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Uvod

Z objavo nukleotidnega zaporedja CloveSkega genoma v znanstvenih revijah
Science in Nature se je zagelo obdobije tako imenovane funkcijske genomike,
ko bo potrebno raziskati vseh 35.000 - 40.000 &loveskih genov in ugotoviti nji-
hovo vlogo oz. viogo njihovih proteinskih produktov v Zivijenju celice. Za
druzbo veckrat sli$imo, da je vstopila v ‘postgenomsko obdobje’, ki ga bodo
zaznamovali ze omenjena nova spoznanja v genomiki in v z njo povezani
biotehnologiji, nanotehnologija in novi materiali ter skokovit napredek racunal-
nidtva in informatike. Ce smo do sedaj v biokemiji, biologiji in z njima povezan-
imi biotehnolodkimi in biomedicinskimi vedami preucevali posamezne feno-
mene in nato spoznanja povezovali, je za funkcijsko genomiko in njeno *miajgo
sestro’ sistemsko biologijo znacilno, da celico obravnava kot sistem soasnos-
ti in prepletenosti tisoserih molekul in dogodkov, ter da v preucevanju
zapletenih mrez soodvisnosti i¢e vzorce, znadilne za trenutno fiziolosko oziro-
ma patofiziolosko stanje celice, kot tudi kljudne molekulske igralce, ki so
nekakdne ’kretnice’ pri celinih odloditvah in njihovemu usmerjanju.

Orodja funkcijske genomike

Ker celico obravnavamo kot sistem molekul in njihovih interakcij, so se vede za
njihovo preudevanije razvile v $tevilne "-omike’. Tako transkriptomika obravna-
va celicni transkriptom, ki ocenjuje kvantiteto in vrsto vseh v preuCevanih
razmerah navzo&ih mRNA. Proteomika obravnava celidni proteom, prav tako
kvantiteto in vrsto vseh navzogih proteinov, pa tudi njihove medsebojne inter-
akcije. Njena spoznanja razsirja strukturna biokemija, ki preutuje trodimen-
zionalno zgradbo proteinov in njene posledice za njihovo delovanje in aktiv-
nost. Metabolomika se ukvarja s celiénim metabolomom, kvantitativho nav-
zo¢nostjo celiénin metabolitov, njihovimi interakcijijami in interakcijami s
celiCnimi komponentami. Vse skupaj pa povezuje sistemska biologija,
odloCno podprta z bioinformatiko, ki naj bi ponudila globalna spoznanja o
medsebojni prepletenosti celi¢nih molekul v preiskovanih fiziolodkih razme-
rah.
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Mikromreze

MikromreZe ali bio-Cipi so majhne steklene ali silikonske ploscice, obitajno
velike kot mikroskopsko objekino stekelce, na katere nanesemo na tisoCe
gensko-specifiénih sond, in nam zato omogocajo globalno preudevanje tran-
skriptomov, v primeru protienskih bio-Cipov pa tudi proteomov. Gensko-
specificna sonda je kraja enoverizna molekula DNA, komplemetarna delu
nukleotidnega zaporedja preiskovanega gena; lahko gre za umetno sinte-
tiziran 70 bp dolg oligonukieotid ali pa za nekoliko dalj$o cDNA, ki jo pridobi-
mo z veriznim pomnozevanjem (PCR) omenjenega odseka gena. V tocko na
omenjeni podlogi, ki ni dosti vecja od enega mikrona, veZzemo nekaj sto ali
tiso& molekul omenjene sonde, nato na sosednjo to¢ko enako koligino
molekul sonde nekega drugega gena, in tako naprej. Tako v primeru visoko-
gostotnih bio-¢ipov na en &ip vezemo tudi do 20.000 razlicnih gensko-speci-
fisnih sond, v primeru nizkogostotnih bio-Cipov pa do nekaj tiso¢ gensko-
specifiénih sond.

Iz bolnega (npr. malignega) tkiva izoliramo vse mRNA, Kjer je koli¢ina posa-
mezne vrste mRNA odraz intenzivnosti izrazanja njenega gena. Isto naredimo
iz okolnega zdravega tkiva. RNA iz patoloskega tkiva ozna¢imo z zelenim flu-
orescendnim barvilom, tiste iz zdravega tkiva pa z rdecim barvilom. Z ocbema
populacijama preplavimo bio-¢ip in vsaka molekula ene vrste mRNA iz pato-
loskega tkiva bo tekmovala s tistimi iz zdravega tkiva za vezavo na molekule
svoje gensko-speciféne sonde, ki so pritrjene na bio-Cipu. Ce bo specifiénih
mRNA iz patoloskega tkiva veg, se bo tocka na bio-€ipu obarvala bolj zeleno,
in obratno, v primeru, da jih bo manj, bo obarvanje bolj rdeCe. V primeru
enakega izraZanja omenjenega gena bo to¢ka obarvana rumeno.

Celoten bio-&ip po opravljenem poskusu izgleda kot mreZa rdece, zeleno in
rumeno obarvanih pik, ki za vsak gen posebej povedo nalin oziroma inten-
ziteto njegovega izraZanja v patoloSkem oziroma zdravem tkivu, skupaj pa
dajo nekak3en pikcast vzorec, ki si ga lahko zamislimo kot ’prstni odtis’
preuc¢evanega fizioloSkega stanja celice. Ce z bioinformacijskimi posegi totke
razvrstimo po funkcijskih viogah, celicnem poloZaju ali strukturnih druzinah
genov, lahko celo pridobimo bolj izrazito pcdobo, ki neko fizioloSko stanje raz-
likuje od nekega drugega stanja celice.

Onkogeneza

Vemo, da je v nastanek raka vpletenih vegje Stevilo onkogenov in proti-onko-
genov. Onkogeni se znacilno povecano izrazajo ali pa so njihovi proteinski
produkti preveé aktivni, medtem ko je za proti-onkogene v malignosti znadil-
no, da njihovo izraZanje upade ali pa je celo odsotno. Preucevanje posa-
meznih genov raka je redko pripeljalo do zadovoljivih spoznanj o mehanizmu
nastajanja in napredovanja bolezni, saj so nam iz eksperimenta usli Stevilni
drugi geni, ki so odgovorni, da celico privedejo v stanje, ko napake v onko-
genih in odpovedi proti-onkogenov usodno poseZejo v njeno fiziologijo.
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Mikromreze v nasprotju s tem omogocajo vpogied v celovitost izrazanja
genov in fahko dajo informacijo o nagnjenosti k bolezni Ze v predrakastih stan-
jih, o obliki in stanju Ze nastale bolezni, kot tudi o teznjah oziroma oblikah
njenega napredovanja. To so seveda Zelje, ki jin bo napredek v raziskavah iz
funkcijske genomike morda Za zelo kmalu udejanjil in mikromreZe zdarvniku
lahko ponudil kot dobro diagnosti¢no in prognosti¢no orodje. Ker je rak sis-
temska in v veliki meri tudi individualna bolezen, bodo mikromreze verjetno
posegle tudi na podro&je tako imenovane "osebne medicine’. S preucavanjem
soCasnosti in prepletenosti molekulskih dogodkov bomo morda Ze v bliznji
onkogenezi in razvijali zdravila s tarénim delovanjem nanje, brez nepotrebnih
stranskih u€inkov na druge proteine celice in organizma. Taka zdravila razvija-
jo ze danes in jih poznamo kot ’biologka zdravila’.
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