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Izvleéek. Tehnologija DNA mikromre? omogoca
celostne $tudije genoma (DNA) in transkriptoma
(RNA). Na ravni transkriptoma sledimo izraZanju
genov (ekspresijske mikromreZe), na ravni genoma
pa iS¢emo podrodja v genomu, kjer je prislo do
spremembe v $tevilu kopij DNA zaporedjj
(primerjalna genomska hibridizacija), ugotavljamo
razlike v DNA zaporedjih (Cipi za ponovno
sekvencioniranje, SNP ¢ipi), ali pa i§¢emo
regulatorna DNA zaporedja, na katera se veZejo
izbrani regulatorni proteini (tehnologija ¢ip-&ip).
Priprava in uporaba mikromre? vklju¢uje veliko
bioinformacijskega dela, in sicer pri izboru
nukleotidnih zaporedij, ki bodo predstavljala
posamezne gene, pri naértovanju poskusov, ter pri
zajemanju, urejanju, shranjevanju in analizi
pridobljenih podatkov.

Abstract. DNA microarray technology enables
large-scale genome (DNA) and transcriptome
(RNA) studies. At transcriptome level we track
expression levels of individual genes (expression
microarrays), and at genome level we search for
DNA copy number aberrations (comparative
genomic hybridization), detect differences in DNA
sequences (re-sequencing and SNP chips) and
search for specific transcription factor binding sites
(chip-on-chip technology). Microarray design and
the application of that technology involves a lot of
bioinformatc work, e.g. selection of nucleotide
sequences representing individual genes, planning
experiments, capturing, managing and storing data
and their analysis.
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Uvod

Organizem je kompleksen sistem, kjer tiso¢i genov
in njihovih produktov (RNA in proteinov)
usklajeno delujejo in ustvarjajo ¢udeZnost
#ivljenja. Posamezen gen si lahko predstavljamo
kot besedo v slovarju genoma, pristope, ki
omogocajo celostno razumevanje izraZanja
genoma, pa kot orodja, ki nam pomagajo razumeti,
kako se besede genoma povezujejo v smiselno

besedilo.

Do nedavnega je v genomskih raziskavah
prevladovalo pravilo “en gen — en poskus”. Ta
pristop podrobnega raziskovanja posameznih
genov je od odkritja DNA leta 1953 pa do danes
zaznamoval Zivljenjske poti mnogih raziskovalcev,
kamencki posameznih odkritij pa so se sestavljali v
mozaik skozi leta in desetletja. Vendar Zivljenje
celice ni sestavljeno iz izoliranih enot. Celica je
splet signalnih, presnovnih, transportnih in drugih
procesov, ki so tesno povezani med seboj in so v
nenehnem stiku s svojim okoljem. Vsaka
sprememba, ki jo povzro¢imo v celici, tudi e je
ciljana na spremembo ene same podenote, na
primer spremembe izra¥anja enega samega gena, se
odraZa v desetinah ali stotinah sprememb vzdol?
razli¢nih poti. Da bi &m bolje spoznali zakonitosti
%ivljenja, je smiselno uporabljati celostne
(globalne) pristope, ki nam omogo&ajo sledenje
mnogoterim lastnostim v enem samem poskusu. V
zadnjih nekaj letih se je temu najbolj pribliZala
tehnologija DNA mikromreZ, ki je eno od
najucinkovitej§ih orodij za globalne §tudije
izraZanja genoma. Sprva se je pojem “DNA ¢&ip”
uporabljal le takrat, ko je $lo za litografsko
pripravljene &ipe, s pojmom “DNA mikromreza”
pa smo opisovali vse preostale tehnologije
priprave. Zaradi napredka tehnike, ki z natan¢nimi
roboti omogoc¢a nanasanje molekul DNA z visoko
gostoto, je lo¢nica med “Eipom” in “mikromrezo”
pogosto nejasna. Tako ve&asih govorimo o &ipu tudi
takrat, kadar so izbrane molekule DNA, ne glede
na izvor in nacin priprave, nane$ene na trdno
podlago v visoki gostoti, na primer ve¢ tiso¢ skupin
molekul na plos¢ici velikosti objektnega
mikroskopskega stekelca, medtem ko mikromreZa

vsebuje manje $tevilo skupin molekul DNA.
Uporabljajo se $e pojmi genomski &ip, mreZa genov
in bio-&ip. Slednji izraz je najbolj sploen, saj
predpona “bio” opisuje, da se na bioloskem &ipu
lahko nahajajo biomolekule katerekoli vrste —
DNA, RNA, proteini in druge.
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Slika 1 Podroben prikaz hibridizacije —
komplementarnega parjenja dveh enojnih verig
nukleinskih kislin (* ozna&uje fluorescentno oznaceno
verigo).

Vrste DNA cipov in mikromrez

DNA ¢ipi so mikroskopske skupine tiso¢ih DNA
molekul z znanimi nukleotidnimi zaporedji, ki jih
pritrdimo na podlago. Vsak gen je na mikromreZi
ali ¢ipu zastopan z vsaj eno skupino identi¢nih
DNA molekul. Organizirana razporeditev skupin
DNA molekul predstavlja matrico, na kateri po
hibridizaciji dolo¢imo razliko v izraZanju genov
med poskusnim vzorcem in kontrolo. Postopek
hibridizacije temelji na komplementarnem
parjenju baz A-T in G-C po modelu Watsona in
Cricka (slika 1). MikromreZo z organizirano
razporeditvijo tarénih DNA molekul izpostavimo
fluorescentno ali radioaktivno oznadeni preizkusni
snovi (imenovani proba ali sonda), ki jo
pripravimo iz preiskovanih celic ali tkiv.
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Hibridizacijski signal na dolo¢enem mestu matrice
nam izraZa identiteto nukleotidnega zaporedja,
velikost signala pa je merilo za koli¢ino izraZenega
genskega produkta. Prvi DNA ¢ipi so se
uporabljali za spremljanje celostnega (globalnega)
izraZanja genov, vedno vec pa je tudi uporabe za
dolo¢anje sprememb na ravni genoma. Dandanes
se DNA ¢&ipi najpogosteje uporabljajo za:

1. ugotavljanje koli¢ine izraZenih genov
(transkriptom ali ekspresijsko profiliranje) ter

2. dolo¢anje nukleotidnih zaporedij in sprememb
na ravni genoma — sekvencioniranje, iskanje
enojnih nukleotidnih polimorfizmov (SNP) in
mutacij, primerjalno genomsko hibridizacijo
(CGH) ter iskanje regulatornih DNA
zaporedij (metoda Cip-Cip — kromatinska
imunoprecipitacija z analizo ¢ipov).

Obstaja ve& vrst DNA mikromre?, od
raziskovalnega vprafanja oziroma namena uporabe
pa je odvisno, katera je najprimernejsa.
MikromreZe s kratkimi oligonukleotidi, ki so
sintetizirani na matrici in situ, so sprva imenovali
DNA ¢ipi, saj je tehnologija priprave podobna
pripravi ra¢unalnigkih ¢ipov. Vodilno vlogo pri
pripravi teh &ipov ima podjetje Affymetrix
(http://www.affymetrix.com), ki je metodologijo
tudi razvilo in patentiralo. Pri Affymetrixovi
tehnologiji je vsak gen zastopan s preko 10
kratkimi nukleotidi, specifi¢nost hibridizacije
posameznega nukleotida pa se dolo¢a na podlagi
odsotnosti hibridizacije z nukleotidom, ki se od
tarénega razlikuje za eno samo bazo.

Obstajajo tudi mikromreZe z dolgimi
oligonukleotidnimi sondami, mikromreZe s
komplementarnimi DNA (cDNA) sondami in
mikromreZe z ve¢ 100 kb dolgim odseki genomske
DNA. Razen pri tehnologiji Affymetrix so sonde
sintetizirane po klasi¢nih molekularno-biologkih
postopkih in so kasneje z nanagalnim robotom
(angl. spotterjem) nane$ene na
podlago.Tehnologija dolgih oligonukleotidov (50 —
80 bp) uporablja eno do tri oligonukleotidne probe
za posamezni gen. Skupina Patricka Browna s
sodelavci z Univerze Stanford je razvila tako

imenovane klasi¢ne DNA mikromreZe, kjer so na
stekleno plos¢ico naneene 300 do 500 bp
komplementarne DNA (cDNA), od katerih vsaka
predstavlja en gen. Le-te pridobimo iz celi¢nih
informacijskih RNA (mRNA) s pomo¢jo gensko-
specifi¢nih zadetnih oligonukleotidov v reakciji
obratnega prepisovanja in verinega pomnoZevanja
s polimerazo (RT-PCR). Tudi zelo dolge odseke
genomske DNA pridobimo s klasi¢nimi
molekularno-bioloskimi postopki in jih naknadno
nanesemo na podlago.

Kljub temu, da so bili Affymetrixovi DNA ¢&ipi za
ekspresijsko profiliranje na trZi§¢u prvi, pa zaradi
visoke cene in zaprtosti sistema (podatki o
nukleotidnem zaporedju na ¢ipu uporabljenih
oligonukleotidov niso dostopni, uporabnik ne
more spreminjati genov na ¢ipu) za mnoge
raziskovalne laboratorije niso dostopni. V
prihodnosti bo sicer cena komercialno dostopnih
&ipov in mikromre? padala in postajala
dostopnej§a, vendar pa je uporaba klasi¢nih
mikromre? na principu cDNA $e vedno smiselna
za usmerjene $tudije omejenega §tevila genov (&ipi
nizke gostote), kot je npr. dolo¢anje bolezenskih
markerjev izbranega, Ye dobro definiranega
obolenja.

DNA Cipi za ekspresijsko
profiliranje

Za ekspresijsko profiliranje se uporabljajo tako
oligonukleotidne kot cDNA mikromreZe.
Obstajata dve glavni smernici priprave
ekspresijskih DNA mikromre?. V prvem primeru
&ip vsebuje gene, ki jim je skupna fizi¢na lokacija
(npr. ¢loveski kromosom 22) ali kar vse gene
dolo¢enega organizma. Na trzi$¢u so Ze dostopni
DNA ¢ipi celotnega genoma kvasovke S.cerevisiae,
mnogih bakterij, pa tudi celotnega ¢loveskega,
miSjega in podganjega genoma. Glede na sedanjo
tehnologijo je na stekleno plos¢ico mo¢ nanesti do
50.000 genov. Celotni ¢loveski genom se pri Cipih
podjetij Affymetrix in Agilent
(http://www.agilent.com) nahaja na eni stekleni
plos¢ici. Pri drugem pristopu ¢ip vsebuje izbrane
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gene, ki so med seboj smiselno (tematsko)
povezani. Nadrtovanje takih ¢ipov izhaja iz a priori
biokemi¢nega znanja o funkciji genov in iz
poznavanja fiziologije ter patofiziologije
proucevanih obolenj. Tematski ¢ipi raziskovalcem
ponujajo neomejene moznosti tvorjenja in
uresnic¢evanja idej na temeljnem, aplikativnhem in
klini¢no-diagnosti¢nem podro&ju. Na trZi§cu je
vedno vedje $tevilo usmerjenih ¢ipov, ki se
ukvarjajo z izraZanjem genov med onkogenezo
(onko-¢ipi) in tekom drugih pogostih bolezni.
Mnogi se razvijajo v smislu diagnosti¢nih orodij, ki
bi lahko nasla pot tudi v klini¢no prakso.

Priprava ¢ipov nizke gostote

Ne glede na to, ali se odlo¢imo za pripravo ¢ipa, ki
bo vseboval dolge oligonukleotide, ali za ¢ip na
podlagi cDNA, zacetna faza nacrtovanja zahteva
veliko bioinformacijskega dela. Izbor in $tevilo
genov sta odvisna od raziskovalnega vprasanja, ki
ga Yelimo s tehnologijo DNA mikromre? refevati.
Dostop do nukleotidnih zaporedij vseh genov, ki
so bila dolo¢ena v akademskih institucijah, je
omogocen preko mnogih stre?nikov, kot je npr.
streznik Nacionalnega centra za biotehnologke
informacije v ZDA (NCBI,
http://www.ncbi.nih.gov). Preprosteje je, ¢e imamo
dostop do katere od velikih urejenih cDNA
knjiZnic, ki vsebuje v klasi¢ne vektorje klonirane
cDNA vetjega $tevila (oziroma vseh) genov
posameznih genomov ali tkiv.

Tudi pri izboru in pripravi nukleotidnih zaporedij,
ki bodo predstavljala posamezen gen, imajo
klju¢no vlogo orodja bioinformatike. Vsako
nukleotidno zaporedje mora specifi¢no
predstavljati en sam gen in mora imeti ¢im manj$o
homologijo z vsemi ostalimi nukleotidnimi
zaporedji na ¢ipu. Od pravilnega nacrtovanja Cipa
in poznavanja lastnosti nukleotidnih zaporedij je
odvisna kon¢na interpretacija rezultatov. V
primeru ¢ipa na osnovi dolgih oligonukleotidov
izberemo za vsak gen 2 — 3 od 50 do 80 baz dolga
zaporedja, ki specifi¢no predstavljajo en sam gen.
V primeru cDNA ¢&ipov izberemo za vsak gen dva
kratka oligonukleotida, s pomo¢jo katerih v veriZni

reakciji s polimerazo (PCR) pomnoZimo odsek
cDNA iz obratno prepisane RNA, ki je izolirana iz
celice ali tkiva, kjer se izbrani gen izraZa (slika 2a).
Kot matrica za pomnoZevanje posameznih genov
so zelo primerne tudi urejene cDNA knjiZnice,
kjer je moZno vse gene pomnofiti z dvema
univerzalnima oligonukleotidoma, katerih
prijemali§¢i sta v vektorju, v katerem so cDNA
klonirane, vendar je pri tem pristopu velika
mozZnost kriZznih kontaminacij klonov.

Pred nanosom na trdno podlago je pri pomnoZenih
cDNA potrebno preveriti integriteto in
koncentracijo nukleotidnih zaporedij. Za
preverjanje integritete je primerna agarozna
elektroforeza ali mikrokapilarna elektroforeza z
elektroforeznim ¢ipom (tehnologija Agilent
Technologies). Preverjanje koncentracije in
Cistosti DNA poteka spektrofotometri¢no z
merjenjem UV-absorpcije pri 260nm in 280 nm,
pri Cemer je za veliko Stevilo vzorcev neobhodno
potreben spektrofotometer na mikrotiterske
ploscice.

Po kontroli koncentracije in kakovosti DNA
vzorce razred¢imo z enim volumnom dvakrat
koncentrirane nanasalne raztopine in jih v vnapre;j
dolocenem zaporedju razporedimo na 384-mestni
mikrotiterski plos¢ici. Ra¢unalniski program
nana$alnega robota mora prenesti motiv DNA
vzorcev na mikrotiterski plod¢ici v nov, vnaprej
izbrani motiv DNA vzorcev, kot se bodo pojavili
na Cipu (slika 2a). Zaradi statisti¢ne obdelave je
priporocljivo, da je vsak DNA vzorec na &ipu
predstavljen vsaj v duplikatu. Nanagalni robot ima
obicajno vegje Stevilo igel (tudi do 48), ki jih po
%elji odvzemamo ali dodajamo in s tem prilagajamo
hitrost nanasanja in geometrijo ¢ipa. Skupne
lastnosti vseh nanagalnih robotov na trzis¢u so
velika mehanska natan¢nost (natanénost
nana$anja na 3 — 5 mikrometrov) in pripadajoca
programska oprema za njihovo krmiljenje, ki
praviloma omogoca, da so posamezne tocke
matrice medsebojno oddaljene najve¢ 10
mikrometrov. Na tr¥i§¢u je dostopnih ve vrst
nana$alnih robotov. Roboti lahko vsebujejo
kapilare, ki posrkajo nekaj femtolitrov raztopine
DNA in jo nato odloZijo na trdno podlago &ipa.
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Prednost teh nanagalcev je majhna poraba vzorca mikrotiterske plo$¢ice z vzorci potreben pred
DNA, slabost pa ob¢utljivost kapilar, ki se zaradi vsakim nanosom posebej. Obstaja tudi
majhnega premera pogosto masijo, in moZnost kombinacija med kapilaro in iglo, tako imenovana
kontaminacije vzorcev, ¢e sistem spiranja ni razcepljena igla (angl. split pin), pri kateri koli¢ina
popoln. Druga vrsta nanasalnih robotov ima raztopine DNA, ki se nabere v razpoki, zadostuje
namesto kapilar igle, pri ¢emer za nanaSanje za vegje $tevilo (tudi ved kot 100) nanosov.
raztopine DNA na trdno podlago ¢ipa izkoris¢a Prednost tega sistema je velika hitrost nana$anja
pojav povrsinske napetosti kapljevin. Njihova brez te¥av s spiranjem, ki so prisotne pri
slaba lastnost je pocasnost, saj je obisk kapilarnem sistemu.
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Slika 2 Prikaz postopka priprave in analize DNA &ipa po Patrick-Brownovi tehnologiji. Faze: a - priprava DNA ¢ipa
vkljuguje sintezo tarénih DNA molekul in njihovo pritrditev na podlago z nanagalnim robotom; b - postopek
hibridizacije s testnim in referenénim fluorescentno oznaéenim vzorcem nukleinskih kislin; ¢ - analiza signala z
opti¢nim laserskim ¢italcem.

Podlago ¢ipa navadno predstavlja kemi¢no DNA e dodatno pritrdimo z zamreZenjem pod
obdelano steklo (nanos oligonukleotidov in cDNA vplivom ultravijoli¢ne svetlobe. Sledi spiranje v
zahteva druga¢ne kemi¢no obdelane steklene ved raztopinah detergenta in soli padajoce ionske
ploscice), lahko pa je to tudi najlonska ali jakosti ter hitro odstranjevanje vodnih kapljic z
nitrocelulozna membrana. V primeru obdelanega vakuumsko centrifugo. Slednje je ena izmed
stekla pride do kemi¢ne reakcije med nukleotidi kriti¢nih stopenj postopka za pripravo kvalitetnih

DNA in aktivnimi skupinami na premazu stekla. &ipov, saj v primeru pocasnega susenja vodne
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kapljice pustijo obris, ki je viden tudi po
hibridizaciji in oteZko¢a kvantifikacijo signalov na
podro&ju motnje.

Hibridizacija in od¢itavanje

Po zgoraj opisanem postopku obdelani ¢ip je
pripravljen za hibridizacijo z izbranim
fluorescentno oznacenim preiskovanim vzorcem.
Preiskovani vzorec predstavlja iz celic ali tkiv
izolirana RNA, ki jo s kompleti za oznacevanje
prevedemo v fluorescentno oznaceno tkivno ali
celi¢éno cDNA. Fluorescentno oznadeno cDNA
skupaj s hibridizacijsko raztopino enakomerno
porazdelimo po &ipu (slika 2b). Hibridizacijo lahko
izvajamo ro¢no, v vodni kopeli, ali na avtomatski
hibridizacijski postaji, kjer je mozno hibridizirati do
nekaj deset ¢ipov hkrati. S kontrolne plosce lahko
uravnavamo temperaturni in ¢asovni interval za
vsak ¢ip posebej, tako med hibridizacijo kot tudi
med kasnejsim spiranjem. V primerjavi z ro¢no
hibridizacijo in spiranjem daje aparat za
avtomatsko hibridizacijo bolj ponovljive rezultate
hibridizacije, hkrati pa se izognemo tudi
mehanskim poskodbam ¢ipa in motnjam, ki lahko
nastanejo zaradi u¢inka vodnih kapljic med
postopkom ro¢nega spiranja.

Hibridizacijski signal od¢itamo z veclaserskim
opti¢nim &italcem (angl. scanner), ki omogoc¢a
sledenje fluoroforom razli¢nih valovnih dol%in
(slika 2¢). Navadno imamo na istem &ipu le dva
razli¢no obarvana fluorescentna signala. Ker pa je
na tr#i§¢u dostopnih vse ve¢ razli¢nih fluoroforov,
se priporoca Citalec z vsaj dvema laserjema, ki
skupaj s filtri omogoca zaznavanje 4 — 6 razli¢nih
fluoroforov. Citalec mora imeti dovolj visoko
lo¢ljivost, da zazna tocke, ki so medsebojno
oddaljene le nekaj mikrometrov. Rezultat
od¢itavanja je racunalniska slika, kjer je jakost
hibridizacijskega signala ponazorjena z intenziteto
slikovnih pik. Na tr#ig¢u je cel spekter dvo- in tri-
laserskih &italcev, ki imajo pri enakem Stevilu
laserjev medsebojno primerljive cene.

Litografsko pripravljeni Cipi visoke gostote

Zaradi tehni¢ne zahtevnosti in teZavne
standardizacije v raziskovalnih laboratorijih
obi¢ajno ni mogoce pripravljati litografskih ¢ipov,
so pa ti ¢ipi dostopni komercialno. To tehnologijo
je vpeljala in najdlje razvila amerigka firma
Affymetrix, po kateri ¢ipi tudi nosijo ime. Vsak
gen je na Affymetriksovem Cipu predstavljen z
najmanj desetimi oligonukleotidi, dolgimi do 20
bp. Ker so tako kratka nukleotidna zaporedja
podvrZena nespecifi¢ni hibridizaciji, §e posebej pri
sorodnih genih, ima vsak oligonukleotid na &ipu
tudi kontrolni oligonukleotid, ki se od pravega
razlikuje za en sam nukleotid. Po hibridizaciji in
odtitavanju signala se pri doloanju izraZanja
posameznih genov uposteva le tiste
oligonukleotide, kjer je hibridizacijski signal
modcan pri pravi probi in odsoten pri kontrolni
probi. Zaradi popolnoma drugaéne tehnologije
priprave Cipa je tudi postopek hibridizacije s
tehni¢nega stalis¢a drugacen, kot je opisano v
prej¥njem razdelku. Prav tako je potreben &italec
ve&je obcutljivosti, saj so in situ sintetizirani
oligonukleotidi medsebojno oddaljeni manj kot
naknadno na trdno podlago nane$ene molekule
DNA. Potrebna je tudi posebna programska
oprema (GCOS - GeneChip Operating Software),
ki s pomoc¢jo ustrezne podatkovne zbirke vsakega
od kratkih oligonukleotidov poveZe z
odgovarjajo¢im genom. Kljub “zaprtosti” sistema,
ki zahteva popolnoma nov sklop opreme
(hibridizacijska komora, laserski ¢italec in
programska oprema), zaradi velike standardizacije
uporabniku zagotavlja visoko raven ponovljivosti
meritev in mo¥nost §tudije izraZanja genov na
ravni celotnih genomov (Eloveski genom je
trenutno z ve¢ kot 47.000 transkripti dostopen na
enem Affymetriksovem &ipu). Visoke cene teh
&ipov (med 500 in 1000 EUR/&ip) zaenkrat
onemogocajo rutinsko uporabo malim
uporabnikom in dajejo prednost dostop velikim
industrijskim in klini¢nim partnerjem. S stali§¢a
manjsih uporabnikov so komercialni &ipi visoke
gostote pomembni predvsem kot prva stopnja
raziskav, ki se bodo kasneje osredotodile na
omejeno Stevilo genov z uporabo mnogo cenejsih
DNA &ipov nizke gostote. Litografski Cipi visoke
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gostote so perspektivni tudi za uporabo v
farmacevtski industriji, predvsem pri testiranju
zdravilnih u¢inkovin na izraZanje celotnega
Cloveskega genoma.

DNA cipi za dolocanje
nukleotidnih zaporedij in
sprememb na ravni genoma

Za drugo vrsto DNA mikromre? je znadilno, da ne
spremljamo ravni izraZanja genov (raven mRNA),
temvec dolo¢amo nukleotidno zaporedje na
izbranih delih genoma (raven DNA). Za namen
sekvencioniranja se razvijajo “prekrivajoce”
mikromreZe (angl. tiling microarrays), kjer so
kromosomi po celotni dol%ini pokriti s
prekrivajo¢imi se 20 bp dolgimi oligonukleotidi. S
tovrstnimi ¢ipi je mo#no dolo¢iti genotip
posameznika, tako nukleotidno zaporedje
normalnih alelov kot tudi okvarjenih bolezenskih
alelov. MikromreZe za sekvencioniranje celotnih
genomov nekateri preprostej$ih organizmov (npr.
razli¢ni soji kvasovk S.cerevisiae) vsebujejo
prekrivajoca se zaporedja celotnega genoma
kvasovke.' Pri pripravi takih mre? je zelo
pomembna bioinformatika, saj je potrebno
zadostiti predpostavki, da lahko vsako mesto v
genomu teoreti¢no vsebuje katerokoli od §tirih
baz: A,C,Gali T.

Podoben princip (vsako mesto v genomu lahko
vsebuje katerokoli od $tirih baz) velja tudi pri
iskanju enojnih nukleotidnih polimorfizmov
(SNP) in/ali mutacij. Razlika z mikromreZami za
sekvencioniranje je v obsegu DNA zaporedja na
&ipu. MikromreZe za sekvencioniranje morajo
vsebovati celotno podro¢je genoma, katerega
nukleotidno zaporedje Zelimo preveriti, SNP &ipi
pa so lahko omejeni npr. na posamezni polimorfni
gen, ki je odgovoren za dolo¢eno obolenje.
Posamezniki se namrec v svojem genskem zapisu
med seboj razlikujemo tudi po polimorfnih
nukleotidnih zaporedjih, med katere spadajo tudi
SNP. Analiza DNA iz razli¢nih osebkov bo na
mikromreZi pokazala prisotnost ali odsotnost
signala, ki potrjuje prisotnost oziroma odsotnost

dolocenega SNP, z boleznijo povezanega. Tako
lahko s ¢ipom, ki vsebuje vse doslej poznane
mutacije gena za cisti¢no fibrozo (eno izmed
najpogostej§ih monogenskih obolenj), v enem
samem poskusu ugotovimo, katere mutacije tega
gena so prisotne pri preiskovanem osebku. SNP
&ipi Ze nadomes¢ajo dolgotrajnejse metode, kjer se
je vsaka mutacija preiskovala lo¢eno.

Primerjalna genomska hibridizacija (CGH) na ¢ipu
je visoko lo¢ljivostna metoda za preiskovanje
kvantitativnih sprememb na ravni genoma.’
Kvantitativne spremembe vkljutujejo delecije
(primanjkljaj oziroma izrez dolocenega odseka
genoma), insercije (vkljucitev nukleotidnih
zaporedij v genom), amplifikacije (pomnoZitve
dolo¢enega odseka DNA) in kromosomske
prerazporeditve, kjer se deli dednine med
posameznimi kromosomi nepravilno izmenjajo.
Klasi¢ne citogenetske metode, s katerimi so
preiskovali te spremembe (kariotipizacija, proganje
kromosomov, fluorescentna in situ hibridizacija —
FISH, idr.) imajo pomanjkljivo lo¢ljivost in
zahtevajo delece se celice. Na CGH ¢&ipu so
naneseni klonirani poljubno dolgi (tudi do nekaj
100 kb) odseki DNA to¢no dolocene lokacije na
kromosomu. To omogo&a zelo natan¢no
dolo¢evanje sprememb in njihovo preslikavo na
doloteno nukleotidno zaporedje. Resolucija CGH
&ipov je odvisna od razdalje med posameznimi
podro&ji DNA na kromosomu. Nekatera podjetja
%e razvijajo prekrivajoce se CGH ¢ipe, ki lahko
odtitajo spremembe na 1 bp natan&no. Metoda se
v najvedji meri uporablja v onkologiji, in sicer v
diagnosti¢ne namene (prepoznavanje vrste raka)
in s tem povezano prognozo, uporabna pa je tudi
za dolo¢evanje kromosomskih aberacij razli¢nih
genetskih obolenj in za prenatalno diagnostiko
razli¢nih kromosomskih abnormalnosti, npr.
Downovega sindroma (trisomija kromosoma 21).
Analiza DNA razli¢nih osebkov na mikromreZi
pokaZe prisotnost ali odsotnost signala, kar
potrjuje prisotnost oziroma odsotnost dolo¢ene
kromosomske spremembe, povezane z boleznijo.

Mnoga obolenja nastanejo tudi zaradi napa¢nega
uravnavanja izraZanja genov, ki nastane zaradi
napacne vezave regulatornih proteinov
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(transkripcijskih faktorjev) na regulatorne odseke
genov (promotorje). Obstaja mnogo klasi¢nih
metod za iskanje interakcij med regulatornimi
odseki DNA in proteini, v zadnjih letih pa je v
porastu metoda Cip-&ip. Gre za oligonukleotidne
&ipe, ki lahko vsebujejo zaporedja celotnega
genoma (S.cerevisiae), pri kompleksnejsih
organizmih pa vsebujejo le posamezne dele
genoma (posamezni kromosom ali neprevedene —
regulatorne regije kromosoma). Metoda se
zaenkrat uporablja bolj v raziskovalne namene, saj
ima tehni¢ne omejitve pri pripravi vzorca za
procesiranje na ¢ipu. Za analizo moramo proteine,
ki so v celici vezani na regulatorne odseke DNA,
trajno pritrditi na DNA, nato pa to DNA izlo¢iti iz
zmesi in jo analizirati na &ipu. Prvega dela
postopka ne moremo izvajati na celem organizmu,
ampak le na izoliranih celicah.’

Vloga informatike pri
tehnologiji DNA mikromrez

Tehnologija DNA mikromre? je prinesla nove
izzive tudi na podro¢ju ratunalniskih znanosti in
statistike. Prednost tehnologije DNA mikromre?
ni v samem nacinu merjenja izraZenosti genov, pac
pa v zmoznosti merjenja vec tiso¢ genov naenkrat.
Preskok v obsegu meritev iz posameznih genov na
ved tiso¢ genov je zahteval razvoj novih
standardov in metod za upravljanje, analizo in
vizualizacijo podatkov ter njihovo algoritmi¢no
implementacijo na ra¢unalnikih, zaradi Cesar je
podrod&je analize podatkov DNA mikromre? v
zadnjih letih postalo eno izmed najbolj obetavnih
in donosnih podro¢ij za raziskovalce s podro¢ja
racunalniskih znanosti in statistike.

Razvoj tehnologija DNA mikromre? je v veliki
meri prehitel razvoj ustreznih analiti¢nih metod. V
praksi pogosto prihaja do primera, da se podatki
analizirajo naknadno, torej v &asu, ko so meritve
%e opravljene oziroma poskusa ni ve¢ mo¥no
spreminjati. Pri analizi se pogosto pokaZejo
pomanjkljivosti, ki so plod neoptimalne zasnove
poskusa. Zato je sodelovanje biologov in analitikov
pomembno Ze v ¢asu nacrtovanja poskusa. Za

uspesno izvedbo bioloskega poskusa je pomembno,
da analitik dobro razume njegov namen, da
sodeluje tako pri njegovi zasnovi kot tudi pri
analizi podatkov in ovrednotenju rezultatov, in da
se biolog zaveda nevarnosti in omejitev povezanih
s tehnologijo DNA mikromreZ.

Podroc¢je bioinformatike, ki se najsirSem smislu
nana$a na zajemanje, urejanje, shranjevanje in
analizo raznovrstnih biologkih podatkov, zahteva
od raziskovalcev hkratno poznavanje metod
biologkih, ra¢unalnigkih in statisti¢nih znanosti ter
spretnost pri uporabi ratunalnika kot
eksperimentalnega orodja. Ceprav stranskega
pomena v primerjavi z analizo, urejanje,
poimenovanje in shranjevanje podatkov trenutno
zavzema vedino ¢asa bioinformatikov, saj je
sistemati¢nost na tem podro&ju predpogoj za
uspesno aplikacijo analiti¢nih metod. Mnogo objav
s podrocja bioinformatike predstavlja nove
oziroma izbolj§ane analiti¢ne metode in algoritme,
zlasti s podro¢ja strojnega ucenja, prilagojene za
analizo podatkov DNA mikromre?. Pogosto se
zastavlja vpraSanje, katera izmed teh metoda je
trenutno “najbolj$a”. Zavedati se moramo, da
izbira analitine metode ni tako pomembna kot
dobra zasnova bioloskega poskusa, saj nobena
metoda za analizo ne more odtehtati
pomanjkljivosti pri njegovi zasnovi.

Nacrtovanje poskusa

Zaradi visokih stroskov, ki so povezani z uporabo
tehnologije DNA mikromre?, se nalrtovanje
poskusa v nasprotju s tipi¢nim biomedicinskim
poskusom pogosto pri¢ne s stali§¢a denarnih
sredstev. Osnovno vodilo na ta nadin zasnovanega
poskusa ni testiranje dologene hipoteze, pac pa
tvorjenje hipotez oziroma upanje, da pridemo do
smernic za nadaljnje raziskave. Tak pristop je
zgreSen Ze v osnovi. Poskus mora biti osnovan na
bioloskem vpraanju, na katerega Yelimo
odgovoriti, vpraganje pa mora biti osredotoceno in
zastavljeno dovolj ozko, da lahko nanj odgovorimo
v okviru denarnih sredstev, ki so nam na voljo.
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Slika 3 Razli¢ni naérti poskusa z dvobarvnimi DNA
mikromreZami, ki vklju€ujejo dva tretmaja (A in B).
Nacdrta a in b predvidevata dve oziroma $tiri tehni¢ne
ponovitve z zamenjavo barv (angl. dye swap); c in d sta
osnovana na dveh neodvisnih biologkih ponovitvah
tretmajev (ponazorjeno z indeksom pri oznaki
tretmaja); c predvideva biolosko ponovitev naérta a; d
prikazuje enostaven kro?ni nacrt.

Pri nalrtovanju poskusa moramo upostevati
razli¢ne komponente variance, ki je prisotna na
posameznih korakih poskusa. V grobem jo lahko
razdelimo na biolosko varianco, ki je prisotna
zaradi genetskih razlik med organizmi in vpliva
okolja, tehni¢no varianco, do katere pride med
postopkom izolacije, oznacevanja in hibridizacije,
ter meritveno napako laserskega Citalca.
Posamezne komponente variance zajamemo z
ustreznimi ponovitvami, in sicer s ponovljenimi
bioloskimi vzorci, tehni¢nimi ponovitvami
poskusov, in reproduciranimi probami znotraj
posameznih &ipov. Statisti¢ne teste lahko
osnujemo na podlagi katerekoli izmed zajetih
komponent variance, razlika je le v interpretaciji
njihovih rezultatov. Ce nas zanima u¢inek
doloenega tretmaja, moramo teste osnovati na
biologki varianci. Statisti¢ni testi na podlagi
tehni¢ne variance nam pokaZejo razlike znotraj
posameznih skupin. Prispevek posamezne
komponente variance lahko ocenimo s korelacijo;
pri ponovitvah znotraj posameznega Cipa je
ponavadi vigja od 95%, pri tehni¢nih ponovitvah
pade tipi¢no na 60 do 80%, pri biologkih
ponovitvah pa je lahko samo e 30%.* Ponovljivost
poskusa bo veliko vi§ja, ¢e se izognemo biologkim
ponovitvam in opravimo samo tehni¢ne, vendar so
rezultati takega poskusa varljivi — statisti¢no

znalilne razlike med skupinami lahko odrazajo
zgolj naklju¢ne razlike med posameznimi osebki.

Ustreznost poskusa lahko na preprost nac¢in
ocenimo s §tevilom prostostnih stopen;j (angl.
degrees of freedom), ki ustreza $tevilu neodvisnih
enot poskusa, od katerega od§tejemo $tevilo
razli¢nih tretmajev. Neodvisne enote poskusa
ustrezajo osebkom, ki bi teoreti¢no lahko bili
podvrZeni poljubnemu tretmaju, in katerih vzorci
so bili tretirani neodvisno drug od drugega v vseh
fazah poskusa. Ce pridemo do §tevila 5 ali ve&, smo
na dobri poti. V dolo¢enih okolid¢inah lahko
Stevilo osebkov presega maksimalno $tevilo
hibridizacij, ki jih lahko opravimo, ali pa koli¢ina
RNA posameznega osebka ne zados¢a za
predvideno 3tevilo hibridizacij. V takih primerih
lahko osebke zdruzimo v skupine (angl. pools), pri
Cemer skupine predstavljajo nove neodvisne enote
poskusa. Z zmanj$anjem $tevila neodvisnih enot
poskusa se zmanj$a komponenta biologke variance,
ne pa tudi tehni¢na komponenta, kar poveca
verjetnost napa¢nih zakljuckov statisti¢nih testov.
V splo$nem je bolje narediti vecje $tevilo manj§ih
skupin oziroma ve& biologkih in manj tehni¢nih
ponovitev.

Pomemben korak pri naértovanju poskusa je
doloiti $tevilo tehni¢nih ponovitev, kar je pri
dvobarvnih ¢&ipih tesno povezano z odloéitvijo,
katere pare vzorcev bomo hibridizirali na istem
&ipu. Do uéinkovite zasnove poskusa lahko
pridemo z upostevanjem nekaj enostavnih pravil.’
Nadrt predstavimo z usmerjenim grafom, kjer
vozlis¢a predstavljajo bioloske vzorce (neodvisne
enote poskusa), usmerjene povezave pa
hibridizacije, pri katerih vzorec na zadetku
povezave obarvamo z rde¢im (Cy5) in vzorec na
koncu povezave z zelenim (Cy3) barvilom. Slika 3
prikazuje razli¢ne zasnove poskusa za neposredno
primerjavo vzorcev A in B. Nadrtaa in b
predvidevata samo tehni¢ne ponovitve (na podlagi
zamenjave barv), c in d pa tudi biologke.
Utinkovitost posamezne primerjave je odvisna od
dolZine in $tevila poti med primerjanima
vzorcema.® Najbolj u¢inkovito je skupaj
hibridizirati tiste vzorce, katerih primerjava je
najbolj zanimiva. Primerjati je mo#no tudi vzorce,
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ki niso hibridizirani skupaj, pod pogojem da med
njimi obstaja pot v grafu. Nac&rti b, c in d na sliki 3
predvidevajo enako 3tevilo hibridizacij (3tiri), med
seboj pa se razlikujejo v u¢inkovitosti posameznih
primerjav. KroZna zasnova (nacrt d) je u¢inkovita
predvsem pri manjiem 3tevilu vzorcev, vendar se
njena ucinkovitost mo¢no zmanj$a v primeru
neuspeha katerekoli od hibridizacij. Robustnost
kroZne zasnove lahko pove¢amo s prepletanjem.
Potencialno pristranost primerjav minimiziramo z
uravnoteZenim nacrtom, kjer iz vsakega vzorca
naredimo sodo $tevilo tehni¢nih ponovitev, od
katerih polovico ozna¢imo z enim, polovico pa z
drugim barvilom.

o

1 2 1 BZ

Slika 4 Nacrt poskusa z dvobarvnimi DNA
mikromreZami, kjer vzorce (A, ... B,) primerjamo preko
skupne reference (Ref).

Vzorce lahko med seboj primerjamo tudi posredno
preko skupne reference (slika 4). Vecina danasnjih
poskusov je zasnovanih na ta nadin, saj ima kljub
o&itni neucinkovitosti (kar polovica meritev se
nana$a na skupno referenco) mnogo prednosti, kot
so npr. enaka u¢inkovitost vseh primerjav,
mozZnost razsiritve z novimi vzorci in manjsa
moZnosti napake pri laboratorijskem delu. Pri
uporabi skupne reference je pomembna izbira
reference, ki bo “prizgala” vse probe na nasi
mikromreZi, in je hkrati homogena, stabilna in
prisotna v zadostni koli¢ini. Odlo¢imo se lahko
med nakupom univerzalne reference in lastno
referenco, ki jo ustvarimo z zdruZitvijo RNA iz
vseh vzorcev, ki jih bomo analizirali. Prednost
slednje je predvsem v koli¢ini RNA, ki je podobna
kot pri nasih vzorcih.

Dober nadért mora upostevati dejstvo, da je za
veljavnost statisti¢nih testov potrebno pri vseh
korakih elemente poskusa izbirati naklju¢no.
Najbolj pomembna je naklju¢na izbira osebkov in
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tretmajev. Ce na to izbiro ne moremo vplivati,
moramo zagotoviti dovolj velik vzorec, da je
raznolikost populacije dobro predstavljena.
Naklju¢na mora biti tudi izbira vzorcev za
hibridizacije, ki jih bomo opravili v istem dnevu, in
izbira barvila pri tehni¢nih ponovitvah poskusa.
Cipi so ponavadi tiskani v serijah, ki se med seboj
lahko mocno razlikujejo v kakovosti. Pogosto se
razlike v kakovosti pojavijo tudi glede na poloZaj
&ipa pri tiskanju in celo glede na pozicijo probe na
Cipu.” Zato je pomembno, da tudi &ipe izbiramo
naklju¢no, in da so probe na Cipu razporejene v
naklju¢nem vrstnem redu (idealno bi bilo, ¢e bi
bila razporeditev prob na vsakem ¢ipu drugacna,
vendar bi to mo¢no oteZilo njihovo izdelavo in
analizo).

Shranjevanje podatkov, standardi in
ontologije

Podatki, ki jih pridobimo z uporabo DNA
mikromreZ, so v veliki meri odvisni od pogojev, pri
katerih je bil izveden poskus. Za njihovo pravilno
interpretacijo moramo poznati podrobnosti
izdelave &ipa (pozicije in zaporedja transkriptov),
pripravo vzorcev in z njimi povezane tretmaje,
korake pri izvedbi poskusa, nastavitve laserskega
Citalca in postopek normalizacije in transformacije
podatkov. Velika koli¢ina podatkov in njihova
raznolikost, ki je povezana z uporabo tehnologije
DNA mikromre?, je zahtevala razvoj standardov za
njihovo upravljanje, shranjevanje in izmenjavo.
Pobuda je na tem podrocju prisla od mednarodne
organizacije biologov, ratunalnikarjev in
analitikov, imenovane Microarray Gene
Expression Data (MGED) Society
(http://www.mged.org). Organizacija zdruZuje Sest
projektov s podro¢ja standardizacije, od katerih so
najpomembnejsi trije:

e  Minimum Information About a Microarray
Experiment (MIAME) je pobuda za
standardizacijo opisa poskusa z uporabo
tehnologije DNA mikromre¥;®

e  MicroArray and Gene Expression (MAGE)
zdruZuje podatkovni model (MAGE-OM) in
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jezik (MAGE-ML) za predstavitev podatkov
DNA mikromre?;’

e  MGED Ontology (MO) je ontologija za
oznalevaje poskusov z DNA mikromreZami, ki
predpisuje termine z vidika na¢rtovanja
poskusa, zgradbe ¢ipa, priprave vzorcev,
hibridizacijskih protokolov in analize
podatkov."®

Standardi so pomembni za dvig kakovosti
podatkov, izmenjavo in pravilno interpretacijo
podatkov, primerjavo podatkov razli¢nih
raziskovalnih skupin in razli¢nih bioloskih
sistemov ter moznost reprodukcije poskusov.
Standard MAGE omogoc¢a izmenjavo podatkov
med razli¢nimi sistemi in njihovo medsebojno
primerjavo. Tehtnost primerjave je odvisna od
poznavanja parametrov poskusa, zaradi Cesar je
pomembna standardizacija minimalnega nabora
parametrov za opis poskusa oziroma standard
MIAME. Rat¢unalnigka avtomatizacija izmenjave
podatkov in njihova medsebojna primerjava je
moZna le ob uporabi standardnega nabora
terminov oziroma ob uporabi ontologij, pri katerih
poleg terminov definiramo tudi logi¢ne opise
uporabljenih terminov in njihove medsebojne
relacije. Namen ontologija MO ni zdruZiti termine
s tako Sirokega podrodja, kot ga pokriva
tehnologija DNA mikromre%, pa¢ pa dolo¢iti
ogrodje za uporabo terminov iz obstoje¢ih
ontologij. Ontologija MO vklju¢uje mnogo
terminov, ki se ne nanagajo izklju¢no na
tehnologijo DNA mikromre? (npr. termini za opis
vzorcev, nalrta poskusa ipd.), pa¢ pa jih je mozno
aplicirati tudi na druge tehnologije funkcijske
genomike (masno spektrometrijo, in situ
hibridizacijo), zaradi ¢esar je v prihodnosti
predvidena njena razsiritev z ontologijo FuGO
(Functional Genomics Investigation Ontology), ki
bo omogocala skladno oznacevanje poskusov s
podrog&ja funkcijske genomike neodvisno od
uporabljene tehnologije.

Standardi ne predpisujejo strukture podatkovnih
zbirk, zaradi Cesar so razli¢ne raziskovalne skupine
glede na lastne potrebe in omejitve razvile zbirke,
ki se med seboj mo¢no razlikujejo tako po strukturi

kot tudi po funkcionalnosti. Gardiner-Garden in
soavtorji'! so pripravili njihov pregled in
primerjavo, Anderle in soavtorji'? pa so opisali
potek tipi¢nega poskusa z DNA mreZami s stali§¢a
upravljanja s podatki in njihovega shranjevanja.
Upostevanje priporo¢il MGED in javna dostopnost
podatkov je danes pri ve&ini vplivnejsih revij pogoj
za objavo prispevka s podro¢ja DNA mikromre?.
Javna podatkovna skladi$¢a, med katerimi so
najvecja evropski ArrayExpress Evropskega
instituta za bioinformatiko (EBI)," ameriski GEO
Nacionalnega centra za biotehnologke informacije
(NCBI) " in japonski CIBEX Nacionalnega
instituta za genetiko (NIG)," odpirajo mo?nost za
nove ideje in primerjave, ki sicer ne bi bile mozne
znotraj posameznih institucij.

Analiza in odkrivanje zakonitosti v
podatkih DNA mikromrez

Na prvi pogled se zdi, da lahko v namen analize
podatkov DNA mikromre? uporabimo standardne
statisti¢ne prijeme za dolo&itev relacij med
spremenljivkami, kjer posamezne probe (geni) na
&ipu predstavljajo neodvisne spremenljivke. Kljub
temu je dandanes vecina analiz opravljenih s
pomodjo metod strojnega ucenja. Glavni razlog je
v naravi podatkov. Standardne statisti¢ne metode
so prilagojene za podatke, kjer je $tevilo meritev
vsaj za red velikosti ve&je od $tevila spremenljivk.
Pri podatkih DNA mikromre? je slika ravno
obrnjena: zaradi visoke cene meritev ali
pomanjkanja primernih bioloskih vzorcev imamo
obi¢ajno opravka z relativno majhnim $tevilom
meritev (tipi¢no med 10 in 100) in velikim
Stevilom spremenljivk (tipi¢no reda velikosti od
1.000 do 10.000). Podrogje strojnega ucenja je
uspesno prodrlo na podro¢je analize podatkov
DNA mikromre? zaradi svojih bogatih izkugen; z
analizo slabo determiniranih sistemov visokih
dimenzij (npr. s podro¢ja avtomatskega
razpoznavanja ¢loveskih obrazov). V resnici tudi
na podrocju statistike poteka mnogo raziskav s
podro&ja analize takih sistemov, le da do
nedavnega ?al niso prodrle na podro¢je analize
podatkov DNA mikromre?. Podobno kot na
drugih podro¢jih znanstvenega raziskovanja je tudi
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pri analizi podatkov DNA mikromre? za
verodostojnost zaklju¢kov namreé potrebna ocena
njihove statisti¢ne znacilnosti.

Kot primer prakti¢ne uporabe tehnologije DNA
mikromre? naj povzamemo $tudijo s podro¢ja
funkcijske genomike, katere glavni cilj je dolo¢iti
biologke funkcije genom, skupinam genov in
predvsem interakcijam med geni. ZmoZnost
hkratnega merjenja izraZenosti ve¢ tiso¢ genov, ki
jo omogoca tehnologija DNA mikromre%, ne
ponuja samo mehanizma za tvorjenje hipotez
oziroma obetavnih smernic za nadaljnje raziskave,
pad pa ob ustrezni aplikaciji tudi orodje za
potrjevanje njihove veljavnosti. Ekspresijsko
profiliranje organizma D.discoideum'® je pokazalo,
da je rekonstrukcija regulatorne poti, ki uravnava
prehod med rastjo in razvojem tega organizma,
moZna zgolj s pomocjo tehnologije DNA
mikromre? in brez uporabe bioloskega predznanja
oziroma pristranosti. Slika 5 prikazuje ekspresijske
profile dveh enojnih in ustrezne dvojne mutacije
tega organizma, ki sluZijo kot generi¢en fenotip za
dolotitev zaporedja vplivov mutiranih genov. Na
podlagi podobnosti med fenotipi lahko s pomocjo
klasi¢ne analize epistaze'” in ocene statisti¢ne
znadilnosti' tudi na ravni transkriptoma potrdimo
hipotezo, da gen yakA vpliva na gen pufA in ne
obratno.

pufA” yakA pufA~

Slika 5 Ekspresijski profili enojnih mutantov yakA™ in
pufA~ ter dvojnega mutanta yakA pufA~ organizma
D.discoideum.

13

Uporaba in obeti tehnologije
DNA mikromrez na podrocju
medicine in farmakogenomike

Tehnologija DNA ¢&ipov in mikromre? ima veliko
uporabnost pri odkrivanju genov, vklju¢enih v
bolezenske fenotipe, diagnosticiranju obolenj in
odkrivanju novih u¢inkovin na podro&ju
farmakogenomike in toksikologije. Mnoga
genetska obolenja so poligenska, kar pomeni, da
ne nastanejo zaradi napake v enem samem genu,
temved je v razvoj bolezni vkljucenih vec
okvarjenih genov. Pri mnogih od teh obolenj je do
sedaj poznan le en glavni “gen krivec”, tehnologija
DNA mikromre? pa omogocajo odkritje preostalih
udele?enih genov.

Na podro¢ju medicine ponuja tehnologija DNA
mikromre? mo#nost za dolocitev osnovnih vzrokov
%e znanih in za odkritje vzrokov $e neznanih
obolenj, nove strategije za iskanje t.i. bolezenskih
markerjev in razvoj novih diagnosti¢nih orodij, s
tem pa tudi izbolj$ano moZnost za ustrezno
preventivo in izbiro zdravljenja. Celostne $tudije
izraZanja genov z ekspresijskim profiliranjem
moc¢no spreminjajo nase vedenje o obolenjih in
njihovih kompleksnostih. Vsak sprememba v celici
povzrodi niz sprememb, katerim je bilo pred
tehnologijo mikromre? prakti¢no nemogoce slediti.

V onkologiji mikromreZe obetajo moZnost
natan¢nejse diagnoze in prognoze rakastih obolen;.
Golub in soavtorji*’ so prvi pokazali, da lahko zgolj
na podlagi profilov izraZanja genov lo¢imo med
razli¢nimi vrstami raka in tako avtomatsko, brez
bioloskega predznanja, identificiramo nove vrste
raka, hkrati pa tudi napovemo uspesnost
kemoterapije. Mejnik za prenos tehnologije DNA
mikromre? v klini¢no prakso predstavlja tri leta
kasneje objavljena strategija za terapijo raka dojke,
oblikovana po meri pacienta.”” Na tr¥is¢u se e
pojavljajo ¢ipi nizke gostote s podro¢ja onkologije,
s katerimi bi bilo mo¢ ugotavljati vrste tumorjev.
Stevilne raziskave v smeri oblikovanja
diagnosti¢nih ¢ipov za sledenje pogostih obolenj
pri ¢loveku so v polnem razmahu v razli¢nih
laboratorijih po svetu. Problem hitrega prenosa
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diagnosti¢nih ¢ipov v §irSo klini¢no prakso poleg
cene predstavljata Se standardizacija postopkov in
aparatur za od¢itavanje signala.

DNA mikromreZe so nepogresljive tudi v
farmakogenomiki, vedi, ki proucuje, kako dedni
zapis (genetski faktorji) posameznika vpliva na
odziv organizma na zdravila. Je nekaksen hibrid
med farmakologijo in funkcijsko genomiko.
Farmakogenomika vklju€uje razvijanje novih
zdravil, ki bodo ciljala le eno tar¢o in tako
zmanjiala verjetnost nezaZelenih stranskih
uc¢inkov. MikromreZe omogocajo prikaz celostnega
uc¢inka u¢inkovine na genom in s tem doloditev
zaZelenih (zdravilni u¢inek) in nezaZelenih tar¢
(stranski u¢inek).

Zelo hitro si v klini¢no prakso utirajo pot &ipi za
dolo¢anje zaporedja in sprememb v genomu,
predvsem SNP &ipi. Pogosto se sreujemo z
vpraSanjem, zakaj dolo¢eno zdravilo pri vseh
pacientih ne deluje enako in zakaj so nekatera
zdravila lahko za dolo¢eno skupino ljudi celo
toksi¢na. Vzrok je v enojnih nukleotidnih
polimorfizmih (SNP), miniaturnih spremembah
med posameznimi genomi, ki naredijo vsak osebek
genetsko edinstven. Eden izmed ciljev
farmakogenomike je poiskati povezave med
terapevtskimi odzivi na u¢inkovino in genetskim
profilom posameznika. S pomocjo tehnologije
mikromre? lahko dolo¢imo, ali bo osebek npr.
hitro ali pocasi presnavljal dolo¢ena zdravilo. To
obeta, da bo neko¢ mo¢ doseci osebno terapijo,
kjer bodo vrste in doze zdravil prilagojene
genetskemu zapisu posameznika. Okolje, prehrana,
starost, nacin Zivljenja, splo§no zdravstveno stanje
ipd. sicer vplivajo na odgovor posameznika na
zdravila, vendar je klju¢ do osebne terapije
poznavanje razlik v zapisu genov, ki so odgovorni
za presnovo zdravil.

SNP so tako postali eden izmed najpomembne;jsih
tar¢ medicinskih in farmakogenomskih raziskav,
saj lahko razkrijejo poti do novih tar¢ zdravilnih
u¢inkovin. SNP in ostale diagnosti¢ne &ipe
pospeseno razvija firma Roche
(http://www.roche.com/home.html). Zelo
uporabni so SNP ¢ipi, ki vsebujejo razli¢ice genov

naddruZine citokromov P450, vkljuéenih v
presnovo zdravil. Z njimi lahko napovemo, ali bo
posameznik hitro ali poasi presnavljal izbrano
zdravilno u¢inkovino. Podatki o mutacijah v
genih, ki so odgovorni za presnovo zdravil, so
neprecenljivega pomena za kliniko, ki se dnevno
sreCuje s problemom razli¢ne u¢inkovitosti zdravil
pri razli¢nih posameznikih. Navzkrizno
u¢inkovanje zdravil je za posameznika $kodljivo in
ima lahko usodne posledice.

V klini¢no prakso si utirajo pot tudi ¢ipi za
primerjalno genomsko hibridizacijo (CGH).
Njihova uporabnost je usmerjena v detekcijo
genomskih anomalij pri genetskih boleznih (kot so
Downov sindrom, sindrom Prader-Willi in
Angelman sindrom) in raku. Zaradi visoke
robustnosti, ob&utljivosti in hitrosti metode lahko
kmalu pri¢akujemo razvoj komercialno dostopnih
diagnosti¢nih orodij in njihovo rutinsko uporabo v
diagnosti¢ne namene.

Stanje tehnologije DNA ¢ipov v Sloveniji

Glede na nara$¢ajo¢ interes in potrebe je bil junija
2001 ustanovljen Slovenski konzorcij za bio-&ipe,
h kateremu so pristopile slovenske akademske
ustanove, klini¢ne ustanove in farmacevtska
industrija. Oprema za pripravo in analizo bio-&ipov
nizke gostote, kot tudi oprema za hibridizacijo
&ipov visoke gostote (tehnologija Affymetrix), ki je
v lasti Slovenskega konzorcija za bio-¢ipe, je sedaj
dostopna na Centru za funkcijsko genomiko in
bio-¢ipe (CFGBC) na Medicinski fakulteti
Univerze v Ljubljani (http://cfgbc.mf.uni-lj.si).
Center je bil ustanovljen junija 2005 z namenom
zdruZiti infrastrukturo kot tudi interdisciplinarni
kader (bioloska in matemati¢na znanja) za
uporabo in kvaliteten razvoj tehnologije bio-¢ipov
v Sloveniji.

V CFGBC smo slovenski raziskovalci Medicinske
fakultete Univerze v Ljubljani, skupaj z
raziskovalci Lek, d.d. in tujimi partnerji v okviru
EU projekta STEROLTALK pripravili tematski
cDNA ¢ip Steroltalk, ki je usmerjen v $tudije
homeostaze holesterola in presnove zdravil. Cip je
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pripravljen v dveh razli¢icah, in sicer za Studije
izraZanja genov pri laboratorijski miski in pri
Cloveku. Vsaka razli¢ica vsebuje 300 prob dolzine

300 do 500 bp, natisnjenih na stekleno plos¢ico. V

prihodnosti naj bi se razvijal tudi v smeri
diagnostike bolezni srca in oZilja.
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