przebieg ecksperymentu mikromacierzowego, uzyskiwane ta droga wyniki zwykle
wymagaja walidacji za pomoca metod o wigkszej czutosci. Narzedziem standardowo
stosowanym do walidacji wynikow uzyskanych za pomoca mikromacierzy jest iloSciowy

PCR (real-time PCR, qPCR) [41,42].

1.1.2 Typy mikromacierzy DNA

Rozréznienia rodzajéw mikromacierzy DNA stosowanych w badaniach ekspresji
gendw mozemy dokona¢ na podstawie dtugosci i typu zastosowanych sond. Biorgc pod
uwage ten parametr mozemy wyrozni¢: (i) mikromacierze o krétkich sondach
oligonukleotydowych (nazywane dalej mikromacierzami typu S-oligo; sondy 15-25
nukleotydowe); (ii) mikromacierze o dlugich sondach oligonukleotydowych (okreslane
dalej jako L-oligo; sondy 50-120 nukleotydowe) oraz (iii) mikromacierze o sondach, ktore
stanowi dwuniciowy cDNA (mikromacierze cDNA; sondy od stu do kilku tysiecy par
zasad) [19]. Rodzaj zastosowanych sond determinuje szereg cech danej mikromacierzyy,

ktore nalezy wzig¢ pod uwage przed rozpoczeciem eksperymentu (Tabela 1).
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Tabela 1. Charakterystyka poszczegolnych typow mikromacierzy DNA.

Mikromacierz cDNA L-oligo S-oligo
Zrédlo sond Klony cDNA Synteza Synteza chemiczna
chemiczna

Dhugosé sond Zrbznicowana 50-120 nt 15-25 nt
(kilkaset-kilka tysiecy
pz)

Pokrycie genéw Srednie Duze Duze

Specyficznos¢ sond Srednia Duza Duza

Dane dot. sekwencji | Niekonieczne Wymagane Wymagane

sondy na etapie

produkcji

mikromacierzy

Koszt uzyskania sond | Maty Sredni Duzy

Schemat detekcji Dwukolorowy Dwukolorowy Jednokolorowy

1.1.2.1.Mikromacierze cDNA

Jest to najwczesniej opracowany typ mikromacierzy, do produkcji ktorej
wykorzystuje si¢ dwuniciowe sondy bedace klonami cDNA amplifikowanymi w reakcji
PCR. Klony stanowigce matryce w reakcji zazwyczaj pochodzg z biblioteki klonow cDNA
o sekwencji poznanej calkowicie lub cze$ciowo (tzw. sekwencje EST, ang. Expressed
Sequence Tag). Znajomos$¢ pelnej sekwencji sond nie jest warunkiem koniecznym do
produkcji mikromacierzy cDNA, poniewaz sa one zwykle amplifikowane przy pomocy
uniwersalnych starteréw. Sondy nanoszone sg na podloze state (ptytkg¢) w sposob
kontaktowy - za pomoca igiet drukarki, lub bezkontaktowy — przy uzyciu techniki
podobnej do stosowanej w drukarkach atramentowych. Mikromacierze cDNA zyskaty
znaczng popularnos¢ ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania duzej ilosci sond w standardowo
wyposazonym laboratorium, a tym samym ich niskg cen¢ 1 duzg dostepnos¢. Dlatego sa
one szczegllnie chetnie stosowane w przypadku matych projektow. Rodzaj sond
determinuje wady i zalety tej technologii: z jednej strony, dlugie sondy cDNA generuja
sygnat o duzej intensywnosci, z drugiej - sg bardziej podatne na hybrydyzacje krzyzowa,
czyli wigzanie si¢ z sonda czgsteczek cDNA niestanowigcych sekwencji docelowych dla
sondy, co obniza ich specyficzno$¢ [22]. Ten ostatni czynnik utrudnia rowniez analize
rodzin wielogenowych. Przyktadowo, w pracy dotyczacej analizy ekspresji genow

nalezgcych do rodziny cytochroméw P450 u Arabidopsis thaliana wykazano, ze w
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przypadku sekwencji wykazujacych ponad 80% identycznosci odsetek hybrydyzacji
krzyzowej wynosi powyzej 20% [87]. Innym problemem moze by¢ niemozliwos¢
rozroznienia transkrypcji z nici plus 1 minus i generowanie wspdlnego sygnatu
fluorescencyjnego dla transkryptoéw sensownych i1 antysensownych. Istotng kwestig jest
rowniez duza liczba zanieczyszczonych lub btednie scharakteryzowanych sond
znajdujacych sie na mikromacierzy (ktore mozna zidentyfikowaé wytacznie poprzez

powtdrne sekwencjonowanie matrycowych klonow cDNA) [21,22,23].

1.1.2.2.Mikromacierze L-oligo

Mikromacierze zawierajace dlugie sondy oligonukleotydowe tacza szereg zalet
mikromacierzy c¢cDNA i opisanych ponizej S-oligo.  Zastosowanie sond
oligonukleotydowych zapewnia specyficzno$¢ hybrydyzacji 1 eliminuje problemy
zwigzane z potencjalng detekcja transkryptow antysensownych. Z kolei dtugo$¢ sond
gwarantuje silny sygnal hybrydyzacji oraz mozliwo$¢ wyprodukowania mikromacierzy
metoda ,,drukowania” przy pomocy takiej samej aparatury, jak w przypadku
mikromacierzy cDNA. Do zaprojektowania sond L-oligo, podobnie jak w przypadku S-
oligo, niezbgdna jest informacja dotyczaca docelowej sekwencji nukleotydowej. Sposrod
licznych dostepnych mikromacierzy oligonukleotydowych warto wymieni¢ mikromacierze
firmy Agilent, w ktorych 60-nukleotydowe sondy syntetyzowane sg in Situ z
wykorzystaniem technologii bezkontaktowego nanoszenia na ptytke [19,21,22]. Ciekawa
jest rowniez oferta firmy Illumina- BeadChip® to technologia, w ktorej oligonukleotydy o
dlugosci 50 nt potaczone sg z ziarnami umieszczonymi w dotkach na ptytce silikonowe;.
Kazda z sond wystepuje w 30 powtdrzeniach, co umozliwia doktadniejszg analize

statystyczng wynikow [25].

1.1.2.3.Mikromacierze S-oligo

Tego typu mikromacierze kojarzone sg gldwnie z firmg Affymetrix i znane réwniez
pod nazwg chipéw DNA (ang. Gene Chip). Wykorzystywana w chipach DNA technologia
syntezy oligonukleotydow in situ z zastosowaniem fotolitografii umozliwia geste
upakowanie sond na plytce kwarcowej. Danemu transkryptowi odpowiada zestaw sond
(ang. probe set) sktadajacy sie z 11-22 réznych oligonukleotydow o dtugosci 25 nt [21,22].
W przypadku mikromacierzy do badania ekspresji genow, przez dlugi czas sondy

obejmowaty eksony potozone na koncu 3’ danego genu. Od kilku lat stosuje si¢ rowniez
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mikromacierze eksonowe, w ktorych zaprojektowano po 4 sondy przypadajace na kazdy
ekson genu [88]. W celu detekcji i kontrolowania hybrydyzacji krzyzowej, kazda sonda o
pelnej komplementarno$ci do danego transkryptu (sonda PM, ang. perfect match) posiada
swoj odpowiednik ze zmienionym pojedynczym nukleotydem - taka sonda wykazuje
niepelng komplementarno$¢ do transkryptu (sonda MM, ang. mismatch) [24].
Eksperymenty wykonywane s3 metoda jednokolorowa, zatem nie daja mozliwos$ci
bezposredniego porownania prob podczas hybrydyzacji. Mikromacierze S-oligo wymagaja

zastosowania aparatury specyficznej dla tej technologii na kazdym etapie eksperymentu.

[.2. MIKROMACIERZOWA HYBRYDYZACJA MIEDZYGATUNKOWA

Szybki rozwoj technik wielkoskalowego sekwencjonowania umozliwil w ostatnich
latach poznanie wielu sekwencji genomowych, jednak liczba ta nadal jest ograniczona do
organizméw modelowych 1 gatunkow waznych z punktu widzenia medycznego i
komercyjnego [34]. Do tej pory opublikowano petne sekwencje genomowe ponad 50 roslin
wyzszych (Tabela 2). Komercyjne mikromacierze stworzono do tej pory dla 19 gatunkow
roslin (Tabela 3). Firmy zajmujace si¢ produkcja mikromacierzy (np.Affymetrix, Agilent),
swiadczg ustugi obejmujace umieszczenie na mikromacierzy sond o sekwencjach
wskazanych przez klienta, nalezy jednak pamietaé, iz zaprojektowanie mikromacierzy
zwigzane jest z olbrzymim naktadem pracy 1 bardzo czesto ograniczone brakiem
dostepnosci odpowiedniej liczby sekwencji [31,33]. Biorac pod uwage powyzsze wzgledy
wielu badaczy zainteresowato si¢ wykorzystaniem istniejacych juz mikromacierzy do
badania innych transkryptomow niz te, dla ktorych zostaty one stworzone. Wiadomo
bowiem, ze wiele organizmoéw wykazuje znaczny stopien homologii pomig¢dzy
sekwencjami kodujacymi, np. dla genomu cztowieka i szympansa wynosi on 98% [89]. Z
podobng sytuacja spotykamy si¢ u roslin. Podobienstwa na poziomie sekwencji
genomowych, umozliwiajgce identyfikacje gendw na podstawie homologii, wykazano w
rodzinach Poaceae, Solanaceae, Brassicaceae, Fabaceae oraz Pinaceae [53]. Stosunkowo
wysoki jest rowniez poziom podobienstwa sekwencji kodujacych geny pomiedzy
rodzinami. Przyktadowo, szacuje si¢, ze 90% genow rzodkiewnika posiada homologi w
genomie ryzu [32]. Na podstawie tych przestanek wielokrotnie podejmowano préby
zastosowania mikromacierzy DNA w badaniach organizmoéw innych niz reprezentowany
na mikromacierzy [37-40, 45-59]. Technika taka nazwana zostala mikromacierzowa
hybrydyzacja migdzygatunkowa (CSH, ang. cross-species hybridization) lub hybrydyzacja

heterologiczng (ang. heterologous hybridization), w odroznieniu od hybrydyzacji
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homologicznej (SSH, ang. single-species hybridization).

Tabela 2. Wybrane gatunki roslin wyzszych o znanych sekwencjach genomowych, na
podstawie: http://synteny.cnr.berkeley.edu (University of California, Berkeley).

Gatunek Sekwencja | Publikacja

Banan Niepelna D’Hont, A. i wsp. (2012) Nature, 9;488:213-7.
Brzoskwinia Pelna Ahmad, R i wsp. (2011) BMC Genomics, 22;12:569
Daktylowiec Niepelna | -

Eukaliptus Pelna -

Jablon Pelna Velasco, R. i wsp. (2010) Nat Genet. 42(10):833-9
Kakaowiec Pelna Argout, X. i wsp. (2011) Nat Genet 43, 2, 101-108
Klosownica Petlna Vogel, J. i wsp.(2010) Nature, 463, 763-768

Kroplik Niepetna -

Kukurydza Pelna Schnable, P. i wsp. (2009), Science, 326, 1112-1115
Maniok Niepetna -

Medicago Pelna Young, N. i wsp. (2011) Nature 16, 480, 520-4
truncatula

Ogorek Pelna Huang, S. i wsp. (2009) Nat Genet, 41(12):1275-81

Orlik Pelna -

Papaja Pelna Ming, R. I wsp. (2008) Nature, 452 (7190), 991-996
Pomidor Niepelna Tomato Genome Consortium (2012) Nature 30;485 :635-41
Poziomka Pelna Shulaev, V. i wsp. (2011), Nat Genet 43, 2 ,109-116
Racznik Petlna Chan, P. i wsp.(2010) Nat Biotechnol.;28(9):951-6.

Ryz Pelna Goff, S. (2002) Science, 296 (5565), 92-100
Rzodkiewnik Petlna The Arabidopsis Genome Initiative (2000), Nature, 408, 796-815
Rzodkiewnik Pelna Hu, T. i wsp. (2011) Nat Genet 43,476-481

Soja Pelna Schmutz, J. i wsp. (2010) Nature, 463 (7278), 178-183
Sorgo Pelna Paterson A. i wsp. (2009) Nature, 457 (7229), 551-556
Topola Pelna Tuskan, G. i wsp. (2006), Science, 313 (5793), 1596-1604
Winogrono Pelna Jaillon, O. i wsp. (2007), Nature, 449 (7161), 463-467
Wilosnica ber Pelna -

Ziemniak Niepelna Potato Genome Sequencing Consortium (2011),Nature,10;475:189-

95
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Tabela 3.

Dost¢pne  komercyjnie

mikromacierze

dla roslin, wg: [30],

www.affymetrix.com, www.nimblegen.com, www.agilent.com

Gatunek Rodzaj mikromacierzy | Producent
S-oligo Affymetrix
Bawelna L-oligo Agilent
S-oligo Affymetrix
L-oligo Agilent
Brzoskwinia L-oligo Microarrays Inc
Groszek L-oligo Microarrays Inc
Jeczmien S-oligo Affymetrix
L-oligo Agilent
Kapusta L-oligo Agilent
Kukurydza S-oligo Affymetrix
L-oligo University of Arizona
Medicago L-oligo Agilent
truncatula S-oligo Affymetrix
L-oligo Microarrays Inc
S-oligo Affymetrix
Pomidor L-oligo Agilent
L-oligo Boyce Thompson Institute for Plant Research
cDNA Boyce Thompson Institute for Plant Research
Pszenica S-oligo Affymetrix
L-oligo Agilent
Ryz L-oligo Agilent
L-oligo University of Arizona
S-oligo Affymetrix
Rzodkiewnik L-oligo Agilent
L-oligo Nimblegen
L-oligo University of Arizona
Soja S-oligo Affymetrix
cDNA University of Illinois
Topola S-oligo Affymetrix
L-oligo Nimblegen
Trzcina S-oligo Affymetrix
Tyton L-oligo Agilent
Winogrono S-oligo Affymetrix
L-oligo The Institute for Genomic Research (TIGR)
Ziemniak cDNA The Institute for Genomic Research (TIGR)
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1.2.1 Zastosowanie CSH

Technika CSH wykorzystywana jest najcze$ciej w badaniach ekspresji genow
organizm6w, dla ktérych informacja dotyczaca sekwencji jest niepetna, badz w badaniach
poréwnawczych, oceniajgcych ewolucyjnie konserwatywne mechanizmy kontroli ekspresji
genow u pokrewnych organizméw [54]. Opublikowane do tej pory prace opisuja
zastosowanie CSH z wykorzystaniem wszystkich typow mikromacierzy- S-oligo
[37,62,63,66], L-oligo [58,85,86] lub cDNA [40,51,53,55]. Przyktadem zastosowania CSH
w badaniach ekspresji genéw mogg by¢ analizy profilow ekspresji na réznych stopniach
rozwoju gatunku much Drosophila simulans, wykorzystujace mikromacierze dla
D. melanogaster. W badaniach tych wykazano, ze roznice w profilu ekspresji pomigdzy
dwoma gatunkami siegaly 27% [48]. W innych badaniach oceniano zmiany ekspresji
gendw u szympansow zakazonych wirusem zapalenia watroby typu C, z wykorzystaniem
mikromacierzy dla czlowieka. Stwierdzono m.in. znaczny wzrost ekspresji genow
zwigzanych z odpowiedzig na interferon juz w ciggu 2 dni od infekcji [49]. Sposrod badan
wykonanych na roslinach, oprocz prac w obrgbie rodziny Solanaceae (oméwionych
szerzej w rozdziale 1.2.2.1), na uwagg zastuguje wykorzystanie mikromacierzy cDNA dla
rzodkiewnika do badan gatunkéw pokrewnych. Przeprowadzono m.in. ocene¢ ekspres;ji
gendw u ro$lin rzepaku zakazonych patogenem Alternaria brassicola. Wsrod
zidentyfikowanych transkryptéw charakteryzujacych si¢ ekspresja réznicowa znalazty sie
takie, ktore wykazywaly podobienstwo do znanych gendéw zwigzanych z obrona,
usuwaniem wolnych rodnikow czy odpornoscig na choroby [32]. Innym przyktadem jest
ocena profilu ekspresji genow zwigzanych z odpowiedzig na wzrost st¢zenia metali w
podtozu u Arabidopsis halleri, roslinie o duzo wigkszej odpornosci na te czynniki niz A.
thaliana. Ustalono migdzy innymi, Ze strategia tolerancji u A. halleri zwigzana jest z
duzym konstytutywnym poziomem ekspresji gendéw regulujacych homeostaze jonow
metali [90]. Mimo, 1z wielu autoréw twierdzi, ze za pomocg CSH mozna uzyskac istotne
biologicznie informacje [40,48,50,56,59], a cze$¢ przyznaje, ze jest to mozliwe po
zastosowaniu odpowiedniej filtracji [37,62], istnieja prace sygnalizujace mozliwo$¢
generowania fatszywie pozytywnych wynikow nawet u blisko spokrewnionych gatunkéw
[50,55] badZ wystepowania rozbieznosci pomiedzy wynikami hybrydyzacji tych samych
prob do roznych mikromacierzy CSH [54].
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L1.2.2.1. Wykorzystanie CSH w obrebie rodziny Solanaceae

U roslin z rodziny Solanaceae (psiankowate) wykonano szczegélnie duzo
eksperymentow CSH. Jest to zwigzane z dost¢pnoscia kilku mikromacierzy opracowanych
dla tej rodziny, istotnym znaczeniem gospodarczym wiclu gatunkéw Solanaceae, a takze
ich duzym pokrewienstwem filogenetycznym, usprawiedliwiajgcym zastosowanie tego
typu podejscia badawczego. Psiankowate to duza, zréznicowana rodzina roslin, liczaca
powyzej 3000 gatunkow. W jej sktad wchodzi co najmniej 18 roslin o duzym znaczeniu
gospodarczym (m.in. baklazan, ziemniak, pomidor, papryka, tyton) [53]. Moore i wsp.
porownywali profile ekspresji gendw zwigzanych z dojrzewaniem owocéw u trzech
gatunkoéw Solanaceae na mikromacierzy cDNA dla pomidora, w uktadzie CSH (papryka,
baktazan) i SSH (pomidor). Przed hybrydyzacjami przeprowadzono poréwnanie sekwencji
badanych gatunkéw, stwierdzajac, ze >75% dostgpnych sekwencji dla papryki 1 baklazana
posiada swoje homologi u pomidora. Podczas hybrydyzacji wykrywalny sygnat
stwierdzono dla pomidora w 61% sond, dla baktazana w 52% sond, i dla papryki w 45%
sond. Badania pozwolily wykry¢ wiele genéw homologicznych dla 3 gatunkéw, miedzy
innymi zwigzanych z fotosynteza i fotooddychaniem, jak rowniez wytypowac procesy
przebiegajace w odmienny sposob u badanych gatunkéw [53]. Z kolei mikromacierz S-
oligo dla pomidora wykorzystano migdzy innymi do badania zjawiska indukowanej niska
temperaturg degradacji skrobi w bulwach ziemniakow na rzecz syntezy sacharozy. Badanie
umozliwilo wytypowanie szeregu gendéw zwigzanych z odpowiedzia na obnizong
temperature [38]. Mikromacierz cDNA dla ziemniaka wykorzystano do analizy ekspresji
genow u kilku gatunkéow Solanaceae (ziemniak, pomidor, tyton, papryka, baklazan,
Nicotiana benthamiana, petunia), poddanych dziataniu réznych czynnikéw stresowych
(zasolenie, wysoka i niska temperatura). Wyniki grupowania genow roznicujacych
wskazuja na rozbieznos$ci migdzygatunkowe w profilach ekspresji gendw zwigzanych z
odpowiedzig na stres niskiej temperatury, natomiast profile dotyczace stresu solnego byly
podobne u wszystkich badanych gatunkow. Gléwnym celem tego badania byta jednak
ocena samej istoty hybrydyzacji miedzygatunkowej, co zostalo szczegélowo omowione w
dalszej czgsci niniejszej pracy (rozdziat 1.2.3) [52]. W innym eksperymencie, t¢ sama
mikromacierz cDNA dla ziemniaka wykorzystano do oceny profilu ekspresji genéw N.
benthamiana podczas zakazenia dwoma rodzajami wirusa: SYNV (ang. Sonchus yellow
net virus) i INSV (ang. Impatiens necrotic spot virus). Stwierdzono istotne réznice w

ekspresji genow w przebiegu zakazenia tymi wirusami [82].
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CSH stosuje si¢ rowniez do oceny ekspresji gendOw u mniej znanych gatunkow
Solanaceae. Przyktadem jest analiza transkryptomiczna szlakow metabolicznych w
ptatkach brunfelsji (Brunfelsia calycina) po otwarciu kwiatow, z wykorzystaniem

mikromacierzy cDNA dla ziemniaka [84].

L.2.2.2. Perspektywy wykorzystania CSH w kontekscie intensywnego rozwoju genomiki

Pomimo braku precyzyjnych wytycznych dotyczacych stosowania CSH w
badaniach genomicznych oraz opracowania nowych metod analizy genomu (por. rozdziat
L.5), istniejg obszary nauk biologicznych, w ktérych technika ta moze by¢ z powodzeniem
stosowana. Dotyczy to w szczegdlnosci badan porownawczych, oceniajacych
podobienstwa i roéznice pomigdzy gatunkami pokrewnymi. Mimo rozwoju i wickszej
dostgpnosci techniki, sekwencjonowanie kazdego gatunku interesujacego badacza jest
trudne do wykonania z ekonomicznego punktu widzenia, szczegélnie w przypadku, gdy
badanie dotyczy gatunku o bardzo zblizonej sekwencji genomowej do organizmu o
poznanym genomie czy transkryptomie. W szczegodlnosci moze to dotyczy¢ organizmow
nieuznawanych za modelowe 1 niebgdacych gatunkami o istotnym znaczeniu
gospodarczym. W przypadku stosowania CSH dla gatunku o bardzo bliskim
pokrewienstwie z organizmem reprezentowanym na mikromacierzy mozliwe jest
wykonanie badan wstepnych majacych na celu wytypowanie, ktore szlaki przemian
zachodza w podobny sposdb w obu przypadkach oraz gdzie nalezy szuka¢ potencjalnych
réznic w pozniejszych, doktadniejszych badaniach przy uzyciu nowocze$niejszych, ale
drozszych technik. Tego typu badania mogg by¢ pomocne w uzyskiwaniu odpowiedzi na
pytania z zakresu ewolucji, filogenezy czy ekologii. Takie podejscie, poszukujgce
podobienstw profilow ekspresji genow pomigdzy réznymi gatunkami jest popularne w
badaniach genomicznych, a rozw0j baz danych i technik informatycznych i statystycznych
sprzyja tego typu porownaniom [202,203]. Przykladowo, w pracy porownujacej dane o
ekspresji genow, uzyskane za pomocg ponad 3000 mikromacierzy dla cztowieka, muszki
owocowej (D.melanogaster), nicienia (C.elegans) oraz drozdzy (S. cerevisiae),
wyselekcjonowano 3400 genéw wykazujacych koekspresje, zaangazowanych w ponad 22
tys. interakcji. Uzyskane dane umozliwily m.in. identyfikacj¢ funkcji niektérych genow
zwigzanych z proliferacjag komorek [202]. W przypadku CSH, uzasadnione wydaje si¢
uzycie mikromacierzy heterologicznych do analizy genomu/transkryptomu pozwalajacej
zasygnalizowa¢ podobienstwa i wskaza¢ procesy wymagajace doktadniejszych badan.

Tego typu badania, wykorzystujace istniejace dane SSH lub wykonywane rownolegle z
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takimi hybrydyzacjami pozwalaja zminimalizowa¢ btedy eksperymentalne dzigki
zastosowaniu tych samych warunkéw (mikromacierzy, hybrydyzacji, skanowania) dla obu
badanych gatunkéw. Dodatkowym aspektem takiego podejscia moze by¢ poszukiwanie
nowych gatunkow modelowych, o odmiennych profilach ekspresji. Wydaje si¢, ze takie
zastosowanie, majace na celu poszukiwanie zmian raczej w grupach funkcjonalnych niz
dotyczacych selekcji pojedynczych gendw ulegajacych zmianom ekspresji, moze stanowié
najbardziej odpowiedni obszar potencjalnego wykorzystania mikromacierzowej

hybrydyzacji mi¢dzygatunkowe;.

1.2.2. Specyficznos¢ hybrydyzacji sonda-proba

Specyficzno$¢ hybrydyzacji, czyli zdolno$¢ sondy do wigzania tylko jednego
rodzaju transkryptu, jest kwestia czesto poruszang w kontek$cie mikromacierzy.
Wyrdzni¢ mozemy cztery rodzaje relacji pomiedzy sondami a transkryptami (Rycina 3)
[43]:

I.  Pelne dopasowanie- sonda wigze si¢ z transkryptem na catej dlugosci
Il.  Cze¢s$ciowe dopasowanie- wigzanie si¢ fragmentu sondy z transkryptem
I1l.  Dopasowanie kilku transkryptow do sondy- wigzanie si¢ sondy z wigcej niz jednym
transkryptem
IV.  Brak dopasowania- brak wigzania transkryptu z sonda

W wielu pracach zwrocono uwage na zmniejszong $rednig intensywnos$¢ sygnatu
podczas hybrydyzacji CSH w poréwnaniu z SSH [31,40,54]. Mimo to zaledwie w jednej
pracy podjeto probg wyjasnienia mechanizmu tych réznic w obrazie mikromacierzy [52].
Zasugerowano, ze podczas nastepujacego po hybrydyzacji ptukania mikromacierzy,
transkrypty o stabym dopasowaniu oddysocjowuja od sond, czego efektem jest obecno$¢
pustych sond (Rycina 4.). Tego rodzaju transkrypty wystepuja w duzo wiekszej liczbie w
CSH, dlatego w tego rodzaju eksperymentach powyzszy proces wystepuje znacznie
czesciej, niz w przypadku SSH. Dang plamke po skanowaniu tworzy wiele pikseli, z
ktorych kazdy bedzie miarg intensywnos$ci sygnatu hybrydyzacyjnego dla wielu
identycznych sond. Dlatego odptukiwanie transkryptow moze skutkowaé powstaniem
piksela o zmniejszonym sygnale, ktory jest falszywie zakwalifikowany jako tlo. Wptyw
takich zmian na pojedyncza plamke moze by¢ przyczyna:

- zmniejszenia intensywnosci sygnatu
- nierownomiernego rozktadu sygnalu w obrebie plamki

- zaburzen ksztaltu plamki
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Wymienione czynniki wptywaja na uzyskiwany obraz mikromacierzy. W

przypadku gdy zaburzenia wystepuja na obszarze calej plytki, mogg prowadzi¢ do

nastepujacych niekorzystnych efektow, sygnalizowanych przez niektorych autorow:

- dodatkowy czynnik zaburzajgcy/utrudniajacy analize danych [53,56]

- zmniejszenie liczby statystycznie istotnych gendw roznicujgcych [53,55,57,58]

- staba powtarzalno$¢ wynikéw [52]
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Rycina 3. Dopasowanie sond i transkryptow podczas hybrydyzacji:

A. Dopasowania na poziomie pojedynczej plamki: I. Pelne dopasowanie; II. Niepetne
dopasowanie transkryptu homologicznego do genu docelowego dla sondy; III. Niepeine
dopasowanie réznych transkryptow, dla genu homologicznego dla sondy oraz innych
genow; IV. Brak dopasowania; B. Dopasowanie na poziomie catej mikromacierzy CSH i
SSH. Widoczne zaburzenie specyficznosci w przypadku CSH (Wg [46], zmodyfikowano) -
w przypadku SSH wigkszos¢ plamek bedzie prezentowaé pelne dopasowanie lub jego
brak, niektore cechuja si¢ hybrydyzacja krzyzowa; Dla CSH zwigksza si¢ liczba plamek o
niepelnym dopasowaniu, w tym takich, ktore wiaza si¢ z kilkoma transkryptami.
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Rycina 4. Hipotetyczny mechanizm powstawania zaburzen w obrazie mikromacierzy
CSH w porownaniu z SSH. A. Odptukiwanie transkryptow o slabszym dopasowaniu. B.
Obraz plamek po detekcji sygnatu: zacienione piksele- stabszy sygnat, czarne piksele- brak
sygnatu, czerwona linia- kontur plamki (wg [52], zmodyfikowano)

Zaburzenia specyficzno$ci mogg w istotny sposoéb wptywaé na uzyskane profile
ekspresji. Widocznym efektem sg réznice w wynikach otrzymywanych dla ré6znych sond
reprezentujacych ten sam transkrypt, badz tez uzyskiwanych w ramach poréwnan réznych
mikromacierzy [44]. Specyficznos¢ jest kwestig szeroko dyskutowang nawet w odniesieniu
do mikromacierzy homologicznych, a efekty zaburzen w przypadku CSH mogg by¢
znacznie trudniejsze do przewidzenia. W przypadku SSH, niepelne dopasowanie sond
wystepuje zdecydowanie rzadziej i moze by¢ efektem np. ekspresji genu nalezacego do tej
samej rodziny, co sekwencja docelowa. Z kolei w CSH taki rodzaj oddziatywan zwykle
zwigzany jest z hybrydyzacja do sekwencji o mniejszym dopasowaniu, a co za tym idzie,
wzrostem prawdopodobienstwa hybrydyzacji z kilkoma réznymi transkryptami [46].

Przyktadowo, w pracy dotyczacej hybrydyzacji transkryptow ziemniaka do mikromacierzy
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pomidorowej stwierdzono, ze wsrdod genow wykazujacych czgsciowe dopasowanie, ok.
16% charakteryzowato si¢ homologia do wigcej niz jednej sekwencji sond [54]. Brak
dopasowania w przypadku SSH oznacza brak transkryptu docelowego, natomiast w CSH
moze dotyczy¢ braku tego transkryptu lub tez braku gendéw o podobnej sekwencji. Ze
wzgledu na fakt, iz w przypadku hybrydyzacji mi¢edzygatunkowej znacznie wigksza liczba
sond bedzie charakteryzowac si¢ czesciowym dopasowaniem lub jego brakiem, dane na
wszystkich etapach ich analizy beda znacznie bardziej zaburzone, niz w przypadku SSH,
co zwigksza prawdopodobienstwo uzyskania fatszywych wynikow [46].

W tym kontek$cie na uwage zastluguja réwniez wyniki badan CSH, ktére
przeprowadzone zostaly w naszej Pracowni z wykorzystaniem mikromacierzy do analizy
ekspresji gené6w chloroplastowych ogérka. W przypadku hybrydyzacji miedzygatunkowej
RNA plastydowego rzodkiewnika, szpinaku i pomidora stwierdzono istotne zwiekszenie
udziatu sond o niskim stosunku sygnatu do szumu (SNR, ang. signal-to-noise ratio), ktory
stanowi jeden z parametrow branych pod uwage podczas oceny jakoSciowej sygnatu
fluorescencyjnego sond. Znajomos¢ sekwencji genow chloroplastowych pozwolita zbadac¢
homologi¢ pomiedzy sondami i transkryptami dla poszczegdlnych gatunkéw. Po
odfiltrowaniu sond o zbyt matej komplementarno$ci do analizowanych transkryptow w

kazdym przypadku stwierdzono zwigkszenie udziatu sond o prawidlowym SNR [91].

1.2.3. Strategie eksperymentalne stosowane w CSH

Podstawowym warunkiem uzyskania wiarygodnych wynikéw hybrydyzacji
heterologicznej jest wlasciwa metodyka eksperymentu i dobranie skutecznych sposobow
analizy danych. Nalezy wzia¢ pod uwage istotne ograniczenia CSH, w szczegodlno$ci
réznice w stopniu dopasowania pomie¢dzy badanymi transkryptami a sondami
znajdujacymi sie na mikromacierzy. Niestety, jak dotad jedynie w cze$ci opublikowanych
prac podczas analizy danych wzigto pod uwage specyfike eksperymentéw CSH. Do tej
pory nie ustalono rowniez jednolitej] metodyki postgpowania w przypadku planowania

eksperymentéw CSH.
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1.2.3.1. Dobor gatunku reprezentowanego na mikromacierzy

Pierwszym, podstawowym problemem, jaki nalezy rozwazy¢ przed przystapieniem
do eksperymentu CSH jest wybor gatunku, dla ktérego mikromacierz zostata
skonstruowana [54]. W przypadku, gdy znana jest sekwencja cho¢by niewielkiej liczby
genow badanego organizmu, istotne jest okreslenie stopnia homologii pomi¢dzy nimi, a
ich odpowiednikami wystepujacymi u gatunku reprezentowanego na mikromacierzy.
Stwierdzono, iz nawet niewielka r6znica w dopasowaniu sekwencji (ok.1%) moze w
widoczny sposoéb wplywaé na wyniki hybrydyzacji. Gilad 1 wsp. poréwnywali wplyw
réznic pomiedzy sekwencjami DNA na jako$¢ hybrydyzacji u 4 gatunkéw o rdznej
odlegtosci filogenetycznej (czlowiek, szympans, orangutan, rezus). W badaniach uzyto
mikromacierz ¢cDNA zawierajaca cztery wersje kazdej sondy — kazda z wersji byta
specyficzna dla jednego z badanych gatunkow naczelnych. RNA poszczegdlnych matp
hybrydyzowano w uktadzie dwukolorowym z RNA cztowieka, a nastepnie porownywano
wyniki (w postaci stosunku intensywnosci Cy3/Cy5) uzyskane dla obu gatunkow.
Oceniano przy tym wpltyw S$redniej roznicy pomiedzy sekwencjami DNA obu
porownywanych gatunkdéw na intensywno$¢ sygnatu uzyskang dla danej sondy w uktadzie
homo- i heterologicznym. W przypadku réznicy 1% (cztowiek-szympans) efekt w postaci
zmniejszenia intensywnos$ci podczas hybrydyzacji heterologicznej byt widoczny dla 63%
genow, a przy 5% (czlowiek-rezus) az dla 89% gendéw. [55]. Podobne obserwacje
odnotowano nawet w przypadku dwodch gatunkéw nalezacych do tego samego rodzaju:
hybrydyzacja genomowego DNA D. simulans do mikromacierzy dla D. melanogaster
skutkowata zmniejszeniem sygnatu hybrydyzacyjnego o ok. 4% w pordOwnaniu z
hybrydyzacja homologiczng D. melanogaster. Co cieckawe, roznica na poziomie sekwencji
nukleotydowej pomiedzy tymi gatunkami szacowana jest réwniez na okoto 4% [76]. W
innej pracy opisujacej hybrydyzacje genomowego DNA trzech gatunkow Drosophila do
mikromacierzy cDNA dla D. melanogaster rowniez stwierdzono znaczne zmniejszenie
sygnatu dla wiekszosci (Srednio 84%) sond o stopniu identyczno$ci z sekwencjami
docelowymi ponizej 92%, w przypadku dopasowania sekwencji rzedu 92-97% spadek
intensywnos$ci odnotowano w ok. 50% sond, a przy dopasowaniu >97%- jedynie w 13%
sond [80]. Bioragc pod uwage powyzsze obserwacje, optymalnym rozwigzaniem w
przypadku znajomosci wiekszej liczby sekwencji organizmu badanego, wydaje si¢ wstepne
zbadanie homologii sond znajdujacych si¢ na mikromacierzy i ich docelowych
transkryptow, w celu oceny mozliwosci zastosowania danego uktadu CSH. Takie podejscie

zastosowano w badaniach, w ktorych RNA psa hybrydyzowano do mikromacierzy cDNA
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cztowieka. Zakres podobienstwa sekwencji sond do cDNA wynosit tu 78%-100% ($rednio
88%), co uznano za wystarczajace [57].

W przypadku braku odpowiednich danych genomowych, przydatna moze okazac
si¢ ocena pokrewienstwa filogenetycznego wybranych gatunkow [46]. W kilku pracach
zwrocono uwage na wplyw pokrewienstwa filogenetycznego na jako$¢ danych
uzyskiwanych w eksperymentach CSH, sugerujac wybor mikromacierzy gatunku o jak
najwigkszym stopniu pokrewienstwa [40,53]. We wspomnianym juz wczesniej badaniu
opisujgcym hybrydyzacje genomowego DNA kilku gatunkow Drosophila stwierdzono, ze
zmniejszenie sygnatu fluorscencyjnego jest proporcjonalne zaréwno do odleglosci
filogenetycznej pomiedzy gatunkami badanymi a reprezentowanym na mikromacierzy, jak
1 do stopnia zréznicowania sekwencji [80]. W roku 2004 Renn i wsp. opisali pierwsze
zastosowanie hybrydyzacji heterologicznej u kilku gatunkéw kregowcow. Stworzono
mikromacierz cDNA zawierajacg 4570 sond dla endemicznej ryby Astatotilpia burtoni. Za
pomoca tego narze¢dzia badano ekspresj¢ genow w mozgu A. burtoni oraz w mozgach 7

innych gatunkoéw ryb o réoznym stopniu pokrewienstwa (Tabela 4).

Tabela 4. Zbiezno$¢ wynikéw hybrydyzacji dla wybranych gatunkow ryb z wynikami
dla A. bartoni w kontekscie pokrewienstwa filogenetycznego. Gatunki cechujace si¢
krotszym czasem dywergencji w stosunku do referencyjnego charakteryzowaty sie
wickszym podobienstwem wynikoéw badan ekspresji genow [40].

Gatunek Czas Zbieznos¢ sond cechujacych si¢ wzrostem
dywergencji ekspresji w eksperymentach CSH, w
(lata) odniesieniu do SSH
Enantiopus melanogenys <10 min 68%
Neolamprologus brichardi <10 min 68%
Oreochromis niloticus <10 min 62%
Poecilia reticulata <65 min 42%
Xiphophorus sp <65 min 42%
Danio rerio <200 min 29%
Salmo salar <200 min 27%

Uzyskane wyniki wskazuja, Zze hybrydyzacja mig¢dzygatunkowa moze by¢
przydatnym narzedziem podczas analizy ekspresji genow, ale jako$¢ i1 wiarygodno$¢
wynikow maleje wraz ze zmniejszeniem pokrewienstwa filogenetycznego. W zwigzku z
tym sugeruje si¢, ze czas dywergencji pomigdzy organizmami nie powinien przekraczac¢ 10

min lat [40]. Niemniej jednak, blisko§¢ filogenetyczna nie zawsze wigze si¢ z
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podobienstwem profilu ekspresji genéw, na co wskazuja wspomniane wyzej badania
réznych gatunkow Solanaceae z wykorzystaniem mikromacierzy dla pomidora. Dane
filogenetyczne wskazuja na blizsze pokrewienstwo pomidora z baklazanem (ten sam
rodzaj Solanum), niz z papryka. Niemniej jednak, profil genéw rdznicujgcych zarbwno w
niedojrzatych, jak 1 dojrzatych owocach cechuje si¢ wigkszym podobienstwem w
przypadku pary pomidor-papryka, niz pomidor-baktazan, co zwigzane jest z wigksza
zbieznoscig fenotypowa badanych owocow w przypadku pierwszej z par. Obserwacja ta
wskazuje, ze w przypadku CSH, nie zawsze podobienstwo filogenetyczne gatunkoéw
badanego 1 reprezentowanego na mikromacierzy bedzie miato odzwierciedlenie w

podobne;j ekspresji gendw [53].

1.2.3.2. Wybor rodzaju mikromacierzy

Jak juz wspomniano, rodzaj stosowanych sond ma olbrzymi wplyw na
specyficznos¢ hybrydyzacji. Istotng kwestia w eksperymentach CSH jest zatem wybor
najodpowiedniejszych sposrod dostgpnych sond. W wielu badaniach wykorzystywano
mikromacierze cDNA z uwagi na fakt, iz dtuzsze sondy powinny by¢ mniej wrazliwe na
brak pelnej komplementarnosci [40,56,77,78]. Mikromacierze cDNA sa narzedziem z
wyboru zwlaszcza w przypadku badan poréwnawczych, polegajacych na kompetytywne;j
hybrydyzacji dwoch prob roznych gatunkow do tej samej mikromacierzy [61]. Oczywiscie
obecno$¢ dlugich sond zwigkszy tez znacznie prawdopodobienstwo wystapienia
hybrydyzacji krzyzowej. Na uwage zashuguje tez fakt, ze w przypadku sond cDNA mamy
do czynienia z utrudniong identyfikacjg transkryptu hybrydyzujacego z sondag jak rowniez
oceng stopnia homologii sonda - transkrypt, poniewaz zazwyczaj znany jest jedynie
fragment sekwencji EST sondy.

Alternatywnym rozwigzaniem jest zastosowanie mikromacierzy
oligonukleotydowych. Z uwagi na swoja nature, sondy oligo zapewniaja wigksza
specyficzno$¢ hybrydyzacji, a znajomo$¢ ich sekwencji daje wigksze mozliwosci
precyzyjnego zbadania stopnia homologii sonda-transkrypt, jesli dysponuje si¢
odpowiednig ilo$cig danych sekwencyjnych dla gatunku badanego. Nalezy jednak wzig¢
pod uwage, ze sondy oligo do mikromacierzy ekspresyjnych sg najczesciej ulokowane w
regionie 3’ sekwencji docelowych — bardzo czg¢sto w regionie 3’ niekodujacym, ktory
wykazuje najwyzsza specyficzno$§¢ dla danego gatunku. Moze to doprowadzi¢ do
wyeliminowania z eksperymentéw CSH duzo wigkszej liczby sond, z uwagi na ich

niewystarczajace podobienstwo sekwencji.
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W przypadku wystepowania kilku sond hybrydyzujacych w ré6znych miejscach tego
samego transkryptu mozna wyselekcjonowaé te najbardziej odpowiednie do CSH z
zastosowaniem filtracji bazujacej na znajomosci sekwencji badz intensywnosci
fluorescencji [31]. W praktyce takie podejscie stosowano kilkakrotnie w przypadku
mikromacierzy S-oligo, gdzie kazdy zestaw sond ukierunkowany na dany transkrypt
obejmuje $rednio 11 sond [31,38]. Z drugiej strony, w takim przypadku nastepuje utrata
korzys$ci plynacych z posiadania zestawu sond pokrywajacych dany gen (zalozenia
bedacego przeciez podstawg koncepcji mikromacierzy S-oligo) [74].

Dotad przeprowadzono niewiele badan poréwnujacych hybrydyzacje rdéznych
rodzajow mikromacierzy uzyskanych dla tego samego gatunku z transkryptami nalezacymi
do innego gatunku. W pracy opisujacej zastosowanie rdznej dlugosci sond
oligonukleotydowych do zbadania metoda CSH ekspresji genow makaka, wykorzystano
ludzkie mikromacierze zbudowanych z dtuzszych (60-meréw) lub krotszych (25-merow)
oligonukleotydow. Zasugerowano, ze wigksza liczbe genéw roznicujacych i mniejszg ilo§é

falszywie pozytywnych wynikow uzyskuje si¢ stosujac dtuzsze sondy [58].

1.2.3.3. Mikromacierzowe eksperymenty poréownawcze

W  przypadku CSH czesta praktyka jest wykonywanie dodatkowych
eksperymentéw poréwnawczych, pozwalajacych na dokladniejsza weryfikacje badan.
Jedno z podej$¢ polega na poroéwnaniu wynikow CSH z wynikami uzyskanymi dla proby
pochodzacej z organizmu, dla ktérego macierz zostala stworzona (hybrydyzacja
homologiczna) [40,53]. Przyktadem mogg tu by¢ badania, w ktérych porownywano wyniki
hybrydyzacji RNA psa i czlowicka do mikromacierzy S-oligo dla czlowieka.
Hybrydyzacja homologiczna postuzyta w tym przypadku do weryfikacji wykrywanego
sygnatu uzyskanego podczas hybrydyzacji heterologicznej [62]. Niemniej jednak strategia
polegajaca na weryfikacji danych CSH za pomoca SSH wymaga ostroznego podejscia,
poniewaz niektore procesy biologiczne mogg przebiega¢ w odmienny sposéb nawet u
blisko spokrewnionych gatunkéw [90]. Nalezy wziag¢ pod uwage réwniez fakt, ze to
wlasnie réznice pomigdzy gatunkami dotyczace ekspresji gendw sa czesto celem
poszukiwan [46]. Inng mozliwoscig jest umieszczenie na jednej mikromacierzy sond
homologicznych 1 heterologicznych. W badaniu, w ktéorym poszukiwano homologow
gendw cztowieka i katamarnicy, hybrydyzowano materiat genetyczny do mikromacierzy
oligonukleotydowej zawierajacej oba rodzaje sond. Sondy zaprojektowano na podstawie

sekwencji EST obu gatunkow znajdujacych si¢ w bazach danych. Po hybrydyzacji RNA
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katamarnicy typowano geny wykazujace homologi¢ na podstawie ludzkich sond
wykazujacych odpowiednig intensywnos¢ fluorescencji. Sondy katamarnicy postuzyly tu
jako kontrola intensywnosci sygnatu. Tego typu podejscie wymagato jednak produkcji
niestandardowe] mikromacierzy, zaprojektowanej specjalnie pod katem konkretnego
eksperymentu i nie znajduje powszechnego zastosowania w badaniach ekspresji genow z
wykorzystaniem metody CSH [34]. Najbardziej bezposrednim, a przez to poprawnym
sposobem wykorzystania hybrydyzacji SSH do weryfikacji wynikéw CSH moze by¢
uzycie mikromacierzy homologicznej 1 heterologicznej do hybrydyzacji z probg
pochodzaca z tego samego materiatu biologicznego. Tego typu strategie zastosowano
podczas eksperymentdw oceniajacych ekspresje genéw ziemniaka na mikromacierzach
cDNA dla pomidora (CSH) i ziemniaka (SSH). Eksperyment ten miat na celu ustalenie,
czy uzyskane dane CSH beda odzwierciedla¢ wyniki otrzymane podczas hybrydyzacji tych
samych prob do mikromacierzy homologicznej. Obserwowano tu znaczne rozbiezno$ci,
ktérych liczba ulegla wyraznemu zmniejszeniu po wyodrebnieniu z mikromacierzy
pomidorowej zestawu sond o najlepszym dopasowaniu sekwencji do cDNA ziemniaka
[54]. To niezwykle istotne spostrzezenie podnosi wage odpowiedniego zaplanowania
przebiegu 1 analizy eksperymentu CSH w celu uzyskania wynikow poprawnych z
biologicznego punktu widzenia. Jest to jedno z nielicznych doniesien, faktycznie
poréwnujacych zbieznos¢ wynikow ekspresji genow uzyskanych w dwoch typach
hybrydyzacji (SSH 1 CSH). W oczywisty sposob, wobec dysponowania mikromacierza
homologiczna, przeznaczong dla danego gatunku, przeprowadzanie dodatkowych
eksperymentéw w uktadzie CSH moze stuzy¢ wylacznie badaniu aspektéw samej metody,

stad niewielka liczba publikacji tego typu.

1.2.4.Warunki eksperymentu CSH

Ustalenie optymalnych warunkéw eksperymentu ma kolosalne znaczenie nie tylko
w przypadku hybrydyzacji heterologicznej. Ze wzgledu na czeste problemy z
powtarzalno$cia wynikow [52], pozadane jest zastosowanie mozliwie duzej liczby
powtorzen biologicznych oraz technicznych. Zmieniajac niektdre parametry hybrydyzacji
(temperatura, ptukanie) mozna wptywac na specyficznos¢ hybrydyzacji, jednak w niewielu
pracach zwigzanych z CSH podj¢to ten temat. Przykladowo, w badaniu transkryptoméw
tkanek mozgu psa, wilka 1 kojota z uzyciem mikromacierzy cDNA czlowieka,
zastosowano dwie temperatury hybrydyzacji. Bardziej restrykcyjne warunki (temperatura

60°C) stosowano w celu poszukiwania szlakow specyficznych dla poszczegdlnych
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regionow w mozgu. Z kolei hybrydyzacja w temperaturze 55°C miata stuzy¢ poréwnaniu
wynikéw pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami. Wyniki ilosciowego PCR potwierdzity, ze
detekcja homologicznych transkryptéw mozliwa byla rowniez przy nizszej specyficznosci
[57].

1.3. ANALIZA DANYCH CSH

Niezwykle istotnym elementem eksperymentéw mikromacierzowych jest analiza
danych. W przypadku CSH, ze wzgledu na opisywany wczesniej szereg dodatkowych
czynnikow zaburzajacych wigzanie proby i transkryptu, wlasciwa analiza i interpretacja
danych jest sporym wyzwaniem [74]. W wielu badaniach opracowywano dane z
wykorzystaniem standardowej $ciezki analizy, typowej dla eksperymentow SSH. By¢
moze, ze wzgledu na specyfike CSH, istotng innowacja mogloby by¢ opracowanie nowej
metody normalizacji, bioracej pod uwage wplyw niepelnego dopasowania transkryptow i
sond. Takie proby opisano dotychczas w dwoch pracach, jednak obie modyfikacje metody
normalizacji dotycza hybrydyzacji genomowego DNA do mikromacierzy i moga stanowié
potencjalng metod¢ walidacji wynikéw badan ekspresji gendow [78,80]. Pierwsza z metod
sugeruje normalizacj¢ na podstawie zestawu sond kontrolnych, komplementarnych do
sekwencji gatunku innego niz reprezentowany na mikromacierzy (w tym przypadku A.
thaliana i Bacillus subtilis dla mikromacierzy Caenorhabditis elegans). Zaktada sie, ze
takie sondy wykazuja rownie niskie dopasowanie (brak dopasowania) wzgledem
docelowego DNA genomowego 1 intensywno$¢ ich fluorescencji mogtaby postuzy¢ jako
punkt odniesienia w normalizacji [78]. Drugie podejécie zaklada z kolei normalizacj¢ z
wykorzystaniem zestawu sond o najwiekszym dopasowaniu do sekwencji genomowego
DNA i przyjecie ich intensywnos$ci za miare dobrego dopasowania [80]. Powyzszych
metod nie stosowano jednak do tej pory w badaniach ekspresji genow. W zwigzku z tym,
obecnie jedyng mozliwoscia uwzglednienia zaburzen towarzyszacych hybrydyzacji
heterologicznej jest filtracja danych. W kilku pracach potwierdzono skuteczno$¢ filtracji
jako procedury znacznie poprawiajacej jakos¢ wynikow [55,54,62].

Wiasciwa filtracja powinna zminimalizowa¢ prawdopodobienstwo wygenerowania
danych falszywie pozytywnych (np. powstatych w wyniku hybrydyzacji krzyzowej) przy
rownoczesnym zachowaniu jak najwigkszej liczby informacji. Bioragc pod uwage
stosowane kryteria, mozemy wyr6zni¢ dwa zasadnicze typy filtracji danych CSH: oparta
na analizie dopasowania sekwencji nukleotydowej transkryptoéw i sond oraz oparta na

jakosci uzyskanych sygnatéw fluorescencyjnych.
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1.3.1. Filtracja na podstawie podobienstwa sekwencji nukleotydowych

W niektorych pracach opisano skuteczno$¢ filtracji opartej na analizie homologii
pomiedzy sekwencjami gatunku badanego 1 reprezentowanego na mikromacierzy.
Przyktadem moga by¢ wspominane juz badania polegajace na hybrydyzacji RNA
ziemniaka do mikromacierzy S-oligo dla pomidora, w ramach ktoérych utworzono baze
danych zawierajaca wykaz sekwencji ziemniaka homologicznych do sekwencji
docelowych dla sond obecnych na mikromacierzy. Dzigki temu wytypowano zestawy sond
zawierajace konserwatywne sekwencje, ktore byly wykorzystane podczas pozniejszej
analizy danych [38]. W badaniu porownujacym hybrydyzacj¢ cDNA ziemniaka do
mikromacierzy homologicznej oraz heterologicznej, zawierajacej sondy dla pomidora,
zastosowano filtracje oparta na wytypowaniu homologicznych sekwencji gendw pomidora
i ziemniaka, dla ktorych sondy znajdowaty si¢ na obu mikromacierzach. Ustalono prog
podobienstwa sekwencji wynoszacy €<0,001 (warto$¢ e — warto$¢ oczekiwana, opisujaca
liczbe dopasowan, ktore mogg zostaé znalezione ,przez przypadek” podczas
przeszukiwania okreslonej bazy danych): sekwencje uzyskujace wartos¢ rowng lub
mniejszg od progowej uznawano za przydatne podczas analizy danych. W przypadku
analizy bez uzycia filtracji wykazano rozbiezno$ci pomigdzy obiema grupami danych
(m.in. niezgodno$¢ wynikow analizy gtownych sktadowych (PCA, ang. Principal
Component Analysis). Dotyczyty one profilow ekspresji oraz liczby genéw roznicujacych
uzyskiwanych z wykorzystaniem mikromacierzy SSH 1 CSH. Ze wzgledu na wspomniang
powyzej weryfikacj¢ danych CSH za pomoca hybrydyzacji SSH, jest to jedna z prac w
sposOb wiarygodny potwierdzajagcych istotno$¢ filtracji danych w eksperymentach z
wykorzystaniem mikromacierzy heterologicznych [54]. W innej pracy hybrydyzowano
probki cRNA z komorek linii CHO (komorki jajnika chomika chinskiego) do komercyjnej
mikromacierzy S-oligo dla myszy oraz mikromacierzy dla chomika (zaprojektowana przez
badaczy). Oceniano roznice w ekspresji genow w tkance poddanej dziataniu maslanu sodu,
w porownaniu z tkanka kontrolng. W badaniu wyselekcjonowano pary sond
odpowiadajace genom ortologicznym u myszy i chomika. Zaobserwowano korelacje
pomiedzy intensywnos$cig sygnatu fluorescencyjnego i stopniem homologii w przypadku
hybrydyzacji heterologicznej. Podobnie jak w poprzednim przyktadzie obserwowano
rozbieznos$ci pomiedzy wynikami CSH 1 SSH w zakresie powtarzalnos$ci wykrytych zmian
w ekspresji gendw, jednak stwierdzono, iz wlasciwa selekcja sond na podstawie homologii
istotnie zwigksza wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw [39]. Biorac pod uwage kryteria

filtracji oparte na podobienstwie sekwencji nalezy pamigta¢, ze w miar¢ uzupetniania
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genomicznych baz danych, informacje dotyczace homologii poszczegdlnych sekwencji
mogg ulega¢ zmianie wskutek dodawania nowych sekwencji, aktualizacji juz istniejacych,
istnienia réznych wariantéw transkrypcyjnych lub rewidowania btedéw. Ponadto, obydwa
gatunki musi charakteryzowac¢ znaczna liczba sekwencji dostepnych w bazach danych, co

w przypadku stabo poznanych genetycznie organizmow nie jest mozliwe [54].

1.3.2. Filtracja na podstawie parametréw morfologicznych plamek
1.3.2.1. Intensywnos¢ sygnatu

W niektoérych pracach stosowano prosta filtracje polegajaca na zliczaniu sond, ktére
ulegly hybrydyzacji (charakteryzowaty si¢ obecno$cig sygnatu), niemniej jednak tego typu
strategia wydaje si¢ by¢ malo wiarygodna, gdyz nie odroznia braku ekspresji genu od
braku wlasciwej sondy reprezentujacej ten gen, jak rowniez nie pozwala na jakakolwiek
weryfikacj¢ prawdziwosci danych uzyskanych dla wyselekcjonowanych sond [63].

Metoda filtracji czesto stosowana podczas analizy mikromacierzy S-oligo polega na
pominigciu podczas analizy sond charakteryzujacych si¢ sygnatem mniejszym niz ustalona
warto$¢ progowa [33,62,37,81]. Uzyteczno$¢ tego typu filtracji potwierdzono w
opisywanym juz eksperymencie z zastosowaniem ludzkiej mikromacierzy s-oligo i RNA
psa [62]. W przypadku tradycyjnej analizy jedynie 14% zestawow sond pozwalato na
uzyskanie wynikow. Po zastosowaniu filtracji na podstawie intensywnosci sygnatu,
weryfikowanej za pomoca hybrydyzacji homologicznej (cztowiek-cztowiek) okazato sie,
ze po wzigciu pod uwage pojedynczych sond, a nie calych zestawow, liczba transkryptéw
mozliwych do identyfikacji wzrosta o 60%. Po weryfikacji za pomocg mikromacierzy
homologicznej (pies-pies), odnotowano zwickszenie o 46% liczby prawidtowo
wykrywanych transkryptow oraz zmniejszenie liczby wynikéw falszywie negatywnych o
53% [53] Degletagne i wsp. w eksperymencie polegajagcym na uzyciu mikromacierzy dla
kurczaka do badania ekspresji gendw pingwina wykazal, ze 96% zestawow sond posiadato
co najmniej 1 sonde o stosunkowo intensywnym sygnale [31]. Na tej podstawie filtrowano
najbardziej odpowiednie sondy reprezentujace dany gen. Ekspresje gendéw roznicujacych
potwierdzono za pomoca qPCR, a wyniki okazaly si¢ zbiezne w 90% przypadkow.
Niemniej jednak, istnieja badania negujgce zastosowanie intensywnosci sygnatu jako
jedynego kryterium filtracji, majacego odzwierciedla¢ podobiefstwo sekwencii,
wskazujace na mozliwo$¢ generowania falszywych wynikéw. We wspomniane] wyzej

pracy dotyczacej hybrydyzacji genomowego DNA réznych gatunkéw nicieni do
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mikromacierzy dla C. elegans stwierdzono, ze znaczny odsetek umieszczonych na
mikromacierzy sond kontrolnych, specyficznych dla innych gatunkéw (A. thaliana i B.
subtilis) i stuzacych do normalizacji, wykazywal znaczng intensywno$¢ fluorescencji.
Autorzy sugeruja, ze w przypadku tak krotkich sond, wptyw nawet jednonukleotydowych
roznic w sekwencji moze by¢ znacznie bardziej nieprzewidywalny niz w przypadku sond
CDNA. Roznice w intensywnos$ci sygnatdéw moga w przypadku mikromacierzy S-oligo w

znacznym stopniu zaleze¢ nawet od samego sktadu sondy (zawartos¢ par GC vs AT) [78].

1.3.2.2 Intensywnos¢ sygnatu pochodzqcego 7z hybrydyzacji 7 genomowym DNA

Interesujacym podej$ciem jest zastosowanie hybrydyzacji genomowego DNA do
mikromacierzy i wykorzystanie uzyskanych informacji do ustalenia progu filtracji. Dzigki
temu mozliwa jest identyfikacja 1 filtracja sond, ktére wykazuja niewystarczajace
podobienstwo sekwencji do transkryptow, przed rozpoczeciem  wilasciwych
eksperymentéw [37]. Metoda ta wykorzystywana jest w przypadku braku informacji na
temat sekwencji poszczegélnych genow 1 jest szczegoOlnie uzyteczna podczas analizy
porownawczej transkryptoméw kilku gatunkéw [61]. Procedure taka zastosowano m.in. w
badaniach transkryptomu kapusty (Brassica oleracea) (poddanej dziataniu stresu
fosforowego), w ktorych uzyto chipow DNA dla rzodkiewnika [37]. W tym
eksperymencie, przeprowadzono  hybrydyzacje  genomowego DNA  kapusty,
wyznakowanego biotyna, do mikromacierzy heterologicznej, a nastgpnie odrzucano sondy
o stabszej intensywnos$ci sygnatu hybrydyzacyjnego. Uzyskane informacje wykorzystano
do filtracji sond podczas badania ekspresji genow. Pomimo odrzucenia tgcznie ponad 68%
indywidualnych sond, uzyskano informacje¢ biologiczng dla az 96% zestawow sond
obecnych na chipie. Ponadto w tym przypadku zastosowanie filtracji ponad 10-krotnie
zwigkszylo liczbe gendw roznicujacych, w pordwnaniu z analizg zestawu bez filtracji.
Hybrydyzacje genomowego DNA do mikromacierzy mozna réwniez wykorzysta¢c do
walidacji danych wuzyskanych w eksperymentach polegajacych na bezposrednim
poréwnaniu transkryptomow dwoch gatunkow na jednej mikromacierzy, stosowanych
m.in. w badaniach nad ewolucja gatunkéw. Podejscie to zastosowano m.in. w badaniach
ryb pielggnicowatych [61], z wykorzystaniem mikromacierzy cDNA stworzonej przez
Renn 1 wsp [40]. Celem badania bylo poréwnanie profiléw ekspresji genow zwigzanych z
plcia u 2 gatunkéw spokrewnionych z ryba A. burtoni, dla ktorej stworzono mikromacierz.
Przeprowadzono seri¢ bezposrednich poréwnan RNA samic i samcéw obu gatunkow,

zestawiajgc uzyskane dane z wynikami hybrydyzacji genomowego DNA. W przypadku,
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gdy stosunek sygnatow hybrydyzacyjnych DNA genomowego obu gatunkéw byt znaczaco
rézny od 1, mozna bylo oczekiwaé wplywu réznic w sekwencji na proces hybrydyzacji, co
moglto zaburza¢ wyniki analizy ekspresji genow. W tego rodzaju eksperymentach,

zastosowanie hybrydyzacji z genomowym DNA pozwala wyeliminowa¢ fatszywie

pozytywne wyniki [61].

1.3.2.3 Parametry jakosci plamek

Interesujacym podejsciem jest wykorzystanie do filtracji parametréw opisujacych
jako$¢ plamek, jednak nie bedacych wylacznie miarg intensywnosci sygnatu
hybrydyzacyjnego informujacego o zmianach ekspresji genow. Nalezy jednak przy tym
zaznaczy¢, ze dostepnos$¢ informacji o poszczegélnych parametrach zalezy od rodzaju
oprogramowania uzytego do analizy obrazéw mikromacierzy. R6znego rodzaju parametry
dotyczace charakterystyki jakoSciowej plamek mozna automatycznie okres$lic migdzy
innymi za pomoca komercyjnego programu GenePix Pro badz darmowego programu Maia
[71]. Bar-Or i wsp. wykorzystujac parametry jakosci plamek uzyskane za pomocg
programu Maia wykazali, ze niektore z nich charakteryzuje korelacja ze stopniem
homologii sekwencji pomigdzy sondg a transkryptem, wyrazonym jako warto$¢ Bit Score
obliczona za pomocg programu BLAST. Warto$¢ Bit Score jest znormalizowang miarg
podobienstwa pomiedzy dwiema sekwencjami, zalezng od dtugosci sekwencji 1 rozmiaru
biblioteki. Stwierdzono réwniez, ze korelacja migdzy parametrami jakosSci a Bit Score jest
mniejsza w przypadku dalszego pokrewiefistwa pomiedzy organizmami badanym i
reprezentowanym na mikromacierzy. Wspomniana korelacja byta niepelna, jednak
sugeruje si¢, ze jest to skutek niekompletnych informacji dotyczacych sekwencji w bazach
danych. Parametry wytypowane jako odzwierciedlajace stopien dopasowania wymieniono
w Tabeli 5. Dzigki odrzuceniu sond, ktore nie osiagnety wartosci progowych ustalonych
dla wszystkich 5 parametréw, uzyskano znaczng poprawe wynikow analizy skupien w 2 z
3 eksperymentdw, co zdaniem autorow $wiadczy o mozliwosci wykorzystania
charakterystyki morfologicznej plamek do filtracji danych w eksperymentach CSH [52].
Whioski z opisanej pracy (w ograniczonej formie) wykorzystali inni badacze, np. stosujac

srednic¢ plamek jako kryterium filtracji [84].
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Tabela 5. Dostepne w programie Maia parametry jakoSci plamek, ktéore moga
odzwierciedlaé stopien dopasowania sond i transkryptéw, [52,71].

Parametr Opis Dodatkowe informacje

Det Wspoétezynnik determinacji regresji | Miara  réwnomiernosci  rozktadu
liniowej pomiedzy intensywnoS$cig | sygnalow Cy3 i Cy5. Nizsze wartos$ci
kanatow Cy3 i Cy5 swiadczag o  duzym  wplywie

zmienno$ci  statystycznej, zwykle
charakteryzujacej plamki o malej
intensywnosci, badz tez o obecnosci
stosunkowo  jasnych, lecz nie
korelujacych z  ekspresja  genu
zanieczyszczen.

Dia Srednica plamki Zalezna od $redniej wartosci Srednicy

plamek na catej mikromacierzy.

GSy Symetria geometryczna Miara odchylenia plamki od ksztattu

kota.

CVR Wspodtezynnik wariancji pomiedzy | Wysoka warto$¢ oznacza obecnosé
warto$ciami  wspoOtczynnikow RR | dodatkowych pikseli w plamce lub
(wspotczynnik  regresji) 1 RS | dodatkowych pikseli na zewnatrz
(wspotczynnik segmentacji) | plamki.
opisujacych zalezno$ci pomiedzy
kanatami Cy3 i CyS5.

CcVv Wspotezynnik wariancji pomiedzy Opisuje powtarzalno$¢ hybrydyzacji

warto$ciami wspotczynnikdw
ekspresji genow dla replik sond

dla tych samych sond (mozliwo$é
stosowania jedynie dla replik sond)
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I.4. ODPOWIEDZ ROSLIN NA STRES SOLNY I KADMOWY - STAN BADAN
TRANSKRYPTOMICZNYCH

Rosliny jako organizmy nie posiadajagce mozliwosci przemieszczania si¢, s3
narazone na state oddziatywanie czynnikow stresowych ze strony srodowiska. Stres
abiotyczny w istotny sposoéb wplywa na plony roslin uprawnych, zmniejszajac je nawet
dwukrotnie. Przykladami stresowych czynnikow abiotycznych dziatajacych na ro$liny sa:
susza, zalanie, nadmierne zasolenie, chtdéd lub wysoka temperatura, nadmiar lub niedobor
Swiatta oraz metale ci¢zkie [94]. W zwigzku z ich dziataniem, organizmy rozwingly szereg
mechanizméw obronnych, w ramach ktorych dochodzi do zmian we wzorze ekspresji
wielu genow.

Stres solny jest jednym z podstawowych czynnikéw wplywajacych na produkcje
rolng. Duzy stopien zasolenia gleby zmniejsza §wiatowe zbiory ro$lin uprawnych o okoto
20% [95]. Istniejaca wiedza na temat reakcji roslin na stres solny jest do$¢ obszerna.
Wiadomo, ze wplywa on na gospodark¢ wodng oraz homeostaze jonowa ro$liny.
Akumulacja soli moze modyfikowa¢ sktad bton komoérkowych i powodowaé stres
hiperosmotyczny, zaktocajac wzrost 1 rozwdj rosliny. Znane sa dwa rodzaje odpowiedzi
rosliny, odmienne pod wzgledem czasu wystgpowania: krétkotrwata odpowiedz ochronna i
dtugotrwata adaptacyjna. Geny odpowiedzi na stres mozemy podzieli¢ wlasnie na takie
dwie klasy [94]. Zaangazowanych w reakcje rosliny jest wiele genow tworzacych zawitg
sie¢ zaleznosci obejmujaca szereg szlakéw biochemicznych zwigzanych z transdukcja
sygnatu, metabolizmem zwigzkow wegla, wytwarzaniem energii, ochrong przed stresem
oksydacyjnym, gospodarka jonami sodu, modyfikacja struktury $cian i bton komérkowych,
syntezg osmolitow i transporteréw jonow, usuwaniem wolnych rodnikéw i innych. W
odpowiedzi biorg udziat takie substancje jak: enzymy detoksyfikacji (np. peroksydaza
glutationowa), osmolity (np. glicyna-betaina, LEA), flawoproteiny (np. HAL3).
Odpowiedz na stres regulowana jest przy pomocy wielu czynnikéw transkrypcyjnych,
takich jak AP2/ERBP, DREB, SOS 1 innych [94]. W sygnalizacj¢ komérkowa zwigzang ze
stresem zaangazowane sg réwniez hormony, takie jak kwas jasmonowy, kwas
abscysynowy czy etylen [94].

Istniejg liczne prace oceniajgce zmiany transkryptomiczne u roslin poddanych
dzialaniu stresu solnego, jednak tylko nieliczne z nich dotyczyty specyficznej tkanki, jaka
stanowig korzenie. Poniewaz sga one odpowiedzialne za zaopatrzenie w wodg, stanowia
pierwsze miejsce odbioru bodzcoéw dla stresu osmotycznego [95]. W dotychczasowych

badaniach stwierdzono odmienne profile ekspresji genow dla korzeni 1 cze$ci naziemne;j
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[96]. Z istotnych prac genomicznych z zastosowaniem mikromacierzy, badajacych
dziatanie stresu solnego na korzenie roslin warto zwréci¢ uwage na eksperymenty dla
bawetlny [100] oraz rzodkiewnika [95, 100]. Szczegélnie w przypadku rzodkiewnika,
eksperymenty pozwolity nakresli¢ szczegotowy profil ekspresji gendw w stresie solnym,
obejmujgcy m.in. zmiany w zakresie aktywnosci gendw osmoprotekcyjnych, sygnalizacji
komorkowej i regulacji hormonalnej, budowie $ciany komorkowej oraz transportu (por.
V.4.1.1.) [95,100]. W przypadku rodziny Solanaceae, na uwage zastuguje praca opisujaca
badanie stresu solnego w korzeniach pomidorow, ktéra umozliwita wytypowanie gendéw
zwigzanych z regulacjg transkrypcji, metabolizmem $cian komorkowych oraz
mechanizmami regulacji rownowagi osmotycznej (geny SOS) [142].

Drugim czynnikiem stresowym, ktérego wplyw oceniano w niniejszej pracy jest
chlorek kadmu. Kadm jest metalem cigzkim o dzialaniu toksycznym 1 jednym z
pierwiastkOw zanieczyszczajacych srodowisko, na dziatanie ktérego narazone sg nie tylko
rosliny, ale rowniez ludzie 1 zwierzeta tworzace tancuchy pokarmowe [97]. Zwiazki kadmu
absorbowane sa przez korzenie i transportowane do organdow wegetatywnych i
generatywnych, wptywajac negatywnie na szereg proceséOw zyciowych rosliny, takich jak
fotosynteza, synteza biatek, aktywno$¢ enzymow, transport jondéw itp. [97]. RoSliny
wyksztalcily szereg mechanizmow obronnych zwigzanych z odpowiedzig na dzialanie
metali cigzkich, prowadzacych do detoksyfikacji. Mechanizm odpowiedzi na dziatanie
kadmu nie jest jeszcze tak szczegotowo poznany, jak w przypadku stresu solnego.
Wiadomo, ze zwigzki kadmu w istotny sposob wplywaja na ekspresje genow rosliny, ktora
uruchamia procesy detoksyfikacji, polegajace na wychwycie szkodliwych jondow, ich
transporcie 1 sekwestracji w wakuoli. Z badan dotyczacych dziatania kadmu na
transkryptom korzeni roslin warto wskaza¢ prace dotyczace rzodkiewnika [100], oraz ryzu
[97]. Badania z wykorzystaniem mikromacierzy wskazuja na tkankowa specyficzno$¢
proceséw ekspresji gendw podczas odpowiedzi na stres wywotany obecnoscig jonow
metali ciezkich. W korzeniach poddanych ich dzialaniu stwierdzono indukcje genow
zwigzanych z asymilacja/redukcja siarki oraz metabolizmem glutationu, prowadzacym do
syntezy fitochelatyn [94]. Z kolei badanie korzeni rzodkiewnika poddanych dziataniu
kadmu pozwolito zidentyfikowac¢ kategorie genéw bioracych udziat w odpowiedzi: 1) geny
wspolnej, konserwatywnej odpowiedzi ma stres; 2) geny zwigzane z odpowiedzig
charakterystyczng dla metalofitow; 3) geny specyficznej odpowiedzi na kadm [98].
Odpowiedz niespecyficzna moze obejmowaé¢ akumulacje osmolitow, antyoksydantow,

aminokwaséw oraz zmiany w réwnowadze hormonalnej. W przypadku rodziny
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Solanaceae jak dotad wykonano niewiele badan transkryptomicznych dotyczacych

wplywu kadmu.

I.5. PRZYSZELOSC TECHNIKI MIKROMACIERZOWEJ

Rozwoj techniki RNAseq, umozliwiajacej wysokowydajne sekwencjonowanie
transkryptomu, stworzyt nowe mozliwos$ci badania ekspresji genow. Technika ta posiada
kilka atrybutéw dajacych jej przewage nad mikromacierzami, m.in. daje mozliwos¢
bezposredniej oceny ilosciowej transkryptow reprezentowanych przez odczyt (w
przeciwienstwie do mikromacierzy, w ktorej oceniamy ilo$¢ transkryptéw na podstawie
intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego), pozwala na oceng zmian w znacznie wickszym
zakresie dynamicznym dotyczacym rdznic w ekspresji gendéw oraz nie jest ograniczona
wylacznie do sekwencji reprezentowanych przez sondy, dajac réwniez mozliwosé
wykrywania i oceny ilo§ciowej nowych transkryptow. Technika RNAseq umozliwia takze
rozroznianie izoform transkryptow i wykrywanie nowych wariantow splicingowych.[169]
Niemniej jednak, w chwili obecnej cena eksperymentu mikromacierzowego jest nadal
kilkakrotnie nizsza niz sekwencjonowanie transkryptomu, tym bardziej ze podobnie jak w
przypadku mikromacierzy, rowniez technika RNAseq wymaga zastosowania powtorzen, w
celu uzyskania statystycznie istotnych wynikow. Warto rowniez podkresli¢ konieczno$¢
magazynowania 1 obrobki olbrzymiej ilosci danych, co wymaga posiadania
zaawansowanej bazy informatycznej. Ponadto, w ciggu kilkunastu lat stosowania
szczegdtowo opisano czynniki zaktocajace przebieg eksperymentéw mikromacierzowych i
doktadnie opracowano metody analizy danych uwzgledniajace zaburzenia zwigzane ze
specyfika takiego eksperymentu [35]. W przypadku sekwencjonowania, analiza danych
jest w dalszym ciggu w trakcie optymalizacji, a Zzrodta zaktocen nie sg tak dobrze poznane,
jak w przypadku mikromacierzy [36]. Szczegdlnie analiza wynikow sekwencjonowania de
novo, bez genomowej sekwencji referencyjnej, obejmujaca rekonstrukcje transkryptow ze
zbioru krotkich odczytanych sekwencji (zazwyczaj o dhugosci ok. 36-150 nt), jest trudnym
wyzwaniem. Problemem jest tu mi¢dzy innymi zmienny stopien pokrycia zwigzany z
roznym poziomem ekspresji poszczegdlnych transkryptow oraz ze specyfika metod
przygotowania  bibliotek  sekwencyjnych  (odmienng dla réznych  platform
technologicznych) [72]. Mozna zatem przypuszczaé, ze pomimo znacznie wigkszych
mozliwosci, jakie niesie ze soba sekwencjonowanie nowej generacji, mikromacierze beda

nadal stanowi¢ atrakcyjne narzedzie globalnej analizy ekspresji genow.
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Podstawowym celem niniejszej pracy jest kompleksowa ocena mozliwosci
wykorzystania technik CSH w badaniach transkryptoméw ro$linnych, oraz
wyselekcjonowanie czynnikow wykazujacych najistotniejszy wptyw na wynik tego typu
analiz.

Zgodnie z przyjetymi zalozeniami osiggnig¢cie tak zarysowanego celu wymagato
realizacji nastepujacych zadan:

e ustalenia w jaki sposdb homologia pomi¢dzy genami gatunku badanego i
reprezentowanego na mikromacierzy wptywa na wyniki CSH;

e okreslenia wptywu dtugosci i rodzaju stosowanych sond na rezultaty badan

e opracowania metodyki analizy danych, ze szczegolnym uwzglednieniem wyboru
kryteriow wstepnej filtracji danych.

Roéwnoczesnie przyjeto, iz punktem odniesienia, pozwalajagcym na oceng¢ znaczenia
poszczegdlnych czynnikow w hybrydyzacji CSH, powinny by¢ wyniki uzyskane przy

pomocy hybrydyzacji gatunkowo-specyficznej.
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111.1. MATERIALY

I11.1.1.Material roslinny

W badaniach wykorzystywano RNA izolowany z korzeni tytoniu szlachetnego

(Nicotiana tabacum). Rosliny uprawiano metoda hydroponiczng w Laboratorium

Biochemii Roslin Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk. Rosliny

poddawano dziataniu czynnikow stresowych: CdCl, w stgzeniu 100 uM lub NaCl w

stezeniu 150 mM w roztworze do uprawy hydroponicznej. Po uplywie 6 godzin rosliny

zbierano 1 natychmiast zamrazano w cieklym azocie. Czg¢$¢ roslin nie byla poddana

dzialaniu stresu i stanowita grupe¢ kontrolna.

111.1.2. Zestawy do preparatyki kwaso6w nukleinowych

Tabela 6. Stosowane zestawy do preparatyki kwaséw nukleinowych

Nazwa Producent Zastosowanie
Izolacja RNA,

RNeasy Plant Mini Kit Qiagen Oczyszczanie znakowanego
CRNA

TURBO DNA-free™ Kit Ambion Hydroliza DNA

SuperScript Indirect cDNA Invitrogen Odwrotna transkrypcja,

Labeling System g znakowanie cDNA

MinElute Purification Kit Qiagen Oczyszczenie znakowanego
cDNA

Quick Amp Labeling Kit, Agilent Znakowanie RNA

two-color

Gene Expression . .

Hybridization Kit Agilent Hybrydyzacja

) ) Analiza iloSciowa,

RNA 6000 Nano kit Agilent jakosciowa RNA

Agilent RNA Spike-in Kit Agilent K(.mtmla].akosm
mikromacierzy

Gene Expression Wash Agilent Ptukanie mikromacierzy

Buffer Kit

111.1.3. Odczynniki chemiczne

4M octan sodu (Invitrogen)

BSA (Sigma)

Chlorowodorek hydroksylaminy (Sigma)

DMSO (Invitrogen)
DTT (Invitrogen)
EDTA (Invitrogen)
Etanol (POCH Gliwice)
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HCI (Sigma)

Izopropanol (POCH Gliwice)

NaOH (POCH Gliwice)

woda wolna od nukleaz (Ambion)
poli(A) (Sigma)

SDS (Sigma)

[-merkaptoetanol (Sigma)

Cy™3 Mono-Reactive Dye (Amersham)
Cy™5 Mono-Reactive Dye (Amersham)

111.1.4. Mikromacierze

TOML1 (Boyce Thompson Institute for Plant Research)

TOM2 (Boyce Thompson Institute for Plant Research)

Tobacco Gene Expression Microarray, 4x44K- Agilent (TOB)

TIGR Potato cDNA Microarray (10Kv4)- The Institute for Genomic Research (TIGR)
(POT)

111.1.5. Bufory

Bufor prehybrydyzacyjny
-5x SSC
-1% BSA
-0,1% SDS
Bufor sprzegajacy (ang. coupling buffer)
-0,1M NaHCO3, pH > 9,0., nie starszy niz 30 dni

111.1.6. Aparatura

Bioanalyzer 2100 (Agilent)

Crosslinker UVIlink CL508 (Uvitec)
Hybrydyzator HybArray 12 (Perkin Elmer)
Hybrydyzator HS 4800 Pro (Tecan)

Laznia wodna 503843/503844 (Julabo)
Koncentrator SpeedVac SVC 100H (Savant)
Mikrowiréwka Vortex FVL-2400N (Biosan)

Skaner mikromacierzy Scan Array Express (Perkin Elmer)
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Skaner mikromacierzy GenePix 4200 AL (Axon)
Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)
Termoblok Bio TDB-100 (Biosan)

Termoblok z wytrzgsarkg Thermomixer® Comfort (Eppendorf)
Wiréwka Universal 320 R (Hettich)

111.1.7. Oprogramowanie

Excel 2007 (Microsoft)

GenePix Pro 6.1 (Axon)

MAIA 2.75 (Curie)

R/Bioconductor 2.13.1 pakiety limma, marray, ABarray, matrixStats, pvclust
Agrigo (China Agricultular University)

MapMan (Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology)
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111.2. METODY
I11. 2.1. 1zolacja RNA

RNA izolowano z korzeni tytoniu przy uzyciu zestawu RNeasy Plant Mini Kit
firmy Qiagen. Tkanke rozcierano na proszek w mozdzierzu, w cieklym azocie. Procedure
izolacji przeprowadzano wg zalecen producenta, uzywajgc 100 mg materiatu roslinnego na
kazda kolumienkg. Procedur¢ zmodyfikowano, stosujac dwukrotng elucje za pomoca 75ul
wody wolnej od rybonukleaz, uzyskujac koncowg objgtos¢ roztworu RNA 150 pl.

Po izolacji wykonywano pomiar spektrofotometryczny za pomocg aparatu

NanoDrop w celu okreslenia stezenia RNA w probce przed trawieniem DNA.
111.2.1.1. Trawienie DNA przy uzyciu zestawu TURBO DNA-firee™ Kit

Trawienie wykonywano wedlug procedury zalecanej przez producenta, z

modyfikacjami polegajacymi na:

1. Inkubacji mieszaniny reakcyjnej z 2 pl enzymu przez 20 min w 37°C.

2. Dodaniu 1 pl enzymu i dalszej inkubacji przez 15 min.
111.2.1.2. Wytrgcanie RNA

1. Do probowki z roztworem RNA dodawano 2,5 objetosci schtodzonego 96% etanolu
oraz 0,1 objetosci 3M octanu sodu, mieszano.

2. Inkubowano przez noc w temperaturze -20°C.

3. Wirowano: 18600 g, przez 30 min, w 4°C.

4. Bez naruszania osadu zbierano supernatant.

5. Osad przemywano za pomocg 1ml etanolu [70%].

6. Wirowano; 18600 g, przez 5min, w 4°C

7. Zbierano doktadnie supernatant.

8. Reszte etanolu odparowywano pozostawiajac otwarte probowki w temperaturze
pokojowej.

9. Osad rozpuszczano w wodzie wolnej od nukleaz, w takiej objetosci, by uzyskac stgzenie

RNA nie mniejsze niz 1500 pg/ul.
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111.2.1.3. Analiza ilosciowa i jakosciowa RNA

111.2.1.3.1 Pomiar stezenia RNA za pomocq aparatu NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific).

Przeprowadzano pomiar absorpcji 1 ul proby przy dlugosci fali 230, 260 1 280 nm.
Jako referencje stosowano wode wolna od nukleaz. Miarg jakoSci RNA byty:
- stosunek absorbancji A260/A280- za czyste uznawano proby o wartosci 2,0-2,2
- stosunek absorbancji A260/A230- za czyste uznawano proby o wartosci >2,0.
Stezenic RNA obliczane byta automatycznic na podstawie warto$ci absorbancji przy

dtugosci fali 280 nm, wedtug wzoru: A260 x rozcienczenie x 40 mg/ml
111.2.1.3.2. Elektroforeza kapilarna przy uzyciu aparatu Bioanalyzer 2100 (Agilent)

Jako$¢ RNA analizowano takze przy uzyciu urzadzenia Bioanalyzer 2100 zgodnie z
protokotem Agilent RNA 6000 Nano. Za nadajace si¢ do dalszych analiz uznawano proby
o wartosci RIN (ang.RNA Integrity Number) >8.

111.2.2. Przygotowanie prob do hybrydyzacji
111.2.2.1. Metodyka stosowana w przypadku mikromacierzy TOM1, TOM2 i POT

Kazdorazowo przygotowywano jednoczes$nie probe badang i kontrolna, ktore byly

poddane hybrydyzacji do tej samej mikromacierzy.
111.2.2.1.1. Odwrotna transkrypcja

Do kazdej reakcji uzywano 15 pg RNA. Stosowano zestaw SuperScript Indirect
cDNA Labeling System, postgpujac zgodnie z procedurg zalecang przez producenta, z
modyfikacja polegajacg na dodaniu do mieszaniny reakcyjnej 1,5 pl enzymu SuperScript
11 RT [400 U/ ul), inkubacji przez 1,5 godziny w temperaturze 46°C, a nastepnie dodaniu
tej samej ilo$ci enzymu i powtorzeniu inkubacji. Druga modyfikacja polegata na dodaniu
do uzyskanego roztworu cDNA 40 ul H,O i wytraceniu cDNA zgodnie z metodyka
opisang punkcie 111.2.1.3.

111.2.2.1.2. Znakowanie barwnikami fluorescencyjnymi

Podczas przeprowadzania reakcji znakowania zwracano uwage na ograniczenie

ekspozycji barwnikow fluorescencyjnych na $wiatto.

1. Osad cDNA uzyskany po wirowaniu rozpuszczano w 4,5 pl 2x stezonego buforu
sprzegajacego.
2. Inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 min.
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3. Dodawano 4,5 ul barwnika (Cy3 i Cy5 do kazdej pary prob, zgodnie ze schematem
znakowania)

4. Inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1,5 godzin z wytrzasaniem

5. Dodawano 6 pl 4M chlorowodorku hydroksyloaminy (w celu zablokowania grup
estrowych cyjanin).

6. Inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut z wytrzasaniem.
111.2.2.1.3. Oczyszczanie wyznakowanej proby

Po znakowaniu konieczne bylo usunigcie niezwigzanego barwnika przy pomocy
zestawu MinElute Purification Kit (Qiagen].
1. Do probowki z wyznakowanym cDNA dodawano 1,16 pl 3M octanu sodu (pH 5,2)
w celu obnizenia pH, co umozliwiato optymalne wigzanie cDNA z membrang kolumienki.
2. Dodawano 500 pl buforu PB.
3. Wirowano przy 18600 g, przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowej. Usuwano
przesacz.
4. Dodawano 700 pl buforu PE.
5. Wirowano przy 18600 g, przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowej. Wymieniano
probowke zbierajaca.
6. Wirowano przy 18600 g, przez 1 minute w temperaturze pokojowe;j, bez dodawania
buforu.
7. Przeprowadzano elucj¢, naktadajac na membrane kolumienki 20 ul buforu EB,
podgrzanego do 50°C, pozostawiano na 2 min.
8. Wirowano przy 18600 g, przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowe;j.
9. Powtarzano elucje, naktadajac na membrane kolumienki 20 pl buforu EB,
podgrzanego do 50°C
10. Przeprowadzano pomiar stezenia znakowanego cDNA 1 zwigzanego z nim

barwnika na spektrofotometrze NanoDrop (tryb Microarray).

111.2.2.1.4. Przygotowanie mieszaniny hybrydyzacyjnej

1. Laczono wyznakowane preparaty proby kontrolnej i badanej (ok. 100 pmol kazdej
proby).

2. Odparowywano za pomocg koncentratora.

3 Zawieszano w 8 ul ImM EDTA.

4, Denaturowano w 95°C, 10 minut

5 Dodawano 118ul buforu hybrydyzacyjnego SlideHyb™ Hybridization Buffer#3
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(podgrzanego do 68°C).

11.2.2.1.5. Dodanie modyfikowanych nukleotydow poli-A (tylko mikromacierze cDNA:
POT i TOM1)

1. Do mieszaniny hybrydyzacyjnej dodawano 4 ul Poly(A)

2. Inkubowano przez 60 min. w temp. 42°C.
111.2.2.2. Metodyka stosowana w przypadku mikromacierzy TOB
111.2.2.2.1. Znakowanie barwnikami fluorescencyjnymi

Probe znakowano fluorescencyjnie z wykorzystaniem zestawu Quick Amp
Labeling Kit firmy Agilent. Do reakcji uzywano 5 ug RNA, do ktoérego dodawano RNA
kontrolne z zestawu Agilent RNA Spike-in Kit:Spike A mix dodawano do prob
znakowanych Cy3, Spike B mix- do prob znakowanych Cy 5.

111.2.2.2.2. Oczyszczanie wyznakowanej proby

Znakowane RNA oczyszczano za pomoca zestawu RNEasy mini kit (Qiagen),
zgodnie z procedurg zalecang przez producenta zestawu Agilent.

Przeprowadzano analiz¢ iloSciowa 1 jako$ciowa wyznakowanego cRNA z
wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop. Warunkiem zakwalifikowania préby do
hybrydyzacji byta ilo§¢ cRNA >825 ng oraz aktywnos$¢ specyficzna >8 pmol Cy3/Cy5 na 1
png cRNA.

111.2.2.2.3. Przygotowanie mieszaniny hybrydyzacyjnej

1. Przygotowywano mieszaning hybrydyzacyjna wg schematu:

CRNA znakowany Cy3 825 ng
CRNA znakowany Cy5 825 ng
10X Blocking Agent 6 uL
Woda wolna od nukleaz do 28,8 ul
25X Fragmentation Buffer 1,2 ul

Lacznie 30 pl

2. Mieszaning inkubowano w 60°C przez 30 minut w celu fragmentacji RNA.
3. Dodawano 30 pl buforu hybrydyzacyjnego 2x GEx Hybridization Buffer HI-RPM z

zestawu Gene Expression Hybridization Kit. Delikatnie mieszano, unikajac wprowadzenia
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pecherzykdéw powietrza.

4. Wirowano 18600 g, przez 1 min., w temperaturze pokojowej.

111.2.3. Przygotowanie mikromacierzy do hybrydyzacji-tylko mikromacierze TOM1,
TOM2, POT

111.2.3.1. Rehydratacja- tylko mikromacierze TOM2

1. Sondy rehydratowano poprzez umieszczenie mikromacierzy nad taznig wodng o temp.
65°C na 5 sekund

2. Szkielka odparowywano umieszczajac na bloku grzejnym o temperaturze 65°C.

3. Mikromacierze poddawano dzialaniu promieniowania UV o natgzeniu 125 mlJ
(crosslinker UVI LINK (Uvitec))

4. Szkietka ptukano w 2% SDS przez 2 min., nastepnie zanurzano trzykrotnie w wodzie i
na 10 sek. w etanolu (96%].

5. Suszono przez wirowanie.

111.2.3.2. Prehybrydyzacja

1. Mikromacierze inkubowano w naczyniu z buforem prehybrydyzacyjnym, 42°C, 45
minut

2. Phtukano w wodzie 2x 5 minut.

3. Ptukano 2 minuty w izopropanolu.

4. Suszono przez wirowanie.

111.2.4. Hybrydyzacja
111.2.4.1. Metodyka stosowana w przypadku mikromacierzy TOM1, TOM2 i POT

Proby hybrydyzowano do przygotowanych wczesniej mikromacierzy w
hybrydyzatorze HybArrayl2. Stosowano nastepujacy protokot:
1. Gotowe komory z mikromacierzami inkubowano w temperaturze 70°C przez 2 minuty
w celu uszczelnienia komor hybrydyzacyjnych.
2. Podawano mieszaning hybrydyzacyjnej w objetosci 115 pl w temperaturze 43°C.
3. Hybrydyzowano w temperaturze 43°C przez 18 godzin z mieszaniem roztworu.
4. Phukano roztworem 2xSSC, 0,1% SDS (5 cykli, przeptyw roztworu przez komore- 20
sekund, pozostawienie roztworu w komorze- 40 sekund, temperatura 43°C).

5. Phukano roztworem 0,5xSSC (5 cykli, przeptyw roztworu przez komore- 20 sekund,
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pozostawienie roztworu w komorze- 40 sekund, temp. 30°C).
6. Phlukano roztworem 0,05xSSC (5 cykli, przeptyw roztworu przez komore- 20 sekund,
pozostawienie roztworu w komorze- 40 sekund, temp. 25°C).

Po zakonczeniu hybrydyzacji szkietka ptukano w 0,05x SSC i suszono przez wirowanie.

111.2.4.2. Metodyka stosowana w przypadku mikromacierzy TOB

1. Hybrydyzacj¢ przeprowadzono w hybrydyzatorze Tecan HS 4800 Pro. Hybrydyzacja
przebiegata wg nastepujacego protokotu:

2. Mikromacierz ptukano w buforze prehybrydyzacyjnym w temperaturze 65°C przez 1
minute

3. Naktadano prébe o objetosci 55 ul w temperaturze 65°C.

4. Hybrydyzowano w temperaturze 65°C przez 17 godz.

5. Phukano roztworem Agilent Wash Buffer 1 w temperaturze 23°C (2 cykle, przeptyw
roztworu przez komore- 1 minuta, pozostawienie roztworu w komorze- 1 minuta)

6. Plukano roztworem Agilent Wash Buffer 2 w temperaturze 37°C (2 cykle, przeptyw
roztworu przez komore- 1 minuta, pozostawienie roztworu w komorze- 1 minuta)

7. Suszzono w temperaturze 30°C przez 2 minuty

111.2.5. Skanowanie
111.2.5.1. Skanowanie za pomocq skanera Scan Array Express (Perkin Elmer)

Za pomocg skanera Scan Array Express skanowano mikromacierze POT, TOMI i
TOM?2. Warto§¢ wzmocnienia fotopowielacza (PMT) dostosowywano recznie w taki
sposOb, by uzyska¢ podobng intensywnos$¢ sygnatu w obu kanatach oraz maksymalng
intensywno$¢ przy minimalnej saturacji plamek. Wyniki skanowania zapisywano w

formacie .tif, uzyskujac pojedynczy obraz dla kazdego barwnika fluorescencyjnego.

111.2.5.2. Skanowanie za pomocq skanera GenePix 4200 AL (Axon)

Za pomoca skanera GenePix skanowano mikromacierze TOB. Skanowanie
przeprowadzano z automatycznym dostosowaniem warto$ci wzmocnienia fotopowielacza
(PMT) na obu kanatach z progiem saturacji 0,2%, ktory ustalono na podstawie wstepnych
eksperymentéw. Wyniki skanowania zapisywano w formacie .tif, uzyskujac pojedynczy

obraz dla kazdego barwnika fluorescencyjnego.
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111.2.6. Metody bioinformatyczne
111.2.6.1. Analiza obrazow mikromacierzy
111.2.6.1.1. Analiza 0brazow mikromacierzy przy uzyciu programu GenePixPro

Analize obrazow wykonywano przy uzyciu programu GenePixPro. Analiza
wymagata przypisania obrazow poszczegolnych plamek do odpowiednich nazw i
lokalizacji sond. W tym celu na obraz mikromacierzy naktadano wirtualng ,siatke”,
tworzong przez program na podstawie informacji zawartych w pliku *.gal dostarczonym
wraz z dokumentacjg mikromacierzy. Plik *.gal zawieral informacje o potozeniu sond, ich
nazwy i adnotacje funkcjonalne. Nast¢pnie dopasowywano ksztatt oczek siatki do obrazu
plamek za pomocg funkcji programu GenePixPro i w razie potrzeby korygowano r¢cznie
ustawienie w taki sposob, by siatka dokladnie obejmowata kontury plamek. Po
potwierdzeniu wlasciwego nalozenia siatki dokonano analizy jakosciowej plamek,
przyporzadkowujac plamkom warto$ci liczbowe (tzw. ,.flagi”), kategoryzujace plamki o
prawidlowej i gorszej jakosci.

Stosowano dwa rodzaje ,,flagowania”:

-automatyczne: odrzucano plamki o saturacji >10% na obu kanatach, sondy, ktorych
sekwencja nie zostata zwalidowana, a takze 4 sektory mikromacierzy POT, ktore nie
miescity si¢ w komorze hybrydyzacyjnej

- reczne: na podstawie wygladu mikromacierzy odrzucano plamki z widocznym artefaktem
lub innym zaburzeniem spowodowanym czynnikami zewnetrznymi.

Na podstawie ostatecznego polozenia siatki uzyskano wartosci liczbowe
odpowiadajagce intensywnosci fluoprescencji obu barwnikow, a takze inne dane
statystyczne dla poszczegdlnych plamek, np. intensywnos$¢ tla, stopien saturacji, stosunek
sygnatu do szumu. Dane te zostaly zapisane w plikach *.gpr, gdzie przyporzadkowane

byty parametrom lokalizujagcym plamke. Pliki te byly uzywane w dalszeych etapach analiz.
11.2.6.1.2. Analiza obrazow mikromacierzy w programie Maia 2.75

Podczas korzystania z programu Maia, podobnie jak w przypadku GenePixPro,
korzystano rowniez z plikow *.gal, na podstawie ktoérych program tworzyt siatke stuzaca
do lokalizacji plamek, ktora, w przeciwienstwie do programu GenePixPro, nie
odzwierciedlala konturé6w plamek ale umiejscawiata kazda plamk¢ w pojedyncze;j,
prostokatnej ,komoérce”. Po automatycznej i recznej korekcji ustawienia siatki,
generowano pliki *.txt, zawierajace informacje dotyczace potozenia na mikromacierzy,

intensywnos$ci fluorescencji, jak réwniez szereg parametrow jakoSciowych plamek.
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Kryteria flagowania byty identyczne jak w przypadku programu GenePixPro

111.2.6.2. Analiza homologii sond znajdujgcych si¢ na mikromacierzach i ich docelowych

transkryptow

Analizie poddano sondy znajdujace si¢ na 3 mikromacierzach oraz dostgpne
sekwencje dla tytoniu. Zbiorcze przeszukania zostaly wykonane we wspoélpracy z dr
Aleksandra Swiercz z Pracowni Mikromacierzy i Glebokiego Sekwencjonowania Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN. Przeszukania wykonano korzystajac z algorytmu BLASTn.
Skrypty przetwarzajace i formatujace pliki zostaty napisane w programie C++. Korzystano
z sekwencji dla N. tabacum oraz N. benthamiana znajdujacych si¢ w bazie danych TIGR
Gene Indices wersja 5.0 (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html). Zatozono dwie

bazy danych dla tytoniu z wykorzystaniem programu ,,formatdb” (dostepny w ramach
programu BLAST). Jedna z nich zawierala wszystkie dostepne sekwencje Nicotiana
tabacum i Nicotiana benthamiana (Zrédto: TIGR Gene Indices wersja 5.0 (

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html)), a druga obejmowata wylgcznie sekwencje

docelowe dla sond z mikromacierzy TOB (Zroédto: TIGR Gene Indices wersja 7.0
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html),GenBank, Unigene).

Jako zapytanie stosowano sekwencje odpowiednich sond mikromacierzowych (lub

ich fragmenty). Do przeszukiwan stosowano grupy sekwencji wymienione w Tabeli 7.

Tabela 7. Sekwencje sond mikromacierzowych uzywane podczas przeszukiwan

BLAST

Mikromacierz | Zrédlo sekwencji Sekwencje uzyte do
przeszukan

TOM1 Tomato functional genomics database Sekwencje z koncow 3’
(http://ted.bti.cornell.edu/) 15’ sond

TOM2 Tomato functional genomics database Cate sondy
(http://ted.bti.cornell.edu/)

POT TIGR Solanaceae Genomics Resource Sekwencje z koncow 3’
(http://jcvi.org/potato/) 15 sond

Sekwencje sond mikromacierzowych zostaly dopasowane do sekwencji tytoniu z
bazy danych przy uzyciu programu blastall z opcja blastn. Warunkiem zakwalifikowania
sondy jako wykazujacej podobienstwo byta wartos¢ e<0,001 (por. 1.3.2.3). Wybrano

najlepsze dopasowanie dla kazdej sondy.
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111.2.6.3. Analizy bioinformatyczne danych mikromacierzowych

Analizy ekspresji gend6w wykonano z zastosowaniem pakietu R/Bioconductor oraz
programu Excel (Microsoft Office). W Tabeli 8 wymieniono funkcje i pakiety uzywane
podczas wszystkich analiz wykonanych w $rodowisku R. Analizy ontologii genow i
wzbogacania zestawu gendéw réznicujacych wykonano z wykorzystaniem metody PAGE
za poSrednictwem serwisu AgriGO (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/) oraz programu

MapMan (Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Potsdam-Golm).

Tabela 8. Wykaz wazniejszych pakietéow i funkcji projektu Bioconductor
stosowanych w tworzeniu scenariusza analizy danych pochodzacych z mikromacierzy

DNA.

Etap analizy Nazwa funkcji Nazwa pakietu
Ustalanie $ciezki filtracji danych rowMeans base
doVennDiagram ABarray
Wcezytywanie danych read.GenePix marray
read.maimages limma
Wykresy diagnostyczne maQualityPlots arrayQuality
boxplot, plot graphics
plotMA, plotDensities limma
Korekcja tta backgroundCorrect limma
Normalizacja wewnetrzna normalizeWithinArrays vsn
limma
Normalizacja zewngtrzna normalizeBetweenArrays
limma
Usrednianie powtorzen technicznych duplicateCorrelation limma
modelMatrix
avedups
ImFit
Ekstrakcja genow makeContrasts limma
contrasts.fit
eBayes
topTable
Analiza genow roznicujacych decideTests limma
Analiza skupien pvclust pvclust
hclust clust
kmeans kmeans
heatmap stats
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IV.1. EKSPERYMENTY MIKROMACIERZOWE
IV.1.1.Wyboér modelu i mikromacierzy do badan porownawczych

Jako organizm modelowy do planowanych analiz wybrano tyton. Nalezy on do
rodziny Solanaceae, ktora jest jedng z najliczniej reprezentowanych rodzin w zakresie
liczby i rodzajow dostgpnych mikromacierzy u roslin (Tabela 9). Do zaplanowanych analiz
porownawczych wytypowano tacznie 4 mikromacierze, najbardziej odpowiednie z punktu
widzenia celow pracy oraz posiadanego sprzetu laboratoryjnego. Reprezentuja one 3
gatunki: pomidora, ziemniaka i tyton. Wybrano: (i) 2 mikromacierze dla pomidora: TOM1
(cDNA) i TOM2 (L-oligo), zaprojektowane i wytworzone przez jedna instytucje (Boyce
Thompson Institute) oraz reprezentujace podobny zestaw transkryptoéw; (ii) mikromacierz
cDNA dla ziemniaka —POT (The Institute for Genomic Research-TIGR); oraz (iii)
mikromacierz L-oligo dla tytoniu (TOB) wykonang przez firme¢ Agilent.

Tabela 9. Dostepne mikromacierze dla rodziny Solanaceae - wybrane do
eksperymentéw oznaczono kolorem niebieskim.

Gatunek Nazwa mikromacierzy RS%C:]Z daj Producent legrz]lcaja
GeneChip Tomato Genome s-olico Affvmetrix 10000
Array g y zestawoOw
Tomato Gene Expression . .
Pomidor Microarray, 4x44K L-oligo Agilent 44000
(Solanum
lycopersicum) Boyce Thompson
TOM1 cDNA | Institute for Plant 8951
Research
Boyce Thompson
TOM2 L-oligo | Institute for Plant 12020
Research
Tyton .
O Tobacco Gene Expression . .
(Nicotiana Microarray, 4x44K (TOB) L-oligo Agilent 43730
tabacum)
Ziemniak The Institute for
(Solanum MicIcl)SrsaPc()tla()t&\(/:zllj)l\éQOT) cDNA | Genomic Research 10426
tuberosum) y (TIGR)

Aby okresli¢ przydatnos$¢ poszczegdlnych mikromacierzy w eksperymentach CSH,

przeprowadzono analizy podobienstwa sekwencji poszczegdlnych sond do zestawu
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wszystkich sekwencji ¢cDNA i EST tytoniu, dostgpnych w bazie Plant Gene Indices,
stosujac algorytm BLAST. W momencie, gdy wykonywano poréwnania, w bazie danych
dostepnych byto 83000 unikalnych sekwencji dla Nicotiana tabacum, zdecydowano si¢
powickszy¢ ten zestaw dodatkowo o 16000 sekwencji dla Nicotiana benthamiana, z uwagi
na bliskos¢ filogenetyczng obu gatunkow [92]. W przypadku mikromacierzy cDNA (POT 1
TOM1) do przeszukan wykorzystano sekwencje UniGene oraz TC (ang. tentative
consensus), bedace ztozeniami sekwencji EST obejmujacymi znany fragment sondy cDNA
(sondy na mikromacierzach POT i TOMI identyfikowane sg wylgcznie na podstawie
sekwencji ich koncow 3’ 1 5°). W przypadku mikromacierzy L-oligo (TOM2) mozliwe
byto uzycie do przeszukan zaréwno sekwencji UniGene, jak i samych sond. Po
zastosowaniu UniGene, wyniki analiz homologii (oznaczone jako TOM2 UG) byty w
zasadzie identyczne z wynikami dla TOM1, z uwagi na podobng reprezentacj¢ cDNA na
tych mikromacierzach (Rycina 5). Znajomo$¢ petnej sekwencji sond na mikromacierzy
TOM?2 dawata dodatkowo mozliwo§¢ uzycia ich do bezposrednich analiz homologii i
identyfikacji transkryptéw, ktore moga si¢ wigza¢ z dang sonda, z pominigciem adnotacji
(wyniki oznaczono jako TOM2_S).

Kazdej sondzie z danej mikromacierzy przypisano sekwencj¢ cDNA tytoniu lub N.
benthamiana o najwyzszym podobienstwie, wraz z parametrami okre§lajacymi stopien
podobienstwa (warto$¢ e oraz Bit Score, por. 1.3.2.3). Sumaryczng charakterystyke sond z
poszczegdlnych mikromacierzy pod katem homologii do sekwencji Nicotiana
przedstawiono w Tabeli 10. Przeprowadzone poroéwnania potwierdzity, ze wszystkie trzy
wybrane mikromacierze beda przydatne podczas analizy, poniewaz znaczna czg$¢ sond na
kazdej z nich (przynajmniej 44%) wykazywata podobienstwo do sekwencji tytoniu na
poziomie e<0,001. Najnizsze wartosci Bit Score sekwencji spetniajacych to kryterium
wynosity ok. 40, co w przypadku badanych sond odpowiadato petnemu podobienstwu
sekwencji 20 kolejnych nukleotydow. Zakresy wartosci Bit Score uzyskiwanych dla
wszystkich 3 rodzajow mikromacierzy przedstawiono na Rycinie 5. W przypadku
porownan przeprowadzonych z uzyciem sekwencji UniGene reprezentowanych na
mikromacierzach POT 1 TOMI, a takze TOM2_UG obserwujemy podobny rozktad
wartosci Bit Score dla ziemniaka i pomidora, co — biorgc pod uwage podobny rozktad
dtugosci badanych sekwencji — §wiadczy o zblizonym podobienstwie sekwencji pomiedzy
tymi gatunkami, a tytoniem. W przypadku analiz TOM2_S zdecydowanie mniejsze
wartos$ci Bit Score wynikaja z mniejszej dlugosci sekwencji uzytych do poréwnan (70-

mery). W tym wypadku nawet przy duzym podobienstwie sekwencji warto$ci Bit Score sg
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nizsze - przyktadowo, przy petnym podobienstwie 70 nukleotydow uzyskuje si¢ wartos$¢
Bit Score 139. Dla tej mikromacierzy odnotowano rowniez zdecydowanie mniejszy
odsetek sond o warto$ci €<0,001 niz dla pozostalych. Niemniej, poniewaz wyniki
porownan TOM?2 S lepiej odzwierciedlaja faktyczng zdolnos¢ sond oligonukleotydowych
do odziatywania z potencjalnymi docelowymi transkryptami tytoniu, w dalszych
rozwazaniach zdecydowano si¢ wykorzysta¢ te wiasnie dane do charakterystyki
mikromacierzy TOM2. Uzyskane dane o stopniu podobienstwa sekwencji sond CSH do

tytoniu wykorzystano w dalszym etapie do filtracji danych (patrz punkt 1V.3.5).

Tabela 10. Zestawienie wytypowanych do badan mikromacierzy pod Kkatem
podobienstwa do sekwencji tytoniowych.

POT* | TOM1 | TOMZ_S TOMZ2_UG

Liczba sond 10426 | 8951 12020 7229
Srednia Bit Score 467 562 53 517
Mediana Bit Score 333 448 36 383
Maks. Bit Score 3994 | 5551 139 5551
Liczba sond o podobienstwie 8668 | 8054 5944 6004
sekwencji e<0,001 *
W tym o podobienstwie e<0,001 do 6689 | 6142 4067 4543
N. tabacum
W tym o podoblenstv_we €<0,001 do 1979 | 1576 1229 1461
N. benthamiana
QOdsetek sond o podobienstwie 83.1% | 90,0% 49.0% 83,0%

sekwencji e<0,001

*Sondy wystepujace na mikromacierzach dla ziemniaka sg zduplikowane - podane wartosci
dotycza pojedynczego powtorzenia.

# Sondy zakwalifikowane jako odpowiednie do analizy CSH na podstawie homologii (por. sekcja
IV.3.5).
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Rycina 5. Rozklad wartoSci Bit Score okreslajacej podobienstwo sond do sekwencji
tytoniu na poszczegolnych mikromacierzach. Mniejszy rysunek przedstawia
powigkszony fragment wykresu. POT, TOM1- wyniki porownania z uzyciem sekwencji
UniGene i TC obejmujacych sekwencje sond cDNA; TOM2_S — wynik poréwnania z
uzyciem wilasciwych sekwencji sond TOM2; TOM2 UG - wynik poréwnania z uzyciem
sekwencji UniGene reprezentowanych przez sondy TOM2.

IV.1.2 Mapowanie sond pomi¢dzy r6znymi typami mikromacierzy

Aby umozliwi¢ poréwnania wynikow uzyskanych przy pomocy réznych uktadow
oraz odniesienie wynikéw hybrydyzacji w ukladzie CSH do hybrydyzacji SSH,
przeprowadzono mapowanie sond pomigdzy mikromacierzami. Kazdej sondzie na
poszczegolnych mikromacierzach CSH przypisano (jesli to byto mozliwe) odpowiednik na
mikromacierzy referencyjnej TOB, wykorzystujac dane z przeprowadzonych wczesniej
analiz homologii. W przypadku podobienstwa danej sekwencji tytoniowej do kilku
sekwencji sond dla ziemniaka lub pomidora, notowano sond¢ o najwyzszej wartosci Bit
Score. Na tej podstawie wyselekcjonowano zestawy odpowiadajacych sobie sond
pomiedzy mikromacierzami CSH. Dopasowanie sond na poszczegdlnych mikromacierzach
z sondami TOB przedstawiono na Rycinie 6. Odsetek sond z odpowiednikami na TOB
wynosit 78%, 86% 1 43%, odpowiednio dla mikromacierzy POT, TOM1 i TOM2. Zatem

zdecydowana wigkszo$¢ sond, wykazujacych istotne podobienstwo do sekwencji
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tytoniowych, posiadala swoje odpowiedniki na mikromacierzy TOB (por. Tabela 10)
Biorac pod uwage mikromacierz TOB, tacznie 12408 sond moglo postuzy¢ do weryfikacji
co najmniej jednej sondy z mikromacierzy heterologicznych (Rycina 7). Podsumowanie
dotyczace liczby sond posiadajacych odpowiedniki na mikromacierzy TOB przedstawiono
na Rycinie 6. W zestawieniu uwzgledniono takie sondy TOB, ktoére moga postuzyé¢ do
weryfikacji co najmniej jednej sondy z mikromacierzy heterologicznych. 1220 sond TOB

miato swoje odpowiedniki na wszystkich trzech poréwnywanych typach mikromacierzy.

TOM2 12020
POT 10426

0 -
2000
4000
8000
8000
10000 —

Rycina 6. Poréwnanie lacznej liczby sond na poszczegélnych mikromacierzach CSH

(jasniejszy kolor) i liczby sond posiadajacych odpowiedniki na mikromacierzy TO
(ciemniejszy kolor).

12000 -

B
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TOM2

POT

Rycina 7. Liczba sond na mikromacierzy TOB przyporzadkowanych na podstawie
podobienstwa (e<0,001) do sond na mikromacierzach heterologicznych.

IV.1.3.Przygotowanie materialu biologicznego

Wykorzystano dwa niezalezne biologiczne uktady eksperymentalne. Pierwszy z
nich byt ukierunkowany na analiz¢ zmian transkryptomu korzeni tytoniu w odpowiedzi na
zasolenie, a drugi - na obecno$¢ metali cigzkich. Odpowiednio, materiat do badan
stanowily korzenie tytoniu traktowane 150 mM chlorkiem sodu (NaCl) lub 100 pM
chlorkiem kadmu (CdCl,), przez 6 godzin. Jako materiat kontrolny postuzyty korzenie z
ro$lin nie poddanych Zadnemu z tych stresow. Rosliny uzyskano w 3 niezaleznych
hodowlach (powtoérzeniach biologicznych, oznaczonych jako 1-3), po kilkadziesiat roslin
na powtorzenie, dla kazdego rodzaju warunkéw.

Na potrzeby hybrydyzacji przygotowano preparaty RNA z korzeni oddzielnie dla
kazdego typu eksperymentu i powtorzenia biologicznego (Nal — Na3 dla stresu zasolenia,
Cdl — Cd3 dla obecnosci metali cigzkich). Przygotowano rowniez jeden preparat RNA
laczac w rownych ilosciach wagowych rosliny niepoddane stresowi z wszystkich

powtorzen biologicznych (pula kontrolna, REF). Preparaty przygotowano z zastosowaniem
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metody  kolumienkowej.  Stosunki

absorbancji

wskazane

podczas

pomiaru

spektrofotometrycznego, a takze wyglad wykresow 1 wartosci parametru RIN obliczone za

pomocag urzadzenia Bioanalyzer wskazywaly na wysoka czysto§¢ 1 integralno$¢

uzyskanego RNA (Tabela 11, Rycina 8). Wszystkie probki spetnialy zatem ogolnie

przyjete kryteria kwalifikacji do znakowania i analizy na mikromacierzach [101, 102].

Tabela 11. Stezenie i jakos$¢ preparatow RNA do analiz mikromacierzowych.

Nazwa proby Stezenie ng/pl A260 A280 260/280 260/230
REF 1612,01 40,3 19,649 2,05 2,46
Nal 1279,61 31,99 15,815 2,02 2,43
Na2 1790,56 44,764 | 22,298 2,01 2,41
Na3 1363,73 34,093 | 16,921 2,01 2,39
Cdl 1344,88 33,622 | 16,498 2,04 2,39
Cd2 1611,91 40,298 | 19,844 2,03 2,41
Cd3 1564,72 39,118 | 19,369 2,02 2,4
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REF Nal Na2 Na3 Cd1l Cd2 Cd3 MM

65 — — 63
60 — — &0
25 = —55
a0 = e — 50

45 — — 45
——

40 — — 40
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Rycina 8. Integralnos¢ preparatow RNA do analiz mikromacierzowych.

a) Obraz wirtualnego zelu z uwidocznionymi 28S 1 18 S rRNA. U dotu kazdej linii podano
wartosci parametru RIN uzyskane dla poszczegdlnych probek.(MM - marker mas
czasteczkowych);

b) Wykres przedstawiajacy zawarto$¢ poszczegdlnych RNA w przyktadowej probce
izolowanej z korzeni tytoniu.
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V.1.4 Znakowanie i hybrydyzacja mikromacierzy

Aby zminimalizowaé wptyw warunkow technicznych na wyniki poréwnan migdzy
mikromacierzami, starano si¢ maksymalnie ujednolici¢ warunki przygotowania prob oraz
hybrydyzacji, jesli pozostawato to w zgodzie z zaleceniami producentéw mikromacierzy.
W  eksperymencie zaplanowano jednakowa ilo§¢ powtdorzen i jednakowy uktad
hybrydyzacji dla wszystkich badanych mikromacierzy (Rycina 9a). Byt to uktad ze
wspolng referencja, w ktorym zaktadano uzycie identycznej probki (REF) do kazdej
hybrydyzacji, co mialo umozliwi¢ normalizacj¢ 1 analiz¢ poréwnawcza wynikow. We
wszystkich eksperymentach CSH probe referencyjng REF znakowano barwnikiem Cy5, a
probe badang - barwnikiem Cy3. Dla mikromacierzy tytoniowej, ktora miata shuzy¢ jako
uklad referencyjny, przewidziano dodatkowo wykonanie powtérzen technicznych w
uktadzie z odwrdoceniem barwnikow (ang. dye-swap) (Ryc 9b). Oprécz tego, po wstepne;j
analizie wynikow wykonano podobne, dodatkowe powtdrzenia dla mikromacierzy POT.
Znakowanie preparatow wykonywano stosujac dwie rézne metody, zaleznie od zalecen
producenta danej mikromacierzy. Dla mikromacierzy TOM1, TOM2 i POT otrzymywano
znakowany cDNA, a dla mikromacierzy TOB - znakowany cRNA. Nastgpnie
przeprowadzono oceng uzyskanych probek pod katem ilosci 1 jakosci kwasu nukleinowego
oraz stopnia wyznakowania. Istotnym parametrem oceny znakowanego kwasu
nukleinowego jest specyficzna aktywnos$¢ (SA) probki, oznaczajgca liczbg pmoli barwnika

przypadajaca na 1 pg kwasu nukleinowego. Obliczono ja wedtug wzoru:

SA = stezenie Cy3/Cy5 (pmol/ul) * 1000
~ stezenie kwasu nukleinowego (ng/ul)

Warunkiem zakwalifikowania probki do eksperymentu mikromacierzowego byta:
e W przypadku cDNA - zawarto$¢ co najmniej 80 pmoli barwnika w kazdej z probek
z pary naktadanej na mikromacierz.
e W przypadku cRNA - zawarto$¢ co najmniej 825 ng RNA w probcee oraz aktywno$¢
specyficzna >8 pmol barwnika/pug RNA.
Pomiary znakowanych kwasow nukleinowych wskazywaly na zgodna z oczekiwaniami,

wysokg jakos¢ i wydajno$¢ znakowania w przypadku obu metod. (Patrz Tabela 12,13).

64



Hybrydyzacje prowadzono wg ustalonego schematu (Rycina 9). Mikromacierze
TOM1, TOM2 oraz POT hybrydyzowano w stacji automatycznej HybArray 12 (Perkin
Elmer) i skanowano na aparacie Scan Array Express (Perkin Elmer). Mikromacierze TOB,
ktore charakteryzuja sie wiekszg gestoscig upakowania sond (4 mikromacierze na ptytce o
formacie szkietka mikroskopowego), hybrydyzowano w automatycznej stacji HS 4800 Pro
(Tecan), posiadajacej adekwatne, czterodzialowe komory hybrydyzacyjne. Te
mikromacierze byty skanowane na aparacie GenePix 4200 AL (Axon). Dla wszystkich

mikromacierzy uzyskano dane o tej samej rozdzielczosci (5 pm) (Rycina 10).

Hybrydyzacje CSH (POT, TOM1, TOM?2)

a)
Nal Cd1
Na2 C— - _— Cd2
Na3 / \ Cd3
Hybrydyzacje SSH (TOB)
b) Nal \ / Cd1
C— _—)
Na2 - Cd2
Na3 / \ cd3

Rycina 9. Schemat hybrydyzacji transkryptow tytoniu na poszczegolnych
mikromacierzach. Kazda strzatka oznacza jedng mikromacierz i okresla sposob
znakowania. Kolor czerwony - znakowanie Cy5, zielony - znakowanie Cy3; REF — rosliny
nietraktowane; Na - traktowanie NaCl; Cd - traktowanie CdCly; 1,2,3 - numery powtorzen
biologicznych.
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Tabela 12. Wyniki oceny ilosciowej i jakoSciowej znakowanego cDNA z korzeni
tytoniu. W tabeli podano parametry uzyskane dla prob poddanych hybrydyzacji do
mikromacierzy POT - w przypadku TOM1 i TOM2 uzyskano podobne wartosci.

l\ll)ifsv;; Ste;z(e:;ucl]))NA 260/280 ;l;izg?erzvpl::ll;?) IAktywno$¢ specyficzna (pmol/pg cDNA)
REF 84,0 2 151,6 451
REF 120,4 2,02 171,6 35,6
REF 100,9 2,04 161,6 40,0
REF 113,55 2,04 173,2 38,2
REF 127,8 2,03 215,6 42,2
REF 129,8 2,06 227,6 43,8
Nal 111,1 2,01 134,8 30,3
Na2 92,3 1,95 159,2 431
Na3 123,6 2,03 136,8 21,7
Cd1 90,2 1,99 160 44,3
Cd2 110,9 1,97 186 41,9
Cd3 71,2 1,95 125,2 441

Tabela 13. Wyniki oceny ilo$ciowej i jakosciowej znakowanego cRNA.

Nazwa Stezenie 260/2 Ilo$¢ barwnika w Aktywnos$¢ specyficzna (pmol/
proby | cRNA (ng/ul) 80 probie (pmol) pg cRNA)
REF 879,7 1,74 669 25,3
REF 868,3 1,88 780 29,9
REF 844.,6 1,95 570 22,5
REF 809,6 1,78 738 30,3
REF 822,4 1,85 999 40,4
REF 827,8 1,79 780 31,4
REF 879,1 1,77 543 20,5
REF 8245 2,04 483 19,5
Nal 841,2 1,80 750 28,9
Nal 840,0 1,94 714 28,3
Na2 871,6 1,84 678 25,9
Na2 869,4 1,81 591 22,6
Na3 868,8 1,98 837 32,1
Na3 889,5 1,98 624 23,3
Cd1 866,4 1,87 474 18,2
Cd1 780,7 2,10 348 14,8
Cd2 720,8 2,20 384 17,7
Cd2 755,8 2,13 309 13,6
Cd3 860,4 1,88 510 19,7
Cd3 818,1 2,02 399 16,2
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Rycina 10. Obrazy calych mikromacierzy oraz wyglad plamek dla czterech
analizowanych ukladow. Obrazy dla TOM1, TOM2 i POT uzyskano z wykorzystaniem
skanera Scan Array Express (Perkin Elmer), obrazy dla TOB - za pomocg skanera GenePix
4200 AL (Axon). Wszystkie mikromacierze wizualizowano z wykorzystaniem programu
GenePix Pro.
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IV.1.5 Obrébka obrazoéw i analiza jakoSciowa mikromacierzy.

Obrobke obrazéw mikromacierzy po skanowaniu wykonano uzywajac programu
GenePix Pro. Zastosowano przy tym automatyczne oraz manualne flagowanie plamek o
nieodpowiedniej jako$ci (przesyconych oraz zawierajgcych artefakty), ktore odrzucano i
nie brano pod uwage w dalszych analizach. Po konwersji obrazow na dane liczbowe
wykonano analiz¢ wstgpng oraz analiz¢ roznicowej ekspresji genéw dla kazdej badanej
mikromacierzy z uzyciem programu R/Bioconductor, przestrzegajac ogolnie przyjetych
zasad analizy danych mikromacierzowych [19,27,29]. Wstepng analize jakosciowg danych
wykonano w celu: (i) weryfikacji technicznej poprawnosci wykonania eksperymentéw i
potwierdzenia dobrej jakosci danych oraz (ii) przygotowania danych do analizy
réznicowej, z uwzglednieniem specyfiki kazdej mikromacierzy. W ramach analizy
jako$ciowej wykonano szereg roznorodnych wykresow diagnostycznych pozwalajacych na
wizualizacj¢ wynikow eksperymentow. Na Rycinach 11-14 zaprezentowano niektore z
nich, a w Tabeli 14 zebrano informacje dotyczace metod analizy wstepnej zastosowanych
dla poszczegdlnych mikromacierzy. Poniewaz stosowano jednakowe proby referencyjne
dla obu typow eksperymentu (NaCl i CdCl,), wszystkie mikromacierze danego typu
analizowano wspolnie, co zwigkszato moc statystyczng obliczen. W przypadku kazdej
mikromacierzy oceniano kilka $ciezek analizy danych i1 wybierano optymalng metod¢ na
podstawie wykresoOw diagnostycznych (Tabela 15), parametrow korelacji pomig¢dzy
powtorzeniami 1 ostatecznej listy genow rdznicujacych. W efekcie, dla mikromacierzy
TOB wybrano metod¢ obliczenia tta ,,morphological opening” polaczong z nieznacznym
odcigciem najnizszych wartosci tla, z uwagi na najlepszy wyglad wykresow dla mate;j
intensywnosci fluorescencji. Dla pozostatych mikromacierzy tto obliczano metoda ,,local
feature”. Korekcje tla stosowano dla POT i1 TOM2, prezentujacych podobny trend na
wykresach pudelkowych intensywnosci plamek oraz tla na obu kanalach. W przypadku
TOMI trend nie byl wyrazny, dlatego zrezygnowano z korekcji tta. Najlepsze wyniki
normalizacji (wyréwnanie wykresow pudetkowych) uzyskiwano stosujagc 2 metody oparte
na regresji loess: ,,loess” (TOB i POT) lub ,,printtip-loess” (TOM1, TOM2) (Rycina 11-14)
Przedstawione wykresy diagnostyczne $wiadcza o dobrej jakosci wykonanych
eksperymentoéw. Zblizona rozpietos¢ wykresow pudetkowych oraz zbieznos¢ wykresow
gestosci  wskazuja na wybor prawidlowej] metody normalizacji 1 jej wlasciwe
funkcjonowanie. O powtarzalnosci eksperymentéw $wiadczy z kolei wysoka korelacja
sygnatow uzyskanych dla proby referencyjnej na poszczegélnych mikromacierzach w

obrebie danej mikromacierzy (Tabela 16).
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Tabela 14. Metody obrobki danych zastosowane dla poszczegélnych mikromacierzy.

Mikromacierz POT TOM1 TOM2 TOB
Metoda obliczenia tta Local feature Local feature Local feature | Morphological
opening
Korekcja tta Normexp, - Normexp, Subtract,
offset=50 offset=50 offset=10
Normalizacja wewngtrzna | Loess Printtip loess Printtip loess | Loess
Normalizacja zewnetrzna Scale Scale Scale Scale

Tabela 15. Wybrane wykresy diagnostyczne stosowane podczas analizy

mikromacierzy.

Wykres MA Zalezno$¢ pomigdzy rdéznica intensywnosci fluorescencji pomi¢dzy kanalem
Cy5 i Cy3 (M=(log,(cy5)-logs(cy3)) oraz s$rednig intensywnoscia
fluorescencji (A=((log.(cy5)+logy(cy3))/2)) dla poszczegdlnych sond na

mikromacierzy

Wykres Zbiorczy wykres rozkladu danego parametru (np. roznicy intensywnosci
pudelkowy fluorescencji M) na mikromacierzy, z uwzglednieniem obserwacji

odstajacych, kwartyli i mediany.

Wykres gestosci Rozktad intensywnosci fluorescencji na obu kanatach mikromacierzy

Wykres typu | Przestrzenny rozktad intensywnosci tta na calej powierzchni mikromacierzy

imageplot

Tabela 16. Srednie warto$ci wspélczynnikow korelacji Pearsona prezentujacych
powtarzalno$¢ intensywnosci sygnalu dla proby referencyjnej na poszczegolnych
mikromacierzach w obrebie kazdej mikromacierzy, WartoS§¢ p wynosita
kazdorazowo<2,2e-16

TOB TOM1 TOM?2 POT

0,97 0,78 0,88 0,90
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Rycina 11. Analiza jakoSciowa mikromacierzy POT. a) wykres pudetkowy
intensywnosci fluorescencji surowych danych (kolor czerwony-Cy5, kolor zielony-Cy3; 1-
6 i 13-18: $rednia intensywnos$¢ plamki, 17-12 i 19-24: $rednia intensywno$¢ tla); b)
wykres pudetkowy roznicy intensywnosci fluorescencji M po normalizacji; ¢) wykres MA
surowych danych; d) wykres MA po normalizacji; ) wykres gestosci surowych danych; f)
wykres gestosci danych po normalizacji (patrz Tabela 15)
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Rycina 12. Analiza jako$ciowa mikromacierzy TOM1. a) wykres pudetkowy intensywnosci
fluorescencji surowych danych (kolor czerwony-Cy5, kolor zielony-Cy3; 1-6 i 13-18:
$rednia intensywno$¢ plamki, 17-12 i 19-24: $rednia intensywno$¢ tla); b) wykres
pudetkowy roznicy intensywnosci fluorescencji M po normalizacji; ¢) wykres MA
surowych danych; d) wykres MA po normalizacji; €) wykres gegstosci surowych danych; f)
wykres gestos$ci danych po normalizacji (patrz Tabela 15)
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Rycina 13. Analiza jako$ciowa mikromacierzy TOM2. a) wykres pudetkowy intensywnosci
fluorescencji surowych danych (kolor czerwony-Cy5, kolor zielony-Cy3; 1-5 i 11-15:
srednia intensywno$¢ plamki, 6-10 i 16-20: srednia intensywnos$¢ tta); b) wykres pudetkowy
roznicy intensywnosci fluorescencji M po normalizacji; ¢) wykres MA surowych danych;
d) wykres MA po normalizacji; €) wykres gestosci surowych danych; f) wykres gestosci
danych po normalizacji (patrz Tabela 15). Z uwagi na niezadowalajaca jako$¢
hybrydyzacji odrzucono 1 z powtoérzen biologicznych TOM2
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Rycina 14. Analiza jako$ciowa mikromacierzy TOB. Analiza jako$ciowa mikromacierzy
TOMLI. a) wykres pudetkowy intensywnosci fluorescencji surowych danych (kolor czerwony-Cy5,
kolor zielony-Cy3; 1-6 i 13-18: $rednia intensywno$¢ plamki, 17-12 i 19-24: $rednia intensywno$¢
tla); b) wykres pudetkowy roznicy intensywnosci fluorescencji M po normalizacji; ¢) wykres MA
surowych danych; d) wykres MA po normalizacji; €) wykres gestos$ci surowych danych; f) wykres
gestosci danych po normalizacji (patrz Tabela 15) Z uwagi na niemozno$¢ uzycia skanera GenePix
do skanowania jednego z powtorzen typu dye-swap dla NaCl, uzyskane dane odbiegaty od
pozostatych i zrezygnowano z ich analizy (nie pokazano).
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W przypadku mikromacierzy TOB zastosowano dodatkowg kontrole jakosci
kazdego eksperymentu, zgodnie z zaleceniami producenta mikromacierzy. Do kazdego
RNA dodano po 10 syntetycznych 55-nukleotydowych RNA o sekwencji odpowiadajace;j
RNA ludzkiego adenowirusa. Wszystkie mikromacierze TOB posiadaty sondy
pozwalajagce na detekcje sygnatow pochodzacych od tych syntetycznych RNA,
stanowigcych kontrole zewnetrzne. Znang ilo$¢ kazdego z kontrolnych RNA podano do
kazdej pary prob hybrydyzowanych do tej samej mikromacierzy przed znakowaniem Cy3 i
Cy5 (Tabela 17). Na wykresach diagnostycznych zobrazowano duza zbiezno$¢ stosunkoéw
stezen obliczonych po analizie danych mikromacierzowych z warto$ciami rzeczywistymi,
co potwierdzitlo dobrg jako$¢ eksperymentow z wykorzystaniem mikromacierzy TOB.
(Rycina 15,16) Korelacja Pearsona pomigdzy uzyskanymi w eksperymentach $rednimi
warto$ciami M (r6znice w ekspresji pomiedzy Cy3 a Cy5) oraz rzeczywistymi stosunkami
stezen wynosita 0,99 (p= 1,194¢-07). Rowniez znajdujace si¢ na mikromacierzy sondy
stanowigce kontrole negatywne (tj. nie posiadajace komplementarnych RNA w puli
znakowanych czasteczek) charakteryzuje prawidlowy, bardzo niski poziom ekspresji na
obu kanatach (Rycina 15). Za pomoca powyzszej analizy potwierdzono bardzo dobrg

jakos¢ wynikow uzyskanych na mikromacierzy referencyjnej.

Tabela 17. Teoretyczne i uzyskane w eksperymencie réznice w intensywnosci kontroli
zewnetrznych, wyrazone w postaci wartosci M.

Nazwa kontroli spike-in Warto$é M zaktadanana | Srednia warto$¢ M uzyskana w
podst. roznicy stezen RNA eksperymencie (po
kontrolnych. normalizacji)
(*)ELIA r60_n9 3,32 -3,08
(+)E1A r60_n1l -1,58 -1,04
(+)E1A _r60_al07 -1,58 -1,26
(1)E1A_r60_al35 -1,58 1,35
(+)E1A_r60_1 0 0,31
(+)E1A r60_a20 0 0,37
(1)E1A_r60_3 1,58 1,76
(+)E1A _r60_a97 1,58 1,52
(+)E1A _r60_al04 1,58 1,45
(+)E1A _r60_a22 3,32 2,79
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Rycina 16. Rozklady wartosci M uzyskiwanych dla poszczegélnych kontroli
zewnetrznych na mikromacierzach TOB. Czerwonymi kreskami oznaczono warto$ci M
dla danych sond odzwierciedlajace teoretyczne stosunki stezen poszczegdlnych RNA.
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IV.1.6 Analiza réznicowa

Znormalizowane dane poddano analizie réznicowej w celu uzyskania dla kazdej
mikromacierzy listy sond (sondy roznicujace) reprezentujacych transkrypty o znaczaco
zmienionej ekspresji pod wplywem zastosowanego czynnika, w poroéwnaniu z pulg
kontrolng. Ze wzgledu na stabo poznang strukture transkryptomow tytoniu, ziemniaka i
pomidora oraz zwigzang z tym mozliwo$¢ reprezentacji jednego genu przez wigcej niz
jedna sondg, podczas omawiania wynikow hybrydyzacji unikano odnoszenia ilosci sond do
ilosci gendéw ulegajacych ekspresji roznicowej, pozostajac przy pojeciu ,,sondy
roznicujgcej”. Zestawy takich sond wyselekcjonowano po zastosowaniu wieloetapowych
procedur testowania wykorzystujacych m.in. wnioskowanie bayesowskie (podejscie oparte
na twierdzeniu Bayesa, wykorzystujace do szacowania warto$ci parametrow, oprocz
danych pochodzacych z préby, takze pewne z gory ustalone rozklady) [93]. Sposrod
uzyskanych danych opisujacych kazda sond¢ brano pod uwage warto$¢ logFC, bedaca
miarg zmiany ekspresji transkryptu oraz zmodyfikowang warto$¢ p, po uwzglednieniu
poprawki dla testowan wielokrotnych (por. 1.1.1.2.), obrazujaca istotnos¢ statystyczng
uzyskanego wyniku logFC. Zalezno$¢ pomigdzy tymi wartosciami demonstruja wykresy
wulkaniczne (ang.volcano plots) (Rycina 17), ktérych uzupelnienie stanowi Tabela 18.
Mikromacierz TOB cechuje najwigkszy rozrzut obydwu wartosci; w szczegdlnosci zakres
zmodyfikowanych wartosci p jest niewspotmiernie duzy w stosunku do pozostatych
mikromacierzy. Taki stan rzeczy byt spodziewany z uwagi na uzycie mikromacierzy SSH,
zastosowanie powtorzen technicznych, a takze fakt, iz mikromacierz TOB zostata
wykonana z zastosowaniem nowoczesnej techniki polegajacej na syntezie sond in situ.
Wspomniane aspekty moga w znaczacy sposob poprawic jakos¢ eksperymentu 1 wplywaé
na liczb¢ uzyskanych gendéw roznicujacych. Z kolei TOM2 wykazuje zakres warto$ci
logFC podobny do pozostalych mikromacierzy, ale warto$ci te charakteryzuja si¢
najstabszg istotnoscig statystyczng - w kazdym traktowaniu zaledwie ok.100 sond
osiggneto warto$¢ p<0,05. Mikromacierze TOM1 oraz POT osiggajg posrednie wyniki pod
wzgledem obu wartosci, a ich wykresy maja podobny pokroj, cho¢ zarowno w przypadku
traktowania NaCl jak i CdCl, lepsze wartosci p uzyskano dla mikromacierzy POT.
Charakterystyczng cechg mikromacierzy TOB, POT i TOM1 jest duza asymetria rozktadu
skrajnych wartosci logFC, z wyrazng przewagg wartosci dodatnich. W przypadku TOM2
dysproporcja ta jest mniej wyrazna (Patrz Rycina 17 i Tabela 18). Zauwazalny jest rowniez
odmienny pokréj wykreséw wulkanicznych dla eksperymentow z zastosowaniem NaCl i

CdCl,. Szczegoélnie silne roznice obserwujemy dla mikromacierzy oligonukletydowych -
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TOB 1 TOM2, dla ktérych roznice w ekspresji genow, dotyczace zardwno jej wzrostu, jak 1
spadku (rozpigto$¢ wartosci logFC, Rycina 17), sa znacznie wigksze w eksperymencie

NaCl, niz w przypadku traktowania CdCl,.

Tabela 18. Zestawienie wynikow analizy roznicowej dla korzeni tytoniu traktowanych

NaCl oraz CdCl; uzyskanych na poszczegélnych mikromacierzach.

NaCl Cdcl,
TOB POT - TOM2 | TOB POT -E
Liczba sond 43730 | 10426 | 8951 | 12020 | 43730 | 10426 | 8951 | 12020

Liczba sond p<0,05 o
podwyzszonej ekspresji

2478 | 1583 | 295 54 3211 | 1342 | 412 77

Liczba sond p<0,05 o
obnizonej ekspresji

1625 | 1521 | 235 37 2706 | 1244 | 215 23

Odsetek sond o

wartosel p<0.05 (%) | @4 | 298 | 59 | 08 | 135 | 248 | 70 | 08

Odsetek sond o
podwyzszonej ekspresji | 60,4 51,0 55,7 59,3 54.3 51,9 65,7 77,0
(%)

Liczba sond o logFC>1 | 929 57 52 128 613 46 72 63

LiczbasondologFC< | 305 | 10 | 8 | 101 | 178 | 2 4 | 46

Czesto przyjmowanym kryterium ekspresji roznicowej genow w badaniach
mikromacierzowych jest osiggniecie pewnej granicznej wartosci p (zazwyczaj p<0,05),
ponizej ktorej obserwowane zmiany uwazamy za znaczace. Analizowane listy sond
wykazywaty pod tym wzgledem znaczne rozbieznosci (Tabela 18), $wiadczace o
zrdznicowanej skuteczno$ci wykrywania istotnych sond przez poszczegélne typy
mikromacierzy. Najwigcej, bo od 4 do prawie 6 tysigcy takich sond otrzymano na
mikromacierzy TOB - stanowily one, w zaleznosci od eksperymentu, 10-16% wszystkich
sond obecnych na mikromacierzy. W eksperymentach CSH, najwigksza liczb¢ sond
réznicujacych stwierdzono na mikromacierzy POT. Najmniejszg liczb¢ zmian wykryto za
pomocg mikromacierzy TOM2 — dla obu rodzajow stresu nie przekraczata ona 100, co
stanowi mniej niz 1% caltkowitej liczby sond. We wszystkich poréwnaniach liczba sond o
istotnie zwigkszonej ekspresji w stosunku do proby referencyjnej byta wigksza od liczby
sond o znaczaco obnizonej ekspresji. W przypadku traktowania NaCl odsetek sond o
zwigkszonej ekspresji wynosit od 51% do 60%, natomiast w przypadku traktowania CdCl;
— od 52% do 77%. Najwieksza rozbiezno$¢ pomiedzy wynikami dla obu traktowan
zaobserwowano na mikromacierzy TOM2. Miata na to wptyw ogolnie niska liczba sond
wykazujacych statystycznie znaczacag zmiang ekspresji.
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Rycina 17. Wykresy wulkaniczne prezentujace zalezno$¢ miedzy logFC a
przeksztalcong logarytmicznie wartoscia p dla wszystkich mikromacierzy w dwoch
eksperymentach (stres solny i kadmowy).
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Poniewaz tak rézne liczby sond w puli ograniczalty mozliwo$¢ przeprowadzenia
porownan profilow ekspresji pomiedzy mikromacierzami, co bylo gléwnym celem
niniejszej pracy, zmieniono kryterium ekspresji roznicowej dla wynikéw CSH, generujac
dla kazdej mikromacierzy pule zawierajace identyczng liczbe¢ 600 sond najbardziej
wyrozniajacych si¢ zarowno pod wzgledem wartosci logFC jak 1 zmodyfikowanej wartosci
p. Uzyskano je sortujac malejaco wszystkie sondy wedlug bezwzglednej wartosci log FC, a
nastgpnie sortujac rosngco 2000 elementow z czota listy pod wzgledem zmodyfikowanej
wartosci p. Listy ,,top600” sporzadzono w celu zidentyfikowania sond o najbardziej
istotnych zmianach, §wiadczacych o réznicach w ekspresji reprezentowanych przez nie
gen6éw. Listy ,,top600” ulatwily wykonywanie poréwnan szczegodlnie w przypadku

mikromacierzy TOM2, umozliwiajac statystyczng analiz¢ wynikdw pordéwnania.

IV.1.7 Analiza funkcjonalna

Uzyskane za pomoca CSH i SSH zestawy sond réznicujacych dla korzeni tytoniu
poddanych dziataniu stresu liczyty od kilkudziesieciu do kilka tysiecy sond (patrz Tabela
18). Z uwagi na czesto duzg liczbe odnotowanych zmian, a takze biorgc pod uwagg fakt, ze
nie wszystkie sondy posiadaly adnotacje dotyczace potencjalnej funkcji danego
transkryptu (np. 23499 sposrod 43760 sond TOB), w celu opisania profilu ekspresji
konieczne byto usystematyzowanie wyselekcjonowanych sond i stworzenie powigzanych
funkcjonalnie zbioréw. Z tego powodu skorzystano z analizy opartej na danych
dotyczacych ontologii gendéw (ang. Gene Ontology, GO), umozliwiajgcej wyrdznienie
kategorii GO reprezentujacych grupy gendw, ktdére moga by¢ rdznicujace dla danego
procesu. Grupy GO podzielone sa na trzy typy ontologii: ,,funkcja molekularna”, ,,proces
biologiczny” 1 ,lokalizacja komdrkowa”, umozliwiajagcych przyporzadkowanie danego
genu do okreslonego procesu, funkcji lub miejsca w komorce. Stosowano metode SEA
(ang. Singular Enrichment Analysis) dostgpnga w ramach serwisu AgriGO [104]-
umozliwiajaca wskazanie réznicujacych kategorii GO w grupie sond wyselekcjonowanych
na podstawie wybranych kryteriow (w tym przypadku wartosci p oraz kierunek zmian
ekspresji (indukcja lub hamowanie). Metoda umozliwia wyrdznienie takich grup GO,
ktorych czestos¢ wystepowania w danym zestawie rdézni si¢ w sposob istotny (wartos¢
p<0,05) od czestosci uzyskanej przypadkowo, przy uwzglednieniu referencyjnego zestawu
grup GO- odpowiadajacego sondom znajdujacym si¢ na mikromacierzy TOB, badzZ tez na
mikromacierzach CSH. Analiza SEA pozwolita na wyselekcjonowanie istotnie
zmienionych kategorii funkcjonalnych GO wspolnych dla obu stresow oraz specyficznych

dla kazdego z nich. Kategorie te charakteryzuja uzyskane zestawy sond roznicujacych
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ulegajacych zwigkszonej lub zmniejszonej ekspresji. Serwis AgriGO daje mozliwos¢
wizualizacji wynikow w postaci wykreséw i schematéw blokowych, ktorych przyktady
przedstawiono w dalszej cze$ci pracy. Na Rycinie 18 wyjasniono znaczenie barw,

ksztattow 1 informacji przedstawionych na schematach.
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Rycina 18. Wyjasnienie schematow GO. Poziom 1 w skali kolorow oznacza najwigksza

istotnos$¢ statystyczng, poziom 9- najmniejszg. FDR (ang. false discovery ratio)- odsetek

wynikow falszywie pozytywnych
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IV.2. OCENA ZMIAN EKSPRESJI GENOW W KORZENIACH TYTONIU
PODDANYCH DZIALANIU STRESU SOLNEGO I METALI CIEZKICH

Mimo, iz podstawowym zatozeniem niniejszej pracy byta ocena zastosowania CSH
w badaniach transkryptomow, w ramach wykonanych do$§wiadczen uzyskano réwniez
profile ekspresji genow stworzone na podstawie wynikow hybrydyzacji SSH, zgodnie z
powszechnie przyjetymi standardami pracy z mikromacierzami. Uzyskane dane postuzyty
jako referencja, do ktérej odnoszono wszelkie obserwacje odnotowane w eksperymentach
CSH, co wuzasadnia zamieszczenie w pracy profilow ekspresji uzyskanych z
wykorzystaniem standardowych eksperymentéw mikromacierzowych. Oprocz tego
opisane w tej czesci wyniki same w sobie posiadajg duzag warto$¢ biologiczng z uwagi na
niedobdr prac opisujacych globalne zmiany ekspresji genéw pod wpltywem stresu w
korzeniach tytoniu. W opisanym profilu ekspresji zwracano uwage przede wszystkim na
funkcje zmienionych grup gendéw, uwzgledniajac wszystkie podstawowe kategorie
funkcjonalne, w ramach ktoérych obserwowano istotne zmiany. Liczne r6znicujace GO
(Tabela 19) roéwniez klasyfikowano w bardziej ogoélne grupy, formulujgc podstawowe
obszary zmian ekspresji. W Tabelach 20-22 zebrano najwazniejsze dane dotyczace zmian
ekspresji  w korzeniach tytoniu poddanych dzialaniu wspomnianych stresow,
wyszczegolniajac najistotniejsze geny podlegajace zmianom ekspresji w poszczegdlnych
grupach funkcjonalnych. Wyselekcjonowano kategorie GO i pojedyncze geny
charakteryzujace:
- uniwersalng odpowiedzZ na stres abiotyczny- geny o podobnej ekspresji w przypadku obu
stresOw
-odpowiedz specyficzng dla stresu solnego

-odpowiedz specyficzng dla stresu kadmowego.
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Tabela 19. Liczba roznicujacych grup GO wyselekcjonowanych za pomoca analizy
SEA dla korzeni tytoniu traktowanych NaCl i CdCl,. ,+” oznacza podwyzszenie
ekspresji, ,,-”” obnizenie ekspres;ji.

, Specyficzne | Specyficzne

NaCl | CdCl, | Wspélne ZlayNaCI dpla >C/ZdCI2
Liczba réznicujacych grup |+ | 126 | 172 73 53 99
GO -| 22 39 14 8 25
Proces +| 114 | 146 68 46 78
) biologiczny | - | 2 4 2 0 2
uwzlgl):dzrl:i‘xiem Komponent |+| 0 3 0 0 3
typéw GO komoérkowy | - 3 13 1 2 12
Funkcja |+]| 12 23 5 7 18
molekularna | - | 17 22 11 6 11

IV.2.1.1. Ogolny profil ekspresji genow w korzeniach tytoniu pod wplywem stresu

abiotycznego

Wyselekcjonowano grupy GO ulegajace podobnym zmianom w wyniku dziatania
obu streséw, ktore potencjalnie moga charakteryzowaé ogoélny profil odpowiedzi na stres
abiotyczny w korzeniach tytoniu. Lacznie wykryto 73 takie grupy wérdd sond cechujacych
si¢ wzrostem ekspresji oraz 14 w zestawie sond, ktorych ekspresja ulegata zmniejszeniu.
Na podstawie roznicujacych grup GO wyselekcjonowano geny zwigzane ze wspdlng
sciezka odpowiedzi na stres solny 1 kadmowy w korzeniach tytoniu, ktore zamieszczono
w Tabeli 20. Zestaw kategorii gendw cechujacych si¢ podwyzszeniem ekspres;ji
obejmowat w znacznej wiekszosci grupy GO nalezace do typu ,,proces biologiczny”. Az
50 kategorii zwigzanych bylo z odpowiedzig roslin na bodzce i dziataniem uktadu
odporno$ciowego. Podstawowe Kkategorie w tej grupie stanowily: ,proces uktadu
odpornosciowego” (GO:0002376) oraz ,,odpowiedz na bodziec” (GO:0050896). Pierwsza
z nich zawierala szereg coraz bardziej szczegoétowych kategorii dotyczacych procesow
odporno$ciowych, z ktorych koncowe stanowity ,,aktywacja odpowiedzi odporno$ciowe;j
wrodzonej” (GO:0002218) oraz ,,indukcja odpornosci uktadowej” (GO:0009682), taczaca
kaskady zwigzane z odpornoscig oraz odpowiedzig na bodziec (Rycina 19). Z kolei
w ramach rozlicznych kategorii GO dotyczacych reakcji na bodziec mozemy wyr6znié
grupy zwigzane z odpowiedziag na bodzce biotyczne (,,odpowiedZ obronna na grzyby”
(GO:0050832) oraz ,- bakterie” (GO:0042742)), abiotyczne (UV (GO:0009411),
intensywno$¢ $wiatta (G0O:0009642), ciepto (G0O:0009408), brak wody (GO:0009414),
zwigzki chemiczne (leki (GO:0042493), nadtlenek wodoru (GO:0009411), chityne

(GO:0010200)), a takze zwigzane ze S$ciezkami sygnalowymi hormonow (kwas
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abscysynowy (G0:0009737), kwas salicylowy (GO:0071446), kwas jasmonowy
(GO:0071395)). Powigzane z reakcjami odpornosciowymi byty GO opisujace regulacje
hormonalng, w tym kaskady sygnatéow zalezne od kwasu jasmonowego ( GO:0009867) i
salicylowego (GO:0009863)). Biorac pod uwage poszczegdlne sondy przyporzadkowane
do powyzszych GO, cz¢$¢ z nich zostata przypisana do genow, ktorych zmiany ekspres;ji
pod wptywem stresu abiotycznego zostaty dos¢ doktadnie zbadane i opisane. Naleza do
nich czynniki transkrypcyjne (ABF2, CBF1, DREB1A, ERF (2,4), HY5, RHLA41,
WRKY70) [121,119,120,107,113,114,106]. enzymy (GAPC1, F3H, MEKK1, CDPK1,
UGT73C1) [130,134] i inne geny (ELIP2, HSP (101, 70, 18.2)) [131,132]. Obserwowano
réznorodne zmiany dotyczace odpowiedzi na stres, m.in. indukcj¢ genéw zwigzanych z
sygnalizacja zalezng od kwasu abscysynowego (ABA) (ABF2, HY5,ABR1, TCH2, MYB)
oraz niezalezng od ABA (CBF1, DREBI1, ERF) [159-161]. Odnotowano rowniez wzrost
ekspresji gendw $§wiadczacych o odpowiedzi zwigzanej z dzialaniem kwasu jasmonowego,
salicylowego i etylenu (WRKY70, ERF2, ERF4, JAZ3) [106, 107]. Wyrdzni¢ mozna takze
grupe genoéw biorgcych udzial w syntezie hormondw, jak OPR 1 i1 2, LOX- reduktaz i
lipooksygenazy wchodzacych w sktad §ciezki syntazy kwasu jasmonowego, o znanej roli
w odpowiedzi na stres [135]. Sposrdd enzymow wyrdzniaja si¢ geny kinaz powszechnie
kojarzonych z odpowiedzig na r6znorodne warunki stresowe: MAPK 1 CDPK [160,165].
Na uwage zasluguje rowniez zwigkszenie ekspresji gendw zwykle zaangazowanych w
odpowiedzZ na stres biotyczny (MYB30, ELI3-2, EP3, NDR1) [152,153]. Istotnej zmianie
ekspresji ulegaly rowniez kategorie zwigzane 2z metabolizmem toksyn (3, w
tym ,katabolizm toksyn” GO:0009407), w ramach ktorych wyselekcjonowano
powszechnie znane geny: LEA oraz GST (Patrz Tabela 20), odpowiedzialne za tego
rodzaju odpowiedZz w réznorodnych warunkach stresowych [98,126,150]. W przypadku
gendw odpowiedzialnych za transport (m.in. ,transport wielolekowy” (GO:0009863)),
odnotowano wzrost ekspresji genu PDR9Y, ktorego indukcje pod wpltywem kadmu, stresu
solnego 1 innych czynnikoéw stresowych stwierdzono w korzeniach ryzu [129], a takze
MATE, ktorego zwiekszona ekspresje odnotowano u rzodkiewnika [151]. Ostatnim genem
z tej grupy byl MPR4 nalezacy podobnie jak PDRY do rodziny transporterow ABC.
Wszystkie geny z tej grupy o podwyzszonej ekspresji kodujg transportery, ktore moga by¢
odpowiedzialne za usuwanie toksycznych substancji [129]. Cechujgca si¢ wzrostem
ekspresji grupa GO:0034050 ,programowana $mier¢ komorki indukowana przez
symbiont” obejmuje geny ulegajace ekspresji zarowno w wyniku stresu abiotycznego, jak i

biotycznego jak EP3 (chitynaza) [151], ELI3-2 (dehydrogenaza kwasu cynamonowego
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[152] czy NDRI1 [154]. Kolejng grupa genow tworzacych uniwersalny profil odpowiedzi
na stres sg geny zwigzane z sygnalizacja za pomoca wapnia (,,wigzanie jonéw wapnia”
(GO:0005509)). Sygnalizacja zwigzana ze zmianami st¢zenia jonéw wapnia w komorce
w wyniku dziatania r6znych czynnikow jest bardzo doktadnie opisanym zjawiskiem [155].
Wsrod genow zwigzanych z tego typu procesem, wykazujacych wzrost ekspresji w obu
rodzajach stresu znalazty si¢ aneksyna, kalmodulina (CAM?7) i inne biatka wigzace wapnh
(CML37, TCH2). W ramach ,,aktywnosci syntazy alfa-humulenu i (-)-E-beta-kariofilenu”
(GO:0080016, GO:0080017), odnotowano indukcje¢ TPS21- genu syntetazy terpendow
(beta-kardiofilenu i alfa-humulenu), stabo poznanego w konteksScie stresu, cho¢ wzrost
ekspresji niektorych genow z tej rodziny w warunkach stresowych odnotowano
u pomidora [156].

Geny, ktorych ekspresja ulegala zahamowaniu w przypadku obu rodzajow stresu
wystepowaty w mniejszej liczbie 1 zostaly podzielone na trzy grupy czynno$ciowe:
transport thuszczow, $ciana komorkowa, aktywnos¢ kanatow wodnych. Wsrod genow
kodujacych biatka odpowiedzialne za transport lipidéw (Rycina 20) (,transport lipidow”
G0O:0006869, ,wigzanie lipidow” (GO: 0008289)) wyrdézniono biatka btonowe o
potwierdzonym spadku ekspresji w stresie (LTP) [95], oraz inne (DIR1, ELP). Biatka LTP
1 ELP [157], sa zaangazowane w proces rozluznienia $ciany komorkowej zwigzany z
wzrostem roslin, co warto zaznaczy¢ w kontek$cie kolejnej grupy genow, zwigzanych
wlasnie ze S$ciang komodrkowa. Sa to enzymy, takie jak celulaza (CELS5), a takze
komponenty $ciany (5 bialek arabinogalaktanowych). Obnizenie ekspresji powyzszych
genow sugeruje zahamowanie procesu rozluznienia §ciany zwigzanego z inhibicjg wzrostu
wywotang stresem, co jest zjawiskiem omawianym w literaturze z tej dziedziny [141,158].
Dziewig¢ kategorii GO zwigzanych bylo z aktywnoscig transporterow (w tym ,,aktywno$¢
kanatow wodnych” GO:0015250) (Rycina 21). W ich skiad wchodzity geny kodujace
biatka btonowe odpowiedzialne za przeptyw wody przez tonoplast (TIP) 1 blone
komorkowsa (PIP)- akwaporyny (,,zakotwiczone w btonie” GO:0031225). Ich inhibicja w
wyniku stresu abiotycznego zostata rowniez odnotowana w innych eksperymentach i moze
by¢ zwigzana ze spowodowang warunkami stresowymi koniecznos$cig utrzymania wody w

komorce [143].
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Rycina 19 Przykladowe wspdlne kategorie GO zwigzane z odpowiedzig na bodzce i odpornosciowa w korzeniach tytoniu traktowanych
NaCl oraz poddanych dzialaniu CdCl,. Intensywno$¢ koloru oznacza wigkszg istotnos¢ statystyczng. Kolorem bialym oznaczono kategorie
wykazujace istotng zmiang ekspresji tylko w jednym rodzaju stresu.
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Rycina 20. Przyklady kategorii GO ulegajacych zmniejszonej ekspresji pod wplywem
obu stresow: solnego i kadmowego: GO zwigzane z transportem i lokalizacjg lipidow.

GO:0005215 (0.0117)

transporter activity
B4/695 | 1080/19042

»

G0:0022892 (0.00265)
substrate-specific transporter
activity
54/605 | 792/19042

GO:0022891 (0.00288)

substrate-specific transmembrane

transporter activity
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transmembrane transporter
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passive transmembrane

activity
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GO:0015267 (0.00551)
channel activity -
15/695 | 129/19042

G0:0022838 (0.00551)
substrate-specific channel
activity
15/695 | 127/19042

Rycina 21. Przyklady kategorii GO ulegajacych zmniejszonej ekspresji pod wplywem
obu stresow: solnego i kadmowego: GO zwigzane z transportem przezblonowym
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Tabela 20.Wazniejsze
tytoniu w obu stresach (NaCl i CdCl,). Kolor niebieski oznacza zwickszenie ekspres;ji,
kolor czerwony- jej zmniejszenie.

geny ulegajace

ekspresji roznicowej

w Korzeniach

Kategoria Gen/grupa | Funkcja Istotne GO Doniesienia w
genow literaturze
OdpowiedZ na bodZce, procesy odpornosciowe
Czynniki ABF2 Udziat w G0:0009414 Indukcja w
transkrypcyjne odpowiedzi na warunkach braku
ABA wody u rzodkiewnika
[121]
CBF1 Indukcja genow G0:0009414 Indukcja w
reakcji na stres warunkach chtodu u
chtodu rzodkiewnika [120]
ATAF1 Regulacja G0:0009737
biosyntezy ABA
[161]
DREB1A Regulator G0:0009414 Indukcja w stresie
odpowiedzi na suszy, solnym, zimna
stres u rzodkiewnika [119]
ERF2 Aktywacja genow | GO:0009864,G0:0009682, | Indukcja w stresie
indukowanych G0:0002218,G0:0071395, | zranienia u
kwasem G0:0009867,G0:0071395, | rzodkiewnika [107]
jasmonowym G0:0010105,G0:0070298,
ERF4 Represor genow G0:0009864,G0:0009682, | Indukcja w stresie
indukowanych G0:0002218,G0:0071395, | solnymu
kwasem G0:0009867,G0:0071395, | rzodkiewnika [107]
jasmonowym, G0:0010105,G0:0070298,
etylenem, kwasem | GO:0016564
abscysynowym
HY5 Wydtuzenie G0:0009411 Indukcja pod
hypokotylu, wplywem $wiatta u
odpowiedz na rzodkiewnika [113]
Swiatlo,
hormonalna [112]
MYB30, Odpowiedz na G0:0034050
MYB6 auksyny
RHL41 Odpowiedz na G0:0009411 Indukcja pod
Swiatto wplywem $wiatla u
rzodkiewnika [114]
WRKY41, OdpowiedZ na G0:0006355
50, 6 bodzce
WRKY70 Aktywator genow | G0O:0009864,G0:0009682, | Indukcja w stresie
obronnych G0:0002218,G0:0071446, | osmotycznym
zaleznych od G0:0071395,G0:0009867, | (rzodkiewnik) [106]
kwasy G0:0009863,G0:0071395,
salicylowego, G0:0016564
supresja
sygnalizacji kwasu
jasmonowego
WRKY33 OdpowiedzZ na G0:0009414 Indukcja w stresie
stres [124] G0:0052317 cieplnym u
rzodkiewnika [124]
Enzymy ACLA-1,2,3 | Syntetaza ATP G0:0009411
cytrynianowa
ATUBC2 Ligaza ubikwityny, | GO:0009411

aktywacja FLC
(floral repressor),
supresja
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kwitnienia[117]

CDPK1 Kinaza zalezna od | GO:0009737 Udzial w odpowiedzi
wapnia na stres biotyczny i
abiotyczny [165]
GAPC1 Dehydrogenaza G0:0042542 Indukcja pod
aldehydu 3- wplywem stresu
fosfoglicerynoweg solnego w korzeniach
0 rzodkiewnika [134]
GST S- Transferaza G0:0009414,G0:0009407 | Indukcja w
glutationowa, rola G0:0004364,G0:0009407 | warunkach stresu
w detoksyfikacji oksydacyjnego w
[123] tytoniu [122]
F3H 3- Hydrolaza G0:0009411 Indukcja w stresie
flawanononowa, zranienia u bawelny
biosynteza [111]
flawonoidow [110]
FMO1 Monooksygenaza G0:0002218, GO:0034050
zalezna od flawin,
odpowiedz
odpornosciowa
[109]
MEKK1 Kinaza MAP, G0:0009414 Indukcja pod
udziat w szlaku G0:0042542 wplywem kadmu i
MAPK miedzi u
rzodkiewnika [125]
SIP3 Aktywnosc¢ kinazy | GO:0009414
serynowej/treonino
wej
SGT1B Fosfataza bioraca G0:0071395
udziat w
odpowiedzi
obronnej
TT7 Monooksygenaza - | GO:0009411
3’-flawonoidowa G0:0019825
UGT73C1 UDP- G0:0009411 Indukcja w stresie
glukozylotransfera oksydacyjnym,
za, odpowiedz na silnego $wiatta,
stres [114] solnym, odwodnienia
u rzodkiewnika [114]
Inne ELIP2 Biatko indukowane | GO:0009411 Indukcja w stresie
Swiatlem swietlnym u
rzodkiewnika [116]
BAG6 Zwiazany z BCL2, | GO:0042542
wigzanie
kalmoduliny
HSP101 Bialko szoku G0:0042542 Indukcja pod
cieplnego wplywem ciepta u
rzodkiewnika[136]
HSP70, Biatko szoku G0:0042542 Indukcja pod
HSP18.2 cieplnego, wplywem réznych
odpowiedz na stres rodzajow stresu, w
tym cieplnego i
oksydacyjnego u
rzodkiewnika[131,13
2]
JAZ3 Bialko biorace G0:0071395
udziat w szlaku G0:0009867
odpowiedzi
zwigzanej z
kwasem
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jasmonowym
SYP121 Syntaksyna G0:0009737
G0:0071395
G0:0034050
G0:0009867
G0:0009863
LEA14 Biatko odpowiedzi | GO:0009414 Indukcja pod
na stres wptywem chtodu,
stresu solnego, ABA
u rzodkiewnika [126]
Geny odpowiedzi na stres biotyczny
ELI3-2 Dehydrogenaza G0:0034050 Indukcja w stresie
alkoholu biotycznym i
cynamonowego abiotycznym [153]
EP3 Chitynaza G0:0034050 Indukcja w tytoniu
pod wplywem stresu
solnego i metali
ciezkich [152]
NDR1 Odpowiedz na G0:0034050
patogeny
Transport
Enzymy PDR9 Atpaza G0:0042493 Indukcja przez metale
zaangazowana w cigzkie 1 niedobor
transport tlenu w korzeniach
wielolekowy ryzu [129]
Transportery MRP4 Transporter lekow G0:0042493
MATE Aktywnosé G0:0042493 Indukcja w stresie
transportera lekow G0:0006855 solnym u
rzodkiewnika [151]
Wigzanie wapnia
Inne ANNEXIN | Aneksyna, wigzanie G0:0005509 Indukcja pod
jondéw wapnia wplywem stresu
solnego, suszy u
rzodkiewnika [138]
CAM7 Kalmodulina, G0:0005509
wigzanie wapnia
CML37 Biatko podobne do G0:0005509 Indukcja w stresie
kalmoduliny solnym i cieplnym
[139]
TCH2 Biatko wigzace wapn | GO:0042542, Indukcja pod
G0:0005509 wplywem réznych
rodzajow stresu, w
tym metali i soli u
rzodkiewnika [137]
Biosynteza hormonéw i innych substancji
LOX3 Lipoksygenaza G0:0009695 Indukcja pod wptywem
zranienia u
rzodkiewnika [140]
OPR1, Reduktaza bioraca G0:0009695 Indukcja pod wptywem
OPR2 udzial w biosyntezie kadmu u rzodkiewnika
kwasu jasmonowego [135]
TPS21 Syntaza alfa- G0:0080017
humulenu i (-)-E- G0:0080016
beta-kariofilenu
Transport thuszczéw
Biatka btonowe | DIR1 Potencjalny transfer | GO:0006869
tluszczow G0:0008289
LTP Biatko transferu G0:0006869 Spadek ekspresji w
thuszezow G0:0008289 korzeniach po

wplywem NaCl u
rzodkiewnika [141]
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ELP Biatko podobne do G0:0006869
ekstensyny G0:0008289
Sciana komérkowa
Enzymy BGAL1 Beta-galaktozydaza | G0O:0016798
BGLU47 Beta-glukozydaza G0:0016798
CEL5 Celulaza G0:0016798 Spadek ekspresji w
korzeniach
rzodkiewnika pod
wptywem NaCl [126]
EXGT- Transferaza G0:0016798 Spadek ekspresji w
A34, endoksyloglukanowa korzeniach pomidora
XTH9, pod wptywem NaCl
XTR9 [142]
Biatka AGP4, Biatka G0:0031225 Spadek ekspresji w
strukturalne AGPY9, arabinogalaktanowe korzeniach pomidora
AGP10, pod wptywem NaCl
AGP18, [142]
AGP2,
Biatka ATEXLA2, | Geny podobne do G0:0009828 ATEXLA2, ATEXLB1
strukturalne ATEXLB1 | ekspansyny
EXPAS8 Ekspansyna G0:0009828 EXPA8
AKktywnos$¢ kanaléw wodnych
Biatka btonowe
PIP1, PIP2 | Integralne biatka G0:0015250 Spadek ekspresji w
btony komorkowej, korzeniach
akwaporyny rzodkiewnika pod
wptywem NaCl [143]
TIP Integralne biatka G0:0015250 Spadek ekspresji w

tonoplastu,
akwaporyny

korzeniach
rzodkiewnika pod
wptywem NaCl [143]
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1V.2.1.2. Profil ekspresji genow w korzeniach tytoniu poddanych dzialaniu stresu
solnego

W przypadku oceny profilu ekspresji gendw specyficznych dla korzeni tytoniu
traktowanych NaCl wzieto pod uwage 61 grup GO wykazujacych istotne zmiany.
Wyselekcjonowane grupy GO pozwolity na wyrdznienie gendéw biorgcych udziat
w odpowiedzi korzeni tytoniu na stres solny. Zamieszczono je w Tabeli 21. W przypadku
grup genow ulegajacych indukceji i nalezacych do kategorii ,,proces biologiczny”, szes$¢
kategorii zwigzanych byto z odpowiedzig na bodzce. Jedng z istotniejszych kategorii GO
dla stresu solnego wydawala si¢ ,,odpowiedz na brak wody”. Nalezace do niej geny ulegaty
ekspresji roznicowej w obu grupach (NaCl i CdCl,). Dodatkowo, specyficzna dla stresu
solnego byla kategoria pokrewna ,,odpowiedz na dziatanie wody” (GO:0009415). Wsrod
wazniejszych genoéw z tej grupy specyficznie ulegajacych ekspresji tylko w przypadku
stresu solnego, wyrdzni¢ mozemy m.in.: DREB2A, HIS4, ERD15 i ABA1l. Na uwageg
zashuguje tutaj gen DREB2A, ktory jest typowym genem stresu osmotycznego w $ciezce
niezaleznej od ABA [160]. Z drugiej strony, zmiana ekspresji wymienionych uprzednio
genéw $Swiadczy o wystepowaniu $ciezki zaleznej od ABA, co potwierdza rowniez
obecno$¢ genu ABAI, bioragcego udzial w jego syntezie [169]. Kategoria ,,odpowiedz
komoérkowa na etylen” (GO:0071369), stanowi jedng z czterech kategorii dotyczacych
regulacji hormonalnej 1 zwigzana jest z kaskada sygnalow z udziatem etylenu oraz jej
negatywna regulacja (GO:0010105). Ta kaskada jest =z kolei powigzana
z dwusktadnikowym systemem transdukcji sygnatu poprzez transfer grupy fosforanowej
(ang. phosphorelay) (GO:0070298). ZaleznoSci te przedstawione sg na Rycinie 22 i tgcznie
obejmuja 14 istotnie zmienionych grup GO. Geny zwigzane z odpowiedzig na etylen
stwierdzono w przypadku obu traktowan (ERF2, ERF4), jednak w przypadku stresu
solnego w ta $ciezke sygnalng zaangazowana jest wigksza liczba genow 1 obserwuje si¢
ekspresje réznicowy kilku kategorii GO jej dotyczacych. Wsrdd takich gendow, potencjalnie
specyficznych dla stresu solnego mozemy wyrdozni¢ EIN4 - przypuszczalny receptor
etylenu [170], oraz EBF1- biatko wiazace receptor EIN3 [170]. Wyselekcjonowane zostaty
réwniez 2 kategorie gendOw zwigzanych ze starzeniem (GO:0007568, GO:0010149). W ich
sktad wchodzilty geny kodujace enzymy (ASP3, SAG101, ATG18a) oraz czynnik
transkrypcyjny indukowany dziataniem auksyn (ARF1). Istotnym zmianom ulegta réwniez
kategoria ,,rozluznienie §ciany komodrkowej typu roslinnego” (GO:0009828), w ramach
ktorej wzrostowi ekspresji ulegaty geny ekspansyn. W ramach typu ,,funkcja molekularna”

mozemy wyrozni¢ dwa zasadnicze zespoty: wigzanie (amin, kwasow karboksylowych,
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DNA, aminokwasow) oraz aktywno$¢ regulatorow (aktywatorOw 1 represorow
transkrypcji) (Rycina 23) , wérod ktorych warto zwroci¢ uwage na geny kodujace biatko
zwigzane z tolerancja soli (STZ), czy regulator H+- ATPazy blon wakuoli i endosomu
0 wzros$cie ekspresji potwierdzonym w innych eksperymentach [142, 171].

Z kolei GO ulegajace istotnemu zahamowaniu, specyficzne dla traktowania NaCl,
obejmowaty 8 grup. Dwie dotyczyly “lokalizacji komorkowej” 1 wskazywaty na procesy
odbywajace si¢ w btlonie i $rodowisku zewnatrzkomérkowym. Pozostale 6 wchodzito
w sktad typu: ,,funkcja molekularna”: cztery tworzyly uktad zwigzany z aktywnosScia
peroksydaz, pozostate 2 dotyczyly aktywnos$ci przenosnikéw elektrondw i transferazy
ksyloglukanowej (Rycina 24). Stwierdzono inhibicje transkrypcji kilku peroksydaz
(PER12,64,42), katalazy (CAT3) i dysmutazy ponadtlenkowej miedz/cynk (CSD2).
Peroksydazy, w tym wymienione enzymy, biorg udziat m.in. w reakcjach obronnych ro$lin
na powstawanie wolnych rodnikow a ich aktywno$¢ moze by¢ zwigzana z odpowiedzig na
stres. Tego typu aktywno$¢ wykazuje peroksydaza glutationowa, dla ktorej stwierdzono
wzrost ekspresji w obu traktowaniach i ktorej sondy nie wchodzity w sktad ulegajacej

zahamowaniu grupy GO.
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GO:0032870 (0.0144)
cellular response

=~ | GO:0071369 (0.0081)
cellular response

to hermone stimulus
36/1312 | 286/19042

\

GO:0007242 (0.011)
intracellular signaling
cascade
53/1312 | 532/19042

to ethylene stimulus
17/1312 | 91/19042

GO:0023034
intracellular signaling
T pathway ~ -

GO:0009755 (0.0144)
hormene-mediated signaling

= - GO:0009873 (0.0061)
ethylene mediated

pathway
36/1312 | 286/19042

signaling pathway

/ AT | SR \

GO:0000160 (0.00463)
two-component signal
rranscuction system (phosphorelay)
18/1312 | 97/19042

G0:0070297 (0.000353)
regulation of
two-compenent signal transduction system (phosphorelay)

GO:0010104 (0.000353)
regulation of
ethylene mediated signaling pathway
10/1312 | 26/19042

G0:0009966 (0.008886)
regulation of

10/1312 | 26/19042

G0:0009968 (0.000526)
negative regulation

signal transduction
18/1312 | 10319042

GO:0023057 (0.0005286)
negative regulation
of signaling process
14/1312 | 52/19042

GO:0010648 (0.000526)
negative regulation
of cell communication
14/1312 | 5219042

Yy »

of signal transduction
14/1312 | 5219042

G0:0070298 (0.000168)
negative regulation
of two-component signal transduction system (phosphorelay)
10/1312 | 24/19042

GO:0010105 (0.000168)
negative regulation
of ethylene mediated signaling pathway
1001312 | 24719042

Ryec. 22. Kategorie GO zwiazane z kaskada sygnalow z
udzialem etylenu oraz dwuskladnikowym systemem
transdukcji sygnalu ulegajace istotnemu zwigkszeniu
ekspresji w korzeniach tytoniu traktowanych NaCl
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GO:0003674
molecular_function

GO:0005488 |-
binding N

GO:0003678
nucleic acid binding

GO:0043176 (0.0141)
amine binding
91312 | 30/118042

GO:0031406 (0.0447)
carboxylic acid
binding
10/1312 | 43718042

GO:0016564 (0.00091)
transcription repressor
activity
15/1312 | 58/19042

GO:0016563 (0.000123)
transcription activator
activity
261312 | 12719042

GO:0016597 (0.0118)
amino acid binding
81312 | 29/19042

Rycina 23. Kategorie GO ulegajace istotnemu zwiekszeniu ekspresji w korzeniach
tytoniu traktowanych NaCl, zwiazane z wigzaniem substancji i aktywnoscia

regulatorow transkrypcji.

GO:0003824
catalytic activity

e

r

GO:0009055 (0.0164)
electron carrier
activity
17/695 | 179/19042

.

GO:0016208 (0.00782)
antioxidant activity
15/695 | 134/19042

\-b

G0:0016491 (0.00551)
oxidoreductase activity
7O/695 | 1155/19042

—

GO:0016684 (0.00265)
oxidoreductase activity,
acting on peroxide as acceptor

14/695 | 101/19042

GO:0016740
transferase activity

transferring glycosyl groups

GO:0016757
transferase activity,

GO:0004601 (0.00265)

peroxidase activity
14/695 | 101/19042

GO:0016762 (0.000515)

xyloglucan:xyloglucosyl transferase

activity
8/695 | 25/19042

Rycina 24. Przykladowe kategorie GO ulegajace istotnemu zahamowaniu w

korzeniach tytoniu traktowanych NacCl.
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Tabela 21. Wybrane geny ulegajace ekspresji réznicowej specyficznej dla korzeni
tytoniu poddanych dzialaniu stresu solnego. Kolor niebieski oznacza indukcje ekspresji,
kolor czerwony- jej zahamowanie.

Kategoria Gen/grupa Funkcja Istotne GO Doniesienia w
genow literaturze- stres
solny
Niedobor wody
Czynniki DREB2A Regulator odpowiedzi na | GO:0009411, Indukcja pod
transkrypcyjne stres G0:0042542, wplywem stresu
G0:0042542, suszy i wysokiej
temperatury[118]
u rzodkiewnika
Enzymy ABAl epoksydaza zeaksantyny, | GO:0009414
udzial w syntezie ABA
Inne HIS4 Histon 4, odpowiedz na G0:0009414
brak wody
ERD15 Biatko wczesnej G0:0009414 Indukcja w
odpowiedzi na brak wody, stresie niedoboru
negatywna regulacja ABA wody u
[127] rzodkiewnika
[128]
Transdukcja sygnalu za posrednictwem etylenu
Receptory EIN4 Receptor etylenu [170] G0:0009873
Inne EBF1 Biatko wiazace receptor G0:0009873
[170]
Starzenie
Enzymy AtATG18a Transducyna/WD40 , G0:0010149 ,G0O:0007 | Indukcja w
udziat w formowaniu 568 korzeniach
autofagosomu rzodkiewnika pod
wplywem stresu
solnego [144]
ASP3 Aminotransferaza G0:0010149, GO:0007
asparaginianowa 568
SAG101 Hydrolaza acylowa G0:0010149,
G0:0007568
inne ARF1 Czynnik odpowiedzi na G0:0010149, GO:0007

auksyny

568

Regulacja transkrypcji

Czynniki AT-HSFB2B Czynnik transkrypcyjny G0:0016564
transkrypcyjne szoku cieplnego
AHBP-1B Czynnik transkrypcyjny z | GO:0016564
rodziny bZIP
RAV2 Regulator H+- ATPazy G0:0016564
bton wakuoli i endosomu
STZ Biatko typu palec G0:0016564 Indukcja u
cynkowy zwigzane z rzodkiewnika pod

tolerancja soli

wplywem stresu
solnego[145]
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Aktywno$¢ peroksydaz

Enzymy RCI3 Peroksydaza G0:0004601 Indukcja u
G0:0016209 rzodkiewnika pod
wptywem chtodu
[146]
PER12,PER64 | Peroksydazy G0:0004601
, Per42 G0:0016209
G0:0009055
CAT2,3 Katalaza G0:0004601
G0:0016209
CSD2 Dysmutaza G0:0004601 Spadek ekspresji
ponadtlenkowa G0:0016209 u rzodkiewnika w
miedz/cynk stresie solnym
[147]

1V.2.1.3. Profil ekspresji genow w korzeniach tytoniu poddanych dziataniu kadmu

Grupy genow o zmienionym poziomie ekspresji w korzeniach tytoniu traktowanych
chlorkiem kadmu reprezentowane byly przez 124 kategorie GO, z czego 99 ulegalo
indukcji. Sposrod 78 nalezacych do typu ,,proces biologiczny”, 10 dotyczylo odpowiedzi
na bodzce. Na uwage zastuguja grupy gendw zwigzanych z odpowiedziga na chtéd
(GO:0009631), silne §wiatto (GO:0009644), jony cynku (GO:0010043). W przypadku tej
ostatniej grupy, zwraca uwage wzrost ekspresji trzech gendéw bioracych udziat w
odpowiedzi na dziatanie jonéw metali. YSL 1 ZIF biorg udzial w syntezie i transporcie
nikotianaminy, chelatujgcej jony m.in. cynku 1 kadmu. Biatko NRAMP3 jest transporterem
jondéw metali (w tym kadmu) zlokalizowanym w tonoplascie [173]. Pozostale roznicujace
kategorie GO zwigzane z odpowiedzig na bodzce nie zawieraly gendw specyficznych dla
odpowiedzi na kadm. Wsrod innych GO, zdecydowang wiekszos$¢ (58) stanowity kategorie
dotyczace metabolizmu 1 biosyntezy réznorodnych substancji. Na uwage zasluguje grupa
genow biorgcych udziat w syntezie kwasu jasmonowego (GO:0009694) na réznych
etapach: lipooksygenazy, syntetazy JA oraz syntazy i cyklazy tlenku allenowego
[173,174]. Regulacja odpowiedzi na dzialanie jonéw metali cigzkich za pomoca kwasu
jasmonowego byla potwierdzona u kilku roslin [175]. Innym hormonem, w przypadku
ktorego obserwujemy widoczng indukcje metabolizmu, jest etylen (GO:0009693). W tym
przypadku réwniez znane s3 doniesienia literaturowe potwierdzajace indukcje syntezy
hormonu w wyniku dziatania jonow metali, w tym kadmu [176]. Procesy z udzialem
etylenu stwierdzono dla obu traktowan, jednak w przypadku stosowania kadmu wyraznie
widoczna jest indukcja genéw odpowiedzialnych za jego synteze: syntazy i oksydazy
ACC, o potwierdzonym wzroScie ekspresji przez innych autorow [176], oraz syntetazy
adenozylometioniny (1 i 2). Kolejnym zwiazkiem, ktoérego biosynteza okazala si¢ znaczaca

kategoria GO byl acetylokoenzym A (GO:0006084). W tym przypadku oprocz indukceji
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gendow kodujacych enzymy biorgce udziat w jego syntezie (PANK1, MVA) stwierdzono
rowniez wzrost ekspresji genu kodujacego enzym MVDI, uczestniczacy W syntezie
terpenéw, w ktérg zaangazowany jest acetylokoenzym A [177]. Kolejng godng uwagi
kategoria GO zwigzang z metabolizmem jest ,,Metabolizm L-seryny” (GO:0006563).
Odnotowano indukcje gendéw kodujacych enzymy biorgce udzial w biosyntezie tego
aminokwasu: (PDGH, SHM, PSAT). Z powyzszym zjawiskiem moze by¢ zwigzany
rowniez wzrost ekspresji trzech grup GO zwigzanych z asymilacja i1 redukcja siarczanow
(Rycina 26) 1 gendéw odpowiedzialnych za asymilacje siarki: reduktazy APS 1
siarczynowej. Asymilacja siarki jest zjawiskiem czesto obserwowanym w przypadku stresu
kadmowego i solnego, a reduktaza APS jest enzymem charakterystycznym dla tego
zjawiska. Zardwno seryna, jak i asymilowane siarczany, a takze wspomniany wczesniej
acetylokoenzym A biorg udziat w syntezie glutationu [135, 178]. Wspomniane grupy GO
nie wykazywaty roznicowania w przypadku dzialania stresu solnego na korzenie tytoniu,
jednak widoczna u ro$lin traktowanych NaCl indukcja niektorych pojedynczych sond (np.
reduktazy APS) i zwigkszona indukcja genéw syntezy glutationu §wiadczy o obecnos$ci
tego zjawiska rowniez w przypadku stresu solnego, by¢ moze w mniejszym nasileniu. W
tym kontek$cie warto wspomnie¢ roéwniez o ekspresji licznych gendw z rodziny
cytochromu P450, ktéore réwniez biorg udziat w usuwaniu wolnych rodnikéw. Ich
zwiekszong ekspresje pod wplywem kadmu wykazano juz w korzeniach zenszenia 1 ryzu
[149,179]. Cztery kategorie GO zwigzane byly z transportem substancji: kwasow
karboksylowych, aminokwasoéw (gen permeazy aminokwasowej) oraz jondéw olowiu
(wspomniany gen NRAMP3 oraz gen transportera PDR12) (Rycina 25). W ramach
»lokalizacji komorkowej” znaczacy wzrost ekspresji wykazaty sondy zwigzane z
procesami zachodzacymi w retikulum endoplazmatycznym (3 kategorie). Z kolei ,,funkcje
molekularne” opisywato 17 kategorii GO, z czego 14 zwigzane bylo z aktywno$cia
enzymoOw: reduktazy adenylilosiarczanowej (GO:0009973), adenozylotransferazy
metioninowej (G0:0004478), transferazy grup acylowych innych niz aminoacylowe
(GO:01016747), glukozylotransferazy kwercetyny (GO:0080043), hydrolazy epoksydowej
(GO:0004301), liazy wegiel-tlen (G0O:0016838), cyklazy (GO:0009975) (Rycina 27).
Pozostale kategorie zwigzane byly z aktywnoscig transporterow btonowych (GO:0015238,
G0:0022804) oraz wigzaniem tlenu (GO:0019825).
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GO:0015837

----- > amine transport |
~ = | GO:0008865 (0.0488)
amino acid transport
GO:0015849 (0.0393] GO:0046842 {0.0393] ...--'"" 11/1481 | 52/19042
organic acid carboxylic acid
> transport ’ transport
12/1481 | 58/19042 12/1481 | 58/19042
GO:0015692 (0.0168
GO:0006811 GO:0006812 G0:0030001 ) ( )
I . - T e . ) - — —p»| lead ion transport
ion transport cation transport metal ion transport
5/1481 | 10/19042

Rycina 25. Kategorie GO zwiazane z transportem, ktorych ekspresja ulegla
zwigkszeniu w korzeniach tytoniu poddanych dzialaniu chlorku kadmu.

G0:0000103 (0.0034)
sulfate assimilation
7/1481 | 1518042

GO:0019419 (2.04e-06)
sulfate recluction
71481 | 719042

Rycina 26. Kategorie GO zwigzane z metabolizmem siarki, ktorych ekspresja ulegla
zwi¢kszeniu w korzeniach tytoniu poddanych dzialaniu chlorku kadmu.

Zmniejszonej ekspresji ulegato wiele szereg grup GO z zakresu ,lokalizacja
komoérkowa”. Byly to m.in. geny kodujace biatka tworzace cytoszkielet: tubuling, wiling 1
aktyne (kompleks tubuliny (GO:0045298)), a takze zwigzane z wakuolg (btona wakuoli
(GO:0009705). To organellum odgrywa bardzo istotng role w detoksyfikacji komorek
ro$linnych poddanych dziataniu kadmu. W transporcie kadmu lub jego chelatow biora
udziat liczne transportery btony wakuolarnej, jak CAX [181]. W przypadku genow
ulegajacych zahamowaniu ekspresji w niniejszym eksperymencie mamy do czynienia z
transporterami usuwajacymi do wakuoli inne jony, jak CAX3 (wapn) [181], VHA-A2
(wodor, stwierdzone eksperymentalnie hamowanie aktywno$ci przez jony kadmu) oraz
aktywujaca transporter kinaza SOS2 [182], KCO6 (potas). Warto doda¢, ze inhibicji w
warunkach stresu kadmowego ulegaly rowniez inne transportery np. anionéw (siarczanéw
—SULTR, AST, azotanow-NRT, fosforanow- ATPT) lub kationéow (potasu-ATKEA4,
zelaza-IRT3). Dwie kategorie GO wyselekcjonowano w ramach typu ,,proces
biologiczny”. Byly to: ,organizacja cytoszkieletu” (GO:0007010) oraz “wygaszanie
niefotochemiczne” (GO:0010196). Z kolei w ramach ,,funkcji molekularnej” istotnemu

zahamowaniu ulegly grupy gendéw zwigzanych z transportem (,,aktywnos¢ transporterow
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srodbtonowych aniondéw nieorganicznych” (GO:0015103), ,,aktywnos$¢ transporterow
srédblonowych kationow” (G0O:0008324)), aktywnoscig enzyméw (5 kategorii, Rycina
27), wigzaniem tetrapiroli (GO:0046906) i chlorofilu (GO:0016168) oraz ,,strukturalnymi
sktadnikami cytoszkieletu” (GO:0005200). W Tabeli 22 zamieszczono geny zwigzane z

odpowiedzig na dziatanie kadmu, wyselekcjonowane na podstawie wynikow GO.

GO:0004190 (0.0029)
GO:0004175 . ]
. . L _ aspartic-type endopeptidase
enclopeptidase activity = = > activity
GOC:0070011 -
. . 15/1469 | 59/19042
> peptidase activity, /
acting on L-amino acid peptides - _ _ G0:0070001 (0.0029)
W aspartic-type peptidase
activity

15/1469 | 59/18042

- hydrolase activity, hydrolase activity,

acting on glycosyl bonds hydrolyzing O-glycosyl compounds
49/1469 | 340/19042 39/1469 | 293/19042

GO:0016705 (0.00842)
oxidoreductase activity,
acting on paired doners, with incorporation or reduction of molecular oxygen
25/1469 | 145/18042

GO:00166861 (1.95¢-05)
oxidoreductase activity,
acting on other nitrogenous compounds as donors
71469 | 8/19042

Rycina 27. Kategorie GO dotyczace aktywnosci enzymow, ktorych ekspresja ulegla
zahamowaniu w korzeniach tytoniu poddanych dzialaniu chlorku kadmu
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Tabela 22. Wybrane geny ulegajace ekspresji réznicowej w Kkorzeniach tytoniu
poddanych dzialaniu kadmu. Kolor niebieski oznacza zwigkszenie ekspresji, kolor

czerwony- jej

zmniejszenie.

Kategoria Gen/grup | Funkcja Istotne GO Doniesienia w literaturze-
a genow stres metali ci¢zkich
Odpowiedz na jony metali
Transportery | ZIF1 Biatko indukowane G0:0010043 Indukcja jonami cynku
jonami cynku [173]
NRAMP2, | Transporter blonowy G0:0010043
3 jonéw metali, w tym
kadmu
YSL2 Transporter metali- G0:0010043
nikotianaminy
Metabolizm kwasu jasmonowego
Enzymy JAR1 Syntetaza kwasu G0:0009694
jasmonowego
LOX1, lipoksygenaza G0:0031407,GO: | Indukcja jonami kadmu
LOX5 0009694 [174]
AOS Syntaza tlenku G0:0031407,GO: | Indukcja jonami otowiu
allenowego 0009694,G0:001 | [175]
9825
AOC3 Cyklaza tlenku G0:0031407
allenowego
Metabolizm etylenu
EFE Oksydaza ACC G0:0009693
ACS6 Syntaza ACC G0:0009693 Indukcja jonami kadmu
[176]
SAM1, Syntetaza G0:0009693
SAM2 adenozylometioniny G0:0006556
G0:0004478
Metabolizm acetylokoenzymu A
Enzymy MVD1 dekarboksylaza G0:0006084
difosfomewalonianowa
MVA1 Syntetaza G0:0006084
hydroksymetyloglutarylo
—CoA
ATPANK1 | Kinaza pantotenianowa G0:0006084
PPC3 karboksylaza G0:0006084 Indukcja w korzeniach
fosfoenolopirogronianow pomidora pod wpltywem
a kadmu [148]
Metabolizm L-seryny
Enzymy PGDH Dehydrogenaza G0:0006563
fosfoglicerynianowa
SHMS6, Hydroksymetylotransfera | GO:0006563 Indukcja w komoérkach
SHM7 za serynowa rzodkiewnika pod wptywem
kadmu [135]
PSAT Aminotransferaza G0:0006563
fosfoserynowa
Asymilacja siarczanéw
Enzymy SIR Reduktaza siarczynowa G0:0019419
APR1, Reduktaza APS G0:0019419, Indukcja w korzeniach
APR3 G0:0009973 rzodkiewnika pod wplywem
kadmu [178]
Wiazanie tlenu
Inne CYP Geny cytochromu P450 G0:0019825 Indukcja pod wplywem
(wiele kadmu w ryzu [149]
genow)
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Cytoszkielet

Biatka TUA, TUB | Tubulina G0:0045298,
strukturalne G0:0007010
VLN Wilina G0:0007010
ACT Aktyna G0:0007010
Procesy w wakuoli
Enzymy SOS2 Kinaza biatkowa G0:0000325,
serynowo-treoninowa G0:0009705,
G0:0044437
Transportery | CAX3 Biatko btonowe biorace G0:0000325,
udzial w wymianie G0:0009705,
protonéw i wapnia G0:0044437
VHA-A2 Wakuolarna ATPaza G0:0000325,
protonowa G0:0009705,
G0:0044437
KCO6 Kanat potasowy G0:0000325,
G0:0009705,
G0:004443 ,
Transport
Transportery | SULTR3;2 | Transporter siarczanow G0:0015103
, AST
NRT Transporter azotanow G0:0015103
ATPT2 Transporter fosforanow G0:0015103,
G0:0008324
ATKEA4 Antyporter wyptywu G0:0008324
jonow potasu
KCO6 Kanat potasowy G0:0008324
IRT3 Transporter btonowy G0:0008324

jonow zelaza
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IV.3. MIKROMACIERZOWA HYBRYDYZACJA MIEDZYGATUNKOWA-
BADANIA POROWNAWCZE PROFILOW EKSPRESJI GENOW

W kolejnych etapach analizy porownywano wyniki uzyskane na poszczegdlnych
mikromacierzach CSH, biorgc pod uwage aspekty wyszczegoélnione jako cele niniejszej
pracy. Punkt odniesienia stanowitly kazdorazowo wyniki uzyskane podczas
eksperymentow SSH z zastosowaniem mikromacierzy TOB (por. 1V.2). Na podstawie
podobienstwa sekwencji (por. IV.1.2) zestawiono dane dla odpowiadajacych sobie sond z
poszczegbdlnych mikromacierzy CSH i mikromacierzy TOB 1 dokonano poréwnan, ktérych
wyniki zebrano w przedstawionych ponizej tabelach (Tabela 23-25). Dane z tabel zostaty
omowione w kolejnych rozdziatach, z odsylaczami do numeréw tabel i kolumn
dotyczacych analizowanego zagadnienia. W Tabeli 23 zebrano ogdlne dane dotyczace
analizy roéznicowej , w Tabeli 24 dane dotyczace sond réznicujacych (,,top600) (por.
IV.1.6), a w Tabeli 25 wyniki uzyskane podczas badan korelacji profilow ekspresji z
danymi referencyjnymi.

Oprocz poréwnania na poziomie pojedynczych sond, wykonano réwniez analizy
funkcjonalne z wykorzystaniem kategorii GO. Uzyskane w ten sposob dane porownano i
przedstawiono graficznie dzigki programowi SEACOMPARE (Rycina 28-31). Analizg

funkcjonalng wykonywano dwoma sposobami:

- z wykorzystaniem danych GO dla mikromacierzy TOB dostepnych w programie
agriGO: po uzyskaniu list genow roéznicujacych dla mikromacierzy CSH, selekcjonowano
ich odpowiedniki w tytoniu (na podstawie podobienstwa<0,001) 1 dla zbioru

odpowiadajacych im sond wykonywano analiz¢ SEA dla tytoniu

- z wykorzystaniem danych GO dla gatunkéw reprezentowanych na
mikromacierzach TOM1, TOM2 i POT znajdujacych si¢ w bazach danych (TOMI,
TOM2: Tomato Functional Genomics Database (http://ted.bti.cornell.edu/), POT:TIGR
Solanaceae Genomics Resource (http://jcvi.org/potato/sol_ma_microarrays.html)), co
umozliwito stworzenie profilu ekspresji pod katem gatunkow reprezentowanych na

poszczeg6lnych mikromacierzach.

Statystyczne podsumowanie analiz GO dla mikromacierzy CSH zamieszczono w
Tabelach 26 i 27.
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Tabela 23. Zestawienie wynikow eksperymentow mikromacierzowych SSH i CSH analizowanych réznymi metodami.
Podstawowe wyniki analizy roznicowe;.
A) NaCl 0 1 | 2 \ 3__\ 4 5 \_6 '\ 7 | 8 9 | 10 _| 11 | 12
— ref brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz ToB |ToM1|ToM2| POT- | POT- 11001 [romz| POT- | POT- I4opzs | tome| POT- | POT-
1powt | 2powt 1powt | 2powt lpowt | 2powt
Liczba przeanalizowanych sond | 43730 | 8951 | 12020 | 10426 | 10426 | 8054 | 5944 | 8668 | 8668 - - 7047 7047
Liczba sond 0 p<0,05 2478 | 530 91 | 3104 | 991 | 481 80 | 2797 | 942 ] ] 3377 934
' (9,4%) | (6,0%) | (0,7%) [(29,8%)| (9,5%) | (5,9%) | (1,3%) |(32,2%)(10,9%) (47,9%)| (13,3%)
Sondy wskazujgce Ogolem 1234 60 229 67 64 53 117 56 54 - - 62 60
na co najmniej W tym o
dwukrotng zmiang | ekspresji 75,0% | 86,7% | 55,9% | 85,1% | 78,1% | 86,8% | 58,9% | 89,2% | 83,3% - - 88,7% 78%
ekspresji podwyiszonej
0 1 [ 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7 | 8 9 | 10 | 11 | 12
B) CdCl, L= = o
= ref brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz ToB |ToM1|ToM2| POT- | POT= 10y [romz| POT- | POT- 14501 | tomp | POT- | POT-
1powt | 2powt 1powt | 2powt 1powt | 2powt
Liczba przeanalizowanych sond | 43730 | 8951 | 12020 | 10426 | 10426 | 8054 | 5944 | 8668 | 8668 - - 7047 | 7047
Liczba sond o p<0,05 5017 | 627 | 100 | 2586 | 733 | 600 | 100 | 2304 | 704 ] ] 2984 745
’ (13,5%) | (7,0%) | (0,8%) |(24,8%)| (7,0%) | (7,5%) | (1,7%) |(26,5%) | (8,1%) (42,3%)| (10,5%)
Sondy wskazujgce |  Ogdlem 791 76 109 48 a7 72 63 43 41 - - 38 44
na co najmniej W tym o
dwukrotng zmiang ekspresji 77,5% | 94,7% | 57,7% | 95,8% | 82,9% | 95,8% | 63,5% | 100% | 87,8% - - 100% 79,6%
ekspresji podwyiszonej
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eksperymentow mikromacierzowych SSH i

CSH

analizowanych

roznymi

metodami.

Tabela 24. Zestawienie wynikow
Porownanie zgodnosci uzyskanych list sond roznicujacych CSH (,,top600”) z listami sond oznaczonych jako roznicujace na mikromacierzy TOB
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A) NaCl — — —
— brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz Tom1 |Tom2 | POT- | POT 11501 | tomz | POT- | POT- I 1opm1 | Tomz | POT- | POT-
1lpowt | 2powt 1lpowt | 2powt 1lpowt | 2powt
Liczba sond zmapowanych na 529 | 282 | 501 | 514 | 600 | 592 | 600 | 600 - - 512 | 533
mikromacierz TOB
Udziat sond o podwyiszonej ekspresji 58% 73% 69% 63% 55% 62% 62% 61% - - 64% 61%
Udzial sond Ogétem 33% | 24% | 38% | 42% | 30% | 20% | 31% | 41% i i 36% | 45%
oznaczonych jako
 roznicowe na Witymozgodnym | g0, | 7305 | 4% | 98% | 77% | 73% | 92% | 98% - - 950% | 99%
mikromacierzy TOB| Kkierunku ekspresji
Srednia wartosé p 0,028 | 0,113 0,003 0,001 | 0,031 0,166 | 0,002 0,001 - - 0,001 | 0,001
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B) cdcl, — - =
< brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz Tom1 | Tomz | POT- | POT- | 1501 | romz | POT- | POT- romq | Tomz | POT- | POT-
lpowt | 2powt lpowt | 2powt 1lpowt | 2powt
Liczba sond zmapowanych na 535 | 295 | 527 | 529 | 600 | 591 | 600 | 600 ; ; 525 | 539
mikromacierz TOB
Udziat sond o podwyiszonej ekspresji 66% 67% 73% 63% 65% 56% 67% 67% - - 68% 62%
Udzial sond Ogdlem 44% 35% 42% 58% 40% 27% 42% 55% - - 41% 58%
oznaczonych
Jjako roZnicowe Wt q
na i ymko Zglf nym 89% | 76% | 97% | 98% | 89% | 73% | 96% | 98% - - 98% | 98%
mikromacierzy IErunku exspresji
TOB
Srednia wartosé p 0,023 | 0,091 | 0,0028 | 0,004 | 0,023 | 0,099 | 0,027 | 0,005 - - 0,003 | 0,004
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Tabela 25. Korelacja wartosci logFC uzyskanych dla odpowiadajacych sobie sond na mikromacierzach CSH i SSH.
Dotyczy sond posiadajacych odpowiedniki na mikromacierzy TOB. * warto$¢ p okresla istotno$¢ statystyczng korelacji.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A) NaCl — — —
— brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz Tomt |Tomz| POT- | POT- 1oy | tomz | POT- | POT- | ropm1 [Tomz | POT- | POT-
1lpowt | 2powt 1lpowt | 2powt 1lpowt | 2powt
Dla wszystkich sond na | Wsp-kor* | 021 | 012 | 035 | 042 | 021 | 012 | 035 | 043 - - 029 | 0,39
mikromacierzy CSH Wartosé p* | p<2.2e-16 | p<2.2e-16 | p<2,26-16 | p<2,2e-16 | p<2,26-16 | p<2,2e-16 | p<2,26-16 | p<2,2¢-16 - - p<22e-16 | p<2,2e-16
Wsp. kor.* 0,41 0,29 0,53 0,63 0,4 0,22 0,51 0,59 - - 0,57 0,65
Dla sond top600
Wartojép# p<2,2e-16 |[p=7,648e-07| p<2,2e-16 | p<2,2e-16 | p<2,2e-16 [p=6,834e-08| p<2,2e-16 | p<2,2e-17 - - p<2,2e-16 | p<2,2e-16
Dla sond top600, ktérych | \Wsp. kor.* 0,5 039 | 079 | 086 | 052 | 034 | 078 | 0,84 - - 081 | 0,86
odpowiedniki sq roZnicujqgce
na TOB Wartos'c’p# p<2,2e-16 |[p=0,000842| p<2,2e-16 | p<2,2e-16 | p<2,2e-16 |[p=0,000169| p<2,2e-16 | p<2,2e-16 - - p<2,2e-16 | p<2,2e-16
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B) cdcl, 1> - —
< brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz Tom1 [Tomz| POT- | POT- 1501 | romz | POT- | POT- Iropmg | Tomz | POT- | POT-
1powt | 2powt 1powt | 2powt 1powt | 2powt
Dla wszystkich sond na Wsp. kor.* 0,34 0,19 0,42 0,55 0,34 0,16 0,42 0,5 - - 0,51 0,46
mikromacierzy CSH Wartos¢ p’ | p<22e-16 | p<2,26-16 | p<226-16 | p<226-16 | p<226-16 | p<22e-16 | p<22e-16 | p<22e-16 - - p<2,26-16 | p<2,2¢-16
Wsp. kor.* 0,55 0,41 0,61 0,72 0,55 0,34 0,61 0,7 - - 0,64 0,71
Dla sond top600
Wartos'ép# p<2,2e-16 |[p=5,862e-14| p<2,2e-16 | p<2,2e-16 | p<2,2e-16 | p<2,2e-16 | p<2,2e-16 | p<2,2e-16 - - p<2,2e-16 | p<2,2e-16
Dla sond top600, ktérych | \Wsp. kor.* 0,64 0,54 0,76 0,85 0,65 0,44 0,77 0,84 - - 0,78 0,85
odpowiedniki sq rozZnicujqgce s
na TOB Wartosé p* | p=8,988e-13 | P~ %0 p<2,2e-16 | p<2,2e-16 | p<2,2e-16 |p<2,266€-09| p<2,2e-16 | p<2.2e-16 - - p<2,2e-16 | p<2,2e-16
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Tabela 26. Zgodnos¢ roznicujacych kategorii GO uzyskanych dla mikromacierzy CSH SSH.
Analiza GO wykonana metoda wykorzystujaca adnotacje funkcjonalne dla TOB
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A) NaCl — — ——
— brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz Tom1 | Tomz2 | POT- | POT- 1 romy | tomz | POT- | POT- | 1oy | Tomz | POT- | POT-
lpowt | 2powt lpowt | 2powt lpowt | 2powt
Lréinicujgcych grup 23 0 30 48 7 0 35 52 - - 18 27
- 0 0 1 21 0 2 1 17 - - 0 12
L réinicujgcych GO| + |23 (18%) | 0(0%) |22 (17%) |38 (30%) | 7 (5%) | 0(0%) |27 (21%) |40 (32%) - - 10 (8%) |19 (15%)
zhieznych z TOB (%
wykrytych) - | 0(0%) | 0(0%) | 1(5%) |12 (55%)| 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) |12 (55%) - - 0 (0%) |10 (45%)
L. réénicujgeyeh Go| ¥ 0 0 8 10 0 0 8 12 - - 8 12
niezgodnychz TOB| _ 0 0 0 9 0 2 1 5 : ) 0 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B) | CdCl, —— B =
- < brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz Tom1 | Tomz | POT- | POT- 1 rom1 | tomz | POT- | POT- 1 +om1 | Tome | POT- | POT-
lpowt | 2powt lpowt | 2powt lpowt | 2powt
Lréinicujgeyeh grup| 12 1 35 65 14 0 32 67 - - 13 46
- 2 0 0 19 3 0 0 21 - - 0 27
L réinicujgcych GO| + | 11 (6%) | 1(2%) |32 (19%) |47 (27%) | 13 (8%) | 0 (0%) |25 (15%) | 50 (29%) - - 11 (6%) |34 (19%)
zhieznych 7 TOB (%
wykrytych) - | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 9(23%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) |13 (34%) . . 0 (0%) |14 (36%)
L roZnicujgcych GO + 1 0 3 18 1 0 7 17 ) ) 2 12
niezgodnychz TOB| _ ) 0 0 10 3 0 0 8 : : 0 13
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Tabela 27. Zgodnos$¢ réznicujacych kategorii GO uzyskanych dla mikromacierzy CSH i SSH. Analiza GO wykonana metodg wykorzystujaca
adnotacje funkcjonalne dla gatunku reprezentowanego na mikromacierzy (TOM1, TOM2- pomidor, POT-ziemniak).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A) NaCl Tre—T —— ——
E— brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz ToMm1 | Tomz | POT- | POT- 1 voMm1 | Tomz | POT- | POT- | oMy | Tomz | POT- | POT-
1powt | Z2powt lpowt | 2powt lpowt | 2powt
Lréinicujgeych grup 52 5 42 53 44 19 47 65 - - 30 39
GO 2 0 3 13 1 10 3 16 - - 0 10
|. réznicujgcych GO 30 (24%) | 0(0%) |20 (18%) |26 (21%) | 30 (24%) | 0(0%) |20 (18%) |27 (21%)| - - 1(0%) | 9 (7%)
zhieznych z TOB/
% wykrytych 0(0%) | 0(0%) | 3(8%) | 3(8%) | 0(0%) | 0(0%) | 3(8%) | 1(5%) - - 0(0%) | 3(8%)
L. réinicujgeych GO 22 5 22 27 14 19 27 38 - - 29 30
niezgodnych z TOB 2 0 0 10 1 10 0 15 - - 0 7
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B) CdcCl L —— —
= brak filtracji filtracja HOM filtracja MORF
Mikromacierz ToMm1 | Tomz | POT- | POT- 1 rom1 | Tomz | POT- | POT | 1om1 | Tomz | POT- | POT-
1powt | 2powt lpowt | 2powt lpowt | 2powt
Lréimicujgeych grup 60 2 48 85 52 2 53 81 : - 44 69
GO 0 0 1 23 0 0 1 20 - - 1 20
L. réinicujgcych GO 27 (16%) | 2 (1%) |28 (16%) | 47 (27%) | 25 (15%) | 2 (1%) |31 (18%) |46 (26%) - - 32 (18%) | 42 (24%)
zbieinych 7 TOB/
% wykrytych 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 6(15%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 5(13%) : - 0(0%) | 5 (13%)
L. réénicujgeych GO 33 0 20 38 27 0 22 38 - - 12 27
hiezgodnych 2 TOB 0 0 1 17 0 0 1 15 - - 1 15
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GO referencyjne: TOB, stres:NacCl

Nr GO Typ Opis
G0:0010200 P response to chitin
G0:0050896 P response to stimulus
G0:0042221 P response to chemical stimulus
G0:0006952 P defense response
GO:0006950 P response to stress
GO:0009415 P response to water
G0:0009611 P response to wounding
G0:0009605 P response to external stimulus
G0:0009414 P response to water deprivation
GO:0003700 F transcription factor activity
G0:0030528 F transcription regulator activity
G0:0003677 F DNA binding
G0:0051707 P response to other organism
G0:0009743 P response to carbohydrate stimulus
GO:0009607 P response to biotic stimulus
G0:0009617 P response to bacterium
G0:0042742 P defense response to bacterium
G0:0051704 P multi-organism process
G0:0010556 P regulation of macromolecule biosynthetic process
G0:0050832 P defense response to fungus
G0:0009889 P regulation of biosynthetic process
G0:0031326 P regulation of cellular biosynthetic process
G0:0045449 P regulation of transcription
G0:0006355 P regulation of transcription, DNA-dependent
G0:0009620 P response to fungus
G0:0051171 P regulation of nitrogen compound metabolic process
G0:0051252 P regulation of RNA metabolic process
G0:0080090 P regulation of primary metabolic process

regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid
G0:0019219 P metabolic process
G0:0009404 P toxin metabolic process
G0:0009407 P toxin catabolic process
G0:0006350 P Transcription
G0:0031323 P regulation of cellular metabolic process
G0:0010468 P regulation of gene expression
G0:0019748 P secondary metabolic process
G0:0008219 P cell death
G0:0016265 P Death
G0:0009408 P response to heat
G0:0012501 P programmed cell death
G0:0004364 F glutathione transferase activity
G0:0010033 P response to organic substance
G0:0009719 P response to endogenous stimulus
G0:0071495 P cellular response to endogenous stimulus
G0:0009867 P jasmonic acid mediated signaling pathway
G0:0071395 P cellular response to jasmonic acid stimulus
G0:0071310 P cellular response to organic substance
G0:0051716 P cellular response to stimulus
G0:0070887 P cellular response to chemical stimulus
G0:0009628 P response to abiotic stimulus
G0:0032870 P cellular response to hormone stimulus
G0:0009755 P hormone-mediated signaling pathway
G0:0060255 P regulation of macromolecule metabolic process
G0:0019222 P regulation of metabolic process
G0:0009312 P oligosaccharide biosynthetic process
G0:0009311 P oligosaccharide metabolic process
G0:0008483 F transaminase activity
G0:0016769 F transferase activity, transferring nitrogenous groups
transferase activity, transferring alkyl or aryl (other than methyl)

G0:0016765 F groups
G0:0046351 P disaccharide biosynthetic process
G0:0005984 P disaccharide metabolic process
G0:0016138 P glycoside biosynthetic process
G0:0016137 P glycoside metabolic process
G0:0009615 P response to virus
G0:0006457 P protein folding
G0:0006915 P Apoptosis

TOB
POT 1P
POT 2P
POT H 2P

POI SC

2P
TOM1

TOM2
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G0:0044248 P cellular catabolic process
G0:0009056 P catabolic process
GO:0006096 P Glycolysis

G0:0005372 F water transmembrane transporter activity
GO0:0015250 F water channel activity
G0:0022892 F substrate-specific transporter activity
G0:0022891 F substrate-specific transmembrane transporter activity
G0:0015267 F channel activity
G0:0022857 F transmembrane transporter activity
G0:0022838 F substrate-specific channel activity
G0:0022803 F passive transmembrane transporter activity
G0:0016798 F hydrolase activity, acting on glycosyl bonds
G0:0005215 F transporter activity
G0:0031225 C anchored to membrane
G0:0005576 Cc extracellular region
G0:0005507 F copper ion binding
G0:0015075 F ion transmembrane transporter activity
G0:0009505 C plant-type cell wall
G0:0030312 Cc external encapsulating structure
G0:0005618 C cell wall

G0:0071554 P cell wall organization or biogenesis
G0:0016787 F hydrolase activity
G0:0004091 F carboxylesterase activity
G0:0004175 F endopeptidase activity

Rycina 28. Poréwnanie profilow GO (wyznaczonych z zastosowaniem referencyjnego
zestawu danych GO dla mikromacierzy TOB) uzyskanych za pomoca mikromacierzy
SSH oraz CSH dla korzeni tytoniu poddanych stresowi solnemu.

Kolorem niebieskim w kolumnie ,,nr GO” oznaczono kategorie GO charakteryzujace si¢
wzrostem ekspresji, rozowym- spadkiem ekspresji. Kolorami w skali od zottego do
czerwonego oznaczono GO cechujace si¢ istotng ekspresja roznicowa (patrz Rycina 18 ),
kolor szary oznacza brak istotnej zmiany ekspresji. Nie pokazano kategorii GO dla TOB,
ktore nie miaty roznicujacych odpowiednikéw na mikromacierzach CSH. 1P- jedno
powtorzenie, 2P- dwa powtodrzenia, H- filtracja HOM, SC- filtracja MORF.
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GO referencyjne: TOB, stres:CdCl,

NrGO  Typ Opis
G0:0009404 P toxin metabolic process
G0:0009407 P toxin catabolic process
G0:0019748 P secondary metabolic process
G0:0009607 P response to biotic stimulus
G0:0051707 P response to other organism
G0:0009620 P response to fungus
G0:0006952 P defense response
G0:0051704 P multi-organism process
G0:0010200 P response to chitin
G0:0042221 P response to chemical stimulus
G0:0050832 P defense response to fungus
GO:0006790 P sulfur metabolic process
G0:0006950 P response to stress
G0:0050896 P response to stimulus
G0:0009408 P response to heat
G0:0045087 P innate immune response
G0O:0006955 P immune response
G0:0002376 P immune system process
G0:0044283 P small molecule biosynthetic process
G0:0009617 P response to bacterium
G0:0042398 P cellular amino acid derivative biosynthetic process
GO:0006575 P cellular amino acid derivative metabolic process
G0:0009743 P response to carbohydrate stimulus
G0:0006519 P cellular amino acid and derivative metabolic process
G0:0006725 P cellular aromatic compound metabolic process
G0:0009266 P response to temperature stimulus
G0:0044272 P sulfur compound biosynthetic process
G0:0042742 P defense response to bacterium
G0:0009611 P response to wounding
G0:0019438 P aromatic compound biosynthetic process
G0:0009753 P response to jasmonic acid stimulus
G0:0034641 P cellular nitrogen compound metabolic process
G0:0044271 P cellular nitrogen compound biosynthetic process
G0:0009605 P response to external stimulus
G0:0009628 P response to abiotic stimulus
G0:0008299 P isoprenoid biosynthetic process
G0:0006720 P isoprenoid metabolic process
G0:0009700 P indole phytoalexin biosynthetic process
G0:0052315 P phytoalexin biosynthetic process
G0:0052314 P phytoalexin metabolic process
G0:0042431 P indole metabolic process
G0:0046217 P indole phytoalexin metabolic process
G0:0044249 P cellular biosynthetic process
G0:0006355 P regulation of transcription, DNA-dependent
G0:0051252 P regulation of RNA metabolic process
G0:0006084 P acetyl-CoA metabolic process
G0:0004364 F glutathione transferase activity
GO:0016765 F transferase activity, transferrignr% lzJa:)I;yl or aryl (other than methyl)
G0:0016746 F transferase activity, transferring acyl groups
G0:0019825 F oxygen binding
G0:0000096 P sulfur amino acid metabolic process
G0:0044106 P cellular amine metabolic process
G0:0009698 P phenylpropanoid metabolic process
G0:0009308 P amine metabolic process
G0:0044281 P small molecule metabolic process
G0:0006520 P cellular amino acid metabolic process
G0:0009699 P phenylpropanoid biosynthetic process
G0:0006979 P response to oxidative stress
G0:0006351 P transcription, DNA-dependent
G0:0032774 P RNA biosynthetic process
G0:0008654 P phospholipid biosynthetic process
G0:0006644 P phospholipid metabolic process

. transferase activity, transferring acyl groups, acyl groups converted
Clofrsn2 F into alkyl on transfer
G0:0008610 P lipid biosynthetic process

TOB
POT 1P
POT 2P

POT H 2P

POT SC 2P

TOM1

TOM2
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G0:0043648 P dicarboxylic acid metabolic process
G0:0042435 P indole derivative biosynthetic process
G0:0046483 P heterocycle metabolic process
G0:0044255 P cellular lipid metabolic process
G0:0019637 P organophosphate metabolic process
G0:0006629 P lipid metabolic process
G0:0042434 P indole derivative metabolic process
G0:0042430 P indole and derivative metabolic process
G0:0009615 P response to virus
G0:0006732 P coenzyme metabolic process
G0:0009072 P aromatic amino acid family metabolic process
G0:0051186 P cofactor metabolic process
G0:0016831 F carboxy-lyase activity
G0:0009058 P biosynthetic process
G0:0010468 P regulation of gene expression
G0:0008152 P metabolic process
G0:0016407 F acetyltransferase activity
G0:0010876 P lipid localization
G0:0006869 P lipid transport
G0:0005372 F water transmembrane transporter activity
G0:0015250 F water channel activity
G0:0022838 F substrate-specific channel activity
G0:0015267 F channel activity
G0:0022803 F passive transmembrane transporter activity
G0:0005200 F structural constituent of cytoskeleton
G0:0022891 F substrate-specific transmembrane transporter activity
G0:0016798 F hydrolase activity, acting on glycosyl bonds
G0:0005215 F transporter activity
G0:0008289 F lipid binding

G0:0045298 C tubulin complex
G0:0022892 F substrate-specific transporter activity
G0:0009414 P response to water deprivation
G0:0009415 P response to water
G0:0030599 F pectinesterase activity
G0:0004091 F carboxylesterase activity
GO:0005507 F copper ion binding
G0:0009505 c plant-type cell wall
G0:0030312 C external encapsulating structure
G0:0005618 C cell wall

G0:0071554 P cell wall organization or biogenesis
G0:0007017 P microtubule-based process
G0:0000226 P microtubule cytoskeleton organization
G0:0005874 C Microtubule

G0:0044430 C cytoskeletal part
G0:0009532 C plastid stroma
G0:0009570 C chloroplast stroma

Rycina 29. Poréwnanie profilow GO (wyznaczonych z zastosowaniem referencyjnego
zestawu danych GO dla mikromacierzy TOB) uzyskanych za pomoca mikromacierzy
SSH oraz CSH dla korzeni tytoniu poddanych stresowi kadmowemu.

Kolorem niebieskim w kolumnie ,,nt GO” oznaczono kategorie GO charakteryzujace si¢
wzrostem ekspresji, rozowym- spadkiem ekspresji. Kolorami w skali od zZottego do
czerwonego oznaczono GO cechujace si¢ istotng ekspresjg roznicowa (patrz Rycina 18),
kolor szary oznacza brak istotnej zmiany ekspresji. Nie pokazano kategorii GO dla TOB,
ktore nie miaty réznicujacych odpowiednikéw na mikromacierzach CSH. 1P- jedno
powtorzenie, 2P- dwa powtorzenia, H- filtracja HOM, SC- filtracja MORF.
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GO referencyjne: specyficzne dla danej mikromacierzy;

stres:NaCl

Nr GO Typ Opis
G0:0010200 P response to chitin
G0:0042221 P response to chemical stimulus
G0:0010033 P response to organic substance
G0:0009743 P response to carbohydrate stimulus
G0:0048583 P regulation of response to stimulus
G0:0009864 P induced systemic resistance, jasmonic acid mediated signaling pathway
G0:0009719 P response to endogenous stimulus
G0:0009682 P induced systemic resistance
G0:0071495 P cellular response to endogenous stimulus
G0:0009867 P jasmonic acid mediated signaling pathway
G0:0031347 P regulation of defense response
G0:0071395 P cellular response to jasmonic acid stimulus
G0:0002682 P regulation of immune system process
G0:0050776 P regulation of immune response
G0:0009725 P response to hormone stimulus
G0:0045088 P regulation of innate immune response
G0:0031349 P positive regulation of defense response
G0:0071310 P cellular response to organic substance
G0:0002684 P positive regulation of immune system process
G0:0045089 P positive regulation of innate immune response
G0:0050778 P positive regulation of immune response
G0:0002218 P activation of innate immune response
G0:0002253 P activation of immune response
G0:0051716 P cellular response to stimulus
G0:0070887 P cellular response to chemical stimulus
G0:0080134 P regulation of response to stress
G0:0048584 P positive regulation of response to stimulus
G0:0007242 P intracellular signaling cascade
G0:0032870 P cellular response to hormone stimulus
G0:0009755 P hormone-mediated signaling pathway
G0:0050896 P response to stimulus
G0:0006952 P defense response
G0:0006950 P response to stress
G0:0010556 P regulation of macromolecule biosynthetic process
G0:0009889 P regulation of biosynthetic process
G0:0031326 P regulation of cellular biosynthetic process
G0:0006351 P transcription, DNA-dependent
G0:0032774 P RNA biosynthetic process
G0:0045449 P regulation of transcription
G0:0006355 P regulation of transcription, DNA-dependent
G0:0051171 P regulation of nitrogen compound metabolic process
G0:0051252 P regulation of RNA metabolic process
G0:0080090 P regulation of primary metabolic process

regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid

G0:0019219 P metabolic process
G0:0006350 P Transcription
G0:0031323 P regulation of cellular metabolic process
G0:0010468 P regulation of gene expression
G0:0009415 P response to water
G0:0060255 P regulation of macromolecule metabolic process
G0:0019222 P regulation of metabolic process
G0:0009414 P response to water deprivation
G0:0016070 P RNA metabolic process
G0:0012501 P programmed cell death
G0:0003700 F transcription factor activity
G0:0030528 F transcription regulator activity
G0:0003677 F DNA binding
G0:0004364 F glutathione transferase activity
G0:0050794 P regulation of cellular process
G0:0044275 P cellular carbohydrate catabolic process
G0:0046164 P alcohol catabolic process
G0:0019320 P hexose catabolic process
G0:0006007 P glucose catabolic process
G0:0046365 P monosaccharide catabolic process
G0:0006096 P Glycolysis
G0:0071365 P cellular response to auxin stimulus

TOB
POT 1P
POT 2P
POT H 2P

POT SC 2P

TOM1

TOM2
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G0:0009734
G0:0023033
G0:0007165
G0:0023046
G0:0023060
G0:0023052
G0:0009926
G0:0009733
G0:0060918
G0:0009914
G0:0009678
G0:0004427
G0:0015399
G0:0015405
G0:0009312
G0:0005984
G0:0046351
G0:0009311
G0:0044282
G0:0016052
G0:0016137
G0:0016138
G0:0005975
G0:0044262
G0:0016209
G0:0016765
G0:0016684
G0:0004601
G0:0016614
G0:0032502
G0:0007275
G0:0032501
G0:0009791
G0:0009056
G0:0044248
G0:0004857
G0:0003773

G0:0016616
G0:0046174
G0:0006059
G0:0019405
G0:0019407
G0:0019594
G0:0019592
G0:0019400
G0:0019751
G0:0046029
G0:0031320
G0:0046910
G0:0016491
G0:0006006
G0:0065007
G0:0050789
G0:0009057
G0:0044445
G0:0022625
G0:0033279
G0:0015934
G0:0022626
G0:0016684
G0:0004601
G0:0016798
G0:0016209
G0:0004289
G0:0004091
G0:0016787
G0:0016788
G0:0004553
G0:0015291
G0:0005886
G0:0006810
G0:0051234

MM TV UV U U U UTMTMTTTMTOUTUTUTUTUTUTUTUTUUTTTTMTOUTOUTUTUTUTUTUTUTUTU

TOOTMTTATATATATMNTATNTOOOOO TV T IUTTMTMMUUUTUTUUTUTOT

auxin mediated signaling pathway
signaling pathway
signal transduction
signaling process
signal transmission
Signaling
auxin polar transport
response to auxin stimulus
auxin transport
hormone transport
hydrogen-translocating pyrophosphatase activity
inorganic diphosphatase activity
primary active transmembrane transporter activity
P-P-bond-hydrolysis-driven transmembrane transporter activity
oligosaccharide biosynthetic process
disaccharide metabolic process
disaccharide biosynthetic process
oligosaccharide metabolic process
small molecule catabolic process
carbohydrate catabolic process
glycoside metabolic process
glycoside biosynthetic process
carbohydrate metabolic process
cellular carbohydrate metabolic process
antioxidant activity
transferase activity, transferring alkyl or aryl (other than methyl) groups
oxidoreductase activity, acting on peroxide as acceptor
peroxidase activity
oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors
developmental process
multicellular organismal development
multicellular organismal process
post-embryonic development
catabolic process
cellular catabolic process
enzyme inhibitor activity
heat shock protein activity
oxidoreductase activity, acting on the CH-OH group of donors, NAD or
NADP as acceptor
polyol catabolic process
hexitol metabolic process
alditol catabolic process
hexitol catabolic process
mannitol metabolic process
mannitol catabolic process
alditol metabolic process
polyol metabolic process
mannitol dehydrogenase activity
hexitol dehydrogenase activity
pectinesterase inhibitor activity
oxidoreductase activity
glucose metabolic process
biological regulation
regulation of biological process
macromolecule catabolic process
cytosolic part
cytosolic large ribosomal subunit
ribosomal subunit
large ribosomal subunit
cytosolic ribosome
oxidoreductase activity, acting on peroxide as acceptor
peroxidase activity
hydrolase activity, acting on glycosyl bonds
antioxidant activity
subtilase activity
carboxylesterase activity
hydrolase activity
hydrolase activity, acting on ester bonds
hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds
secondary active transmembrane transporter activity
plasma membrane
Transport
establishment of localization




G0:0051179 P Localization

G0:0007167 P enzyme linked receptor protein signaling pathway
G0:0023034 P intracellular signaling pathway

G0:0007169 P transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway
G0:0006468 P protein amino acid phosphorylation

G0:0016310 P Phosphorylation

G0:0006796 P phosphate metabolic process

G0:0006793 P phosphorus metabolic process

G0:0004857 F enzyme inhibitor activity

GO0:0030234 F enzyme regulator activity

Rycina 30. Porownanie profilow GO (wyznaczonych z zastosowaniem referencyjnych
zestawow danych GO specyficznych dla poszczegolnych mikromacierzy) uzyskanych
za pomoca mikromacierzy SSH oraz CSH dla korzeni tytoniu poddanych stresowi
solnemu.

Kolorem niebieskim w kolumnie ,,nt GO” oznaczono kategorie GO charakteryzujace si¢
wzrostem ekspresji, rozowym- spadkiem ekspresji. Kolorami w skali od zottego do
czerwonego oznaczono GO cechujace si¢ istotng ekspresja réznicowa (patrz Rycina 18),
kolor szary oznacza brak istotnej zmiany ekspresji. Nie pokazano kategorii GO dla TOB,
ktore nie miaty roznicujacych odpowiednikdéw na mikromacierzach CSH. 1P- jedno
powtdrzenie, 2P- dwa powtorzenia, H- filtracja HOM, SC- filtracja MORF.
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GO: specyficzne dla danej mikromacierzy; stres:CdCl,

NrGO Typ

G0:0019748
G0:0006790
G0:0044283
G0:0000096
G0:0042398
G0:0006575
G0:0006519
G0:0006725
G0:0046500
G0:0006556
G0:0000097
G0:0044272
G0:0019438
G0:0009309
G0:0034641
G0:0044271
G0:0044106
G0:0009119
G0:0008652
G0:0009698
G0:0046128
G0:0042278
G0:0046394
G0:0016053
G0:0009308
G0:0044281
G0:0006520
G0:0009116
G0:0009699
G0:0009066
G0:0006555
G0:0008299
G0:0006720
G0:0043436
G0:0019752
G0:0006082
G0:0042180
G0:0044249
G0:0055086
G0:0004364

G0:0016765

G0:0004478
G0:0016740
G0:0016801
G0:0016667
G0:0019825
G0:0016491
G0:0009693
G0:0009692
G0:0043449
G0:0043450
G0:0016838
G0:0044255
G0:0008610
G0:0016114
G0:0009809
G0:0009808
G0:0006629
G0:0006721
G0:0009058
G0:0044237
G0:0008171

G0:0016616

G0:0008168
G0:0016741

M T M MUV TUVTUVTTUVTUTUTUTTUVUTMTOUTUUOUTTTMTMTT M TTUVTUVTTUVTUVUTUTUTOUTUTUTUTUTUUTUTUTUUTUTUUTUTUUTUTUUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTTUTUTO

Opis

secondary metabolic process
sulfur metabolic process
small molecule biosynthetic process
sulfur amino acid metabolic process
cellular amino acid derivative biosynthetic process
cellular amino acid derivative metabolic process
cellular amino acid and derivative metabolic process
cellular aromatic compound metabolic process
S-adenosylmethionine metabolic process
S-adenosylmethionine biosynthetic process
sulfur amino acid biosynthetic process
sulfur compound biosynthetic process
aromatic compound biosynthetic process
amine biosynthetic process
cellular nitrogen compound metabolic process
cellular nitrogen compound biosynthetic process
cellular amine metabolic process
ribonucleoside metabolic process
cellular amino acid biosynthetic process
phenylpropanoid metabolic process
purine ribonucleoside metabolic process
purine nucleoside metabolic process
carboxylic acid biosynthetic process
organic acid biosynthetic process
amine metabolic process
small molecule metabolic process
cellular amino acid metabolic process
nucleoside metabolic process
phenylpropanoid biosynthetic process
aspartate family amino acid metabolic process
methionine metabolic process
isoprenoid biosynthetic process
isoprenoid metabolic process
oxoacid metabolic process
carboxylic acid metabolic process
organic acid metabolic process
cellular ketone metabolic process
cellular biosynthetic process
nucleobase, nucleoside and nucleotide metabolic process
glutathione transferase activity
transferase activity, transferring alkyl or aryl (other than methyl)
groups
methionine adenosyltransferase activity
transferase activity
hydrolase activity, acting on ether bonds
oxidoreductase activity, acting on sulfur group of donors
oxygen binding
oxidoreductase activity
ethylene biosynthetic process
ethylene metabolic process
cellular alkene metabolic process
alkene biosynthetic process
carbon-oxygen lyase activity, acting on phosphates
cellular lipid metabolic process
lipid biosynthetic process
terpenoid biosynthetic process
lignin biosynthetic process
lignin metabolic process
lipid metabolic process
terpenoid metabolic process
biosynthetic process
cellular metabolic process
O-methyltransferase activity
oxidoreductase activity, acting on the CH-OH group of donors, NAD or
NADP as acceptor
methyltransferase activity
transferase activity, transferring one-carbon groups

TOB
POT 1P
POT 2P
POT H 2P

POT SC 2P

TOM1

TOM2
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G0:0005829
G0:0006059
G0:0019405
G0:0019407
G0:0046174
G0:0019594
G0:0019592
G0:0019400
G0:0019751
G0:0009067
G0:0032501
G0:0046148
G0:0042440
G0:0044282
G0:0007275
G0:0006807
G0:0032502
G0:0004014
G0:0046029
G0:0031320
G0:0003773
G0:0016831
G0:0016829
G0:0016830
G0:0016614
G0:0016853
G0:0016859
G0:0003755
G0:0005528
G0:0005527
G0:0008144
G0:0051186
G0:0009791
G0:0003824
G0:0071365
G0:0009734
G0:0023033
G0:0009733
G0:0006595
G0:0009755
G0:0032870
G0:0008203
G0:0071495
G0:0008216
G0:0006695
G0:0008295
G0:0009835
G0:0006769
G0:0042401
G0:0046496
G0:0006596
G0:0006730
G0:0006740
G0:0006098
G0:0008202
G0:0019362
G0:0071310
G0:0006576
G0:0016126
G0:0006739
G0:0009815

G0:0016641

G0:0016638
G0:0016407
G0:0031418
G0:0008080
G0:0016410
G0:0010876
G0:0006869
G0:0016798
G0:0008289
G0:0004553

MTMTMU UTTTTT MM TMTUVUTUTUUUUUTUUUUUUUUUUUU U U U U U UT U UTTTTTTTTMTTMTTMTTMTMTOUUTUUTUUUTUTUUTUUTUTUTUTUTO

Cytosol
hexitol metabolic process
alditol catabolic process
hexitol catabolic process
polyol catabolic process
mannitol metabolic process
mannitol catabolic process
alditol metabolic process
polyol metabolic process
aspartate family amino acid biosynthetic process
multicellular organismal process
pigment biosynthetic process
pigment metabolic process
small molecule catabolic process
multicellular organismal development
nitrogen compound metabolic process
developmental process
adenosylmethionine decarboxylase activity
mannitol dehydrogenase activity
hexitol dehydrogenase activity
heat shock protein activity
carboxy-lyase activity
lyase activity
carbon-carbon lyase activity
oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors
isomerase activity
cis-trans isomerase activity
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity
FK506 binding
macrolide binding
drug binding
cofactor metabolic process
post-embryonic development
catalytic activity
cellular response to auxin stimulus
auxin mediated signaling pathway
signaling pathway
response to auxin stimulus
polyamine metabolic process
hormone-mediated signaling pathway
cellular response to hormone stimulus
cholesterol metabolic process
cellular response to endogenous stimulus
spermidine metabolic process
cholesterol biosynthetic process
spermidine biosynthetic process
Ripening
nicotinamide metabolic process
cellular biogenic amine biosynthetic process
nicotinamide nucleotide metabolic process
polyamine biosynthetic process
one-carbon metabolic process
NADPH regeneration
pentose-phosphate shunt
steroid metabolic process
pyridine nucleotide metabolic process
cellular response to organic substance
cellular biogenic amine metabolic process
sterol biosynthetic process
NADP metabolic process
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase activity
oxidoreductase activity, acting on the CH-NH2 group of donors,
oXygen as acceptor
oxidoreductase activity, acting on the CH-NH2 group of donors
acetyltransferase activity
L-ascorbic acid binding
N-acetyltransferase activity
N-acyltransferase activity
lipid localization
lipid transport
hydrolase activity, acting on glycosyl bonds
lipid binding
hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds
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G0:0016020 Cc Membrane

G0:0016137 P glycoside metabolic process
G0:0016138 P glycoside biosynthetic process
G0:0006810 P Transport

G0:0051234 P establishment of localization
G0:0051179 P Localization

G0:0034637 P cellular carbohydrate biosynthetic process
G0:0016051 P carbohydrate biosynthetic process
G0:0030599 F pectinesterase activity
G0:0004091 F carboxylesterase activity
G0:0016684 F oxidoreductase activity, acting on peroxide as acceptor
G0:0004601 F peroxidase activity
G0:0016209 F antioxidant activity
G0:0030312 C external encapsulating structure
G0:0009505 C plant-type cell wall
G0:0005618 Cc cell wall

G0:0006118 P electron transport
G0:0016788 F hydrolase activity, acting on ester bonds
G0:0016787 F hydrolase activity

Rycina 31. Poréwnanie profilow GO (wyznaczonych z zastosowaniem referencyjnych
zestawow danych GO specyficznych dla poszczegolnych mikromacierzy) uzyskanych
za pomoca mikromacierzy SSH oraz CSH dla korzeni tytoniu poddanych stresowi
kadmowemu.

Kolorem niebieskim w kolumnie ,,nr GO” oznaczono kategorie GO charakteryzujace sig¢
wzrostem ekspresji, rozowym- spadkiem ekspresji. Kolorami w skali od zottego do
czerwonego oznaczono GO cechujace si¢ istotng ekspresja réznicowa (patrz Rycina 18),
kolor szary oznacza brak istotnej zmiany ekspresji. Nie pokazano kategorii GO dla TOB,
ktore nie miaty roznicujacych odpowiednikdéw na mikromacierzach CSH. 1P- jedno
powtorzenie, 2P- dwa powtorzenia, H- filtracja HOM, SC- filtracja MORF.
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IV.3.1. Analiza porownawcza eksperymentéw CSH wykonanych z zastosowaniem

mikromacierzy cDNA oraz L-oligo

Aby okresli¢ wptyw dlugos$ci i rodzaju stosowanych sond na wyniki hybrydyzacji
CSH, dokonano poréwnania danych dotyczacych ekspresji réznicowej uzyskanych z
zastosowaniem mikromacierzy TOM1 (sondy cDNA) i TOM2 (sondy L-oligo). Dane z
mikromacierzy TOM1 i TOM2 zbadano pod katem zgodnos$ci z wynikami uzyskanymi za
pomoca mikromacierzy TOB, przy czym liczba sond posiadajacych odpowiedniki na
mikromacierzy TOB byla wigksza w przypadku mikromacierzy ¢cDNA (7709-TOM1,
5215-TOM2, Rycina 6). Za pomocg mikromacierzy TOMI1 uzyskano znacznie wigksza
(ponad pigciokrotnie dla stresu solnego, ponad sze$ciokrotnie dla kadmowego) liczbe
gendw roznicujgcych po filtracji na podstawie wartosci p<0,05 (Tabela 23, kolumny 1,2).
Po ujednoliceniu liczby genow réznicujacych (listy ,,top600”) 1 ocenie, w jakim stopniu
wyniki sg zgodne z uzyskanymi na mikromacierzy referencyjnej, przewaga mikromacierzy
cDNA jest rowniez wyraznie widoczna. Swiadczy o niej wigkszy odsetek sond, ktorych
odpowiedniki na mikromacierzy TOB réwniez wykazywaly rdéznicowa ekspresje
odpowiadajacych im gendéw, wigksza zgodno$¢ z danymi referencyjnymi dotyczaca
kierunku zmiany ekspresji (zmniejszenie lub zwigkszenie), znacznie nizsza $rednia warto$¢
p (Tabela 24, kolumna 1 i 2), a takze wyzsza korelacja uzyskanych wartosci logFC (Tabela
25, kolumna 1 i 2). Mimo iz dla mikromacierzy cDNA uzyskano wyniki korzystniejsze,
badania korelacji z danymi referencyjnymi wskazuja na niskg zbiezno$¢ w przypadku
uzycia wszystkich sond dla danej mikromacierzy posiadajagcych odpowiedniki na
mikromacierzy TOB. Korelacja profilow ekspresji wzrastata w przypadku obu typow sond
po zawezeniu badanej puli tylko do gendw réznicujacych, jednak uzyskane wartosci byty
nadal stosunkowo niskie (Tabela 25, kolumna 1 i 2). Kontrolne analizy korelacji z
zastosowaniem losowej puli zawierajacej taka samg liczb¢ sond wskazywaly na korelacje
zblizong do uzyskanej podczas analizy wszystkich sond, co dowodzi, ze obserwowany
wzrost korelacji wynika z wyselekcjonowania bardziej warto$ciowych danych, a nie z
samego zawezenia puli.  Oprocz danych prezentowanych w Tabeli 25, pordéwnanie
warto$ci logFC dla pojedynczych, odpowiadajacych sobie sond SSH i CSH zobrazowano
na Rycinie 32.

Wykorzystujac uzyskane dane dotyczace genow roznicujacych, przeprowadzono
analiz¢ funkcjonalng GO i porownano otrzymane profile (Tabela 26,27, kolumna 1 i 2). W
przypadku obu typow mikromacierzy: ¢cDNA i oligo, wygenerowano profile GO dla

tytoniu (z uzyciem sond tytoniowych bedacych odpowiednikami roznicujacych sond
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TOMI 1 TOM2) i pomidora (z uzyciem roznicujacych sond TOM1 i TOM2). W przypadku
mikromacierzy L-oligo wykryto bardzo matg liczb¢ genow roznicujacych, ktore
wykazywaty zgodnos$¢ z danymi referencyjnymi (geny SAM, GST, MAT, ERD9 dla stresu
kadmowego, patrz Tabela 20-22), dlatego liczba réznicujacych kategorii GO uzyskanych
podczas analizy funkcjonalnej byta réwniez bardzo znikoma, niezaleznie od stosowanej
metody badawczej. Zatem takze w przypadku analizy funkcjonalnej, duzo bardziej
warto$ciowe dane uzyskano korzystajac z mikromacierzy cDNA. Otrzymane dla tego typu
sond wyniki roznity si¢ w zaleznosci od zastosowanej metody analitycznej- tworzacej
profil dla tytoniu badz pomidora.

W przypadku oceny ontologii genéw na podstawie sekwencji tytoniowych (Tabela
26, kolumna 1; Rycina 28,29) na uwage zastuguje niewielka liczba grup GO wykazujacych
falszywie pozytywne réznicowanie, (zadnej w stresie solnym, 3 w kadmowym). Z drugie;j
strony za pomocg tej metody wykryto mniejszg ilos¢ zmian: w przypadku traktowania
NaCl roznicujace kategorie GO potwierdzone na mikromacierzy referencyjnej ograniczaty
si¢ do sygnalizacji komorkowej 1 odpowiedzi na stres (np. geny WRKY, ERF, RTF1,
ATAF1, LOX3, HSF, ELI3), z kolei w ramach stresu kadmowego wyselekcjonowano
kategorie zwigzane ze szlakami biosyntezy (np. seryny, acetylokoenzymu A- geny PSAT,
MAT, CYP). Nalezy zwroci¢ takze uwage na brak wspodlnych kategorii GO wykrytych dla
obu stresow, chociaz w obu grupach stwierdzono podobng ekspresje roéznicowa
pojedynczych gendéw charakterystycznych dla stresu abiotycznego (np. MAPK, GST).

W przypadku analizy GO z uwzglednieniem sekwencji dla pomidora (Tabela 27,
kolumna 1; Rycina 30,31), dla obu traktowan stwierdzono ponad dwukrotnie wigksza
liczbe kategorii roznicujacych, niz w przypadku drugiego podejscia, jednak znaczny
odsetek stanowity kategorie genow o falszywie pozytywnej ekspresji. Stwierdzono osiem
kategorii réznicujagcych GO wspolnych dla obu stresow. Cztery z nich wykazywatly
rowniez istotng indukcje na mikromacierzy TOB 1 zwigzane byly ze $ciezkg sygnalowa
odpowiedzi na stres indukowang hormonami (geny ERF, GST, AP2, WRKY), a pozostate
cztery co prawda nie cechowaly si¢ istotng zmiang ekspresji w tytoniu ale dotyczyty
pokrewnych kategorii (zwigzanych z odpowiedzia na auksyny) i zawieraty podobne geny
(np. GST ). Z kolei w przypadku analiz specyficznych dla danego stresu, podobnie jak w
przypadku poprzedniego podej$cia, w korzeniach traktowanych NaCl wyselekcjonowano
znaczng liczbg kategorii GO zwigzanych z odpowiedzig na stres i sygnalizacja za pomoca
kwasu jasmonowego i auksyn. Oprdcz tego stwierdzono wzrost ekspresji grup zwigzanych

z glikoliza i katabolizmem glukozy (np. enzymy glikolizy—dehydrogenaza pirogronianowa,
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dehydrogenaza aldehydu-3-fosfoglicerynowego, enolaza, fosfofruktokinaza, ktorych
indukcje obserwowano réwniez w przypadku oceny na mikromacierzach TOB, jednak bez
odnotowania zmiany ekspresji w ramach grupy GO), transportem hormondéw (pirofosfataza
nieorganiczna) oraz aktywno$cig transporterow  $srodbtonowych  (pirofosfataza
nieorganiczna, WRKY®6, transporter ATM1 (mitochondrialny transporter ABC
zaangazowany w odpowiedz na stres abiotyczny, m.in. kadmowy [183])).

W przypadku drugiego podej$cia analitycznego stwierdzono wigksza liczbe grup
GO wytypowanych jako réznicujgce w CSH, a nie na mikromacierzy referencyjnej
(,,falszywie pozytywne”): mozna je podzieli¢ na kilka zespotow. Jeden z nich tworzyty
wspominane juz kategorie zwigzane z sygnalizacja za pomocg auksyn i odpowiedzig
komoérkowa (GST, CDPK, WRKY). Kolejny zespdt tworzyty kategorie zwigzane z synteza
poliamin, zawierajace szereg sond dla genu dekarboksylazy argininy. Wzrost aktywno$ci
tego enzymu byl obserwowany w korzeniach rzodkiewnika poddanych dziataniu kadmu i
zwigzany byl z antyoksydacyjnym dziataniem poliamin [184]. Mimo braku indukcji dla tej
kategorii GO, na mikromacierzy TOB odnotowano istotne zwigkszenie ekspresji dla
wszystkich sond tego genu. Indukcji ulegaty takze geny zwigzane z syntezg cholesterolu
(np. MVD, syntaza HMG-CoA). W przypadku czesci z nich wzrost ekspresji obserwowano
rowniez na mikromacierzy referencyjnej w ramach kategorii GO dotyczacej syntezy
acetyloCoA. Kategoria ,,dojrzewanie” zawierala opisywane juz geny zwigzane z syntezg
etylenu, jak EFE, ACS. Pozostate geny nalezaty do typu GO ,funkcja molekularna” 1
dotyczyly gtownie opisywanych juz enzymow.

Wykonana analiza wskazuje na przydatno$¢ mikromacierzy cDNA w analizie CSH
,1 wyodrebnienie czgsci gendw lub proceséw zaangazowanych w stres abiotyczny przy

stosunkowo niewielkiej liczbie obserwacji fatszywie pozytywnych.
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logFC

logFC

TOM1 NaCl CdClI2

logFC

logFC

27 29 31033 35 37 39041 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 67 7q1 73 76 79 82 85 88 91 94 97 100103

Rycina 32. Wykresy warstwowe obrazujace porownanie wartosci logFC TOM1 lub
TOM2 z odpowiadajacymi im sondami referencyjnymi (TOB), na poziomie: A) listy
top600, B) wspolnych gendéw wykazujacych réznicowanie zar6wno dla mikromacierzy
badanej, jak i referencyjnej. Warto$ci referencyjne posortowano rosnaco.
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I1V.3.2. Badanie wplywu pokrewienstwa gatunku badanego i reprezentowanego na
mikromacierzy na wynik analizy ekspresji genow metoda CSH

Kolejnym celem badan byla ocena wynikow CSH uzyskanych z zastosowaniem
mikromacierzy reprezentujgcych dwa rézne gatunki z rodziny Solanaceae. Analiza
homologii sekwencji oraz dane literaturowe dotyczace filogenezy wskazuja, ze obydwa
gatunki tj. pomidor i ziemniak charakteryzuja si¢ zblizonym podobienstwem do tytoniu
[92]. Korelacja pomiedzy wartosciami Bit Score uzyskanymi dla odpowiadajacych sobie
sond POT i TOM1 wynosita 0,61 (p<2,2e-16). Wyniki poréwnan zaprezentowane sg w
Tabelach 23-27 i na Rycinach 28-31. Obie mikromacierze charakteryzowaty si¢ zblizong
liczba sond posiadajacych odpowiedniki na mikromacierzy TOB (Rycina 6.). Odsetek sond
roéznicujacych, posiadajacych odpowiedniki na mikromacierzy TOB, takze byl podobny w
przypadku obu mikromacierzy (od 33% do 44%), natomiast mikromacierz POT
wykazywata w tej grupie wigkszg zgodno$¢ zmian z platformag referencyjng (94 1 97% vs
79 i 89%) (Tabela 24. kolumna 1, 3). Wspodtczynnik korelacji wartosci logFC na
wszystkich badanych poziomach byt zdecydowanie korzystniejszy dla mikromacierzy POT
(Tabela 25, kolumna 1, 3). Korelacja ta osiggata warto$¢ do 0,79 dla wspolnych genow
roznicujacych POT 1 TOB. Ta duza zbiezno$¢ danych widoczna jest rowniez na wykresach
zaprezentowanych na Rycinie 33.

W przypadku analizy GO, podobnie jak w poprzednim punkcie, wyniki uzyskano z
wykorzystaniem dwoch podej§¢: na podstawie GO tytoniowych oraz GO dla
mikromacierzy TOM1 i POT (pomidora i ziemniaka). Dla pierwszego podej$cia, w
przypadku traktowania NaCl odnotowano podobng liczbe grup GO zbieznych z profilem
ekspresji genéw tytoniu dla obu mikromacierzy, jednak mikromacierz TOMI
charakteryzowata si¢ brakiem GO falszywie pozytywnych. Z kolei podczas analizy korzeni
tytoniu traktowanych chlorkiem kadmu stwierdzono niemal trzykrotnie wigkszg liczbe
roéznicujagcych grup GO wyselekcjonowanych na mikromacierzy POT (Tabela 26. kol.1 i
3). Charakterystyke zmian wykrytych w wyniku eksperymentéw na mikromacierzach
TOMI1 opisano dokladniej w punkcie poprzednim (IV.3.1). W przeciwienstwie do
mikromacierzy TOM1 (brak grup GO wspolnych dla obu traktowan), dla POT odnotowano
11 grup GO charakteryzujacych si¢ wzrostem ekspresji w przypadku obu stresow. Byty to
kategorie zwigzane z odpowiedzig na stres (geny ATAF, CDPK, MAPK, JAZ, ERD) i
metabolizmem toksyn (GST). Obie te kategorie wykazywaly indukcje takze na

mikromacierzy referencyjnej i to w obu stresach.
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Wsrod grup o ekspresji zwickszonej wylacznie pod wplywem stresu NaCl
stwierdzono m.in. grupy genow odpowiedzialnych za regulacj¢ transkrypcji. Odnotowano
takze kategorie GO, ktore nie figurowaty na liScie GO rdznicujacych dla mikromacierzy
TOB. Byty one zwigzane z biosyntezg oligosacharydow (fosfataza trehalozowa, syntaza
sacharozowa), glikolizg (fosfofruktokinaza, kinaza fosfoglicerynianowa) oraz aktywnoscig
transaminaz (aminotransferaza asparaginianowa 1 alaninowa). Indukcje ekspres;ji
aminotransferaz stwierdzono réwniez na mikromacierzy TOB, a fosfataza trehalozowa jest
enzymem biorgcym udziat w syntezie trehalozy: cukru, ktérego akumulacje obserwowano
w stresie abiotycznym u roslin, wykazujacego dziatanie osmoprotekcyjne [186]. Jedyna
kategoria wykazujaca zmniejszenie ekspresji byla GO ,region pozakomoérkowy”,
obejmujgca geny kodujgce enzymy takie jak EXGT (inhibicja na mikromacierzy TOB),
peptydazy serynowe, germiny i RuBisCO, o réznorodnej specyfice dzialania.

Z kolei GO specyficzne dla stresu kadmowego w wigkszos$ci przypadkow
pokrywaly si¢ z obserwowanymi na mikromacierzy TOB. Odnotowano tu indukcje genow
zwigzanych z metabolizmem siarki (SIR), acetylokoenzymu A (MVA), etylenu (EFE,
ACS6), biosyntezg terpendéw (TPS21), wigzaniem tlenu (CYP). Jedynie trzy kategorie GO
ulegajace indukcji nie byly odnotowane wsrdd grup réznicujacych na mikromacierzy TOB.
Zawieraly one geny zwigzane z syntezg fosfolipidow (MVA, MVD) 1 transferaz (GST),
obserwowane juz w innych grupach.

Podsumowujac, w przypadku analizy bazujacej na sekwencjach homologicznych
do tytoniowych wystepujacych na mikromacierzy POT mozna bylo zaobserwowac
wiekszg réznorodnos¢ grup genow ulegajacych ekspresji réznicowej oraz wierniejsze
odwzorowanie profilu referencyjnego (wspolny profil stresu abiotycznego). Odnotowano 8
kategorii GO wykazujacych istotne zmiany na obu mikromacierzach w stresie solnym oraz
10 w stresie kadmowym.

Analiza profilow GO charakterystycznych dla gatunkoéw reprezentowanych na
mikromacierzy (pomidora 1 ziemniaka) w roslinach poddanych dziataniu stresu solnego
wskazywala na nieco lepsze wyniki uzyskane za pomoca mikromacierzy TOM1 (wigksza
liczba GO zbieznych, podobna liczba GO falszywie pozytywnych), z kolei w przypadku
stresu kadmowego wykryto bardzo zblizong liczbe grup GO zbieznych z mikromacierza
TOB dla obu mikromacierzy, jednak mniej zmian fatszywie pozytywnych odnotowano dla
mikromacierzy POT (Tabela 27. kol.1 i 3).

W przypadku analizy profiloéw ekspresji gendw z wykorzystaniem kategorii GO dla

ziemniaka zaobserwowano zdecydowanie wigksze rozbieznosci pomiedzy wynikami dla
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poszczegdlnych stresow (zaledwie 2 kategorie GO wspdlne dla obu stresow, obie zwigzane
z aktywnoscig GST). Dla stresu NaCl odnotowano 15 kategorii GO wspolnych dla obu
sposobow analizy oraz 20 wspolnych z mikromacierzg referencyjng. Wsrdd tych ostatnich
stwierdzono indukcj¢ genéw zwigzanych z odpowiedzig na stres (np. HSP, LEA, ER6-
biatko regulowane etylenem, MAPK) oraz szeregu grup zwigzanych z regulacjg
transkrypcji  (WRKY, EREBP6, ERF5, ARFI1). Wsrdod kategorii GO falszywie
pozytywnych wyrdézni¢ mozna grupy zwigzane z biosynteza cukrow (oligosacharydow,
glikozydow (syntaza sacharozowa, fosfataza trehalozowa), glikoliza (GAPDH, kinaza
pirogronianowa, fosfofruktokinaza, kinaza fosfoglicerynianowa), a takze kategorie
nalezace do typu ,,funkcja molekularna” i zwigzane z aktywnosciag enzymow, zawierajace
geny peroksydaz (w tym glutationowej) oraz GST. Podobnie jak w przypadku
mikromacierzy referencyjnej, grupy GO dotyczace aktywnosci peroksydaz wykazywaty
istotne roéznicowanie rowniez w przypadku sond charakteryzujacych si¢ spadkiem
ekspresji. W korzeniach tytoniu poddanych dzialaniu stresu kadmowego obserwowano
zwigkszenie ekspresji grup GO zwigzanych z syntezg izoprenoidow i terpendéw (syntaza
seskwiterpendw), oraz synteza S-adenozylometioniny (SAM), ktore ulegaty indukcji
réwniez w przypadku stosowania mikromacierzy TOB. Do grup gendéw nieulegajacych
ekspresji na mikromacierzy referencyjnej nalezaly kategorie zwigzane z syntezg ligniny
(katecholo-O-metylotransferaza) budujacej $ciany komoérkowe i indukowanej w wyniku
stresu [187], pozostale grupy typu ,,proces biologiczny” tylko uzupetniaty opisywane
powyzej procesy. W przypadku typu ,,funkcja molekularna” wzrost ekspresji wykazywaty
GO opisujgce aktywno$¢ enzymow: izomeraz, GST, O-metylotransferaz, oksydoreduktaz
oraz wigzanie lekow. Jedyna kategorig GO ulegajacg inhibicji byt ,transport elektronow”
(geny cytochromu c6, reduktaza chelatow zelaza).

Podsumowujac powyzsze spostrzezenia mozna uznaé, ze wyniki badan profilu
ekspresji genéw uzyskane z uwzglednieniem pojedynczych sond wskazuja, iz lepsze
odzwierciedlenie wynikéw SSH uzyskujemy na mikromacierzy POT, z kolei na podstawie
profilowania GO trudno jest jednoznacznie wskaza¢, ktdéra z mikromacierzy prezentuje

dane o wigkszej warto$ci biologiczne;.
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A) NaCl cdcl2

logFC

logFC

Rycina 33. Profil ekspresji sond na mikromacierzy POT na tle proby referencyjnej na
poziomie A) catej puli top 600 B) frakcji wspdlnych gendéw rdznicujacych dla
mikromacierzy badanej i referencyjnej. Wartosci referencyjne posortowano rosngco.
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1V.3.3. Wplyw dodatkowych powtorzen technicznych na wyniki CSH

W  kolejnym etapie badan zdecydowano si¢ sprawdzi¢, czy wykonanie
dodatkowych powtorzen eksperymentow mikromacierzowych bedzie wptywaé na jako$¢
uzyskiwanych danych. Przeprowadzono zatem dodatkowy eksperyment (wykorzystujac
mikromacierz POT) polegajacy na uzyskaniu powtorzenia technicznego dla kazdej
mikromacierzy (tfacznie 6 dodatkowych mikromacierzy) z zamiang barwnikow (ang. dye
swap). W kolumnach 3 i 4 Tgtabel 26-30 zamieszczono poréwnanie danych POT
uzyskanych dla jednego i dwoch powtorzen technicznych w odniesieniu do wynikow
uzyskanych dla mikromacierzy TOB. Wyniki wskazuja, ze zastosowanie dodatkowego
powtdrzenia technicznego powoduje zmniejszenie liczby sond roéznicujacych (Tabela 23,
kolumna 3 i 4). Jednocze$nie poprawie ulegly wyniki dotyczace udzialu sond oznaczonych
jako réznicujace na mikromacierzy referencyjnej, a takze zgodnosci kierunku ekspresji (do
98%) (Tabela 24, kolumna 3 i 4), co $wiadczy o odrzuceniu sond prezentujgcych mniej
wiarygodne dane. Ponadto widoczne sg korzystne r6znice w korelacji danych z danymi
uzyskanymi dla TOB we wszystkich analizowanych zbiorach - wspoétczynnik korelacji
wzrastat $rednio o ok. 0,1 w poréwnaniu z danymi uzyskanymi przy pojedynczym
powtdrzeniu technicznym (Tabela 25, kolumna 3 i 4). Wspdlczynnik korelacji dla
wspolnych sond réznicujacych osigga wartos¢ do 0,86.

Réwniez analizy GO wskazuja w kazdym przypadku na mozliwo$¢ uzyskania
bardziej warto$§ciowych wynikow po dodaniu jednego powtdrzenia (Tabela 26,27,
kolumna 3 i 4). Oprocz profilu GO specyficznego dla mikromacierzy POT w stresie
solnym (Tabela 27 kolumna 1 i 4), gdzie uzyskano wyniki zblizone do TOMI, w
pozostatych przypadkach wyniki otrzymane dla dwdch powtérzen na mikromacierzy POT
wykazywaly najwigksza zbiezno$¢ z uzyskanymi na mikromacierzy referencyjnej ze
wszystkich wykonanych eksperymentow.

Bioragc pod uwage analiz¢ GO wykonang pod katem genow tytoniu, uzyskano
odpowiednio o 38% 1 46% wigcej rdznicujacych kategorii GO, odpowiednio dla stresu
solnego 1 kadmowego, wykrywajac w ten sposob ok. 30% roznicujacych GO uzyskanych
na mikromacierzy referencyjnej. Odnotowano 20 wspdlnych kategorii GO dla obu
profilow, chociaz wszystkie zwigzane byly z odpowiedzig na stres i1 aktywnoscig GST,
podobnie jak dla pojedynczego powtorzenia. W przypadku gendéw specyficznych dla stresu
solnego, dodatkowe kategorie dotyczyly gltéwnie proceséw regulacyjnych. Oprocz tego
odnotowano 5 dodatkowych kategorii nie wykazujacych istotnych zmian na

mikromacierzy TOB, powigzanych z syntezg cukrow i odpowiedzig na stres. Korzystny
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wptyw dodatkowego powtorzenia widoczny jest szczegOlnie w przypadku GO
réznicujacych cechujacych sie spadkiem ekspresji, gdzie uwidoczniona zostata inhibicja
transporterow (TIP, PIP,ZIP). Dodatkowe, niewykazujace istotnych zmian na
mikromacierzy TOB Kkategoric dotyczyly wigzania jonéw miedzi (metalotioneiny),
aktywnosci niektérych enzymoéw (XTH) 1 organizacji $ciany komodrkowej. Sposrod tych
kategorii watpliwo$ci w kontekscie zbieznosci z mikromacierza referencyjng budzi jedynie
wigzanie jonéw miedzi. W przypadku stresu kadmowego dodatkowe powtorzenie
pozwolito na wyselekcjonowanie dodatkowych Kkategorii z zakresu metabolizmu
(np.synteza fitoaleksyn) lub reakcji na stres (np.odpowiedz na kwas jasmonowy) dla
genéw o wzroscie ekspresji, a takze, podobnie jak w przypadku stresu solnego, na
wyselekcjonowanie  grup  ujemnie  réznicujacych  zwigzanych z  transportem
przezblonowym 1 wigzaniem thuszczow (zgodno$¢ z TOB). W przypadku genow
»falszywie pozytywnych” obserwowano obnizenie ekspresji GO dotyczacych organizacji
sciany komorkowej (np.XTH, pektynoesteraza — enzym bioracy udzial w procesie
rozluzniania $ciany komodrkowej) i cytoszkieletu (tubulina). Sa to zmiany, ktére mozna
dostrzec na mikromacierzy referencyjnej. W tej grupie niepokojace moze by¢ jedynie
zmniejszenie ekspresji GO zwigzanych z odpowiedzig na brak wody. W ich sktad weszty
geny kodujace transportery blonowe (np.PIP), jak rowniez geny odpowiedzi na
odwodnienie (RD22, SAG21), ktorych spadek ekspresji trudno jest wyjasnic.

Analiza GO wykonana pod katem genow dla ziemniaka rowniez wskazywala na
korzystny wplyw stosowania dwoch powtorzen technicznych, cho¢ w tym przypadku
liczba kategorii ,,falszywie pozytywnych” byla znaczna (ok. dwukrotnie wigksza w
przypadku stresu kadmowego). W stresie solnym stwierdzono jedynie 6 dodatkowych grup
GO, o podobnym profilu genow do wykrytych za pomoca pojedynczego powtdrzenia.
Sposrod grup GO wykazujacych ekspresje réznicowa pomimo braku na mikromacierzy
TOB zwrocono uwage na cztery grupy GO dotyczace rozwoju, ktore zawieraly geny
kodujace biatka LEA, bardzo charakterystyczne dla stresu solnego. Pozostale kategorie
uzupetnialy profil opisywany przy zastosowaniu jednego powtdrzenia. Grupy GO o spadku
ekspresji zwigzane byly, podobnie jak w poprzednim podejsciu, z transportem
przezblonowym i aktywnoscig peroksydaz.

W przypadku stresu kadmowego, wsrod nowych kategorii funkcjonalnych
niewyselekcjonowanych na mikromacierzy referencyjnej wyrdzniat si¢ zespol kategorii
GO zwigzanych z metabolizmem mannitolu, w ktérych dominowaty geny ELI3-2, 0 znanej

roli w stresie. Geny charakteryzujace si¢ spadkiem ekspresji, tworzyty, podobnie jak w
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przypadku wczesniejszej analizy, grupy GO zwigzane z transportem (w tym transportem
thuszczow), aktywnos$cia peroksydaz, organizacja S$ciany komoérkowej. Ciekawa jest
inhibicja kategorii funkcjonalnych opisujacych syntezg glikozydow, przede wszystkim
syntazy sacharozowej, ktora ulegala wyraznej indukcji na mikromacierzy POT w stresie

solnym. Doniesienia literaturowe dotyczace ekspresji tego genu w stresie sg sprzeczne
[198,199].

A) NaCl cdclI2

Rycina 34. Profil ekspresji genow na mikromacierzy POT (2 powtorzenia techniczne)
na tle proby referencyjnej na poziomie: A)listy top600, B) wspdlnych genoéw
roznicujacych dla mikromacierzy badanej i1 referencyjnej. WartosSci referencyjne
posortowano rosnaco.
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IV.3.4. Opracowanie $ciezKi filtracji danych

IV.3.4.1. Filtracja danych na podstawie kryteriow podobienstwa sekwencji

nukleotydowej (filtracja HOM)

Filtracja danych polegata na odrzuceniu z analizy sond o niskim podobienstwie do
sekwencji Nicotiana tabacum i Nicotiana benthamiana, ocenionym za pomocg programu
BLAST. Progiem odcigcia byla wartos¢ €<0,001, bedaca ogélnie przyjeta wartoscia,

pozwalajaca uznaé¢ podobienstwo za statystycznie istotne. Warto$¢ e wyraza si¢ wzorem:

e=mn2°

gdzie m —dtugo$¢ analizowanej sekwencji , n—wielkos¢ bazy, S-Bit Score).

Warto$¢ e jest skorelowana z warto$cig Bit Score (por.l.3.2.3), okreslajaca stopien
dopasowania sekwencji, ktora jest stosowana w dalszych obliczeniach.

Sondy nie spetniajace kryterium wlaczenia do analizy oznaczano w taki sposob, by
moéc swobodnie usungé je w dowolnym etapie analizy danych mikromacierzowych przy
uzyciu pakietu funkcji R. Ostatecznym efektem byto wigc uzyskanie dla kazdej
mikromacierzy pliku gal zawierajacego dodatkowa kolumng informujaca o filtracji sond -
sondy pozostawione w analizie oznaczano cyfrg ,,1”, usuwane z analizy - cyfrg ,,0”
Informacje dotyczace liczby sond spetniajacych kryteria filtracji HOM na poszczegdlnych
mikromacierzach zamieszczono w Tabeli 10.

Analiza danych z zastosowaniem filtracji HOM polegata na wyeliminowaniu sond
o niewystarczajace] homologii przed etapem normalizacji. Inne etapy analizy byly
wykonane standardowymi metodami. Poniewaz uzyskane wyniki ulegly zmianie, na
kazdym etapie przeanalizowano ponownie wykresy diagnostyczne. Potwierdzily one dobra
jako$¢ danych analizowanych z zastosowaniem filtracji 1 prawidtowo$¢ zastosowanej

metodyki.
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Rycina 35. Filtracja HOM. Jasniejsze stupki odzwierciedlaja taczng liczbg sond na
mikromacierzy, ciemniejsze przedstawiaja liczbg sond pozostatych po filtracji HOM.

Po wykonaniu analizy uzyskano listy genéw réznicujacych, ktorych podsumowanie
zamieszczono w Tabelach 23-27 (kol.5-8), tylko nieliczne sondy z listy ,,top600”
wyselekcjonowane bez zastosowania filtracji, a wykazujace podobienstwo do sond
tytoniowych nie znalazty si¢ na liScie wytypowanej przy uzyciu filtracji HOM. W
przypadku mikromacierzy TOM1 i POT odnotowano podobng liczbe genow ,,top600”
wytypowanych bez filtracji, ktére z uwagi na zbyt mate podobienstwo sekwencyjne nie
przeszly filtracji HOM - liczba ta wynosita od 100 do 73 gendéw w zaleznosci od
eksperymentu. Najwieksze rozbiezno$ci pomiedzy grupami gendéw rdznicujacych
analizowanych z 1 bez uzycia filtracji HOM obserwowano w przypadku mikromacierzy
TOM?2. Wiasnie na tej mikromacierzy, z uwagi na do$¢ znaczng liczb¢ sond o
niewystarczajacym podobienstwie sekwencyjnym spodziewano si¢ najwiekszego wptywu
filtracji. Liczba sond unikatowych dla zastosowanej filtracji wynosila w przypadku tejze
mikromacierzy ok. 300, co stanowito polowg gendéw wytypowanych jako roznicujace
(Tabela 28). W przypadku mikromacierzy TOM1 i POT zgodno$¢ z wynikami uzyskanymi
dla TOB nie ulegla istotnym zmianom po zastosowaniu filtracji w poroOwnaniu z jej
brakiem, co $§wiadczy o stabilnosci grupy sond wyselekcjonowanych metoda ,,top600”
nawet w przypadku analizy wykonanej z zastosowaniem metodyki typowej dla
mikromacierzy homologicznych. W przypadku TOM2 zmniejszeniu ulegt odsetek sond,

ktore rdéznicowaly rowniez na mikromacierzy referencyjnej (Tabela 24. kol. 2 i 6) oraz
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warto$ci wspotczynnikow korelacji dla sond réznicujgcych (Tabela 25. kol. 2 i 6), jednak
zmiana ta moze wynika¢ raczej z dwukrotnego zwigkszenia liczby sond poddanych ocenie
(posiadajacych odpowiedniki na TOB). Powyzsze poroOwnania nie wskazuja zatem na
poprawe wynikow spowodowang zastosowaniem filtracji HOM. Z kolei analiza GO na
podstawie sond tytoniowych wskazuje na nieznacznie wigkszg liczbe roéznicujagcych GO
zbieznych z uzyskanymi na mikromacierzy TOB (Tabela 26. kol.5-8) dla mikromacierzy
POT w przypadku stosowania 2 powtérzen technicznych. Na pozostatych
mikromacierzach nie odnotowano takiego zjawiska w obu stresach. Wspomniane wyniki
dla mikromacierzy POT, w przypadku stresu solnego uwidocznity indukcje kilku kategorii
GO zwigzanych ze starzeniem. W stresie kadmowym filtracja pozwolita uzyskac
dodatkowe roznicujace grupy genoéw, zwigzane m.in. z odpowiedzig na bodziec i synteza

acetylokoenzymu A (indukcja) oraz aktywnoS$cig transporteréw i biatek cytoszkieletu
(inhibicja).

Analiza GO specyficznych dla danej mikromacierzy mogta w sposob bardziej
obiektywny wskazaé¢ na znaczenie filtracji HOM w kontek$cie zgodno$ci z mikromacierza
TOB. Uzyskane w tym przypadku wyniki byly do$¢ niejednoznaczne. Sposréd o$Smiu
analizowanych przypadkéw (mikromacierze TOMI1, TOM2 i POT (w 1 1 2
powtorzeniach), w czterech odnotowano zwigkszenie liczby rdznicujacych GO, jednak
tylko w jednym przypadku (POT 1 powt. CdCl,) wzrost dotyczyt liczby GO zbieznych z
TOB. W trzech przypadkach stwierdzono spadek liczby GO, a w jednym- brak zmian.
Liczba GO falszywie pozytywnych wzrosta w pigciu przypadkach, w dwoch zmalata a w
jednym pozostala niezmieniona. W przypadku mikromacierzy, dla ktorych uzyskane dane
wydaja si¢ by¢ stabilniejsze (POT 1 TOM1), uzyskano zblizone wyniki po zastosowaniu
filtracji lub jej braku. Z kolei mikromacierz TOM2 wykazywata duze zroéznicowanie
wynikow analizy GO, co idzie w parze z niskg jakoscig plamek 1 matg liczba danych o
wysokiej jako$ci. Trudno jest zatem wskazaé, czy filtracia HOM wykazuje pozytywny
badZ negatywny wplyw na uzyskane wyniki.

Tabela 28. Zgodno$¢ sond roznicujacych (,top600”) wyselekcjonowanych podczas
analizy bez filtracji i z filtracja HOM.

Mikromacierz POT 1 powt.|POT 2 powt., TOM1 TOM2

Rodzaj stresu NaCl | CdCl, | NaCl | CdClI, | NaCl | CdCl, | NaCl | CdCl,

Wspélna pula sond ,,top600™ dla | ) | o5 | 593 | 529 | 523 | 533 | 281 | 295

analiz bez filtracji i z filtracja H
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IV.3.4.2.. Filtracja danych na podstawie kryteriow morfologii plamek (filtracia MORF)

W niniejszej pracy podjeto probe opracowania alternatywnej S$ciezki filtracji
danych, niezaleznej od informacji dotyczacej sekwencji i opierajacej si¢ na parametrach
morfologicznych plamek. Poczatkowo wzigto pod uwage 13 parametrow opisujacych
morfologie, ktore byty obliczone za pomocg programow Maia i GenePix Pro (opisane w
Tabeli 29). W ramach kazdej mikromacierzy usredniono parametry uzyskane dla
poszczegbdlnych powtdrzen, otrzymujac zbiorcza tabele zawierajaca $rednie wartosci
wszystkich parametrow dla kazdej sondy na mikromacierzy. Uzyskane wartosci
charakterystyki morfologicznej plamek wykorzystano w dalszych obliczeniach.

Celem ustalenia, czy ktorekolwiek z parametrow wykazuje zalezno$¢ od wartosci
Bit Score i ewentualnie moze zastapi¢ ja w ramach filtracji danych przeprowadzono
badania korelacji liniowej (Pearsona) tych parametrow z warto§ciami Bit Score. Uzyskane
dane zamieszczono w Tabeli 30. Wartosci wspotczynnika korelacji wskazywaly na prawie
catkowity brak zaleznosci charakterystyki punktow od wartosci Bit Score na
mikromacierzach TOM1 i TOM2 (najwicksza wartos¢ wspolczynnika 0,12) oraz jedynie
nieznaczng korelacj¢ (>0,2) w przypadku mikromacierzy POT dla 7 parametrow (Tabela
31). Wsrdd nich znalazto si¢ 5 parametrow wyznaczonych za pomocg programu Maia
(CVR, Det, Dia, GSy, Sig) oraz dwa obliczone z wykorzystaniem GenePix Pro (F(R) i
RgnR2). WielkoSci opisujagce wspdiczynnik determinacji regresji liniowej pomigdzy
intensywnoscig fluorescencji na kanatach Cy3 i Cy5 (Det i RgnR2) oraz intensywnosci
sygnalu (Sig 1 R) byly odpowiadajacymi sobie wielko$ciami obliczanymi przy
wykorzystaniu dwu réznych programéw. W przypadku czterech parametrow (CVR, Det,
Dia, GSy) istniaty dane literaturowe sugerujace zalezno$¢ wobec Bit Score, nie byla to
jednak $cista korelacja liniowa [52]. Badanie wzajemnych zalezno$ci pomiedzy
wszystkimi wyrdéznionymi parametrami (Tabela 31) wskazuje na duza wzajemng korelacje
(od 0,62 do 0,94) wartosci 4 parametrow wyrdznionych przez Bar-Or 1 wsp. [52], a takze
RgnR2, powtarzalng na wszystkich mikromacierzach. Duza korelacja pomigdzy tymi
parametrami sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania nawet jednego, wybranego parametru do
wyselekcjonowania danych o lepszej jakosci hybrydyzacji. Z kolei oba parametry
opisujgce intensywnos¢ sygnatu nie wykazujg tak znacznej korelacji z wymienionymi

wyzej pigcioma, dlatego nie wzigto ich pod uwage w dalszych obliczeniach.
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Tabela 29. Parametry jakosci plamek wziete pod uwage podczas ustalania
alternatywnej SciezKki filtracji danych.

P/ - .
, Nazwa . Zakres i interpretacja
Skrot parametru Opis LK* wartosci
Bezwzeledna Poréwnanie fluorescencji tta ze 0 X
ABac g srednia wartocia tha dla calej M | O e X
warto$¢ tta . . 0 < %
mikromacierzy
Con Zanieczyszc_zeni Liczba nieprawidtowych pikseli w M/2 0 X
e plamki plamce D <«
Wspolczynnik Wspolc’zynmk zmlrennosc1.p(,)m1¢dzy
) gy warto§ciami wspotczynnikow RR
zmiennosci . . . 0 —
. (wspotczynnik regresji) i RS M/2
CVR dwoch \ . . O <
, (wspotczynnik segmentacji) € :
stosunkow N L2 :
intensywnodci opisujacych zaleznosci pomigdzy
yw kanatami Cy3 i Cy5.
Wspblczynnik Wspoic;ynmk deter.mlnaql regresji 0 - 1
Det | Leterminacii ) liniowej pomigdzy intensywnoscig | M/2 | - >
) kanatow Cy3 i Cy5
Srednica plamki: D=2(S/m)"?, S 0 - X
Dia | Srednica plamki | oznacza liczbg pikseli w obrgbie | M/1 | - >3 <
plamki
Statystyka Miara korelacji warto$ci odstajacych 0 —
Dur Durbina- w rozktadzie liniowym M2 | - >0 <
Watsona intensywnosci plamki o
GSy Symetria Odchylgnle geometrii plamki od M/1 0 X
geometryczna idealnego okregu < iF
Symetria Okresla symetrie intensywnosci [VRE—
ISy rozktadu . . . M/2 | . < o
. L fluorescencji w obrgbie plamki >IP < 3
Intensywnosci
. Srednia intensywno$¢ sygnatu [ ——
(RFG) Intznszl‘;'}?losc fluorescencji dla wszystkich pikseli | GP/1 o > I <
' vE danej plamki
. Intensywno$¢ sygnatu tta 0 —
Béls)b ; Instenrslleri?;c otaczajacego dany punkt-dla probek | GP/1 & <
ve nietraktowanych tytoniu )
2 . 0 - X
RBac | Jednorodnos¢ tla Jednorodnosc': tha w obrqble M/2 -
otoczenia plamki O <« ;
, . Wspotcezynnik determinacji regresji
RgnRk2 dz;g:qﬁ?én? ?1() liniowej pomigdzy intensywnoscig | GP/2 | - >
) kanatow Cy3 i Cy5
S=min(SCy5-ch5, Scyg'BCyg), gdZie
Scys(Scys) jest $rednig intensywnosci
Si Intensywno$¢ |w obregbie konturu danego punktu M/2 (RE——
g sygnatu dla kanatu Cy5(Cy3), Beys(Bcys) jest i > <
srednig szacunkowa tta dla kanatu
Cy5(Cy3).
Stosunek Stosunek sr?dmej 1qtens¥wn0§C}
fluorescencji plamki do $redniej 0 sl X
SNR sygnatu do . L . GP/1| .. -
intensywnosci fluorescencji tta (ang. i >3
Szumu o ; [eY
Signal-to-noise ratio”)

*P=program (GP-GenePix Pro; M-Maia); LK=liczba kanatéw wymaganych dla odczytania
parametru; intensywniejszy kolor gwiazdek oznacza lepsza jakos$¢ plamki
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Tabela 30. Korelacja (obliczona metoda Pearsona) pomiedzy Srednimi warto$ciami
wybranych parametréow jakosciowych plamek a parametrem Bit Score uzyskana w
eksperymentach CSH.

POT p* TOM1 p* TOM2 p*
ABac 0,21 # 0,06 - 0,03 #
Con 0,08 idid 0,03 - -0,02 -
CVR -0,22 # -0,08 # -0,13 #
Det 0,26 # 0,11 idid 0,14 #
Dia 0,23 # 0,09 # 0,15 #
Dur 0,00 # -0,06 # -0,02 #
GSy -0,23 # -0,07 # -0,14 #
ISy -0,07 # 0,07 #H -0,02
F(R) 0,23 # 0,10 # 0,02
B (Rb) 0,03 #it 0,03 #it 0,02
RBac 0,13 idid 0,05 # 0,02 -
RgnR2 0,28 # 0,10 # 0,12 #
Sig 0,26 0,10 # 0,03 #
SNR_ 0,02 idid 0,10 # 0,04 #
*warto$ci p miescily si¢ w wymienionych zakresach oznaczonych symbolami:
# p<2,2e-16
i 2,2e-16 <p<0,05;

p>0,05

Tabela 31. Macierz korelacji (Pearsona) pomiedzy parametrami jakosci plamek
wytypowanymi jako potencjalnie uzyteczne do filtracji MORF. Kolorem czerwonym
oznaczono wspolczynniki korelacji o wartosci >0,5.

POT
CVR Det
CVR -0,9
Det -09
Dia -09 07
Gsy 09 -08
Sig -05 07
F(R) -05 06
RgnR2 -08 1,0
TOM2
CVR Det
CVR -0,9
Det -0,9
Dia -08 0,9
GSsy 06 -08
Sig -03 05
FR) 03 04
RgnR2 -06 08

Dia GSy Sig
-09 09 -05
0,7 -08 07
-09 04
-0,9 -0,4
04 -04
04 -04 10
06 -06 08
Dia GSy Sig
-08 06 -03
09 -08 05
-09 04
-0,9 -0,4
04 -04
04 -03 09
08 -0,7 0,7

R
-0,5
0,6
04
-0,4
1,0

0,7

-0,3
0,4
04
-0,3
0,9

0,6

Rgn
R2
-0,8

1,0
0,6
-0,6
0,8
0,7

Rgn
R2
-0,6

0,8
0,8
-0,7
0,7
0,6

TOM1
CVR
CVR
Det -0.9
Dia -09
GSy 0.8
Sig 05
F(R) -05
RgnR2 -0.8

Det

-0.9

0.9

-0.8

0.7
0.7
1.0

Dia
-0.9
0.9

-0.8
0.6
0.6
0.9

GSy Sig
08 -05
-08 07
-08 0.6
-0.5
-0.5
-05 10
-0.8 038

-0.5

0.7
0.6

-0.5

1.0

0.8

Rgn
R2
-0.8

1.0
0.9
-0.8
0.8
0.8
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Dotychczas analizowany zestaw danych nie dawal mozliwosci bezposredniego
skonfrontowania wynikow CSH z wynikami SSH na tej samej mikromacierzy, co mogloby
ostatecznie zweryfikowac istnienie zalezno$ci pomigdzy podobienstwem sekwencji DNA,
a jakoscig plamek. W tym przypadku pomocne okazaly si¢ dane uzyskane w naszej
pracowni przy pomocy wspominanej wczesniej (1.2.3) oligonukleotydowej mikromacierzy
chloroplastowej dla ogorka, PlasTi-array [91]. W badaniu stosowano hybrydyzacje CSH
trzech gatunkéw roslin: szpinaku, rzodkiewnika i pomidora do mikromacierzy dla ogorka,
przy czym strategia stosowana w doswiadczeniu polegala na znakowaniu jednym z
barwnikow proby dla obcego gatunku, drugim zas- dla ogorka. Kazdy eksperyment
wykonano w 2 powtdérzeniach ze zamiang barwnikow, dodatkowo kazda sonda byla
dwukrotnie powtoérzona na mikromacierzy. Dane te stanowity cenny materiat w konteks$cie
oceny wplywu homologii sekwencji na wyniki CSH, poniewaz dostgpne byly pelne
informacje o sekwencjach genomow plastydowych wszystkich badanych gatunkéw. DzigKi
temu istniala mozliwo$¢ pordwnania parametréw jakosciowych plamek uzyskanych dla
transkryptow CSH i SSH na tej samej mikromacierzy i ostatecznej weryfikacji wpltywu
podobienstwa sekwencji na ich warto$ci. Sposrod stosowanych sond wybrano takie, ktore
odpowiadaty kodujacym sekwencjom chloroplastowym, a takze we wszystkich
wykonanych eksperymentach emitowaly sygnat fluorescencyjny po hybrydyzacji z
chloroplastowym RNA ogorka, swiadczacy o ekspresji transkryptu docelowego. W ten
sposob wyselekcjonowano pule 280 sond, ktére byly komplementarne do gendéw
ulegajacych ekspresji w ogorku (na podstawie stosunku sygnatu do szumu (SNR>3)). Dane
uzyskane dla tych sond stanowily wartosci referencyjne dla danych CSH. Uzyskano
srednie warto$ci parametrow jakosci, ktore obejmowaty dwa zestawy (CSH 1 SSH) dla
kazdej sondy w ramach poszczegdlnych gatunkow i zebrano dane dotyczace stopnia
komplementarnosci kazdej sondy do sekwencji genomu chloroplastowego danego gatunku.
7 uwagi na sposob przeprowadzenia eksperymentu mikromacierzowego, ograniczeniem
dla tego modelu byta mozliwos¢ wykorzystania tylko takich parametrow, ktore mogty by¢
obliczone dla eksperymentow jednokolorowych (patrz Tabela 29). Sposrod
wyselekcjonowanych parametrow byly to Dia i GSy. Porownanie tych wielkosci z Bit
Score na wykresach (Rycina 36A) wskazuje na brak zaleznosci liniowej pomigdzy danymi
dotyczacymi homologii, a parametrami morfologicznymi. Niemniej jednak poréwnanie
warto$ci Dia 1 GSy uzyskanych jednocze$nie dla tych samych sond podczas hybrydyzacji
CSH i SSH (Rycina 36B) wskazuje ewidentnie na korzystniejsze wyniki uzyskiwane dla

SSH (mniejsze GSy, mniejsza rozpigtos¢ Dia).
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Na wykresach pudetkowych prezentujacych rozktad parametrow GSy i Dia dla
plamek o roznych zakresach Bit Score, we wszystkich eksperymentach CSH widoczna jest
gorsza jako$¢ plamek dla zbiorow o mniejszym podobienstwie sekwencji (Rycina 37.). Na
wykresach rozktadu wartosci GSy i1 Dia dla danych CSH wida¢ wyraznie lepsza jakos$¢
danych wylacznie dla sekwencji o Bit-Score > 90 1 tylko w tym zakresie rozktad jest
blizszy danym, uzyskanym w przypadku SSH. W przypadku wyselekcjonowania
sekwencji o najwigkszych wartosciach Bit-Score (>90) obserwujemy wigksze wartosci
parametrow jakosciowych plamek. Tendencja ta jest widoczna dla obu parametréw jakosci
w przypadku wszystkich trzech gatunkow CSH, przy czym nieco mniejszg, cho¢ nadal
wyrazng poprawe wynikow odnotowano dla pomidora. Ponadto, efekt ten jest lepiej
widoczny dla GSy, poniewaz posiada on zdefiniowang warto$¢ optymalng (0), w
przypadku parametru Dia mozna jedynie wytypowac orientacyjny zakres prawidtowych
warto$ci. Wyniki eksperymentu na mikromacierzy dla ogorka charakteryzuja si¢ lepszymi
parametrami jakosciowymi dla sond o wigkszym podobienstwie sekwencji, przy czym
réznice maja charakter skokowy. Wskazuje to na mozliwos¢ wykorzystania parametrow
morfologicznych do filtracji danych pomimo wspomnianego braku zalezno$ci liniowe;j.
Punktem odniesienia dla ustalenia progu odcigcia pozwalajacego przeprowadzié filtracje
moze by¢ rozkltad danych uzyskanych w eksperymentach SSH dla tej samej
mikromacierzy. W tym przypadku dla wartosci GSy prog odciecia mogtaby stanowic
warto$¢ graniczna trzeciego kwartylu rozktadu uzyskanego dla hybrydyzacji SSH ogorka,
prezentowana na Rycinie 37 (2,64).

Powyzsze wyniki wskazywaly na mozliwos¢ wykorzystania parametrow jakosci
uzyskiwanych dla danej mikromacierzy w ramach hybrydyzacji SSH do ustalenia progu
odcigcia dla filtracji MORF podczas analizy eksperymentow CSH. Aby zbadaé, czy takie
zalozenia maja zastosowanie dla innych mikromacierzy, poréwnano rozktady parametréw
SSH 1 CSH dla innego zestawu danych wykonywanych w naszej pracowni: badan
transkryptomu rzodkiewnika (SSH) i kapusty (Brassica oleracea) (CSH) wykonywanych
na tej samej mikromacierzy oligonukleotydowej zawierajacej sondy dla rzodkiewnika. W
przypadku parametru GSy parametry jakosciowe dla hybrydyzacji CSH sa roéwniez
znacznie gorsze. (Rycina 38). Wartos¢ trzeciego kwartylu danych SSH, mogaca stanowi¢
potencjalny prog odcigcia wynosita ok. 1,48, co w tym wypadku oznaczatoby odrzucenie

ok. 50% sond w przypadku badan transkryptomu kapusty.
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Rycina 37. Rozklad parametréw jakosci GSy i Dia podczas hybrydyzacji CSH (Ath-
rzodkiewnik, Sol- szpinak, Les-pomidor) i SSH (Csa-ogérek) uzyskanych dla sond w réznych

przedzialach podobienstwa do sekwencji docelowej (wyrazonego w postaci Bit Score) -

kolejno dla kazdej rosliny CSH: wszystkie badane sondy, sondy o Bit-score >90; sondy o Bit-score

<901>75

, sondy o Bit-score <75..
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Rycina 38. Rozklad wartosci GSy dla hybrydyzacji SSH i CSH a) na mikromacierzy
oligo dla rzodkiewnika (ATH-SSH rzodkiewnik; BRA-CSH kapusta); b) na
mikromacierzy POT (ZIE-SSH ziemniak, TYT- CSH tyton), czerwong linig oznaczono
wytypowany prog odciecia.

Po potwierdzeniu opisanej zaleznosci w dwodch niezaleznych uktadach
zdecydowano si¢ na ustalenie progu filtracji MORF w analogiczny sposob dla niniejszych
badan trankryptomu tytoniu. W tym celu niezbedne bylo uzyskanie danych dotyczacych
charakterystyki jako$ci plamek w uktadzie SSH dla badanych mikromacierzy,
analizowanych za pomocg programu Maia. Takie dane dla mikromacierzy POT dost¢pne
byly w zalagczniku do omawianej wczesniej publikacji Bar-Or 1 wsp.[52] w ktorej
hybrydyzacji SSH poddawano cDNA z roslin ziemniaka poddanych dzialaniu stresu
solnego (6 powtorzen). Poréwnanie rozktadu warto$ci GSy z hybrydyzacji SSH i CSH na
mikromacierzy POT przedstawiono na wykresach pudetkowych (Rycina 38). Wyznaczono
prog filtracji MORF na mikromacierzy POT korzystajac z wartosci trzeciego kwartylu dla
hybrydyzacji SSH ziemniaka: 0,82. Uzywajac tej wartosci odcigcia przeprowadzono
filtracje MORF na mikromacierzy POT i analize¢ danych, analogicznie do wcze$niej
wykonywanych analiz. W przypadku mikromacierzy TOM1 i TOM2 nie posiadano danych
referencyjnych SSH, dlatego nie wykonano filtracji MORF na tych mikromacierzach.

W wyniku zastosowania filtracji MORF z mikromacierzy POT usuni¢to ok. 32%
sond (Tabela 23), a wi¢c ok. dwukrotnic wiecej niz w przypadku filtracji HOM.

Podsumowanie statystyczne wynikow zamieszczono w Tabelach 23-27. Mimo odrzucenia
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wiekszej liczby danych, ilos¢ sond uzyskujacych wartos¢ p<0,05 byla podobna do
otrzymanej przy braku filtracji oraz filtracji HOM. Wartosci korelacji obrazujace
zbiezno$¢ profilu ekspresji byly na wszystkich ocenianych poziomach zblizone do
uzyskiwanych przy braku filtracji i filtracji HOM. Na Rycinie 39 zamieszczono
porownanie zbieznosci list ,,top600” uzyskiwanych przy braku filtracji, filtracji HOM 1
MORF ma mikromacierzy POT w obu eksperymentach, przy zastosowaniu 1 i 2
powtorzen technicznych. Wskazuja one na znaczng zgodno$¢ wynikdéw uzyskiwanych przy
roznych filtracjach. Najwigkszg zbieznos$¢ (co najmniej 80 % sond powtarzajacych si¢ we
wszystkich 3 sposobach filtracji) uzyskano w przypadku zwigkszenia liczby powtorzen
technicznych. Mimo tak niewielkich réznic w puli sond i podobnych wynikéw zbieznosci
dotyczacych logFC pojedynczych sond jak w przypadku stosowania filtracji HOM lub jej
braku, (Tabela 23-25 kol.11 i 12), wyniki analiz GO (Tabela 26,27, kol 11 i 12) wskazuja
na stabszg jako$¢ danych filtrowanych przy uzyciu morfologii plamek, niz danych
analizowanych bez uzycia filtracji lub z filtracja HOM. Wyjatek stanowi analiza z
wykorzystaniem GO ziemniaka w przypadku korzeni traktowanych CdCl,. W tym
przypadku dane tylko nieznacznie odbiegaty od uzyskanych przy pomocy innych filtracji,
a nawet stwierdzono zmniejszenie liczby GO wykazujacych brak zgodnosci z
mikromacierzg referencyjng. Niemniej jednak, trudno wskaza¢ na skutecznos¢ tej metody
filtracji, a tym bardziej na mozliwo$¢ zastosowania jej jako alternatywnej $ciezki analizy

danych w sytuacji braku mozliwos$ci skorzystania z badan podobienstwa sekwencji.
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A) POT, NaCl, 1 powt. B) POT, CdCl,, 1 powt.

HOM HOM

C) POT, NaCl, 2 powt. D)POT, CdCl;, 2 powt.

0 MORF 0

HOM HOM
Rycina 39. Zgodnosé sond roznicujacych podczas hybrydyzacji CSH tytoniu na

mikromacierzy POT przy braku filtracji (0) oraz zastosowaniu filtracji HOM i
MOREF.

141



V.DYSKUSJA

142



Mimo szybkiego rozwoju technik sekwencjonowania, mikromacierze w dalszym
ciggu pozostajg istotnym narz¢dziem analizy ekspresji gendow, ze wzgledu na dobrze
opracowang metodyke analizy, doktadnie okreslone czynniki zaktdcajace, dobra jakosé
eksperymentow 1 nizszg cen¢. Olbrzymie ilosci danych uzyskanych w badaniach
mikromacierzowych i zdeponowanych w bazach, sg nieustannie eksplorowanym zrodlem
cennych informacji  biologicznych. Jednocze$snie, CSH jest eksperymentem
mikromacierzowym, ktérego analiza w dalszym ciggu budzi wiele watpliwosci.
Dotychczasowe, bardzo nieliczne badania na temat CSH nie dawaly przekonujacej
odpowiedzi na pytania o zasadno$¢ stosowania tej metody. Cz¢$¢ danych sugerowata, ze
zardbwno stopien podobienstwa sekwencji gatunku badanego i reprezentowanego na
mikromacierzy, jak i dlugo$¢ zastosowanych sond majg znaczenie dla uzyskania wynikow
istotnych biologicznie. Do tej pory nie przeprowadzono jednak kompleksowych badan
oceniajgcych, w jakim stopniu czynniki te wplywaja na jako$s¢ wynikow analiz
mikromacierzowych. Z drugiej strony, w literaturze mozna znalez¢ szereg przyktadow
zastosowania metody CSH w badaniach podstawowych, bez uwzglednienia w
jakimkolwiek stopniu ich specyfiki [57,90]. Opracowanie wlasciwej metodyki
eksperymentow mogloby si¢ zatem przyczyni¢ do popularyzacji i rozwinigcia nowych
zastosowan metody CSH oraz umozliwi¢ weryfikacj¢ poprawnosci zgromadzonych juz
danych eksperymentalnych.

W niniejszej pracy zastosowano szereg ukladow badawczych, ktérych poréwnanie
umozliwito okreslenie zbioru regut dotyczacych wykonywania eksperymentéw SCH. Jako

model badawczy wybrano rodzing Solanaceae, z uwagi na:

a) wysoki stopien podobienstwa pomiedzy genami roslin nalezacych do tej rodziny

b) dostepnos¢ roéznych typéw mikromacierzy dla kilku gatunkéw roslin

C) znaczenie gospodarcze wielu roslin psiankowatych

d) znaczng liczbe publikacji dotyczacych zastosowania CSH w tej grupie roslin

e) dostepnos¢ stosunkowo duzej liczby sekwencji ¢cDNA tytoniu, ziemniaka i

pomidora w bazach danych, co umozliwiato przeprowadzenie badan homologii

poszczegolnych sond mikromacierzowych 1 sekwencji transkryptow, ktore

potencjalnie mogly wigza¢ si¢ z tymi sondami.

Dzigki zastosowaniu réznych typéw mikromacierzy (oligonukleotydowe, cDNA)
oraz uktadow hybrydyzacji migdzygatunkowe;j (tyton: ziemniak; tyton: pomidor), mozliwe
byto systematyczne zbadanie wplywu poszczegdlnych czynnikow zwigzanych z

hybrydyzacja CSH na wynik i biologiczng interpretacje wynikow. Ponadto, w celu
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doktadniejszej weryfikacji zgodnosci wynikow CSH z wynikami referencyjnymi (SSH),
zdecydowano si¢ na zastosowanie dwoch Dbiologicznie niezaleznych uktadow
eksperymentalnych (traktowanie NaCl i CdCl,). Taki obiekt badan dawat mozliwos¢
uzyskania nieopisanych do tej pory w literaturze danych biologicznych, zwigzanych z
aktualnymi zainteresowaniami badawczymi naszej pracowni oraz prowadzong wspOtpracg
z Laboratorium Biochemii Ro$lin Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk.
Badania wptywu stresu solnego oraz metali ciezkich byly do$¢ czgsto wykonywane na
ro$linach modelowych, jak rzodkiewnik i ryz [95-98,149,189], natomiast tylko nieliczne
prace genomiczne dotyczyly rodziny Solanaceae [142], za§ mechanizmy odpowiedzi na
stres w samym tytoniu, uwazanym przeciez za rosling modelowa, byly do tej pory dos¢
stabo poznane. Czynnikiem podnoszacym potencjalne znaczenie uzyskanych wynikow jest
to, ze dotycza one transkryptomu korzeni, a wigc czesci rosliny, ktdra czesto jako pierwsza

kontaktuje si¢ z czynnikami stresogennymi [95].

V.1. JAKOSC UZYSKANYCH DANYCH

Analizy diagnostyczne uzyskanych wynikow pokazaty, ze dla kazdej z
mikromacierzy w uktadzie CSH mozliwe bylo zoptymalizowanie warunkéw hybrydyzacji
1 analizy tak, aby uzyska¢ dane o dobrej jako$ci. Poszczegdlne mikromacierze roznity si¢
jednak zdecydowanie pod wzgledem liczby genow rdznicujacych przy wartosci p<0,05. Z
pewnoscia wplyw na taki stan rzeczy przynajmniej w czg¢sci mogly mie¢ roznice
techniczne w przebiegu eksperymentow. Te starano si¢ jednak zminimalizowaé poprzez
ujednolicenie, tam gdzie to byto mozliwe, procedur eksperymentalnych oraz toku analizy
bioinformatycznej. Mozna zatem zalozy¢, ze obserwowane rdznice odzwierciedlajg
rowniez réznice w przydatnosci poszczegolnych mikromacierzy, wynikajace z ich rodzaju
1/lub roéznic pomiedzy gatunkami reprezentowanymi na tych mikromacierzach. Teze te
moze wspiera¢ fakt, ze dane o najwyzszej jakoSci uzyskano przy wykorzystaniu
mikromacierzy referencyjnej. O ich wysokiej jako$ci, oprocz samych wykresow
diagnostycznych, niezbicie §wiadczg uzyskane wartosci ekspresji roznicowej dla sond
kontrolnych. Przy uzyciu tej mikromacierzy uzyskano zdecydowanie najwieksza liczbe
gendw roznicujacych (warto$¢ p<0,05) . Taki stan rzeczy byl spodziewany nie tylko z
uwagi na uzycie mikromacierzy SSH, ale takze ze wzgledu na zastosowanie powtorzen
technicznych oraz fakt, iz mikromacierz TOB zostata wykonana z zastosowaniem

nowoczesnej techniki polegajgcej na syntezie sond in situ.
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V.2. PROFIL EKSPRESJI GENOW W KORZENIACH TYTONIU PODDANYCH
DZIALANIU STRESU

V.2.1. Ogolny profil ekspresji genow w korzeniach tytoniu pod wplywem stresu

abiotycznego

Uzyskane wyniki pozwolily na opisanie profilow ekspresji genéw w korzeniach
tytoniu w  stresie  abiotycznym. Na  podstawie = wynikow  eksperymentow
mikromacierzowych wyselekcjonowano liczng grupe genow, ktore zachowywaly sie w
podobny sposéb w przypadku obu wybranych stresOw 1 moga by¢ zaangazowane w 0gdlng
odpowiedzZ roslin na stres abiotyczny, wspdlna co najmniej dla obu czynnikéw. Wielu
autoré6w potwierdza obecno$¢ wspoOlnych profilow transkryptomicznych w ramach
odpowiedzi na réznego rodzaju bodzce [100, 159-161, 188]. Mimo iz wspdlna odpowiedz
na stres abiotyczny jest do$¢ cze¢stym tematem badan, do tej pory opublikowano tylko
jednag prace z zakresu transkryptomiki, w ktorej bezposrednio poréwnywano dziatanie
stresu solnego i kadmowego na korzenie rzodkiewnika [100].

Na podstawie profilow GO 1 gendéw rdznicujacych zdefiniowano najwazniejsze
kategorie ogdlnej odpowiedzi na stres abiotyczny: odpowiedz na bodzce i procesy
immunologiczne, katabolizm toksyn, transport, $mier¢ komorki, wigzanie wapnia,
biosynteza hormondéw (geny ulegajace indukcji) oraz transport tluszczéw, procesy
zachodzace w S$cianie komodrkowej, aktywnos¢ kanatdéw wodnych (geny ulegajace
zahamowaniu) (patrz Tabela 17).

Wsrod gendow ulegajacych indukcji, najliczniej reprezentowana jest grupa tych
zwigzanych z szeroko ujeta odpowiedzig na bodzce. Aktywnos$¢ genow typowych dla
reakcji na réznorodne bodzce $wiadczy o ztozonosci odpowiedzi na oba rodzaje
traktowania, w ktorej przeplata si¢ wiele Sciezek sygnatowych. Wskazuje to rOwniez na
istnienie wspdlnych etapéw cechujacych odpowiedz na rdzne rodzaje stresu abiotycznego,
a nawet biotycznego, co potwierdzaja inni autorzy [159-161]. Uruchomienie $ciezki
sygnalizacji za posrednictwem ABA w przypadku korzeni réznych roslin poddanych
dzialaniu stresu solnego lub kadmowego zaobserwowano réwniez w innych pracach
transkryptomicznych [95,99,100]. Podobne spostrzezenia dotycza dziatania etylenu [99,
178], chociaz w tym przypadku w stresie solnym odnotowano bardziej znaczaca indukcje
genow 1 GO zwigzanych z sygnalizacja za pomocg tego hormonu, a w stresie kadmowym

wyrazniejszy byl wzrost ekspresji gendéw odpowiedzialnych za jego syntezg. W przypadku
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kaskady sygnatow zaleznych od kwasu jasmonowego i salicylowego, napotkano
doniesienia dotyczace przede wszystkim indukcji pod wptywem stresu solnego [95,99],
chociaz w pracy oceniajacej dziatanie obu stresow stwierdzono indukcj¢ niektorych gendw
biorgcych udzial w transdukcji sygnatu za posrednictwem JA (np. JAZ5).

W przypadku obu streséw, do genow o najwigkszym istotnym wzroscie ekspresji
nalezal gen S-transferazy glutationowej odgrywajacy role w detoksyfikacji i bedacy
markerem stresu oksydacyjnego [122]. Wykazywal on wzrost ekspresji rowniez W badaniu
bezposrednio poréwnujagcym oba stresy, wraz z peroksydaza glutationowg, dla ktorej
podobne wyniki odnotowano w ramach niniejszej pracy [100]. Te obserwacje sa zgodne z
wynikami wcze$niejszych badan transkryptoméw korzeni roslin poddanych dziataniu obu
badanych czynnikéw [95,100,189]. Wyraznie zatem widaé, ze odpowiedz na oba rodzaje
stresu w korzeniach tytoniu zwigzana jest z uruchomieniem podobnych mechanizméw
detoksyfikacji, opartych na dziataniu glutationu. We wspomnianym do$wiadczeniu na
korzeniach rzodkiewnika stwierdzono znacznie mniejszg liczb¢ gendéw roznicujacych
wspolnych dla obu streséw (kilkadziesigt), niemniej jednak mozna wérdd nich wyrdznié
szereg takich, ktorych indukcje odnotowano réwniez w niniejszej pracy dla obu traktowan:
ERF/AP2, WRKY33, HSP, ATAF, CYP, wspomniane GST i JAZ. Sa to geny typowe dla
odpowiedzi na stres u roslin [100]. W doswiadczeniu dla rzodkiewnika odnotowano
podobnie jak w przypadku naszego eksperymentu wspdélng dla réznych streséw
abiotycznych indukcje gendw zwigzanych z wigzaniem wapnia (biatka CML —podobne do
kalmoduliny). W korzeniach tytoniu mamy wigc do czynienia z typowa dla stresu
sygnalizacjg za posrednictwem jonOw wapnia.

Geny rdznicujgce zwigzane z transportem (transportery ABC, MATE) ulegaty
réwniez indukcji w niezaleznych doswiadczeniach na korzeniach rzodkiewnika poddanych
dziataniu stresu solnego [95] i kadmowego [149].

Analizujac spadek ekspresji genow pod wptywem obu warunkéw stresowych,
warto zwroci¢ uwage na inne grupy genow zwigzanych z transportem. Byty to biatka
btonowe odpowiedzialne za transport tluszczow, ktdrych zahamowanie ekspresji (geny
LTP) odnotowano réwniez w korzeniach rzodkiewnika pod wptywem NaCl [95], a takze
akwaporyny wchodzace w sktad tonoplastu i btony komorkowej, ktorych inhibicja jest
zjawiskiem typowym dla przeciwdziatania odwodnieniu w wyniku stresu solnego [95,
143], jednak byla spotykana rowniez pod wpltywem dziatania kadmu [190]. Ostatnig grupe
cechujaca si¢ zmniejszong ekspresja stanowia geny zwigzane ze $ciang komodrkowa.

Inhibicje ekspresji gendow zaangazowanych w rozluznienie $ciany komodrkowej (XTH,
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arabinogalaktany) obserwowano w korzeniach pomidora poddanych dziataniu NaCl [142],
z kolei w korzeniach rzodkiewnika obserwowano inhibicje enzyméw zwigzanych z
lignifikacja, indukcj¢ genow XTH oraz ekspansyn. Wzrost ekspresji ekspansyn
odnotowano w naszym doswiadczeniu w obu grupach, a w przypadku stresu solnego
widoczna byta nawet indukcja kategorii GO ,rozluznienie $ciany komodrkowej”.
Obserwujemy tu zatem sprzeczno$¢ z uprzednio dokonanymi spostrzezeniami dotyczacymi
inhibicji procesu rozluznienia $ciany komoérkowej. Ekspansyny biorg udziat w procesach
rozluznienia $ciany komorkowej 1 ich ekspresja ulegata zahamowaniu m.in. pod wptywem
stresu solnego w pedach kukurydzy [165]. W przypadku korzeni ekspansyny moga
stymulowa¢ ich wzrost w wyniku braku wody [166], a takze bra¢ udziat w wyksztalcaniu
odpornosci [167]. Jest to zrdéznicowana grupa bialek o réznych funkcjach, ktora moze
wykazywa¢ odmienng ekspresj¢ w zaleznos$ci od lokalizacji w organie 1 warunkow
[141,167]. W przypadku pojedyncze; sondy wykazujacej podobienstwo do genu
ekspansyny 11 odnotowano inhibicj¢ ekspresji dla obu traktowan. Ciekawe jest podobne
zachowanie gendéw odpowiedzialnych za wlasciwosci Sciany komoérkowej w obu uktadach
badawczych, jako ze opisywane zjawiska obserwowano do tej pory jedynie w przypadku

dziatania stresu solnego [95,141,142].

V.2.2. Profil ekspresji genow w korzeniach tytoniu poddanych dzialaniu stresu
solnego.

Dyskutujac profil ekspresji gendw specyficznych dla stresu solnego warto odwotac
si¢ do pracy transkryptomicznej, kompleksowo opisujacej dzialanie NaCl na korzenie
rzodkiewnika. Chlorek sodu podawano tu w identycznym stgzeniu, a proby zbierano m.in.
po 6 godz., podobnie jak w niniejszym eksperymencie [95]. Na uwage zastugiwaly tez
prace dotyczace korzeni pomidora [142] 1 bawelny [99], jednak traktowanie
przeprowadzono tu w nieco innych warunkach.

Wsrod wielu genow ulegajacych indukcji w korzeniach poddanych dziataniu stresu
solnego, warto zwroci¢ uwage na geny wchodzace w sklad kategorii GO zwigzanej z
odpowiedzig na niedobor wody, co $wiadczy o cechach wspdélnych odpowiedzi na stres
solny 1 suszy. W innych doniesieniach rowniez obserwowano wzrost ekspresji genow
DREB2A, ABAL i ERD15 w stresie solnym i osmotycznym, natomiast niewiele wiadomo
na temat indukcji genow biatek histonowych w tych warunkach.

Geny wchodzace w sklad $ciezki zaleznej od ABA, zaro6wno specyficzne dla
odpowiedzi na NaCl, jak i1 ulegajace indukcji w obu eksperymentach, §wiadczg o

obecno$ci w korzeniach tytoniu typowych $ciezek transdukcji sygnatu dla stresu solnego i
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pokrywaja si¢ z danymi uzyskiwanymi do tej pory dla rzodkiewnika i innych gatunkéw
[160,161,191]. W eksperymencie na korzeniach rzodkiewnika, dominujacymi hormonami
regulujagcymi odpowiedz byly kwas jasmonowy i etylen, drugi z hormondéw, ktdérego
indukcje obserwowano nie tylko w niniejszym eksperymencie, ale tez w innych pracach
[95, 160,161].

Starzenie jest dobrze znanym skutkiem stresu solnego zwigzanym z zahamowaniem
wzrostu i objawiajacym si¢ rozpadem chlorofilu, zétknigciem lisci, a w przypadku korzeni
zmniejszeniem ich dtugosci [164], regulowanym przez hormony, m.in. ABA 1 etylen [163].
W badaniach siewek rzodkiewnika [194] stwierdzono indukcje wielu genow
zaangazowanych w proces starzenia wywotanych stresem solnym, przede wszystkim
genow zawierajacych domene NAC. Ekspresja tego typu genow w korzeniu nie byta do tej
pory opisana w pracach dotyczacych transkryptomiki.

Kwestig dyskusyjng jest inhibicja kategorii GO dotyczacej aktywnoS$ci peroksydaz,
ktére zwykle kojarzone sa z usuwaniem wolnych rodnikéw. Prace dotyczace skutkow
rozmaitych czynnikéw stresowych wskazuja na r6zne zachowania katalazy i dysmutazy
ponadtlenkowej w zaleznosci od organu i rodzaju traktowania, prezentujac sprzeczne
wyniki nie pozwalajace na ostateczne okreslenie roli tych genow [172]. W przypadku
oceny aktywnosci w korzeniach fasolnika chinskiego stwierdzono zmniejszenie
aktywnos$ci dysmutazy, podczas gdy poziom katalazy nie zmienial si¢ [172]. By¢ moze
zatem obserwowana inhibicja niektorych katalaz ma zwigzek z innego rodzaju
aktywnos$cig niz usuwanie wolnych rodnikow. Podobna tendencj¢ stwierdzono w stresie
solnym w korzeniach rzodkiewnika [95], gdzie rowniez stwierdzono zmniejszenie
ekspres;ji niektorych peroksydaz.

Poréownujac uzyskane wyniki z innymi pracami transkryptomicznymi oceniajacymi
stres solny w korzeniach, mozna wyrdzni¢ znaczng liczbg gendéw lub grup genow, ktérych
ekspresja w tytoniu ulega podobnym zmianom co u innych gatunkéw. Nalezg do nich geny
charakterystyczne dla $ciezek sygnatowych stresu (MAPK, ERF, ATAF, EREBP, WRKY,
HSP, CIPK), §wiadczace o sygnalizacji zaleznej od hormonéw (ABA, ET, JA), zwigzane
ze zmianami w $cianie komorkowej (XTH, arabinogalaktany) lub transportem (MATE,
ABC, akwaporyny). Wsrod gendw, ktorych wystepowanie w stresie solnym jest opisane w
literaturze, a nie jest wyraznie zaznaczone w niniejszych badaniach, mozna wymieni¢ geny
sciezki SOS, dobrze opisanego w literaturze szlaku odpowiedzi na stres solny [195], geny
osmoprotekcyjne (w niniejszym eksperymencie widoczna byla jedynie indukcja gendéw

fosfatazy trehalozy), geny zwigzane z lignifikacjg $ciany komorkowej. Mimo to, jesli
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chodzi o liczb¢ widocznych zmian, jest ona wigksza niz np. w przypadku wspominanych

prac dla pomidora i bawelny.

V.2.3. Profil ekspresji genow w korzeniach tytoniu poddanych dzialaniu kadmu.

W przypadku ekspresji genow w korzeniach poddanych dziataniu kadmu,
dostepnych jest znacznie mniej badan transkryptomicznych w poroéwnaniu z dziataniem
stresu solnego. Na uwage zastuguja wiasciwie 3 prace: 2 dotyczace korzeni ryzu [149,
189], a jedna rzodkiewnika [97]. Odnotowana w niniejszym badaniu indukcja genoéw
charakterystycznych dla odpowiedzi na jony metali nie byta odnotowana w wymienionych
eksperymentach, niemniej jednak rola genéw ZIF, NRAMP i1 YSL w chelatowaniu 1
transporcie jonow metali cigzkich zostata opisana w literaturze [173,196]. Sposrod
hormonéw biorgcych udzial w odpowiedzi na kadm, najbardziej wyrazna byta indukcja
Sciezki syntezy 1 sygnalizacji za pomocg etylenu i kwasu jasmonowego. Co wazne, w obu
przypadkach wyraznie zaznaczony jest wzrost ekspresji kilku genéw biorgcych udzial w
szlaku syntezy obu zwigzkow, ktore sg wymienione w literaturze jako hormony o istotnym
znaczeniu dla odpowiedzi na stres metali cigzkich [175,176]. Indukcje genoéw
odpowiedzialnych za sygnalizacje za posrednictwem kwasu jasmonowego wykryto za
pomoca mikromacierzy w korzeniach ryzu [149].

Odnotowane zwigkszenie ekspresji gendw zwigzanych z asymilacjg siarki 1 syntezg
acetylokoenzymu A moze by¢ zwigzane z indukcjg syntezy glutationu lub fitochelatyn
[135,178,189]. Wzrost ekspresji takich genow odnotowano rowniez w korzeniach ryzu
traktowanych kadmem i miedzia, a udzial powyzszych zjawisk w odpowiedzi na stres
kadmowy w korzeniach tytoniu jest ewidentny [189].

Bardziej skomplikowana jest kwestia ekspresji gendéw odpowiedzialnych za
transport. Indukcji ulegly geny zwigzane m.in. z usuwaniem jonow metali (PDR i
NRAMP), jednak zdecydowana wigkszo$¢ gendw zwigzanych z transportem ulegta
inhibicji. W korzeniach ryzu obserwowano wzrost ekspresji transporterow PDR 1 innych z
grupy ABC, a takze MATE 1 CDF [149,189], natomiast zmniejszenia ekspresji tak wielu
transporterow nie notowano w innych pracach transkryptomicznych. By¢ moze podczas
stresu kadmowego niektore transportery moga by¢ hamowane w celu zapobiezenia
wyptywu jondéw np. z korzeni do pedu, tak jak w przypadku niektorych transporterow
SULTR (siarczanow) ulegajacych inhibicji w korzeniach rzepaku pod wplywem kadmu
[183]. W przypadku innych genow, ktorych ekspresja ulega zmniejszeniu, zwrdcono
uwage na geny biatek cytoszkieletu. Wplyw jonéw kadmu na cytoszkielet objawiajacy si¢

rozpadem mikrotubul i wiokien aktyny jest zjawiskiem obserwowanym w komorkach

149



roslinnych 1 zwierzecych, jednak niewiele wiadomo na temat zmian ekspresji gendéw
kodujacych bialka cytoszkieletu [180]. Z calg pewnoscia inhibicja tych gendéw w
warunkach stresu musi by¢ wzigta pod uwage w przypadku typowania genow
referencyjnych o statej ekspresji uzywanych w reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

W przypadku innych prac oceniajacych wplyw kadmu na zmiany ekspresji genow
w korzeniach roslin, do do$¢ czgsto powtarzajacych si¢ genow nalezaty geny zwigzane z
usuwaniem wolnych rodnikéw (GST), sygnalizacja (MAPK, CDPK, DREB, WRKY,
AP2), chelatowaniem jondéw (glutation, metylotioneiny), transportem (PDR, MATE, CDF,
Z1IP), metabolizmem siarki czy modyfikacja $cian komérkowych [149,189]. Duza czgs¢
tych procesow byla w wigkszym lub mniejszym stopniu odnotowywana w niniejszym
eksperymencie, w ramach ogdlnej odpowiedzi na stres abiotyczny lub reakcji specyficznej
na jony kadmu. Obserwacje dotyczace wspolnych oraz zaleznych od bodZca zmian w
ekspresji genow korzeni tytoniu traktowanych CdCl, i NaCl zebrano na Rycinie 41. Ze
wzgledu na poboczny charakter tej czesci pracy, przyblizono jedynie globalny obraz zmian
transkryptomu. Dla doktadnego poznania procesow stresowych w tym ukladzie
badawczym niezbedne bylyby dodatkowe badania z wykorzystaniem np. réznych punktow
czasowych 1 stezen czynnikow stresowych. Niemniej, nalezy podkresli¢, ze uzyskane
mapy aktywnosci transkryptomu w ww. stresach stanowig cenne 1 bogate zrodto danych do
ukierunkowanych badan fizjologii korzeni tytoniu w stresie. W szczego6lno$ci znajomos¢
sekwencji sond roznicujacych, moze okaza¢ si¢ przydatna do wyekstrahowania z baz
danych informacji o pelnych sekwencjach cDNA konkretnych gendw zwigzanych z

reakcjg na stres w tytoniu.

V.3. ZASTOSOWANIE CSH W ANALIZIE TRANSKRYPTOMOW
V.3.1. Wplyw dlugosci sond na jakos¢ eksperymentow CSH

Wptyw diugosci sond oceniano porownujac wyniki uzyskane przy zastosowaniu
mikromacierzy TOM1 i TOM2, poniewaz pochodzity one z tego samego laboratorium 1
reprezentowaly podobny zestaw transkryptow. Gwarantowato to uzyskanie maksymalnie
duzej liczby danych do po6zniejszych poréwnan migdzy mikromacierzami. Bioragc pod
uwage liczbe gendéw rdznicujacych oraz zbiezno$¢ z danymi referencyjnymi,
zdecydowanie lepsze wyniki, wykazujace wigksze podobienstwo do uzyskanych w
eksperymencie SSH, otrzymano stosujgc mikromacierze z sondami cDNA. W przypadku
mikromacierzy TOM2 uzyskano niewiele danych o znaczeniu biologicznym, a geny
réznicujace, pokrywajace si¢ z uzyskanymi na mikromacierzy referencyjnej, sa nieliczne,
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co w porownaniu z wynikami otrzymanymi z wykorzystaniem mikromacierzy TOM1,
wskazuje jednoznacznie na przewage mikromacierzy cDNA nad oligo w eksperymentach
CSH. Wynik ten jest zgodny ze spostrzezeniem wskazujacym na wicksza liczbe gendéw
roznicujacych i1 lepsze parametry FDR uzyskiwane przy pomocy dtuzszych sond [58].
Nawet w przypadku wyselekcjonowania puli 600 sond o najlepszych parametrach
statystycznych (top600), skuteczno$¢ mikromacierzy CDNA byta zdecydowanie wyzsza.
Mimo iz takiego stanu rzeczy mozna bylo oczekiwaé na podstawie wczes$niejszych prac
[40,56,77,78], spodziewano si¢ jednak nieco wiekszej specyficznosci sond oligo. Co
cieckawe, w zbiorze prac poroéwnujacych hybrydyzacje mikromacierzy cDNA 1 oligo,
mozna znalez¢ doswiadczenia wskazujace na nizsza specyficzno$¢ mikromacierzy oligo w
poréwnaniu z mikromacierzami cDNA (320-390 pz,) wynikajaca z wigkszej podatnosci na
hybrydyzacj¢ krzyzowa [197]. Stwierdzono, ze hybrydyzacji krzyzowej sprzyja wyzsze od
75% podobienstwo niespecyficznego transkryptu do sondy oraz obecno$¢ w pelni
komplementarnych do transkryptu odcinkéw sondy o dhugosci powyzej 15 zasad. Zatem w
pracy tej podwazono jeden z wyzej przytaczanych argumentOw przemawiajacych za
stosowaniem mikromacierzy oligo, moéwigcych o wigkszej specyficznosci wigzania
transkryptow przez sondy. Rownocze$nie badane sondy wykazywaty podobng czutosé,
okreslong jako zdolno$¢ do wykrycia 3-krotnej roznicy w stezeniu dodawanych do proby
transkryptow o znanej ilo$ci. Autorzy nie neguja przydatnosci sond oligo w
zastosowaniach mikromacierzowych, a jedynie wskazuja na konieczno$¢ starannego ich
projektowania 1 znaczenie dostgpnosci sekwencji DNA. Zatem, zgodnie z tymi
spostrzezeniami, w przypadku CSH, w ktorej prawdopodobienstwo przytaczenia do sondy
kilku podobnych transkryptow jest wigksze niz w tradycyjnej hybrydyzacji, stosowanie
mikromacierzy oligo wymagatoby znacznie bardziej szczegdtowej filtracji danych pod
katem podobienstwa sekwencji, uwzgledniajacej powyzsze warunki [197].

Z kolei, w przypadku sond cDNA problemem moga by¢ trudnos$ci w identyfikacji
rzeczywistych transkryptow reprezentowanych na mikromacierzach, nawet w przypadku
SSH — sekwencje sond sg tylko czgSciowo znane, dodatkowo czgsto transkrypty roslin
obecne w bazach danych maja posta¢ kontigéw (ciggdw czgsciowo zachodzacych na siebie
sekwencji), ktore moga zawierac¢ btedy. Ponadto w przypadku wigkszosci roslin sekwencje
te najczesciej s3 adnotowane na podstawie analiz funkcjonalnych, np. z wykorzystaniem
genow rzodkiewnika. W takim przypadku dysponujemy zatem sonda ,,prawdopodobnie”
reprezentujacag dany kontig, ten z kolei tylko ,,prawdopodobnie” jest funkcjonalnym

odpowiednikiem genu w ro$linie modelowej. Wynik uzyskany przy pomocy takiej sondy
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odnosimy do ¢cDNA z organizmu badanego, ktory ,,prawdopodobnie” jest homologiem
genu ,,prawdopodobnie” reprezentowanego na mikromacierzy. Biorac pod uwage tak duza
niepewno$¢, nawet pomimo uzyskanych lepszych wynikow dla sond ¢cDNA niz w
przypadku sond oligonukleotydowych, nalezy zachowa¢ duza doz¢ ostroznosci podczas
wnioskowan dotyczacych ekspresji poszczegdlnych genow. Dodatkowo warto tutaj
wspomnie¢ o kwestii ogromnej zmiennosci genetycznej organizmOw juz na poziomie
wewnatrzgatunkowym, na co wskazuje szereg badan. Przyktad moga stanowi¢ wyniki
eksperymentéw Rna-seq dla kukurydzy - wskazujgce na obecno$¢ lub brak niektérych
transkryptow w zaleznos$ci od odmiany [185]. Biorac to pod uwage, nalezy liczy¢ si¢ z
faktem, ze kazda analiza oparta o hybrydyzacj¢ jest ograniczona tylko do zestawu sond
reprezentowanych na mikromacierzach, a istnienie genomu referencyjnego nie gwarantuje
petnej reprezentacji transkryptomu nawet w przypadku pracy na poziomie innej odmiany

danego gatunku, nie wspominajac juz o badaniach miedzygatunkowych.

V.3.2. Wplyw pokrewienstwa gatunku badanego i reprezentowanego na

mikromacierzy na jako$s¢ CSH

Biorgc pod uwage stosunkowo niewielka liczbe mikromacierzy w kontekscie
istniejgcych gatunkow, istnieje duze prawdopodobienstwo, ze wybor badacza bedzie
oczywisty 1 ograniczony tylko do jednej mikromacierzy, lub tez moze wystapi¢ sytuacja, w
ktorej zbyt duza odleglo$¢ filogenetyczna uniemozliwi wykonanie eksperymentow.
Niemniej, jednak, w przypadku istnienia kilku mikromacierzy w obrgbie jednej rodziny
(tak jak dla Solanaceae, Brassicaceae) (por. Tabela 2), moze zaistnie¢ konieczno$¢
wyboru najlepszej mikromacierzy sposrdd kilku opcji. W przypadku tego poroéwnania
analizowano eksperymenty wykonane na mikromacierzach cDNA dla pomidora i
ziemniaka zawierajacych sondy o zblizonym, cho¢ niedoktadnie okreslonym stopniu
podobienstwa sekwencji do tytoniu i odznaczajgcych si¢ podobng liczbg sond uzytkowych.
Jesli zalozy¢, ze elementem warunkujacym jako$¢ eksperymentéw CSH jest podobienstwo
sekwencji gatunkéw [55,57,80] nie powinno si¢ uzyskiwa¢ duzej rozbieznosci wynikow
pomiedzy dwiema mikromacierzami w tych samych warunkach eksperymentalnych. Z
punktu widzenia statystyki korelacji pojedynczych genéw réznicujacych, uzyskane wyniki
wskazuja na lepsza zgodnos¢ z danymi referencyjnymi (TOB) mikromacierzy POT. Z
kolei ilosciowe spojrzenie na dane uzyskane w wyniku analiz GO nie wskazuje tak
jednoznaczne na przewage jednej z mikromacierzy. Gorsze wyniki analizy na podstawie

kategorii GO specyficznych gatunkowo moga by¢ uzasadnione ponad trzykrotnie wigksza
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liczbg kategorii GO przyporzadkowanych sondom TOMI, czego skutkiem moze by¢ brak

niektorych kategorii w analizie mikromacierzy POT.

Tabela 32. Liczba kategorii GO dostepnych dla mikromacierzy POT i TOM1

POT TOM1
Kombinacje GO-sonda 16242 66851
Liczba sond posiadajacych GO 8837 6811
Liczba unikatowych GO 1169 3342
5 ;

@pOO W@ 000 ®OO
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Rycina 40. Srednia intensywno$¢ sygnatu (Sig) dla wszystkich sond na poszczegélnych
mikromacierzach CSH.

Wigkszos¢ prac poruszajacych kwestie pokrewienstwa pomiedzy gatunkiem
badanym i reprezentowanym na mikromacierzy wskazywato na intensywnos$¢ sygnatu jako
wyznacznik jakosci hybrydyzacji, sugerujac ze nawet minimalne ro6znice (1%)
sekwencyjne znajdujg istotne odzwierciedlenie w intensywnos$ci sygnatu sond [55,76,80].
W niniejszym eksperymencie mikromacierze POT 1 TOMI1 cechowala podobna
intensywno$¢ sygnatu (Rycina 40), a wyniki badan homologii wskazywaly na podobne,
aczkolwiek nieznacznie wigksze podobienstwo sond do transkryptow na mikromacierzy
TOM1 (Tabela 10, Rycina 15). Na podstawie niniejszego eksperymentu mozna zatem

wyciaggna¢ wniosek, ze o wyborze sposréd kilku mikromacierzy o zblizonym
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podobienstwie sekwencji DNA do gatunku badanego powinny decydowac inne aspekty niz
niewielkie roznice w homologii sekwencji. Jednym z takich czynnikéw moze by¢
podobienstwo gatunkdw dotyczace niektorych cech w specyficznych warunkach
biologicznych, o ktérym wspomniano juz w konteks$cie analizy unikalnych genéw
zwigzanych z dojrzewaniem owocdéw papryki i baktazana, podczas ktorej stwierdzono
wigkszy wptyw na uzyskany profil ekspresji podobiefstwa fenotypowego, niz blisko$ci
filogenetycznej [53]. We wspomnianej pracy oceniano jednak kilka gatunkow przy
pomocy tej samej mikromacierzy, w niniejszym eksperymencic mieliSmy do czynienia z
sytuacja odwrotng- ten sam materiat badano przy pomocy mikromacierzy dla réznych
gatunkow. W tej sytuacji warto rowniez zwroci¢ uwage na réznice w profilu sond TOMI i
POT (Rycina 7, punkt IV.1.2)- liczba sond POT i TOMI posiadajacych wspolne
odpowiedniki na mikromacierzy TOB wynosita zaledwie 0k.2500, co §wiadczy o tym, Ze
przynajmniej czg$¢ analizowanych sond na obu mikromacierzach nie pokrywala sig,
generujac odmienny profil. Zatem sktad sond w konteksécie badanego stanu biologicznego
jest rowniez kwestig godng uwagi podczas wyboru mikromacierzy. Ostatnim czynnikiem,
ktory nalezy przeanalizowaé jest liczba dostgpnych danych genetycznych i adnotacji
funkcjonalnych dla danego gatunku i sond, o ktérym wspomniano wyzej w kontekscie
kategorii GO. W przypadku mikromacierzy dla gatunkéw o zblizonym podobienstwie do
badanego warto rozwazy¢ wybor tego, ktory daje wieksze mozliwosci analizy dzigki

bogatszemu zasobowi danych.

V.3.3. Wplyw liczby zastosowanych powtorzen na jakos¢ CSH

Zastosowanie dodatkowych powtdérzen z zamiang barwnikow (dye swap)
zdecydowanie wplyneto na jako$¢ uzyskanych danych dla mikromacierzy POT 1 ich
zgodnos¢ z wynikami referencyjnymi. Przy zachowaniu proporcji sond wykazujacych
wzrost lub spadek ekspresji uzyskano poprawe parametrow zgodnosci z mikromacierzg
referencyjng w kazdym badanym aspekcie. Roznice pomigdzy wynikami uzyskanymi dla
jednego lub dwoch powtdrzen byly znacznie wigksze niz w przypadku omawianego
wczesniej porownania mikromacierzy dwoch odmiennych gatunkow. Zatem szczegdlnie w
przypadku CSH rozwazenie dodatkowych powtdrzen wydaje si¢ by¢ kwestig niezwykle
istotng, a czynnik ten moze mie¢ wigksze znaczenie dla powodzenia eksperymentu CSH
niz nieznaczne réznice w podobienstwie sekwencji DNA. Paradoksalnie wydaje si¢ zatem,
ze jednym z kluczowych elementow w przypadku hybrydyzacji CSH jest speinienie
ogolnie przyjetych warunkow dobrej pracy z mikromacierzami, jakim jest wykonanie jak

najwiekszej liczby powtoérzen, nawet w przypadku gdy odbywa si¢ to kosztem mniejszej
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liczby warunkow eksperymentalnych. Podobnie jak w przypadku SSH, istotne jest rowniez
zastosowanie zamiany barwnikow (dye swap) pozwalajacej wyeliminowaé efekt
wyciszania jednego z barwnikow [200, 201]. W niniejszym eksperymencie dysponowano
trzema powtorzeniami biologicznymi, dlatego zastosowano powtorzenia techniczne, ktore
z punktu widzenia ekonomiki eksperymentu sg dos¢ kosztownym rozwigzaniem, cho¢
korzysci z takiego modelu do§wiadczenia sg wyraznie widoczne. W przypadku posiadania
wigkszej liczby powtdrzen biologicznych, wskazane jest ich uzycie zamiast powtorzen
technicznych, wraz z zastosowaniem zamiany barwnikoéw, gdyz takie rozwigzanie bedzie

skuteczniejsze z punktu widzenia eliminacji czynnikow zaburzajacych [201].

V.3.4. Wybor optymalnej $ciezki filtracji danych
V.3.4.1. Filtracja HOM

W przypadku badan Bar-Or i wsp. [54] zauwazono poprawe jakosci wynikajaca z
zastosowania filtracji, objawiajacg si¢ wigkszym podobienstwem pomiedzy powtorzeniami
biologicznymi, niemniej jednak nie przedstawiono poréwnania uzyskanych profilow w
konteks$cie genow réznicujacych. W niniejszej pracy porOwnywano ostateczne wyniki,
ktore sa przeciez najbardziej interesujgce dla biologa. Trudno jest jednak wskazaé
jednoznaczne korzysci z zastosowania filtracji bazujacej na ocenie podobienstwa
sekwencji genetycznej mig¢dzy sondami, a transkryptami na podstawie uzyskanych w
niniejszej pracy wynikow.

Dla mikromacierzy POT 1 TOMI, odsetek sond usunigtych w wyniku filtracji
HOM byt mniejszy (17% i 10 %) niz dla TOM2 (51%), by¢ moze dzigki temu filtracja ta
nie wykazywala szczegdlnego wptywu na zbiezno$¢ wynikéw CSH z SSH. Najwigksze
roznice po zastosowaniu tego typu filtracji odnotowano dla mikromacierzy
oligonukleotydowej, wykazujacej wigksza podatnos$¢ na rozbieznos¢ sekwencji pomiedzy
sondami, a transkryptami, niemniej jednak nie idg one w parze z poprawg jakosci danych
pod katem zbieznosci z SSH. W przypadku najdoktadniej ocenianych w niniejszym
eksperymencie mikromacierzy POT, zbieznos$¢ genow roznicujacych dla analiz bez filtracji
1 z filtracja HOM wynosila co najmniej 88% (Rycina 39), zatem by¢ moze samo wtasciwe
przeprowadzenie analizy danych i1 wyselekcjonowanie genéw o najlepszych parametrach
statystycznych moze wystarczy¢ do uzyskania wiarygodnych biologicznie wynikow CSH,
bez potrzeby stosowania dodatkowej filtracji.

Z cata pewnoscia, sam fakt dostepnosci sekwencji transkryptéw daje mozliwosé

oceny przydatnosci danej mikromacierzy juz przed przystgpieniem do eksperymentow.
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Waznym aspektem, ktéry nalezy poddac¢ dyskusji jest nie tyle zastosowanie filtracji, co
mozliwo$¢ wykorzystania informacji na temat podobienstwa sond podczas analizy
funkcjonalnej bazujacej na danych dla mikromacierzy dla gatunku badanego. W przypadku
analizy GO z wykorzystaniem adnotacji funkcjonalnych dla mikromacierzy TOB,
uzyskano mniejsza liczb¢ danych niz w przypadku analizy uwzgledniajacej adnotacje
funkcjonalne dla ziemniaka, jednak wykazywaly one wigkszy odsetek zgodnos$ci z danymi
referencyjnymi. Z kolei analiza z wykorzystaniem adnotacji sond dla gatunku
reprezentowanego na mikromacierzy tworzy profil ekspresji charakterystyczny dla gendéw
tego gatunku (w przypadku POT-dla ziemniaka), a nic homologéw wystepujacych w
genomie badanym. W tym drugim przypadku odnotowano wigksza liczbg¢ réznicujacych

kategorii GO, ale tez wigcej niezgodnosci w stosunku do mikromacierzy TOB.

V.3.4.2. Filtracja MORF

Jak wspomniano w poprzednim punkcie, sama filtracja danych na podstawie
homologii nie wykazywata duzego wptywu na wyniki wykonanych eksperymentéw CSH,
dlatego w kontekscie takich obserwacji, trudno byto oczekiwaé znaczacej poprawy jakosci
danych po zastosowaniu filtracji MORF. Niemniej jednak wykonano badania majace na
celu sprawdzenie, czy istniejg przestanki do stworzenia alternatywnego sposobu
filtrowania danych CSH, ktorych podstawa byly doniesienia Bar-Or i wsp. [52]
wskazujace na wyrazng zalezno$¢ niektorych parametrow jakosci plamek od homologii
sond i transkryptow, sugerujace mozliwo$¢ ich wykorzystania do filtracji danych w
przypadku braku dostgpnych sekwencji. Stwierdzono, Ze korelacja migdzy warto$cig Bit
Score a tymi parametrami byla zbyt staba, by mozna bylo méwi¢ o liniowej zaleznosci
tych parametrow. Niemniej jednak, dzigki zastosowanemu w niniejszej pracy podejSciu
wykorzystujacym dane SSH zauwazono, ze z punktu widzenia calej mikromacierzy, lepsze
parametry jako$ci uzyskuje si¢ dla sond o wyzszej homologii, co potwierdza obserwacje
autoré6w wspomnianej pracy, dotyczace istniejacej zaleznosci pomiedzy tymi warto$ciami
Obserwowana nieznaczna poprawa charakterystyki jakoSciowej plamek przy rosnacej
homologii ma charakter skokowy, a wyniki uzyskane na mikromacierzach PLasTi i POT
wskazuja na konieczno$¢ indywidualnego ustalania progu filtracji, bazujacego na
wynikach SSH. Uzyskanie wynikéw gorszych niz w przypadku filtracji na podstawie
homologii, a nawet braku jakiejkolwiek filtracji, podwaza wnioski sformutowane przez
Bar-Or i wsp. [52] a takze innych autorow [37,40,61] sugerujacych mozliwo$¢
wykorzystania parametrow morfologicznych do skutecznej filtracji danych. Z calg

pewno$cia wykonanie filtracji danych na podstawie niektérych parametrow
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morfologicznych ~ (SNR, intensywno$¢ sygnatu) jest w niektorych laboratoriach
standardowg praktyka stosowang nawet dla mikromacierzy homologicznych i moze by¢
pomocne dla odrzucenia mniej wartosciowych danych [204], dlatego zaleca si¢ uzywanie
umiarkowanie restrykcyjnych metod filtracji na podstawie jakosci plamek przy kazdym
eksperymencie mikromacierzowym. Nalezy rowniez pamigtac, ze pierwszy stopien filtracji
odbywa si¢ juz na poziomie nakladania siatki przez program do obrdobki danych, ktéry nie
bedzie wychwytywat plamek o zbyt stabym sygnale. Uzycie odpowiedniego,
sprawdzonego programu i wiasciwe wykonanie etapu konwersji danych moze by¢ waznym

etapem dla uzyskania jak najlepszych wynikow hybrydyzac;ji.

V.4. SKUTECZNOSC CSH JAKO METODY BADANIA TRANSKRYPTOMU

Na  podstawie wykonanych doswiadczen i poréwnan réznych aspektow
hybrydyzacji CSH, mozna dokona¢ oceny przydatnosci CSH w analizie danych
biologicznych. Poréwnania na poziomie pojedynczych sond oraz analiza funkcjonalna
wskazuja, ze przy uzyciu tej metody mozna uzyska¢ wiarygodne dane biologiczne.
Najbardziej podobne do SSH wyniki uzyskano w przypadku stosowania mikromacierzy
POT i dwoch powtorzen technicznych kazdej hybrydyzacji, z zamiang barwnikow. Na
Rycinie 41 przedstawiono ogélny schemat przedstawiajacy zgodnos¢ wynikéw SSH 1
CSH. Oczywiscie, za pomocg tej metody nie otrzymano wynikoéw pozwalajacych wykry¢
wszystkie  procesy. Niemniej jednak, analiza funkcjonalna pozwolita na
wyselekcjonowanie zmian w wigkszosci kategorii wytypowanych jako istotnie zmienione
w tytoniu pod wplywem stresu. Warto zauwazy¢ takze duza zgodnos$¢ kierunku zmiany
ekspresji grup 1 gendw roznicujacych, a takze niewielkg liczbe zmian, ktore nie
wystepowaty na mikromacierzy referencyjnej 1 mozna je okresli¢ jako watpliwe. Wiecej
takich zmian stwierdzono w przypadku analizy GO wykorzystujacej podejscie
korzystajace z danych GO dla ziemniaka (wigzanie jondw miedzi w stresie solnym,
inhibicja gendw odpowiedzi na brak wody w stresie kadmowym), dlatego nalezy zachowaé
ostrozno$¢ w przypadku tego typu podejscia 1 raczej traktowac je jako uzupelniajace
wyniki analizy funkcjonalnej wykonane za pomocg danych dla gatunku reprezentowanego
na mikromacierzy. W dwoch kategoriach funkcjonalnych (przedstawionych na Rycinie 41)
stwierdzono réznicowanie tylko w przypadku pojedynczego stresu, podczas gdy
mikromacierz referencyjna wykazata istotne zmiany w obu stresach. Oczywiscie, ze
wzgledu na wspomniane ograniczenia (np. dotyczace danych GO) przedstawione w pracy

wyniki raczej nie moga postuzy¢ do wytyczenia dokladnych szlakow zmian ekspres;ji
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genéw pod wplywem stresu abiotycznego, jednak sa wystarczajagce do nakreslenia
orientacyjnego profilu zmian i wyznaczenia ewentualnych obszarOw zainteresowania
podczas badan. Przyklad wykorzystania uzyskanych danych do wyznaczenia profilu
ekspresji gendOw zwigzanych z asymilacjg siarki w stresie kadmowym przedstawiono na
Rycinie 42, na ktorej mozna zauwazy¢ zgodno$¢ wynikow CSH z mikromacierzg
referencyjng w przypadku bardziej szczegotowej analizy procesu biologicznego, mimo

znacznie mniejszej liczby sond reprezentujacych to zjawisko.
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Rycina 41. Skuteczno$¢ wykrywania zmian w transkryptomie za pomoca CSH (POT) w poréwnaniu z SSH (TOB). Przedstawiono wybrane procesy i geny tworzace
profile ekspresji wyznaczone za pomoca mikromacierzy TOB. Kolorem zottym oznaczono wybrane procesy/geny wystepujace na mikromacierzy POT i wykazujace
zgodnoé¢ z mikromacierza referencyjna. Pola oznaczone w potowie oznaczajg wykrycie zmian procesu/genu tylko w przypadku jednego traktowania.
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Rycina 42. Wspolne cechy profilow ekspresji genow zwigzanych z asymilacja siarki w
korzeniach tytoniu traktowanych chlorkiem kadmu, badanych za pomocg
mikromacierzy SSH (TOB) i CSH (POT). Schematy wykonano z wykorzystaniem
programu Mapman. Kazdy kwadrat oznacza pojedyncza sondg. Kolor czerwony oznacza
spadek ekspresji genu, niebieski- wzrost ekspresji genu.
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V.5. OPTYMALNA SCIEZKA ANALIZ CSH

Jednym z wazniejszych celow niniejszej pracy bylo opracowanie optymalnej
Sciezki postgpowania podczas wykonywania eksperymentoéw CSH i analizy danych.
Kluczowym elementem warunkujacym powodzenie eksperymentu jest ocena dostepnych
zasobow laboratoryjnych (mikromacierze) 1 analitycznych (dostepnos$¢ sekwencji, danych
GO, narzedzi analizy danych). Niniejsze wyniki wskazuja, Ze znajomos$¢ stopnia
podobienstwa sond do transkryptow jest niezwykle istotnym czynnikiem wptywajacym na
powodzenie eksperymentu CSH, bioragc pod uwage filtracje danych oraz mozliwosci
pozniejszej analizy funkcjonalnej. Wykazano, ze mikromacierze o dtuzszych sondach
cDNA sprawdzaty si¢ w tych eksperymentach znacznie lepiej niz oligonukleotydowe.
Projekt eksperymentu powinien réwniez zaktada¢ maksymalizacje liczby powtdrzen i
zastosowanie zamiany barwnikéw dye-swap, co udowodniono eksperymentalnie. Z kolei w
przypadku analizy danych warto zwrdci¢ uwage na oceng jakosci plamek i w razie
potrzeby zastosowac nieco bardziej restrykcyjne progi odcigcia niz w przypadku SSH,
poniewaz wykazano, ze lepsze parametry morfologiczne uzyskuja sondy o wigkszej
homologii. Innym pomocnym zabiegiem moze by¢ bardziej restrykcyjna niz w przypadku
SSH filtracja na podstawie uzyskanych logFC 1 wartosci P. W niniejszym eksperymencie
selekcja 600 sond o najlepszych parametrach pozwolita na stworzenie stabilnych grup
gendw roéznicujacych, pozwalajacych na uzyskanie w przypadku mikromacierzy TOML1 i
POT wiarygodnych danych transkryptomicznych. Tego typu filtracja wydaje si¢ miec
najwiekszy wpltyw na jakos¢ uzyskanych danych niz inne testowane tu metody. Ostatnim
elementem jest analiza funkcjonalna, ktéra wymaga dostepnosci odpowiednich danych
(np. ontologicznych). Najbardziej wskazane wydaje si¢ korzystanie z danych dla
organizmu badanego 1 ewentualnie uzupetlnienie brakéw adnotacjami dla gatunku

reprezentowanego na mikromacierzy (Rycina 43).

161



PROJEKT EKSPERYMENTU
R
1.Ocena podobienstwa Dostgpnos¢ danych o

. podobienstwie sekwencji sonda-
genetycznego gatunkow transkrypt

2.Wybor mikromacierzy CDNA

74
WYKONANIE EKSPERYMENTU

3.Uktad hybrydyzacji Powtorzenia biologiczne
Dye-swap
Powtorzenia techniczne

ANALIZA DANYCH

. Filtracja na podstawie logFC i
5.Analiza statystyczna . meécip |

. ) Dostepnos$¢ adnotacji funkcjonalnych

6. Analiza funkcjonalna dla gatunku badanego

Adnotacje funkcjonalne dla gatunku

reprezentowanego na mikromacierzy-
jako uzupehienie

S
4.Analiza obrazow Ocena jakosci plamek l

Rycina 43. Optymalny przebieg eksperymentu CSH na podstawie wynikow
uzyskanych w niniejszej pracy
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V.6. ALTERNATYWNE ZASTOSOWANIA CSH

W tym miejscu w oczywisty sposob nasuwa si¢ kwestia potencjalnej rezygnacji ze
stosowania mikromacierzy CSH na rzecz wysokowydajnego sekwencjonowania
transkryptomu de novo. Mimo iz cena eksperymentu mikromacierzowego jest nadal nizsza
niz sekwencjonowania, zwlaszcza jezeli badacz chce zastosowa¢ podobng liczbe
powtorzen, ta ostatnia technika staje si¢ coraz atrakcyjniejsza i dostepniejsza w badaniach
transkryptomicznych, a koszty moga by¢ zmniejszone np. poprzez zastosowanie
»indeksé6w” umozliwiajacych analize kilku probek w jednej linii eksperymentu (platforma
[Nlumina). Tego typu eksperyment teoretycznie umozliwitby ominigcie jednego etapu
wnioskowania na podstawie homologii i dotarcie do sekwencji wlasciwego transkryptu.
Niemniej jednak, nawet pomijajac ograniczenia jakie niesie za sobg asemblacja de novo,
mapowanie badanego transkryptu wymaga uzycia sekwencji innego organizmu, mozliwie
zblizonego. Zatem eksperymentator nie jest w stanie catkowicie poming¢ etapu, na ktorym
wymagana bedzie sekwencja DNA, przy pomocy ktérej mozliwe bedzie wnioskowanie na
podstawie homologii. Ponadto nalezy zwroci¢ uwage na fakt, iz tego typu procedura
stanowi ogromne wyzwanie bioinformatyczne, znacznie wigeksze niz w przypadku analizy
mikromacierzy, a nawet wysokowydajnego sekwencjonowania organizmow z
wykorzystaniem genomu referencyjnego, co znacznie ogranicza jej dostepnos$¢ dla
przecigtnego badacza. Mimo powyzszych ograniczen, wydaje si¢, ze ich przezwyciezenie
jest jedynie kwestig czasu. W zwigzku z tym mozna przypuszczaé, ze atrakcyjnos¢ CSH
jako metody badania transkryptomu bedzie malata. Réwniez wyniki niniejszych badan
wskazuja, ze mimo potencjatu do generowania istotnych biologicznie 1 wiarygodnych
wynikow, uzyskane tg metodg dane wymagaja dalszych, szczegdélowych badan. Niemniej
jednak, mozna wskaza¢ inne mozliwosci wykorzystania techniki CSH w praktyce,
Swiadczace o jej przydatnosci. W zwiazku z intensywnym rozwojem genomicznych baz
danych, coraz lepszym poznaniem funkcji poszczegolnych gendw oraz duzg liczba danych
mikromacierzowych zdeponowanych w bazach, do$¢ atrakcyjne wydaje si¢ uzycie CSH w
badaniach porownawczych z wynikami badan SSH, w kontek$cie poszukiwania
podobienstw 1 rdéznic biologicznych pomigdzy gatunkami o pewnym stopniu
pokrewienstwa. Wydaje si¢, ze w najblizszych latach CSH powinno by¢ stosowane jako
badanie wstepne lub przesiewowe, pozwalajace nakresli¢ ogolny profil ekspresji i wskazac
potencjalnie zmienione miejsca w transkryptomie w poréwnaniu z istniejgcymi gatunkami
modelowymi. Dzigki takim badaniom mozliwe bgdzie wskazanie gatunkdéw, ktorych profil

ekspresji genow wykazuje réznice w ramach rodziny i ktore warto jest zbada¢ doktadniej
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przy wykorzystaniu technik sekwencjonowania. W tym kontek$cie obecnos¢ réznic w
sekwencji pomiedzy gatunkiem badanym a modelowym moze by¢ wrecz pozadana.
Optymalne byloby otrzymanie danych uzyskanych na tej samej mikromacierzy i w tych
samych warunkach dla obu technik, co znacznie zmniejsza podatnos¢ metody na bledy
eksperymentalne. Tego typu zastosowanie CSH w genomice, pod warunkiem
prawidtowego przeprowadzenia badan i spelnienia nakre§lonych wyzej warunkow, wydaje
si¢  wlasciwym sposobem  wykorzystania sporego potencjatu  tej  techniki

mikromacierzowej.
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VI.WNIOSKI
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Przeprowadzone badania poréwnawcze wplywu zastosowania metody CSH 1 SSH na

efektywnos$¢ detekcji zmian w obrazie transkryptomu Nicotiana tabacum pod wptywem

stresu abiotycznego, pozwolity na sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

1.

CSH jest metoda umozliwiajaca uzyskanie  wiarygodnych  danych
transkryptomicznych, a stosowanie si¢ do ustalonej w niniejszej pracy $ciezki
postepowania zmniejsza ryzyko falszywego wnioskowania.
Wyniki CSH o lepszej jakosci 1 wyzszym podobienstwie do danych referencyjnych
uzyskano stosujac mikromacierze ¢cDNA, a gorsze gdy uzyto mikromacierze
oligonukleotydowe.
Niewielkie réznice w odleglosci filogenetycznej pomiedzy gatunkami nie majg
duzego wplywu na jako$¢ danych CSH. Istotniejsze znaczenie majg inne czynniki,
takie jak liczba zastosowanych powtérzen lub dostepnos¢ adnotacji
funkcjonalnych.
Filtracja danych na podstawie homologii sekwencji ma istotny wptyw na wyniki
jedynie w przypadku mikromacierzy o mniejszej liczbie sond wykazujacych istotng
homologie do sekwencji docelowych. W przypadku duzego podobienstwa
pomiedzy sondami a transkryptami, wystarczajace moze by¢ odfiltrowanie danych
na podstawie parametroéw statystycznych (wartosci p 1 logFC).
Parametry jako$ci plamek wykazuja zwiazek ze stopniem homologii transkryptéw
wobec sond, jednak zalezno$¢ ta nie jest liniowa. Ustalenie progu filtracji jest
mozliwe w przypadku zastosowania danych SSH z tej samej mikromacierzy jako
referencji. Filtracja danych wylacznie na podstawie charakterystyki morfologicznej
nie wystarcza do uzyskania wynikow o jakosci poréwnywalnej z danymi
filtrowanymi na podstawie homologii lub wyselekcjonowanymi wylacznie na
podstawie parametrow statystycznych.

Uzyskane wyniki eksperymentéw na mikromacierzy tytoniowej pozwolity na

opisanie profilow ekspresji genéw w korzeniach Nicotiana tabacum w stresie

abiotycznym. Miedzy innymi stwierdzono Ze:

a) Pod wplywem stresu solnego i kadmowego indukowane sg liczne zmiany w
obrebie transkryptomu korzeni tytoniu. Geny o zmienionej ekspresji nalezg do
wielu roznych grup funkcjonalnych.

b) Wiegkszo$§¢ wykrytych zmian jest zgodna z obserwanymi wczesniej w
korzeniach innych gatunkéw roslin (np.rzodkiewnika) pod wplywem stresu
abiotycznego.

¢) Nowo zidentyfikowane zjawiska (nieobserwowane do tej pory podczas stresu w
tkance korzeniowej), takie jak zmiany w $cianie komodrkowej w stresie
kadmowym czy zmiany zwigzane ze starzeniem w stresie solnym moga
przyczyni¢ si¢ do poszerzenia wiedzy na temat wplywu stresu na
funkcjonowanie roslin.
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STRESZCZENIE
»Zastosowanie mikromacierzowej hybrydyzacji mig¢dzygatunkowej w  badaniach

transkryptomu Nicotiana tabacum”

Mikromacierzowa  hybrydyzacja  mig¢dzygatunkowa  (ang.  cross-Species
hybridization- CSH) jest metodg badawczag umozliwiajagcg ocene ekspresji genow
w przypadku braku dostgpnosci mikromacierzy homologicznej dla gatunku badanego.
Metoda jest powszechnie stosowana, jednak uwazana za niestandardowe podejscie ze
wzgledu na brak precyzyjnych wytycznych dotyczacych projektowania i wykonania
eksperymentu, a takze analizy danych. Dotychczasowe, bardzo nieliczne badania na temat
CSH nie dawaty przekonujacej odpowiedzi na pytania o zasadno$¢ stosowania tej metody.

Podstawowym celem niniejszej pracy byta zatem kompleksowa ocena mozliwosci
wykorzystania technik CSH oraz wyselekcjonowanie czynnikéw wykazujacych
najistotniejszy wptyw na wynik tego typu analiz.

Zgodnie z przyjetymi zalozeniami osiagni¢cie tak zarysowanego celu wymagato
realizacji nastepujacych zadan:

- ustalenia, w jaki sposoéb homologia pomigdzy genami gatunku badanego i
reprezentowanego na mikromacierzy wptywa na wyniki CSH;

- okreslenia wptywu dtugos$ci 1 rodzaju stosowanych sond na rezultaty badan

- opracowania metodyki analizy danych, ze szczegdélnym uwzglednieniem wyboru
kryteriow wstepnej filtracji danych.

Réwnoczesnie przyjeto, iz punktem odniesienia, pozwalajacym na ocen¢ znaczenia
poszczegdlnych czynnikéw w hybrydyzacji CSH, powinny by¢ wyniki uzyskane przy
pomocy hybrydyzacji gatunkowo-specyficznej.

Jako model badawczy wybrano tyton, reprezentujacy rodzing Solanaceae, z uwagi
na wysoki stopien podobienstwa pomigdzy genami ro$lin nalezacych do tej rodziny,
dostepno$¢ roznych typéw mikromacierzy dla kilku gatunkéw roslin, znaczenie
gospodarcze wielu roslin psiankowatych oraz znaczng liczbg publikacji dotyczacych
zastosowania CSH w tej grupie roslin.

Dzigki uzyciu réznych typow mikromacierzy (oligonukleotydowe, cDNA) oraz
uktadow hybrydyzacji migdzygatunkowej (tyton: ziemniak; tyton: pomidor), mozliwe byto
systematyczne zbadanie wpltywu poszczegdlnych czynnikéw zwigzanych z hybrydyzacja
CSH na wynik eksperymentu.

Na podstawie wykonanych doswiadczen ustalono, ze CSH jest metoda
umozliwiajaca uzyskanie wiarygodnych danych transkryptomicznych. Opracowano
optymalng Sciezke postepowania podczas wykonywania eksperymentow CSH i analizy
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danych, uwzgledniajgca m.in. ocen¢ dostepnych zasobow laboratoryjnych 1 analitycznych,
stosowanie sond cDNA, maksymalizacj¢ liczby powtdrzen, stosowanie filtracji danych
opartej o parametry statystyczne. Istotnymi elementami, zwigkszajacymi szanse
powodzenia eksperymentu sg dostgpnos¢ danych dotyczacych stopnia podobienstwa sond
do transkryptéw oraz adnotacji funkcjonalnych. Ponadto, uzyskane wyniki eksperymentow
na mikromacierzy homologicznej pozwolity na opisanie profilow ekspresji genow w
korzeniach Nicotiana tabacum w stresie abiotycznym.

Wydaje sie, ze w najblizszych latach metoda CSH powinna by¢ stosowana jako
badanie wstepne lub przesiewowe, pozwalajace nakresli¢ ogdlny profil ekspresji 1 wskazad
potencjalnie zmienione miejsca w transkryptomie w poréwnaniu z istniejgcymi gatunkami

modelowymi.
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ABSTRACT
,Utilizing of microarray cross-species hybridization in Nicotiana tabacum transcriptome

analysis”

Cross-species hybridization (CSH) is the research method enabling assessment of
gene expression in case the homologous microarray platform is not available. The method
has been commonly used, but still considered as non-standard due to a lack of precise
guidelines concerning experiment design and performance as well as data analysis. Few
studies concerning CSH did not answer the questions concerning validity of the method.

The main purpose of this study was to perform comprehensive assessment of
usefulness of CSH techniques and selection of most potent factors influencing results of
such analyses.

We defined the specific objectives:

- establishing the extent to which sequence homology between genes of species of interest
and species represented on the microarray influence on CSH;

- assessment of optimal length and type of probes for CSH research.

- development of data analysis method, taking into account data filtration.

Furthermore we assumed that the results of species-specific hybridization
experiments should be performed as a reference, enabling assessment of CSH influencing
factors.

We decided to perform experiments on tobacco (Nicotiana tabacum) of
Solanaceae family, due to high sequence homology between its plant species, availability
of several types of microarrays dedicated to different plant species, significance of these
plants in agriculture and many publications concerning utilizing of CSH in this family.

Use of different types of microarrays (oligonucleotide, cDNA) and experimental
designs (tobacco:potato; tobacco:tomato) enabled to study the influence of above
mentioned factors on the CSH results.

We concluded that CSH is the method enabling to obtain reliable transcriptomic
results. Optimal pipeline for performing CSH experiments and data analysis was
established. The assessment of laboratory and analysis resources, use of cDNA probes,
maximizing of number of replicates, use of data filtration based on statistical parameters
are the most important aspects. The other important factors improving CSH results are the
availability of data concerning probe-transcript homology and functional annotations.
Furthermore, the results of species-specific experiments was used for description of gene
expression profile in tobacco roots treated with abiotic stresses.
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It seems that in next few years, CSH method should be utilized as preliminary or
screening study for creating general expression profiles and indicating potentially altered
fragments of transcriptome, comparing with model species.
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