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Mokslo raidoje vyksta metodologiniai pokyciai, kuriuos atitinka tyrimo lygmenys. Kiekvienas tyrimo
lygmuo gali bati apibadintas paZymint tyrimo objekty ir jo vertinimo kriterijy, o Sis genetikoje yra
poZymis. Genetikos raidoje galima isskirti penkis metodologinius tyrimo lygmenis: organizmas - poZy-
mis; Igstelé - poZymis; chromosoma - poZymis; DNR molekulé — poZymis; nukleotidy seka - funkcija.
Naujojo tyrimo lygmens metodologiniai bruoZai yra genomika (DNR mikrogardelés) ir proteomai. Ge-
nomiky esmé yra DNR-DNR arba DNR-mRNR hibridinimas, takstanciai molekuliy is paskiry geny arba
viso genomo geny gali bati istirti vienu metu. Proteomy esmé yra baltymy dvikrypté elektroforezé,
vienu metu tiriant takstancius baltymy ir naudojant labai maZq misinio kiekj. Darbas atliekamas ir
rezultatai jvertinami pasitelkiant robotus ir kompiuterius. DNR mikrogardelés ir proteomai, taip pat
duomeny jvertinimas rodo prasidedant;j naujajj metodologinj lygmenj: veikiantis genomas — visuminis

poZymis.

Prasminiai 2odZiai: genomas, genomika, DNR mikrogardelé, proteomas.

Perzengus naujojo tiikstantmecio slenkstj mus pa-
sitiko Ziniy srautas, tarsi parodydamas, kas yra ir
kas bus svarbiausia genetikoje (ir biologijoje) bent
pirmaji deSimtmet;. Zinios ne apie vieneta, dalj,
bet apie visuma. Zinios apie saveikas, rysius, s3-
sajas, atskiro vieneto poveikj visumai ir visumos —
vienetui. Sunku suvokti, ar galima vienu zvilgs-
niu pamatyti visg paveiksla, vienu metu igirsti
visa simfonija. O $iandienos Zinios kelia klausi-
mus, reikalaujancius biitent tokio atsakymo, tie-
siog reikalauja naujos mokslo kokybés, mokslo,
vienu metu pateikiancio atsakymus apie visuma.
Gal Siandienos zinios ir galimybés (miisy galvo-
jimas, mintys, technika, metodai) vercia tenkin-
tis kuklesne, tarsi vienamomente visumos foto-
grafijaar laiko, ar erdvés atzvilgiu: pjivis per visa
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lastele —jos struktiras veikloje, molekuliy savei-
kas, virusy jvairove, reakcijas, informacijos rais-
ka ir raidkos galimybe; pjuvis per visa Zmogy —
sveika ir sergantj, velgi per veiklos strukturas ir
strukttiras veikloje, reguliacijos jvairove; nuo mo-
lekulés judesio iki minties blyksnio; per infor-
macijos srautus i§ iSorés j smegenisir i§ smegeny
i vidy, per kalvio kdjo ir poeto eiliy raSymo vyks-
mus, per jausmy audrasir gyvybés pradéjima; pju-
vis per Zemeg ir Visats...

Tai, kas Siandien atrodo nesuprantama, jau
aikeja, smalsumas tenkina Ziniy alkj, kuriamos
naujos galimybeés. Tokia minties prigimtis, toks
mokslo kelias.

Zvilgsnis j$iandiena reikalauty nueito kelio
apzvalgos, tekty prisiminti pagrindinius moks-



lo raidos postimio taskus. Apie tai jau buvo ra-
$yta $iame leidinyje (Rubikas 1995: 56-66; Ru-
bikas 1997: 126-135).

Kalbama apie biologija, tiksliau - genetika.
Trumpai reikéty priminti pagrindinius teiginius.

Mokslo biiseng tam tikru raidos laiku nusa-
ko tam laikui btidinga metodologija — tyrimo
objektasirvertinimo kriterijus. Tai leidzia jzvelg-
ti moksle tyrimo lygmenis, kuriy kiekvienas pa-
pildo senus ir kuria naujus teiginius, apibrézi-
mus, sgvokas.

Pirmasis tyrimo lygmuo: organizmas - po-
Zymis. Geno ir paveldéjimo klausimai nebuvo
keliami.

Antrasis tyrimo lygmuo: lastelé — pozymis.
To lygmens geno apibrézimas - tai tam tikra
dalel¢, esanti lytinéje lasteléje ir lemianti pozy-
mj; tai Mendelio lygmuo.

Treciasis tyrimo lygmuo: chromosoma - po-
Zymis; genas apibréziamas kaip maziausia da-
lis, kuria chromosomos pasikeicia susikryZiuo-
damos mejozeés metu; tai Morgano lygmuo.

Ketvirtasis tyrimo lygmuo: DNR molekulé
~ pozymis; genu laikoma maziausia DNR mo-
lekulé, perduodanti kokjnors poZymj. Tai DNR
transformacijos epocha, trukusi, kaip ir tre¢ia-
sis tyrimo lygmuo, apie 30 mety, mazdaug iki
1975 mety.

Nuo tada prasideda nukleotidy seky epocha
— penktasis tyrimo lygmuo: nukleotidy seka —
funkcija; genas apibréZiamas apibendrintai: ge-
nas - tai struktiira (nukleotidy seka), turinti
funkcijos informacija. Sio lygmens darbamsbi-
dinga tai, kad tiriama ne DNR molekulé¢ ir joje
esantis genas, bet nustatoma tos molekulés nu-
kleotidyseka ir paskirtis - koduojama funkcija.
Be taikomyjy tyrimy (geny inZinerijos, transge-
niniy organizmy), svarbiausiais tapo dideliy ge-
nomo daliy, o praéjusio deSimtmecio pabaigoje
—ir viso genomo nukleotidy sekos nustatymas.
Istirta kai kuriy mikroorganizmy, Zemesniyjy

ir aukstesniyjy augaly bei gyviny genomy nu-
kleotidy seka, ir jy skaicius vis didéja.

Tuos darbus vainikavo Zzmogaus genomo se-
kos nustatymas (The Human Genome 2001:
1145-1434). Tai 4-5 x 107 nukleotidy pory se-
ka. Galima sakyti, paraSyta Zzmogaus knyga, in-
divido pasas, tik gal nepatogus kasdien naudoti:
jei tos knygos eilutéje biity 50 raidziy, o pusla-
pyje 50 eiluciy, tai Zmogaus knyga biity keturiy
penkiy milijony puslapiy...

Tyrinéjant sekas gerus 25 metus truko atradi-
my ir sekmés laikotarpis. Klonavus DNR mo-
lekule buvo nesunkiai nustatoma tiikstanéiy nu-
kleotidy seka, jvertinamos geno veikliosios da-
lys, kiekvieno nukleotido verté geno raiskoje;
surasti metodai, kaip kryptingai pakeisti nori-
ma nukleotida net ir tiikstantin€je sekoje, kaip
dauginti DNR molekules; sukurti geny bankai.
Pagaliau paskelbtos genomy nukleotidy sekos.
Tuo, atrodo, baigési lygmens ,,nukleotidy seka
— funkcija“ metodologinés galimybés ir idéjos.
Blogiausia, kad mokslininkai atsidiire laikrodi-
ninko, i$ardziusio laikrodj, vietoje: Zinojo kiek-
viena sraigtelj, jo paskirtj, bet sudéjes ir laikro-
dziui pradéjus veiktinegaléjo pasakyti, kodél at-
siranda laikas.

Nuo genetikos mokslo pradzios, nuo pirmojo
lygmens tyrimy metodologinis siekis buvo smul-
kinti, rasti maziausia, rasti nedalomo vieneto —-
geno, DNR molekulés, nukleotido — reildm¢. Net
nustacius viso genomo seka, tyrimams i§ geny
banko paimamas tik tam tikras genas, tam tikro
ilgio nukleotidy seka. Tai atspindéjo (ir atspindi)
to lygmens mastyma dalimis, fragmentais, atski-
romis molekulé€mis, paskirais vyksmais, funkci-
jomis. Buvo matoma, kaip keiciasi dalys, bet ne-
matoma, kas keiciasi visame genome, lasteléje.
I8kilo savotiSkas paradoksas— tapo zinoma viso
genomo seka, genomo, kuris valdo gyva organiz-
ma nuo pradéjimo iki Zities, ir nieko i§ esmés
nauja nebuvo galima pasakyti.
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Jau paskutiniais pra€jusio deSimtmecio metais
pasirodeé vienas kitas straipsnis apie metodologi-
nes priemones, leidziancias jvertinti visg genoma
ir visg jo raiSka. Ta naujove labai greitai jvertino
biologiné pramon¢, dél to padidéjo tokiy darby
mastas ir efektyvumas. Jau 2000-aisiais jsitvirti-
no naujas mokslo ir pramonés darinys, gaves tar-
si ir mokslis$ka pavadinima: genemika (i§ angly
k. Genomics) ir proteomika (i$ angly k. Proteo-
mics), dar keletas i§vestiniy Zodziy, reiskianciy
vieng ar kitg pagrindinjvyksma, pavyzdziui, ge-
ny nuradyma — transkriptomas (Deyholos ir
Galbraith 2001: 229-238; Figeys ir Pinto 2001:
208-216). Sios srities darby sékme lémé prade-
tosnaudotinaujos technologijos, robotai ir kom-
piuteriai.

Kyla klausimas, kuris bus pakartotas rasinio
pabaigoje: ka nauja davésiosmetodologinés prie-
mones?

Genomika — DNR mikrogardelés - tai prie-
moniy kompleksas, kurio esmé yra molekuliy
hibridizacija (tapaciosvinagrandés DNR arba
RNR molekulés susijugia j dvigrandeg struktiirg
del papildanciy nukleotidy saveikos — A-T,
G-C, A-U; juo tapatumo laipsnis didesnis, tuo
stipresnis ir ry$kesnis dvigrandis hibridas). Kad
galétume taikyti §j metoda, reikia Zinoti to or-
ganizmo viso genomo nukleotidy seka. Priklau-
somai nuo tyrimo paskirties sudaromos progra-
mos, pagal kurias kompiuteriy valdomi auto-
matai sintetina geny nuraSymo pradzios (pro-
motoriy) ar kitas norimas sekas. DNR sinteze
gali buiti atliekama antspecialiai paruosto stik-
lo ar kito pavirSiaus; naudojamos jau turimos
genomo DNR arba mRNR molekulés (taiyra
viso genomo geny nuorasai, informacinés RNR)
arba ir jy padarytos DNR kopijos. Molekulés
yra pritvirtinamos ant stiklo pavir$iaus ir po to
hibridinamos su DNR arba RNR molekulémis,
prie kuriy prikabinta dazo molekulé. (Straips-
niuose angly kalba tokios molekulés vadinamos
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CHIPS - ¢ipais; iSvertus j lietuviy kalba, tai bii-
ty DNR drozlés). Ten, kur jvyko hibridizacija
(o tai reiSkia molekuliy tapatuma), démelé€ nu-
sidazo. Toks bidasyra seniai naudojamaslabo-
ratorijose. Siuoatvejunaujayra tai,kad genomi-
kai reikalingi labai mazi tiriamos medziagos kie-
kiai, leidziantys tirti i§ karto daug geny (apie
Simtus tukstanc¢iy méginiy vienoje DNR mik-
rogardel€je, hibridinimui naudojama labai
mazai medziagos, pvz., DNR koncentracija
reiSkiama nanogramais viename mikrolitre).
Visus veiksmus atlieka ir rezultatus vertina ro-
botai. Taip nedidelio stiklelio pavirsiuje galima
sutalpinti viso genomo DNR molekules, §imtus
tikstanciy geny ir su visomis vienu metu atlikti
norimg reakcija. Hibridinimo bandymams ga-
lima naudoti drozliy mikrogardeles, padarytas
i$ nedideliy DNR atkarpy - Zinomos sekos oli-
gonukleotidy, kurie sintetinami tiesiai ant stik-
lelio. Yra sukurtos keleto tipy DNR mikrogar-
delés, o rezultatams vertinti — kompiuterinés
programos.

Antroji metodologiné priemoné —tai prote-
omika, arba proteomy tyrimai. Tai priemoniy
kompleksaslasteliy, audiniy ar organizmo skys-
¢iy baltymams tirti. Naudojamos ir seniai Zino-
mos metodinés priemonés — dvikrypté baltymy
elektroforezeé: elektros lauke baltymai skirsto-
mi gelyje pagal jy savybes — elektrinj kriivj (pa-
siskirstymas pH gradiente) ir dydj. Nudazius
baltymus, gelyje matoma daugybé jvairaus dy-
dziodémeliy(tokjgeljbiity galimavadinti pro-
teomu). Nauja proteomy tyrimeyratai,kad nau-
dojamas labai mazas tiriamos medziagos kie-
kis, tiksliai nustatomas démeliy skaicius ir dy-
dis, lyginama su kitu proteomu (lastelés, audi-
nio, poveikio ir t. t.). Duomenis jvertina robo-
tai-kompiuteriai. Be to, tikslesniam baltymo ta-
patybés nustatymui paimama démelés medzia-
ga ir tiriama kitais metodais (pvz., masés spek-
troskopija). IStiriami tikstanciai baltymy ir pa-



naudojamas stulbinamai mazas medziagos kie-
kis, matuojamas femtomoliais (10-!° molio),
atomoliais (10-!8) ir zeptamoliais (10-2! mo-
lio) (Mann ir kt. 2001: 437—473).

Baltymy mikrogardelés arba proteomai lei-
dzia gana gerai apibudinti esamus baltymus, o
tai reiSkia, kad galima pamatyti visy baltymus
koduojan¢iy geny veiklos rezultatus. Galima pa-
matyti naujus baltymus, atsiradusius dél naujy
geny veiklos, dél geny pokyc¢iy (mutacijy) arba
del baltymy brendimo metu atsiradusiy pasi-
keitimy. Ypac svarbi galimybé specialia jungti-
mi pritvirtinti baltymus prie stiklo, po to prie jy
jungti jvairius kitus su dazo molekule sujungtus
baltymus ar junginius (padarytisavotiska sumus-
tinj), kurie parodyty tiriamo baltymo savybes.
Svarbi galimybé - nustatyti baltymy tarpusavio
saveikas, veiklos tarpusavio priklausomybeg, o
tai leisty spresti ir nuspéti vieno baltymo (tra-
kumo ar pasikeitimo) jtaka kitiems su veikla
susijusiems baltymams. Tokios galimybés lei-
dzia tiketis atsakymo j gana netikéta klausima:
kokig jtaka turi susijusiy baltymuy, geny grupiy,
viso genomo ir pagaliau viso organizmo veiklai
jterptas naujas genas? Geny inzinerija valdo me-
todus, leidziancius jterpti | genoma gana tiks-
liai ribota viena gena, ir genetikams riipi to ge-
no veikla bei jo koduojamo produkto kiekis
(pvz., transgeniniuose augaluose ir gyvinuose).
Taciau tik panaudojus DNR drozliy mikrogar-
deles ir proteomus galima pamatyti, kaip to nau-
jojo geno nuradymas ir baltymoveikla keicia (ar-
ba ne) viso organizmo genomo ir baltymy veik-
los nusistovéjusia pusiausvyra. Tai svarbu Zinoti
vartojant maistui genetiSkai pakeisty augaly ar
gyviny produktus.

Proteomai gali suteikti daug Ziniy apie visus
$io organizmo baltymus keturiuose lygmenyse:
pirma, nustatyti bendra baltymy kieki ir jj ly-
ginti su kito organizmo ar kitos organizmo bi-
Senos proteomu; antra, itirti baltymy tarpusa-

vio sgveikas ir baltymy kompleksus jy nesuar-
dzius; trecia, nustatyti po sintezés vykstancius
baltymy pokycius; ketvirta, tirti baltymy struk-
tlirg juos palaipsniui ardant (van Wijk 2001:
501-508). Todél kartais vartojami skirtingi ter-
minai savitumui pazyméti: raiSkos (baltymy vi-
suma) ir sgveikos (iSry$kinami baltymai, link¢
sudaryti saveika su kitais baltymais) proteomai.

Bene svarbiausia DNR drozliy gardeliy ir
proteomy naudojimo sritis —tai Zmogaus, svei-
ko ir ligonio, tyrimai. Tikimasi, kad palyginus
rezultatus bus galima rasti genomo veiklos ir
baltymy sudéties skirtumy, be to, bus nustatyti
skirtumai, biidingi tai ligai. Svarbiausia, kad tie
skirtumai bty rasti pacioje ligos pradzioje, kol
dar néra aikiai matomy poky¢iy ar ligonio
skundy. Atliekami sveiky ir véziniy audiniy,
kraujo plazmos ir Igsteliy tyrimai. Tikimasi ti-
riant proteomus taip pat nustatytiSirdiesir krau-
jagysliy ligos ankstyva pradzig (Arrell ir kt.
2001: 763-773). Tik ar galima i§ proteomy po-
ky¢iy pasakyti, tai priezZastis ar pasekmé? Daug
demesio sulauke proteomy ir DNR mikrogar-
deliy naudojimas tiriant naujus vaistus ir jy gy-
domajj poveiki, be to, kity jvairiy medziagy ir
aplinkos nuodingajj veikima. Tikslis DNR
drozliy mikrogardeliy ir proteomy tyrimai gali
atskleisti jvairiy organizmy grupiy evoliucinj
ry$j, pavyzdziui, senyjy bakterijy — archéjy rysj
su evoliuciSkai jaunomis bakterijomis ir auks-
tesniaisiais organizmais (eukariotais). Manoma,
kad Zmogaus genome 41 genas yra atkeliaves i$
bakterijy. Esama gana jdomiy duomenuy, galin-
¢iy tureti ry$j su Zzmogaus sveikata: pavyzdziui,
nustatyta, kad bakterijas paveikus neSiojamo te-
lefono bangomis 2 val. jsijungia 13 naujy geny,
neveikliy nepaveiktose lastelése. Ar galima i§
to daryti praktines iSvadas?

Verta prisiminti Zinomagenetinj trejeta: DNR
— RNR - baltymas; informacija, tai yra genai,
jy nuradymas rodyty geny veiklg ir dekoduojant
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mRNR sintetinama baltyma. Taip pat Zinotina,
kad genetinés informacijos raikos kelyje vyksta
gana dideli poky¢iai: nuorao - mRNR moleku-
lés brendimas, sukirpimas, taisymas, taip pat ga-
limi laikini strukttros kitimai, neleidziantys de-
koduoti informacijos ir sintetinti baltymy. Bal-
tymai po sintezeés taip pat pasikeicia — pasalina-
mos nereikalingos dalys, vyksta baltymo sukirpi-
mas, susidaro veiklusis baltymas arba keleto bal-
tymy veiklieji kompleksai. Gali kilti klausimas:
kas tiksliau atspindi visuminj poZymj—ar DNR
drozliy mikrogardelé (transkriptomas, kuriame
yra hibridinama DNR su informacine RNR, ir
tai parodo, kurie genai veikia, yra nurasyti), ar
proteomas (baltymai, t. y.informacinés RNR pa-
sirinktinis sukirpimas, kai vieno geno nuora3ai
skirtingai sukarpomi ir sintetinamiskirtingi bal-
tymai)? Atsakymas priklausyty nuoklausimo po-
biidzio - siauraja prasme visuminj poZymj at-
spindi proteomas.

Apie genoma galima nemaza suzinoti nau-
dojant kiek senesnj metoda — genomo seky kom-
piutering analizg, kuri leidzia pamatyti jvairiy
genomy panadumus ir skirtumus. Taip suskai-
¢iavus Zmogaus genus pasirodé, kadjy yra ne ka
daugiau negu muselés ar kirmélés genome.
Zmogausi$skirtinuma lemia geny nuorasy pa-
sirinktinis sukirpimasir geny koduojamy pro-
dukty (baltymy) saveiky tinklas. Taciau $i ne-
parodo genomo veiklos.

Genomika nustato visus genus - ar jie veik-
las, ar ne. Jei DNR drozliy mikrogardelé¢ hibri-
dinamasu kita DNR, tai nustatomas geny pana-
Sumas, jy kiekis; jei ta gardele hibridinama su
mRNR - geny nuoradu, tai suznome, kiek ir
kokie genai tuo metu buvo nuraomi, t. y. buvo
aktyviis. Tai ypac svarbu tiriant lasteles, audi-
nius ligos ar organizmo raidos metu.

Proteomai nustato geny veiklos rezultatus—bal-
tymus, kokie baltymai yra $iuo metu, Siame audi-
nyje, kaip jie pakito po vaisto ar kitokio poveikio.
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Suderinus DNR drozliy mikrogardeliy ir
proteomy tyrimus su anksc¢iau naudotais mole-
kulinés genetikos metodais, atsiranda galimybe
placiai ir kartu skirtingai matyti genomo veikla.

K3 mokslui dave $i kol kas labiau techniné
naujove? Prisimenant pra€jusio lygmens pagrin-
dinj postiimj — greita nukleotidy sekos nustaty-
ma (kartu su klonavimu ir geny inZinerija), su-
kurta savojo lygmens molekuling genetika, ten-
ka pabrézti kiekybinio veiksnio vaidmeni.

DNR mikrogardeliy ir proteomy tyrimai kol
kas pateikiami kaip ir kiekybiniai duomenys —
tarp deSimciy tukstanciy kiek yra aktyviy geny
arba tapaciy geny, baltymy, yra ar néra skirtu-
muy lyginant viena gardelg su kita, sveiko su ser-
ganciojo organizma, paveiktg vaisty, nuody ar
kaipkitaip. Vél visumoje ieSkome dalies, tik vi-
suma Siuose tyrimuose jgauna konkrecia prasme.

Gali kilti klausimas - kokios kokybés nori-
me? Suzinome, kokie genaiveikia ir kada, ko-
kie baltymai sintetinami ir kokie rySiaiyra tarp
baltymy, kaip keiciasi baltymy saveikos pasi-
keitus vienam i3 jy. Pagaliau kaip kinta viso
genomo veikla jvykus vienai klaidai, klaidy
grupei ar pasikeitus baltymams. Norima koky-
bé gali rastis netrukus - kai susikaups daugiau
genomikos ir proteomikos duomeny. Jau da-
bar galime matyti daigus naujos sagvokos — vei-
kianc¢io genomo. Tikimasi, kad veikiantis ge-
nomas sujungs savotiSkame daugiamatyje ge-
nolapyje informacija apie geny nuradyma, bal-
tymy sintezg, i$sidéstyma lasteléje, mutantinius
pasikeitimus, genomo jvairovg, DNR dvigube-
jima, rekombinacija, baltymo ir DNR saveika
ir dar daugelj kity vyksmy.

Veikiantis genomas - tai organizmas, kurjda-
bar matome, jo genomo dabartiné raiska, kol
kas paliekant ateiciai galimybinj — potencijos
genoma.

Raidos spiralé grjZta — Sias genomo savybes
iSrei8kia jau seniai genetikoje Zinomi terminai:



potencijy genomas -~ tai genotipas, o veikiantis
genomas — tai fenotipas, tai, kaip organizmas
atrodo, reaguoja, gyvenadabar ir $ioje aplinkoje.

Belieka aptarti, ar tai ir yra naujasis tyrimo
lygmuo?

Ankstesniame lygmenyje buvo atrasta daug
metodologiniy naujoviy, davusiyry$ky postimj
tyrimams. Tai DNR molekuliy dauginimas poli-
merzinés grandininés sintezés metu, atvirkstinio
nurasymo technika (kai RNR molekulé nuraso-
masintetinant DNR molekul¢), transgeniniy or-
ganizmykiirimas, pagaliausavo tragi$komis pre-
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FUNCTIONING GENOME - PHENOTYPE: THE CONTEMPORARY VIEW

ON GENETICS
Jonas Rubikas

Summary

Development of science has been marked by the points
of methodological changes which correspond to the cer-
tain levels of investigation. Every level can be characte-
rized by the object of investigation and the criterion of
object evaluation which in genetics is the feature.

The five methodological levels of investigation could
be distinguished during the course of genetics dcve-
lopment: the organism - feature; the cell - feature;
the chromosome - feature; DNA molecule - feature;
nucleotide sequence - function. The methodology of
the new level is genomics (DNA microarrays) and
proteomes. Genomics is based on the DNA - DNA
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or DNA - mRNA hybridization; the thousands of
molecules of individual genes (or all genes of a geno-
me) can be analysed. Proteomes are based on two-
dimensional electrophoresis of proteins. The thou-
sands of proteins using very small amounts of protein
mixture can be identified. The evaluation of results is
performed by robots and computers.

The genomics and proteomes as well as the data
evaluation mark the beginning of the new methodo-
logical level: the functioning genome - phenotype.

Keywords: genome, genomics, DNA microarrays,
proteome.
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