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GENSKI ^IP – DNK MATRICA NA SILICIJUMU

UVOD

Kada budu}i istori~ari budu kriti~ki pisali o dvadesetom veku,
eri prebogatoj publicisti~kim senzacionalizmom, samo dva doga|aja }e
zaslu`iti po celo poglavqe. Prvi je svakako kompjuterski ~ip koji nam
je omogu}io da ugradimo na{ entitet prakti~no u sve, u opsegu od “pa-
metnih” bombi, preko novogodi{wih ~estitki do mobilnih telefona.
Drugi doga|aj je mo`da i monumentalniji: qudska rasa je slomila tvrdu
qusku humanog genoma, bezpogovornu su{tinu na{eg bi}a.

Poglavqe o prvoj revoluciji }e se svakako otvoriti u Silikonskoj
Dolini gde je Intel 1971. godine lansirao mikroprocesor. Kolevka druge
revolucije jo{ uvek nije ustanovqena a najverovatniji kandidat — i
pored zaista izuzetne ovce na [kotskim pa{wacima — je, ne sasvim
slu~ajno, ponovo Silikonska Dolina. Tamo se sada uobli~avaju bio~i-
povi koji }e daleko prevazi}i bilo koji klon i verovatno promeniti i
medicinsku praksu i kvalitet na{eg `ivota.

Ovi ~ipovi, zasnovani su na matricama DNK, nose neobi~nu sli~-
nost sa ~ipovima koji su postavili temeqe eri informatike. Umesto
tranzistora, oni su pretrpani gustom mre`om molekulskih sondi (pro-
ba) koje su tako sintetisane da specifi~no reaguju sa DNK. Od wih se
o~ekuje da istra`iva~ima u biologiji i medicini omogu}e istovremenu
analizu vi{e hiqada gena i da fakti~ki pomognu u ubrzanom ~itawu
“kwige `ivota”. Trezveni istori~ari }e, naravno, primetiti da genska
revolucija traje ve} du`e vreme. 1990-te, na primer, po~elo je buxetsko
finansirawe (Ministarstvo za energetiku, SAD) Projekta “Humani ge-
nom” (HGP) koji je prerastao u me|unarodni poduhvat za de{ifrovawe
humanog genoma do 2003. Genski ~ipovi su kardinalni doga|aj za ovaj
projekat zato {to obe}avaju da }e za drugu revoluciju uraditi ono {to
je silicijumski ~ip uradio za prvu: u~ini}e ga personalnim.
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Genski ~ip je ve} dostigao medijski vrh: “U pitawu je mo}na tehno-
logija, istovremeno i politi~ka tehnologija koju mnogi `ele a malo je
ko ima.” (Klinton, B., State-of-the-Union address, 27. Januar, 1998). “Neko je
upalio svetlo!” (Trent, J., HGP Workshop, Tucson, 1998). Genski ~ip “p53”
i wegovi sledbenici }e u~initi da savremena onkologija li~i na pre-
gled slona pipawem i to sa zavezanim o~ima (Nussbacher, K., Affymetrix,
Santa Clara, CA).

Na prvi pogled ne izgleda da DNK, dvo~lana hemijska struktura koja
kodira genetsku informaciju, ima ne~eg zajedni~kog sa Java, Unix ili
C++. Ipak, DNK je najstariji i najkompleksniji od svih programskih
jezika i u`iva monopol kome ni Bil Gates nije ravan – odre|uje funkci-
uju i dobar deo sudbine svih organizama, od jednostavnih virusa do qu-
di. Na`alost, kao i svaki programski jezik i on boluje od notornih “bugs
and flaws”. Dok je kompjuterskim ekspertima relativno lako da izvr{e
“debugging” i “zakrpe” program, geneti~arima je te{ko ~ak i da ~itaju
kodirani zapis u DNK, da i ne govorimo o “debagging” i “upgrading”
ovog molekula u le~ewu raka, Alchajmerove bolesti, ateroskleroze i dru-
gih “bag”-ova u genetskom materijalu.

Realizacija HGP-a je samo neophodni po~etak u na{oj borbi za boqi
`ivot preko “prave” medicine i farmakologije. Vrlo je mogu}e da se
genski ~ip poka`e kao strate{ki manevar u toj borbi. Prva ideja za ta-
kav proizvod je imala elemente preterane fantazije koja, me|utim, nije
imala logi~ki nedostatak. Naime, tipi~an problem koji o~ekuje “pra-
vu” medicinu je slu~aj u kome nam je poznat segment DNK koji je odgovo-
ran za patolo{ko stawe i znamo da je neophodno proveriti koja je od
mogu}ih 20000 gre{aka u pitawu da bi racionalno usmerili terapiju
ili preventivu. Naizgled preterana fantazija je bila u osnovi jedno-
stavna ideja: umesto da se tra`i pravi kqu~ za bravu koja daje odgovor,
za{to ne napraviti svih 20000 mogu}ih kqu~eva u probati ih sve odjed-
nom? Za to je, naravno potreban veoma slo`en ure|aj ali ne i nezamisliv
ako se samo pozajme iskustva iz proizvodwe poluprovodnika. Fantazija
je postala realnost i pojavio se genski ~ip koji defini{e mutacije u
genima HIV-a a zatim “p53” ~ip koji defini{e mutacije kod malignih
bolesti. Usledili su i drugi ~ipovi koji detektuju i identifikuju mu-
tacije u poznatim genima. Kompanije koje ih proizvode bele`e finan-
sijske gubitke ali wihove akcije na berzi rastu i investitori ih opse-
daju. Era DNK mikromatrice je po~ela.

TEHNOLO[KA OSNOVA

Genomika nastoji da biolozima obezbedi ono {to je Periodni si-
stem dao hemi~arima – inventar svih gena odgovornih za pojavne oblike
`ivota zajedno sa logi~nim sistemom za klasifikaciju elemenata od
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kojih se sastoji. Pre samo deset godina samo prebrojavawe gena je bilo
egzoti~an poduhvat. Hemijska jediwewa ~ini samo oko stotinu eleme-
nata dok elemenata koji su odgovorni za funkcionalnost organizama
ima mnogo vi{e – nekoliko hiqada kod bakterija i oko sto hiqada kod
vi{ih organizama. Gene ~ine ~etiri osnovna hemijska slova ili baze
kojih ima oko tri milijarde kod sisara. Genomsko mapirawe i sekven-
cirawe (utvr|ivawe redosleda baza) gena je sada ve} operativno u do-
menu megabaza i o~ekuje se ovladavawe gigabaznim domenima u bliskoj
budu}nosti.

Naredni veliki izazov je definisawe zakonitosti koje proizilaze iz
inventara svih gena. Periodni sistem je sumirao hemijske osobine po
redovima i kolonama i nagovestio pravilnosti u subatomskoj struktu-
ri. Na sli~an na~in,
razumevawe biolo{kih
sistema, sa svih oko
100.000 gena, zahteva
organizovawe osnovnih
elemenata u skladu sa
wihovim osobinama.
Biolo{ki periodni
sistem ne}e biti jed-
nodimenzionalan jer
odra`ava sli~nosti na
razli~itim nivoima:
primarna sekvenca DNK
u kodiraju}im i regula-
tornim regionima; po-
limorfna varijacija u
okviru vrste ili popu-
lacije; vremensko pro-
storna ekspresija gena u
toku razvi}a, fiziolo-
{kih procesa i bole-
sti; i sub}elijsko di-
stribuirawe i molekul-
ske interakcije prote-
inskih molekula. Tra-
dicionalni pristup
gen-po-gen je potpuno
neadekvatan zbog dimen-
zija problema. Zato je
neophodno imati glo-
balniji uvid u biolo- Sl. 1.
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{ke procese: ostvariti istovremeni pregled stawa kod svih elemenata u
realnim dinami~kim situacijama.

DNK matrice predstavqaju prvu veliku nadu za ostvarewe ovako am-
bicioznog ciqa. Za sada jedino genski ~ip daje nadu da se sistemati~no
prate varijacije u DNK i RNK. To je razlog zbog koga se o~ekuje da po-
stanu standardne alatke i u molekularnoj biologiji i u medicinskoj prak-
si. Nagli rast interesovawa za matri~ne tehnologije inicirala su dva
kqu~na otkri}a. Prvi napredak je upotreba neporoznih ~vrstih podloga
za DNK probe. Ovaj napredak je olak{ao minijaturizaciju matrica i pri-
menu fluorescentnih detektora. Preko 10 000 razli~itih populacija
cDNK se mogu precizno (robotom) naneti na mikroskopsku plo~icu i
analizirati hibridizacijom. Drugi napredak je bila laserom katalizo-
vana hemijska sinteza DNK proba na na~in veoma sli~an litografiji
koja se koristi u proizvodwi poluprovodnika. U toku je razvoj in situ
sinteze sa reagensima koje dozira ure|aj sli~an “ink-jet” {tampa~ima.

Idejna osnova tehnologije se zasniva na takozvanom sekvencirawu hi-
bridizacijom (sequencing by hybridization, SBH). Iako idejno najstarija,
ova tehnologija jo{ uvek nije tehnolo{ki kompletirana iako je inten-
zivno razvija mo}ni HiSeq Inc. iz Sunnyvale, CA. Ve} du`e vreme se nago-
ve{tava ure|aj za megabaznu analizu DNK. Iako, o~igledno, jo{ uvek nisu
re{eni svi tehni~ki problemi, ova metoda ima nezamenqiv pedago{ki
zna~aj jer ilustruje osnovne principe tehnologije DNK matrica. Zbog
toga je odabrana za ovu priliku i bi}e prikazana ne{to podrobnije.

Osnovni princip je prikazan na Slici 1. Centralni zna~aj imaju
osnovne osobine DNK molekula. U pitawu je dvo~lana heliksna struk-
tura, sastavqena od dva me|usobno uvijena jednolan~ana niza. Svaki jed-
nolan~ani segment je niz osnovnih slova genetike – baza A, G, T i C.
Heliks nastaje komplementarnim (specifi~nim) sparivawem iskqu~ivo
parova A-T i G-C. Jednolan~ani molekuli su vektorski usmereni i an-
tiparalelni u heliksu. Formirawe heliksa je reverzibilna reakcija sa
strogo usmerenim sparivawem baza. Ova reakcija se naziva hibridiza-
cijom i va`no je da formirawe heliksa ne zavisi od porekla i du`ine
jednolan~anih molekula (lanaca) ve} o ishodu reakcije odlu~uje da li
su zadovoqena pravila sparivawa baza, odnosno da li su lanci komple-
mentarni. Sekvencirawe hibridizacijom je ilustrovano u slu~aju kada
je DNK proba na matrici oktamer (osam baza duga~ki lanac). Na svako
poqe na matrici je jednim krajem vezan po jedan skup identi~nih okta-
metara od 65 000 mogu}ih redosleda od ~etiri elementa u nizu od osam.
Hemijska veza oktamera sa matricom je dovoqno stabilna da izdr`i fi-
zi~ko-hemijske uslove razdvajawa lanaca (denaturacije) i wihovog spa-
rivawa (hibridizacije). Fluorescentno obele`en uzorak DNK
(TATGCAATCTAG) se denaturi{e i hibridizuje sa svim oktamerima na
matrici. Stabilan hibrid (dupleks) }e formirati samo u slu~aju kada
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postoji komplementarnost. Matrica, genski ~ip, se opere rastvorom ko-
ji ukloni nehibridizovani materijal. Opti~ki ure|aj, epifluorescent-
ni konfokalni skaniraju}i mikroskop, detektuje fluorescentna poqa
koja su istaknuta na slici (poqa 1-5). S obzirom da kompjuter zna adrese
svih poqa na metrici i sekvence pripadaju}ih oktametara, preklapa-
wem genskih proba 1-5 dedukuje se redosled baza u testiranom uzorku.
Ovaj proces predstavqa fakti~ko ~itawe nepoznatog segmenta nekog ge-
na, odnosno SBH proceduru.

Opisani princip se, teorijski, mo`e primeniti za sekvencirawe,
detekciju specifi~nih DNK i RNK molekula u heterogenoj populaciji
i za identifikaciju mutacija u poznatom genu koji je od posebnog zna~a-
ja. Posledwe dve aplikacije su ve} prakti~no realizovane. Ova, poten-
cijalno mo}na tehnologija, jo{ uvek je mawe u upotrebi nego klasi~ne
skupe i spore metode. Razloga za to ima vi{e a najve}e ograni~ewe, u
ovom trenutku, predstavqa proizvodwa genskog ~ipa i tehnolo{ki pro-
blemi u adekvatnom generisawu fluorescentnih signala. Kao ilustra-
cija trenutnog stawa sledi opis dva razli~ita pristupa problemu.

Prvi, komercijalni genski ~ip je proizvod ve} pomenute kompanije
Affymetrix. Proces koji se primjewuje za proizvodwu DNK ~ipova je sli-
~an litografskim metodama u proizvodwi poluprovodnika. U pitawu je
laserom katalizovana in situ hemijska sinteza dijagnosti~kog oligonu-
kleotida – jednolan~anog DNK molekula koji treba da hibridizuje sa
DNK molekulom koji se testira. Sinteza se izvodi na supstratu koji je
hemijski derivat silicijuma i koji treba da postane genski ~ip. Prvo,
laserski snop aktivira vezaju}a mesta na supstratu, prolaze}i kroz ma-

Sl. 2.
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tri~nu masku sa prethodno zadatim obrazcem (Slika 2). Supstrat se, za-
tim, hemijski tretira tako da omogu}i rakciju jedne od ~etiri DNK ba-
ze sa aktiviranim vezuju}im mestom. Proces se zatim ponovi jo{ tri
puta sa razli~itim matri~nim maskama tako da ceo supstrat dobije pr-
vo slovo (DNK bazu). Kompjuterski algoritam defini{e seriju lito-
grafskih maski tako da se ponavqawem ovakvog procesa dodaje jedno po
jedno slovo i sinteti{e veliki broj dijagnosti~kih oligonukleotida
na definisanim poqima matrice koja ~ini genski ~ip.

Nakon proizvodwe ~ip je spreman za upotrebu koja podrazumeva hi-
bridizaciju sa uzorkom koji se testira. Takav uzorak predstavqa DNK
izlovovanu iz biolo{kog materijala koji treba analizirati. Specifi-
~an gen u takvoj DNK se amplifikuje lan~anom reakcijom polimeraze –
PCR reakcijom – i obele`i fluorescentnim molekulom. Genski ~ip i
fluorescentna DNK se inkubiraju u rastvoru pod uslovima koji ostvaru-
ju denaturaciju i hibridizaciju, pri ~emu dijagnosti~ki oligonukleo-
tid i obele`ena DNK formiraju dupleks. Materijal koji nije na{ao kom-
plementarne sekvence na ~ipu se ukloni i zaostaju samo fluorescentni
molekuli komplementarni sekvencama za koje je ~ip bio programiran.

Kao tipi~an primer proizvoda koji se me|u prvima pojavio na tr`i-
{tu bi}e opisan genski ~ip p53 (GeneChip p53 Probe Arrray, Affymetrix,
www.affymetrix.com). Gen p53 je naj~e{}e izmewen (mutiran) gen kod ma-
lignih bolesti. ̂ ak 60% analiziranih humanih maligniteta sadr`i ovaj
gen u mutiranom obliku a mutacija mo`e biti na vi{e od 200 pozicija u
1300 baza duga~kom genu. ̂ ip je spakovan u kartrix koji olak{ava rukova-
we i ima oblik kvadrata 12.8 x 12.8 cm. Sastoji se od vi{e od 50.000 dijag-
nosti~kih }elija od kojih svaka sadr`i milione kopija pojedina~nog di-
jagnosti~kog oligonukleotida. Dijagnosti~ka }elija je kvadratnog obli-
ka, dimenzija 50μm. Pojedina~ni dijagnosti~ki oligonukleotidi su kom-
plementarni razli~itim segmentima gena p53 i wihova du`ina iznosi 18
baza. Dijagnosti~ke }elije su ure|ene po grupama od pet. Svaka od wih
sadr`i dijagnosti~ki oligonukleotid potpuno komplementaran referent-
noj sekvenci, izuzimaju}i samo jednu poziciju nekomplementarnosti na-
zvanu mesto supstitucije. Razlika na ovoj poziciji defini{e elemente
grupe od pet }elija. Prve ~etiri imaju svaku od ~etiri mogu}e DNK baze:
A, T, G, i C. Peta dijagnosti~ka }elija ima prazno mesto na ovoj poziciji
i simulira deleciju u genu. Uslovi hibridizacije su pode{eni tako da
formirani dupleks koji je potpuno komplementaran daje fluorescentni
signal ve}eg inteziteta nego dupleks koji ima nekomplementarnost na
mestu supstitucije. Dijagnosti~ke grupe od pet }elija su komplementar-
ne svakoj bazi u genu tako da se svaka pojedina~na baza posebno testira za
prisustvo mutacije odnosno odstupawe od referentne sekvence.

Nakon hibridizacije rezultuju}i fluorescentni obrazac se anali-
zira pomo}u Hewlwtt-Packard GeneArray scanner-om. GenChip sofware auto-
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matski izra~unava intenzitete fluorescence u pojedina~nim }elijama
iz kojih dedukuje sekvencu testiranog uzorka i odstupawa od referent-
ne sekvence.

Cena kompletnog ure|aja je oko $100 000, a pojedina~ni ~ip je $45.
Tehni~ke karakteristike su: analizira se DNK iz proizvoqnog biolo-
{kog uzorka du`ine 1262 baze (du`ina p53 gena); pouzdanost je 99,9%;
vreme potrebno za jednu analizu nakon izolacije DNK, je 4,5 ~asova;
maksimalna brzina i propusna mo} je 5 uzoraka na sat, {to je ekviva-
lentno 6310 baza na sat. Pore|ewa radi, ovakve karakteristike zna~e da
je ova tehnologija vi{e nego 100 puta br`a od postoje}ih automatskih
sistema, pri ~emu je cena eksploatacije znatno ni`a a cena ure|aja pri-
bli`no ista. Me|utim, s obzirom na to da je, do sada, proizvedeno tek
ne{to vi{e od 10 ~ipova, klasi~ni sistemi za sekvencirawe i genoti-
pizaciju su jo{ uvek nezamenqivi u realnoj praksi.

 Drugi tehnolo{ki pristup koji }e biti opisan razvija Nanogen (San
Diego, CA, www.nanogen.com). Prvi korak u proizvodwi ~ipa predsta-
vqa elektronsko adresirawe silicijumske plo~ice, odnosno elektron-
sko deponovawe molekula sa naelektrisawem, ona mo`e biti elektron-
ski vo|ena ka pozitivnoj lokaciji na ~ipu. Zbog toga se definisana lo-
kacija na silicijumskoj matrici aktivira pozitivnim naelektrisawem.
Rastvor sa specifi~nom DNK probom se nanese na tako aktiviranu ma-
tricu. Negativno naelektrisana proba se brzo deponuje, koncentruje i
hemijski ve`e na lokaciji sa negativnim naelektrisawem. Nakon zavr-
{ene reakcije, vi{ak DNK probe se spere sa ~ipa i aplicira novi ras-
tvor sa novom genskom probom. Tako se poqe po poqe, red po red, formi-
ra matrica specifi~nih, dijagnosti~kih oligonukleotida ~ije su adre-
se poznate, odnosno tako nastane genski ~ip (Slika 3 i 4).

Nakon elektronskog adresirawa, Nanogen koristi elektronsko usme-
ravawe i koncentrovawe negativno naelektrisanih molekula koji se ana-
liziraju (opet DNK) na jedno ili vi{e definisanih mesta na ~ipu. Elek-
tronsko koncentrovawe DNK uzorka (faktor 106) veoma ubrzava hibri-
dizaciju sa imobilizovanom genskom probom.

Ovaj postupak mnogostruko ubrzava hibridizaciju u odnosu na pro-
cese koji zavise samo od difuzije molekula u rastvoru. Za uklawawe ne-
vezane ili nespecifi~no vezane DNK polarnost poqa promeni znak i
efikasno ukloni sve osim DNK specifi~no hibridizovane sa genskom
probom na ~ipu. Fina regulacija ja~ine i gradijenta poqa omogu}ava
nezavisno detektovawe komplementarnog dupleksa, dupleksa koji sadr-
`i jedan nekomplementaran bazni par, inserciju ili deleciju ili raz-
li~ite druge mutacione abnormalnosti koje se mogu javiti kod razli~i-
tih patolo{kih stawa. Tipi~an primer je ure|aj APEX (Automated Pro-
gammable Electronic Matrix), Nanogen-ov ~ip 8850. On se sastoji od 64
adresirane mikrolokacije, dimenzija 50 μm x 50 μm, na ~ipu mawem od
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1 mm2. Napravqen na supstratu silicijum – silicijum dioksid – sili-
cijum nitrid sa metalnim mikroelektrodama i mo`e da radi u re`imu
jednosmerne struje. Mogu}a je nezavisna kontrola razli~itih uslova hi-
bridizacije na razli~itim lokacijama na matrici.

Opisane tehnologije predstavqaju samo neke od trenutno aktuelnih
programa za razvoj DNK matrica. Zbog ograni~enog obima ovog prikaza
ne}e biti prikazana veoma va`na primena cDNK ~ipova. Ova tehnologi-

ja je va`na za istovremeni monito-
ring ekspresije velikog broja gena
u razli~itim tkivima i razli~itim
fiziolo{kim stawima i oslawa se
na sli~ne principe kao i prethod-
no opisane dve tehnologije.

APLIKATIVNI POTENCIJALI

Kako se HGP pribli`ava prvoj
kompletnoj sekvenci humanog geno-
ma (planirano za 2003-}u godine),
mikromatri~na tehnologija otvara
nove horizonte u izu~avawu zastra-
{uju}e slo`enosti postavqenog ci-

qa. U ovom trenutku realno je o~ekivati ostvarewe slede}a ~etiri apli-
kativna okvira. (1) Merewe nivoa ekspresije svih gena nekog organizma
u razli~itim fiziolo{kim uslovima. (2) Odre|ivawe polimorfizma
(geneti~ke raznolikosti) alela (alternativnih oblika gena) na stotina-
ma hiqada geneti~kih lokusa u stotinama uzoraka DNK. Ovakav podvig
bi omogu}io (3) realnu procenu doprinosa geneti~ke komponente kom-
pleksnim poligenskim multifaktorijalnim bolestima koje predstavqaju
dominantan medicinski problem. (4) U okviru aplikacija koje se odno-
se na mutacioni skrining, DNK mikromatrice treba da omogu}e odre-
|ivawe individualne predispozicije za neku bolest ili individual-
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nog, geneti~ki predodre|enog, reagovawa na lekove. Prestaje da zvu~i
{aqivo da }e se te{ko zamisliti `ivot bez PC-ja i PGC-ja (personal
gene chip).

Ukoliko se prognoze ostvare, a vode}i autoriteti veruju da ho}e (vi-
deti Literaturu) pojavi}e se problem bez presedana u biomedicinskim
naukama. Rezultati istra`ivawa zasnovani na DNK matricama }e biti
izazov nove vrste za nau~no izdava{tvo. Prvo }e se javiti problem razli-
kovawa kauzaliteta i korelacije. To, samo po sebi, nije nov problem ali
dimenzije problema jesu sasvim nove. Genski ~ipovi }e proizvoditi re-
zultate matri~nog tipa sa dimenzijama kojima postoje}i ~asopisi nisu
prilago|eni. Sre}om, elektronski prostor na web stranama nau~nih ~a-
sopisa je ili dostupan ili }e morati da bude dostupan. Pitawe je, me|u-
tim, da li su rezultati genskih mikromatrica pogodni za publikovawe u
konvencionalnom smislu – kao {tampane slike, tabele ili dodatna elek-
tronska informacija. Verovatno je da }e ti rezultati biti sli~ni rezul-
tatima sekvencirawa DNK koji se obi~no publikuju kao “links to accession
numbers” za specijalizovane baze podataka. Konstrukcija ovih baza }e
predstavqati izazov zbog vi{edimenzionalne prirode humanog genoma
kao specifi~ne baze podataka i zbog toga bioinformati~ki izazov.
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