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Nedavna otkri¢a na podrucju tehnologije DNA-Cipova omogucuju znanstvenicima istrazivanje ekspresije tisuca gena u jednoj
jedinoj reakciji, pri cemu se stvara velika koli¢ina podataka. Bioloski se ¢ipovi temelje na metodi hibridizacije, te dozvoljavaju
uvid u ekspresiju gena na razini itavoga genoma. Stovise, ¢ipovi se upotrebljavaju kako bismo istrazili stani¢ne i signalne putove
1 osnovne aspekte rasta i razvoja organizma tj. bioloske zivotne procese. Nedavno sekvencionirani genomi biljke Arabidopsis
thaliana i covjeka otkrivaju postojanje mnostva gena ukljucenih u odredene ljudske bolesti koji imaju svoje ortologe prisutne u
visim biljkama. Kljuéni proteini ukljuceni u bolesti, a posebno njihovi nacini ekspresije i principi nastalih mutacija, sve se vise
objasnjavaju primjenom ¢ipova. Navedeni ¢e tehnoloski napredak, nadamo se, pridonijeti skorom otkricu podrijetla genetskih
bolesti i ubrzati stvaranje specifi¢nih genskih terapija, a Cemu ¢emo barem malim djeli¢em pridonijeti i mi nasim istrazivanjima.
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Uvod

Tijekom proteklih nekoliko desetljeca informacijska
tehnologija omogucuje revolucionarna otkri¢a na podruc¢ju
biotehnoloskih znanosti mikro¢ipova. Razvoj tehnologije
mikro¢ipova uvelike pridonosi istrazivanju genoma. Unato¢
svojoj “veli¢ini”, DNA mikroCipovi imaju mogucnost
pohranjivanja velike koli¢ine bioloskih informacija i stoga
su od velike vaznosti za razvoj funkcionalne genomike,
odnosno istrazivanja funkcije gena. Informacije uklopljene
unutar mikro¢ipova sadrze to¢no odreden slijed nukleotida ili
gradevnih blokova DNA koji ¢ine genom nekog organizma.

Grupa znanstvenika na celu s dr. Stephenom P. A.
Fodorom je 1990-tih godina razvila revolucionarnu ideju
ujedinjenja tehnologije poluvodi¢a s naprednom tehnikom
kombinatorijalne kemije u svrhu ugradnje velike koli¢ine
bioloskih podataka na malu staklenu ili plasti¢nu povrSinu
¢ipa. Primjena mikroCipova u laboratorijima ima svrhu
istrazivanja tisua gena odredenoga tkiva istovremeno,
ispitivanjem ekspresijskoga profila cjelokupnoga genoma
nekoga organizma. Svaki tip stanice ili tkiva karakterizira
drugaciji model razine ekspresije gena te ée proizvesti razli¢ite
skupine proteina u vrlo specifiénim koli¢inama. Ekspresija ili
ispoljavanje gena je pojam koji opisuje prijepis (transkripciju)
informacije sadrzane u deoksiribonukleinskoj kiselini
(DNA), skladistu genetske informacije, u mRNA (glasnic¢ka
molekula), odnosno u proteine (translacija) koji vr$e vecinu

znaéajnih funkcija stanice. Proucavanjem koli¢ine nastalih
transkripata u stanici utvrduje se koji se geni prepisuju, ¢ime
se dobiva uvid u naéin na koji stanica odgovara na uvjete u
okolisu poput klimatskih promjena, stresa i drugih nepovoljnih
uvjeta. Mehanizam ekspresije gena djeluje kao on/off switch
ili sklopka koja koordinira aktivnost gena u stanici, te prema
potrebi povecéava ili smanjuje razinu ekspresije pojedinaénoga
gena (1).

Na oligonukleotidne mikro¢ipove nanosi se izolirani bioloski
materijal u obliku komplementarne ribonukleinske kiseline
(cRNA) iz ispitivanoga i kontrolnoga uzorka iz kojih se mogu
vrlo brzo detektirati aktivnosti tisuce prisutnih gena ili djelica
genetskoga koda ispitivanoga genoma, te iSCitati razlike u
ispoljavanju pojedinac¢nih gena. KoriStenjem odgovarajucega
Citaca (Affymetrix Scanner) dobivamo uvid u podatke koji
se potom analiziraju primjenom suvremenih matematic¢kih
algoritama. Svrha analize podataka jednim dijelom temelji
se na razumijevanju odnosa gena i bioloskoga znacaja
kodiranoga proteina te otkrivanja genetskih uzro¢nika bolesti
i ispitivanja npr. uloge “otpadne DNA”. Dobiveni ekspresijski
profili tisu¢a gena ukazuju na promjenu razine ekspresije gena
geneticki izmijenjenih ili oboljelih organizama u odnosu na
nepromijenjeni ili zdravi genom. Mikrocip tehnologija se
takoder upotrebljava za identifikaciju heterozigota ili nekih
drugih promjena u genomu primjenom platformi SNP-a
(pojedinacni nukleotidni polimorfizmi).
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Analiza glasnicke RNA (mRNA), odnosno nastalih
transkripata  organizma, predstavlja mocan alat u
razumijevanju regulacije i funkcije gena. Primjena Cipova
postaje nezaobilazan dio genomskih, proteomskih i drugih
istrazivanja. Posljednjih godina pokrenuto je nekoliko velikih
biotehnoloskih projekata poput SAGE (serijska analiza
ekspresije gena), MPSS-a (masivno paralelno oznacavanje
sekvenciranjem) i DNA mikro¢ipova (2). MikroCip eseji
omogucuju paralelno ispitivanje i analiziranje mnostva
podataka, usporedbom tisuéa gena ili genskih produkata na
¢ipu. Analizu cjelokupnoga genoma moguce je provesti u
jednoj jedinoj reakciji u tek nekoliko sati. Opceniti je trend
u biomedicinskim istrazivanjima upravo minijaturizacija
konvencionalnih eseja (3), ¢ime se smanjuje potreba za
velikom potrosnjom reagenasa, povecava se koncentracija
pocetnoga uzorka te ubrzava sama kinetika reakcije. Medu
¢ipovima najraSireniju primjenu na trziStu danas imaju
Affymetrix GeneChip® platforme, koje se odlikuju visokom
reproducibilno$éu rezultata 1 znaCajnim kapacitetom
platformi visoke rezolucije. Medu ostalim mikro¢ipovima
istiCu se i oni proizvodaca Agilent Technologies, Amersham
Biosciences, NimbleGen Systems, [llumina, GE Healthcare,
Applied Biosystems, Beckman Coulter, Eppendorf Biochip
Systems. Prema potrebi mikro¢ipove moguce je proizvesti i
za specificne primjene u laboratorijima.

Primjena ¢ipova u medicini

Genomika, kao znanstvena grana genetike, bavi se
istrazivanjem strukture i funkcije gena. Svoj “procvat”
dozivljava 2000. godine kada je dobiven uvid u cjelokupni
genetski kod covjeka, tzv. “knjigu zivota”. Medunarodni
“Human Genome* projekt okupio je znanstvenike u suradnji
s privatnom tvrtkom Celera Genomics kako bi sudjelovali
u odredivanju slijeda oko 30 tisu¢a gena Iljudskoga
organizma. Unato¢ velikoj sli¢nosti ljudskog genoma unutar
populacije, raznih etnickih ili dobnih skupina, utvrdena
je rasprostranjenost brojnih varijacija u genetskom kodu.
Varijacije se mogu povezivati s genetskim bolestima, kao §to
je iznimno rijetka Huntingtonova bolest, genetski poremecaj
u srediSnjem ziv€anom sustavu, koji karakterizira progresivni
motoricki poremecaj, demencija i smrt. Huntington gen
(HD), naden na Cetvrtom kromosomu, sadrzi CAG slijed kao
dio sekvence, no kod oboljelih se broj dupliciranih tripleta
ponavlja 40 do 120 puta, dok se kod Sire populacije ponavlja
do 26 puta. Primjenom cipa pracena je ekspresija priblizno
Sest tisuca gena u corpus striatumu, predjelu mozga posebno
zahvacenom bolescu, te je utvrdeno svega 2% gena Cija je
aktivnost u signalnom i neurotransmiterskom putu smanjena

(4).

Primjena ¢ipova pridonosi razumijevanju mehanizama koji
uzrokuju geneticke bolesti, $to bi moglo rezultirati stvaranjem
genetski oblikovanih tzv. inteligentnih lijekova, u nadi kako bi
se svakoj oboljeloj osobi u buduénosti osigurao odgovarajuéi
lijek. Cipovima dolazimo do novih spoznaja o specifinim
defektnim genima i njihovim promjenama u ispoljavanju
uslijed izmijenjene regulacije i moguéih “trigger” faktora
koji uzrokuju nastanak bolesti. GeneChip® Human Genome
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U133A 2.0 (Slika 1.) sadrzi 14.500 dobro karakteriziranih
gena Covjeka, a koristi se u istraZzivanjima procesa razvoja
bolesti, odnosno ljudske biologije. Navedeni Cip omogucuje
analizu ekspresije 18.400 transkripata i genetskih varijacija,
te se sastoji od 22.000 proba i 500.000 oligonukleotidnih
znacajki.

Cipovi u molekularnoj biologiji

Revolucija primjene ¢ipova u molekularnoj biologiji zapocela
je 2000. godine uspjesnim sekvenciranjem osnovnoga
modelnog sustava, genoma biljke Arabidopsis thaliana,
Talijinog uro¢njaka, prikazanog na Slici 2. (Arabidopsis
Genome Initiative). Ta biljka iz porodice Brassicaceae vrlo
je pogodna za genetska istrazivanja, jer ima najmanji genom
medu vaskularnim biljkama (125 Mbp), kratko generacijsko
vrijeme, daje mnostvo sjemenki, a cvjetovi se samooprasuju
(5). Genom joj se sastoji od 5 kromosoma koji sadrze 26 000
gena. Geni su udruzeni i blisko rasporedeni (prosjecno 4,6 kbp
udaljeni) na kromosomima, $to upucuje na kratke regulatorne
regije prisutne u genomu biljaka u usporedbi sa zivotinjskim
genomom. Odredivanjem slijeda nukleotida genoma
urocnjaka, otvorile su se nesluéene moguénosti utvrdivanja
funkcije pojedinacnih gena ili skupine gena i njihove uloge u
razvoju i zivotu biljke. Istrazivanja takoder ukljucuju postupke
uvodenja nasumicnih mutacija neposredno u DNA (kemijska
mutageneza), zatim inserciju strane DNA (npr. transpozona
ili T-DNA regije iz bakterije Agrobacterium tumefaciens) u
genom transformirane biljke, takoder prikupljanje mutanata
razlic¢itih fenotipa, izradu kromosomske mape mutiranih
gena i uvodenje molekularnih markera u identifikaciji (6) ili
oplemenjivanju sorti.

lako je genom urocnjaka sekvenciran 2000. godine, tek je
40% gena istrazeno i njihova je funkcija poznata. Situacija je
sli¢na i za bakteriju E. coli, nematodu C. elegans, musicu D.
melanogaster te kvasac Saccharomyces cerevisiae (7).

Istrazivanjem Talijinoga urocnjaka (Arabidopsis thaliana)
otkriveno je mnostvo “prototipova” proteina ili proteinskih
domena koji su takoder ukljuceni u razvoj ljudskih bolesti
i druge aspekte biologije Covjeka. Postaje evidentno kako
vecina ljudskih gena za koje se sumnjalo ili pretpostavljalo da
igraju vaznu ulogu u procesima nastanka bolesti imaju svoje
genske ekvivalente tj. ortologe (homologni geni koji dijele
istu funkciju, a mogu se naci u vrlo razli¢itim organizmima)
u urocnjaku. Arabidopsis sadrzi brojne gene slicne onima
koji uzrokuju ljudske bolesti, od raka do preranoga starenja te
Wilsonove bolesti, kongenitalne kroni¢ne bolesti jetre uslijed
abnormalnoga metabolizma bakra.

Oko 70% gena koji su ukljuceni u razvoj raka kod ljudi
imaju svoje srodne gene prisutne u uroc¢njaku, 67% ortologa
prisutno je u vinskoj musici Drosophila melanogaster, 72%
ortologa u nematodi Caenorhabditis elegans, te 41% u kvascu
Saccharomyces cerevisiae (8). Uocena sli¢nost funkcionalnih
gena ukljucenih u razli¢ite stani¢ne procese genoma covjeka
i njihova zastupljenost u drugim organizmima (Slika 3.),
sugerira da su to stari i evolucijski ocuvani proteini, ¢ije se



Ana Tomasi¢ Paic¢ i suradnici: Bioloski ¢ipovi otkrivaju tajne genoma
Med Vjesn 2010; 42 (3-4): 253-260

WIRESEBI

Go ncCr;{p

SLIKA 1.
GeneChip® Human Genome U133A 2.0 proizvodaca Affymetrix
FIGURE 1.
GeneChip® Human Genome U133A 2.0, made by Affymetrix

SLIKA 2.
Uzgoj biljke Arabidopsis thaliana Col-0 (L. Heynh.) u komori za uzgoj biljaka
FIGURE 2.
Plant Arabidopsis thaliana Col-0 (L. Heynh.) breeding in growth chamber

podrijetlo moze slijediti do zajednickoga eukariotskog pretka
(LECA, Last Eukaryotic Common Ancestor) od prije 1 do 2
milijarde godina. Stovise, tijekom evolucije eukariota brojni
funkcionalni geni (molekularni pomagaci i proteini sliénih
funkcija) viSestruko su se duplicirali (paralozi), te postupkom
horizontalnoga prijenosa gena (pseudoparalozi) prenosili
iz bakterija u prve eukariote. Velik broj prisutnih paraloga i
pseudoparaloga rezultat je evolucijske razmjene gena, $to je
utvrdeno komparativnom analizom genoma, te se smatraju
osnovnim biljezima prilikom utvrdivanja podrijetla eukariota

9).

Uslijed izlaganja biljaka infekcijama razli¢itim patogenima
poput bakterija, virusa, nematoda, te insekata prisutnih u
okolisu, biljke su razvile vrlo slozeni mehanizam obrane.
Biljke odgovaraju na navedene infekcije disease resistance
genima ¢ija aktivacija rezultira smanjenim rastom patogena
te programiranom stani¢nom smréu (apoptoza) inficiranih
stanica (poznatom kao hipersenzitivan odgovor, HR).
Najpoznatija skupina disease resistance gena kodira proteine
koji se sastoje od srediSnjega nukleotidno-vezujuéeg mjesta

(NB, nucleotid binding) i karboksi-terminalne regije bogate
ponavljaju¢im slijedom leucina (LRR, leucine-rich repeat).
Biljni NB-LRR proteini jesu primarni unutarstani¢ni receptori
biljnoga obrambenog sustava koje kodiraju disease resistance
geni (10). Oko 150 ovih gena otkriveno je u uro¢njaku, te je
istrazivana njihova uloga i u drugim cvjetnicama. Biljni NB-
LRR proteini strukturalno i funkcionalno slicni su NOD-u
(nucleotide-binding oligodimerization domain) - LRR porodici
proteina otkrivenoj u sisavaca, zvanih CATERPILLAR
proteinima, takoder ukljucenim u upalne procese i imuni
odgovor. Ljudski NOD protein-aktivirajuci faktor 1 apoptozne
proteaze (APAF-1) posjeduje NB (nucleotide binding) domenu
uz veliku homologiju proteinskoga slijeda s biljnim NB-LRR
proteinima (8). Ekvivalenti ljudskim ortolognim i paralognim
(homologni geni nastali duplikacijom gena u istoj vrsti, no
nemaju istu funkcionalnu ulogu) genima u imunoloskom
sustavu zivotinja su geni razli¢itth naziva: NOD/CARD/
CATERPILLAR (11). Stovise, genetske varijacije u NOD2
i CIITA (major histocompatibility complex, MHC razred II
transaktivatora) u ljudi i Naip 5 (inhibitorni protein neuronske
apoptoze) u miSeva, povezani su s upalnim bolestima,
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odnosno povecanom osjetljivoséu na bakterijske infekcije.
Pretpostavlja se da su NOD2 proteini sisavaca citosolni
senzori koji induciraju apoptozu, te sudjeluju u regulaciji
upalnih procesa. Biljni NB-LRR proteini se povezuju s
molekularnim pomagacima HSP90 i SGT1 koji su ukljuceni
u imunoloski odgovor. Posljedi¢no je otkriveno kako citosolni
HSP90 i SGT1 ortologni geni u zivotinja kontroliraju funkciju
NOD/CATERPILLAR proteina prisutnih u njihovom
imunoloskom sustavu. Prvi ljudski NOD gen (CIITA) izoliran
je 2000. godine i pokazuje sliénost s NB-LRR biljnim disease
resistance genima (11), te je upravo NOD2, gen homolog
biljnoga NB-LRR, prvi gen kandidat za istrazivanje Kronove
bolesti, rijetkoga upalnog poremecaja tankoga crijeva (8).

Cinjenica je kako bolesti proizlaze uslijed odredenih
promjena u aktivnosti proteina u osnovnim stani¢nim
procesima, uslijed mutacija, genetskih varijacija odnosno
aberacija na kromosomima. Poznavanje funkcije pojedinacnih
gena biljke uro¢njaka moze pomo¢i u razumijevanju uloge
srodnih gena ukljuc¢enih u kompleksne molekularne putove i
procese u covjeku, te pridonijeti istrazivanju uzroka bolesti i
mehanizama nastanka bolesti.

Affymetrix tehnologija
Razvoj tehnologije mikrocipova i njihova bioloska primjena
u okviru molekularnih znanosti temelji se na postojecim

industrijskim  principima izrade poluvodica. Umjesto
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SLIKA 3.
Funkcionalna raznovrsnost ljudskih gena vrlo je slicna i u drugim vrstama
FIGURE 3.
The functional diversity of human genes is shared by other species

urezivanjaminijaturnih elektricnih sklopova, oligonukleotidni-
mikrocipovi sadrze milijune odsjecaka nukleinskih kiselina
i drugih biopolimera ili biokemijskih gradevnih blokova
utisnutih na ¢ip (12). ATH1 GeneChip® (patentirani nosac
americkoga proizvodaca Affymetrix) sustav je platforme
za analizu transkripcijske aktivnosti gena prisutnih u
genomu modelnoga organizma Arabidopsis thaliana. ATHI
Arabidopsis GeneChip® konstruiran je u suradnji s TIGR-om
(The Institute for Genomic Research), a sadrzi vise od 22.500
probnih grupa koje predstavljaju priblizno 24.000 sekvenci
gena (13).

Rezultati analize kompletnoga nukleotidnog slijeda genoma
Arabidopsisa pruzaju nam uvid u organizaciju genoma i
genskog sadrzaja te omogucuju karakterizaciju i identifikaciju
gena u svrhu istrazivanja njihove strukture i funkcije. ATHI
bioloski mikrocipovi temeljeni na informacijama dobivenim
sekvenciranjem, primjenjuju se upravo u svrhu istrazivanja
regulacije gena ukljucenih u proces fotosinteze i mnoge druge
fizioloske 1 metabolicke procese regulirane unutra$njim i
okolisnim ¢imbenicima.

Affymetrix GeneChip Instrument System (Affymetrix,
High Wycombe, UK) sustav je koji se (Slika 4.) sastoji od
Affymetrix radne jedinice, hibridizacijske peéi (GeneChip®
Hybridization Oven 640), ispiralice (Affymetrix GeneChip®
Fluidics Station 450), citaca (Affymetrix GCS3000 7G
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SLIKA 4.
Sustav platforme Affymetrixa
FIGURE 4.
Affymetrix platform system

i GeneChip’

SLIKA 5.
Hibridizirane probe ¢ipa
FIGURE 5.
Hybridized chip probes

GeneChip® Scanner) i programa za analizu podataka
(Affymetrix GCOS v1.2 system software and Data Mining
Tool 3.0).

Affymetrix genski ¢ip

Genski ¢ip je mali nosa¢, odnosno plocica na koju su vezani
kratki odsjecci jednolancane DNA (sinteti¢ki oligonukleotidi),
odnosno DNA fragmenti koji su robotiziranim sustavima
utisnuti u velikom broju malih tofaka visoke gustoée. U
svakoj se tocki na mikro¢ipu nalaze oligonukleotidne probe
poznatih slijedova nukelotida, dugacke 25 do 30 baza koje
su imobilizirane na Cipu in situ fotolitografskom sintezom
(Slika 5.). Nukleotidi se dodaju rastu¢em lancu u svakom
novom krugu sinteze, dok nije postignuta odgovarajuca
duljina oligonukleotidnoga lanca. Ukoliko se na povrSinu
cDNA (komplementarna DNA) mikro¢ipova utiskuju cDNA
molekule, prethodno su umnozene lananom reakcijom
polimerazom 1 prociscene, te se u vrlo malim koli¢inama
nanose na pripadajuée mjesto (feature) na Cipu tehnologijom
mehanickoga utiskivanja (microspotting) ili mlaznoga tiskanja
(ink jetting). lako je tehnika fotolitografije daleko naprednija
od mikroinjektiranja obzirom na gustocu utisnutih to¢aka na
¢ipu, u buducnosti se o¢ekuje proizvodnja cDNA ¢ipova koji
¢e sadrzavati i do 100.000 to¢aka na povrsini ¢ipa od ~6,5 cm?.

Materijal koji hibridizira na ¢&ipu (array) je cRNA
(komplementarna RNA) koja predstavlja uzorak, odnosno
target. In vitro transkripcijom cRNA je sintetizirana iz
cDNA (komplementarne DNA) molekule, te je naknadno
obiljeZena biotinom i obojana fluorescentnom bojom s
konjugiranim streptavidinom. Tako pripremljena cRNA
hibridizira s oligonukleotidnim probama na ¢ipu prema
nacelu komplementarnosti baza. Nastale hibridizacijske tocke
jednostavno se detektiraju i kvantificiraju odgovarajuc¢im
¢itacem 1 obraduju pripadnim programskim algoritmima.

Svaki ciljni transkript, odnosno gen predstavljen je s
dvije oligonukleotidne probe (probe pair). Jedna je proba
predstavljena ispravnom sekvencom dijela gena pri ¢emu
dolazi do pravilnoga ili referentnoga sparivanja (PM, perfect
match), a druga sekvenca vodi nepravilnom (MM, mismatch)
sparivanju nukleotida (Slika 6.). Razlika izmedu MM i PM
proba je u jednom nukleotidu u sredini MM probe (13.
nukleotid). Svaki skup proba (probe set) sadrzi 11-20 parova
oligonukleotidnih proba, odnosno razli¢itih dijelova gena
pocetnoga, sredisnjega i zavr$noga dijela sekvence (5’1 3’ dio
gena). Svrha razli¢itosti proba je u utvrdivanju nespecificnoga
vezanja, pozadinskih Sumova i u kontroli vjerodostojnosti
signala. Vrijednost razine ekspresije svakoga pojedinacnog
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Pravilno sparivanje baza | Perfect match (PM)

Nepravilno sparivanje baza | Mismatch (MM)

1 Probni skup

CAGAATCGATGCTAGTAGTCATCTA
CAGAATCGATGCGAGTAGTCATCTA

> Probni par | Probe pair

11-20 (PM+MM) probni par [ probe pair

Probe set e 3
Probni skup | Probe set
25 mer
SLIKA 6.
Probni par i probni skup gena
FIGURE 6.

Gene probe pair and probe set

gena predstavljena je prosjecnom razlikom PM i MM proba
zajedno sintetiziranih na ¢ipu (14).

Prosje¢na povrsina ¢ipa od 1,6384 cm? i povrSina pojedinacne
toc¢ke na ¢ipu od 4,096 x 10° cm?, omogucuje ugradnju oko
400.000 razlicitih  komplementarnih  proba, odnosno
milijune kopija specifiénih oligonukleotidnih lanaca gena.
Oligonukleotidi se “usidruju” na 3’ kraju proba c¢ime
se povecava vjerojatnost hibridizacije s jednolancanom
nukleinskom kiselinom. Hibridizacija fluorescentno obiljezene
cRNA i proba na ¢ipu detektira se ocitanjem povrSine Cipa
laserskim citacem. Intenzitet zabiljezenoga signala u boji
raste od crne, plave, zelene, zute, narancaste, crvene do bijele
boje. Upravo crvena i bijela boja ukazuju na veliku koli¢inu
prisutnih transkripata u uzorku.

Nakon §to platforma skenira fluorescencijski signal s Cipova,
slijedi analiza slika (.DAT file). Fluorescencijski signal
rezultat je uspjeSne hibridizacije oligonukleotidnih proba s
obiljezenom komplementarnom RNA (cRNA). Stoga signal
“reflektira” vrijednost ekspresije gena odredenoga uzorka,
obzirom da je proporcionalan prisutnoj kolicini transkripata.
Transkript se smatra prisutnim u ispitivanom uzorku u odnosu
na kontrolni uzorak ukoliko je razlika signalnih intenziteta PM
1 MM proba statisticki znacajno iznad vrijednosti pozadinskih
ili background signala.

Ekspresijske vrijednosti pojedinacnoga gena utvrduju se na
osnovi sakupljenih informacija skupa PM/MM proba pomocu
Affymetrix GeneChip Operating Software-a (GCOS).
Navedeni program koristi statisticke algoritme (Statistical
Expression Algorithm) u svrhu izraGunavanja kvalitativnih
(absent/present) 1  kvantitativnih  (signal)  vrijednosti
signalnoga intenziteta pojedinacnoga transkripta. GCOS je
produkt kombinacije programa “Micro Array Suite” (MAS)
i “Micro DB” ujedinjenih u program za automatsku analizu
intenziteta prisutnih tocaka (pixels) na Cipu.

Mikrocip tehnologija generira velike kolic¢ine kompleksnih

podataka koji se pohranjuju u odgovaraju¢im bazama
podataka (Gene Expression Omnibus, Array Express).
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Pohranjivanju podataka prethodi sloZzena analiza desetaka
tisu¢a gena primjenom razli¢itih akademskih ili komercijalno
dostupnih racunalnih programa, poput GeneSpring (Silicon
Genetics), Microarray Suite i Data Mining Tool (Affymetrix).
Kod visestrukih mjerenja razine transkripata mikroc¢ipovima
pojavljuju se sistemske razlike medu ¢ipovima koje se moraju
normalizirati prije integriranja podataka u pojedinacne analize.
Prema Bolstadtu (15), normalizacija na kvantile predstavlja
najprihvatljiviju metodu normalizacije skupova podataka
mikrocipova, kojom se izjednacava raspodjela ekspresijskih
vrijednosti svih uzoraka eksperimenta. Odabir statisticki
dostupne metode u svrhu identificiranja diferencijalno
eksprimiranih gena izmedu dva razlicita stanja, ispitivanoga
i kontrolnoga, moze znacajno utjecati na konacan zakljucak
(16). Stoga je izuzetno vazno unaprijed ustanoviti koja je
metoda najbolja za analizu bioloskih podataka. Nakon analize
slijedi interpretacija podataka, odnosno sustavno povezivanje
u smislenu cjelinu ili bioloski znacaj. Geni kod kojih je
doslo do promjene ekspresijskoga profila (diferencijalno
eksprimirani geni) svrstavaju se u skupine gena sli¢nih
ekspresijskih profila primjenom tzv. clustering (klastering)
metode. Odgovaraju¢im statistiCkim pristupom poput
hijerarhijskoga ili K-means klasteriranja geni se povezuju u
klastere. Tako mozemo identificirati i promjene u ekspresiji
gena koji su ukljuceni u isti metabolicki ili signalni put.

Zakljuci

Velike prednosti tehnologije bioloskih ¢ipova, odnosno
DNA mikroc¢ipova u otkrivanju svojstava genoma leze
u mogucénostima paralelnih analiza ekspresijskih profila
tisuéa gena specificnom hibridizacijom. Time se dobiva
uvid u medusobnu interakciju pojedinac¢nih gena unutar
stanice uz razumijevanje regulatornih mehanizama
njihovih signalnih i biokemijskih putova. Stoga se Cipovi
primjenjuju u istrazivanjima specifi¢nih i rijetkih oboljenja
(dijagnostika) u svrhu utvrdivanja genetskih varijacija i
predispozicija na bolesti. Takoder, primjena Cipova izrazena
je i u poljoprivrednoj i prehrambenoj znanosti. Buduéi
aspekti primjene ¢ipova ukljucuju gensku terapiju, a samim
time 1 razvoj farmakogenomike ili bioloski aktivnih lijekova.
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Razvoj nanotehnologije, bioinzenjerstva i1 neuroznanosti
pridonijet ¢e povezivanju znanja i dostignuca sa zajednickim
ciljem stvaranja poluvodickih nano ¢ipova s mogucénoscéu
implantiranja u ljudski mozak. Takvi bi ¢ipovi mogli djelovati
kao osjetila i pobudivaci, mogli bi vratiti vid slijepima, onima
slabije memorije pomo¢i u razvijanju sje¢anja i ucenju jezika,
te svakom pojedincu otvoriti put enciklopedijskim bazama
podataka. Kao osjetilni pojacivaci mogli bi pojacati doseg nasih
osjetila u promatranju ultravioletne i infracrvene svjetlosti, u
mentalnoj komunikaciji s drugim pojedincima (cyberthink),
¢ime bi se unaprijedila kvaliteta zivota i poslovanja (17).

Unato¢ primjeni DNA mikro¢ipova u svrhu lijecenja i
sprjecavanja bolesti poput multiple skleroze, dijabetesa i
kardiovaskularnih bolesti, te u znanstvene svrhe, otvaraju se
i brojna eticka pitanja vezana uz spoznaju o individualnim
genetskim osobinama pojedinaca i njihovom znacaju za
drustvene sredine. lako “osteéeni” geni ne moraju nuzno
znaciti da ¢e osoba oboljeti od neke bolesti, ona ipak pokazuje
vecu predispoziciju na pojavnost bolesti §to moze rezultirati
obiljezavanju takve osobe kao drustveno neprihvacene
individue. Zabiljezeni slucajevi u SAD-u govore kako
neke velike tvrtke traze uvid u genetske mape prilikom
zapoSljavanja i1 zdravstvenoga osiguravanja zaposlenika.
To pokazuje nuznost razvoja pravnoga okvira u skladu s
razvojem tehnologije, a s ciljem zastite slobode i digniteta
kako pojedinaca, tako i cijele populacije. Potencijalne
revolucionarne implikacije poluvodickih ¢ipova i mikroc¢ipova
zahtijevaju otvoren multidisciplinaran dijalog i temeljitu
procjenu u svrhu internacionalnoga razmatranja etickoga
pitanja razumne primjene Cipova u buduénosti. Uostalom,
$to su izazovi veéi, veca je i naSa odgovornost, i to ne samo
znanstvenika i istrazivaca, nego i drustva opcenito.
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ABSTRACT

Recent advances in microarray technology allowed scientists to investigate expression of thousands of genes in a single reaction,
thus generating a vast amount of data. Biological chips, based on hybridization methods, enable detection of genes on a genomic
scale. Moreover, chips are used to elucidate fundamental life processes such as cellular and signalling pathways and basic aspects
of growth and development of organisms. Recently sequenced model plant Arabidopsis thaliana and human genome revealed
that a majority of human genes involved directly or indirectly in certain human diseases have their orthologs in vacular plants.
Determination of key proteins involved in human health and disease, especially their gene expression patterns and mutations,
are becoming rapidly examined and investigated by using biological chips. These technological advances will hopefully uncover
the origin of genetic illnesses and likely lead to creation of specific gene therapies.

Key words: gene chips, Affymetrix technology, Arabidopsis thaliana, human diseases
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