
OdOd genagena do do genomagenoma......

........ood d genomagenoma do do proteomaproteoma



GenomGenom, Trans, Transkkriptomriptom, , ProteomProteom

Transkriptom - ukupne iRNK
eksprimirane u ćeliji.

Proteom – svi proteini eksprimirani u 
ćeliji.

Genom – ukupna genetska informacija
organizma, predstavlja celokupnu sekvencu
baza u DNK (ili, kod mnogih virusa, RNK) 

Gen - određeni deo DNK koji nosi 
informaciju za RNK ili protein.



‘’Kad bih vam iščitavao genom 
brzinom od jedne reči u sekundi 
tokom osam sati dnevno, bio bi mi 
potreban ceo vek. Kad bih ispisao 
ljudski genom slovima veličine 
jednog milimetra, moj bi tekst bio 
dužine reke Dunav. Divovski je to 
dokument, golema knjiga, tekst
neobične dužine koji stane u jedro 
mikroskopske veličine u ćeliji tako 
sićušnoj da bi se mogla smestiti u 
glavicu  čiode.’’

Met Ridley 

(Iz knjige Genom, Autobiografija vrste u 23 poglavlja, 
kod nas postoji u prevodu prof. Gordana Matić, 
Plato,Beograd, 2001)



Sekvenciranje DNK

Frederic Sanger
Nobelova nagrada za hemiju 1980:

"for their contributions concerning the
determination of base sequences in nucleic 
acids"



Sanger-ova metoda za sekvenciranje DNK

►Reakcije sekvenciranja DNK slične 
PCR reakcijama!

► U reakcionoj smeši se nalaze: 
templatna DNK, Taq polimeraza, 
dNTP, 5% ddNTP-a, i “primer”
(malo parče jednolančane DNK, 
20-30 nukleotida, koja se 
hibridizuje sa templatnom DNK).

► Reakcija započinje zagrevanjem 
....





SekvenciranjeSekvenciranje DNK SangerDNK Sanger--ovomovom metodommetodom

dNTP

ddNTP



DNDNKK replikacija u prisustvureplikacija u prisustvu 5% 5% ddNTPddNTP--aa

• U reakcionoj smeši se 
nalazi pored sva 4 
dNTP-a, 5% ddNTP-a
(primer ddTTP na slici 
desno!)

• Polimerizacija će se 
završiti  kada se dodati
ddNTP nađe na 
rastućem kraju 
(replikacija ide u
smeru 5’ ka 3’).



SekvenciranjeSekvenciranje DNK SangerDNK Sanger--ovomovom metodommetodom

+ 5% ddNTP



........ggel el eelelektroforegram fragmenata DNK ktroforegram fragmenata DNK 
razdvojenih po velirazdvojenih po veliččiniini



AutomatskoAutomatsko sekvenciranjesekvenciranje DNKDNK: svaki : svaki 
ddNTP je obeleddNTP je obeležžen fluorescentnom bojomen fluorescentnom bojom



Gel elektroforegramGel elektroforegram



Sirovi podaci automatskog Sirovi podaci automatskog 
sekvenciranja DNKsekvenciranja DNK

Zeleno: ddATP
Crveno: ddTTP
Žuto: ddGTP
Plavo: ddCTP





KratkaKratka istorijaistorija sekvenciranjasekvenciranja humanhumanog genomaog genoma……primer primer 
kompeticije i kooperacije u nauci!!!!kompeticije i kooperacije u nauci!!!!

• 1990 g. (inicijativa i pripreme započele još 1984.g!) 
oformljen “Human Genome Project (HGP)”: 
internacionalni projekat/konzorcijum (20 
istraživačkih centara za sekvenciranje iz 6 zemalja: 
SAD, GB, Nemačka, Francuska, Japan, Kina) koji je 
planiran da traje 15 godina, ali je završen ranije!!!!
Koordinatori projekta: J. Watson, potom F.S. Collins 
(NIH).

• 1997.g. privatna firma Celera objavila da započinje 
sa sekvenciranjem humanog genoma pod 
rukovodstvom J.C. Ventera!!!!

Francis S. Collins

J. Craig Venter

Prvi (grubi) rezultati publikovani su u 
časopisima Science i Nature 
februara, 2001.g.!, a definitivni? 2003.g.



IHGCS paperIHGCS paper
Nature, 409, February 15, 860-921 (2001)



Celera paperCelera paper

Science, 291, February 16, 1304-1351 (2001)



ProjekatProjekat humanoghumanog genomagenoma (HGP)(HGP)

• Šta su uradili?
• Zašto su to uradili?
• Šta to znači za
čovečanstvo?



CiljeviCiljevi HGPHGP

•• NapravitiNapraviti fizifiziččkuku mapumapu za svih 24 za svih 24 humanhumanaa hromozomahromozoma..

• Identifikovati sve gene u humanom genomu & mapirati ih na njihovim
hromozomima.

• Odrediti sekvencu procenjenih 3 milijardi parova baza.

• Analizirati genetske varijacije među ljudima.

• Mapirati i sekvencirati genome model-organizama. 

• Razvijati laboratorijske i računarske tehnike.

• Širenje (diseminacija) genetske informacije.

• Razmatranje etičkih, pravnih i socijalnih aspekata rezultata projekta…



Model Model organizmiorganizmi

• Bakterije (E. coli, influenza, i neke druge)

• Kvasci (Saccharomyces cerevisiae)

• Biljke (Arabidopsis thaliana)

• Crvi (Caenorhabditis elegans)

• Vinska mušica (Drosophila melanogaster)

• Miš (Mus musculus)



Soba sa mašinama za sekvenciranje
Celera GenomicsLaboratorija

Roboti za sekvenciranje

Izolovanje
DNK

Razdvajanje 
uzoraka

Centri za sekvenciranje DNK



Strategije za sekvenciranje DNK:Strategije za sekvenciranje DNK:

HGP: polazi od fizičke mape 
hromozoma:
- genom je mapiran i raspodeljen 

među istraživačkim centrima;
-svaki klon je sekvenciran “shotgun”
postupkom (tehnike za sekvenciranje 

omogućuju sekvenciranje 600-750 bp, a mnogi 
klonovi su imali više od 100 000 bp!)

Celera: “shotgun” celokupne DNK:
genom se nasumično (“random”) fragmentiše, 
fragmenti se kloniraju (umnože) i sekvenciraju. 
Postupak zahteva sekvenciranje 7-9x puta većeg 
broja baza od postojećeg: za humani genom of 3 
milijarde bp, treba sekvencirati 21-27 milijardi baza 
da bi se dobilo adekvatno  preklapanje fragmenata.

BAC: bacterial artificial chromosome

*

*



Šta smo naučili iz sekvence humanog genoma?

• U brojevima:
– Humani genom sadrži približno 3 x 109 bp.
– Prosečni gen sadrži oko 3000 baza. 
– Ukupan broj gena je procenjen na manje od 30 000 (ranije procenjivano: 80 000 – 140 000 gena!)
– 99.9% sekvence je isto kod svih ljudi.
– Ne poznajemo funkcije 50% otkrivenih gena. 

• “Odvajanje žita od kukolja”:
– Manje od 2%  genoma kodira proteine. 
– Ponavljajuće sekvence ("junk DNK") čine najmanje 50% humanog genoma.
– Smatra se da ponavljajuće sekvence nemaju direktnu funkciju, ali su povezane sa strukturom i 

dinamikom hromozoma. Tokom vremena ove sekvence menjaju genom, kreirajući nove gene i 
modifikujući postojeće!

• Kako su sekvence raspoređene?
– U genima bogatim delovima (“gene-dense”) "urbanim centrima" dominiraju blokovi G i C. 
– U genima siromašnim delovima, “pustinjama” dominiraju blokovi A i T. 
– Geni su raspoređeni nasumično duže genoma, sa velikim delovima ne-kodirajuće DNK između njih. 
– Delovi od oko 30 000 ponavljajućih C i G baza često se nalaze do oblasti bogate genima, stvarajući 

barijeru izmedju gena i "junk DNK." Ova CpG “ostrva” imaju funkciju u regulaciji aktivnosti gena. 
– Hromozom 1 ima najviše (2968), a hromozom Y najmanje (231) gena. 

• Humani genom u poređenju sa genomima drugih organizama:
– Čovek ima tri puta više vrsta proteina od npr muve ili crva zbog  “alternativnog splicinga” iRnk i post-

translacionih modifikacija proteina. Na ovaj način mogu da nastanu različiti proteini iz istog gena.
– Većina proteinskih familija je ista kod čoveka i crva, muva, biljaka, ali je broj članova familija veći kod 

čoveka i to posebno proteina koji su uključeni u razvoj i imunitet.

• Individualne variajacije i mutacije:
– Na oko 1.4 miliona lokacija razlika je u po jednoj bazi: 1 na 1000 bp (single nucleotide 

polimorphism - SNPs).





HumaniHumani genomgenom: rezime: rezime





http://www.genomesonline.org



http://www.genomesonline.org



Pitanja koja se postavljaju  nakon
određivanja sekvence humanog genoma:

– Koje su funkcije ~30 000 gena?
– U kojim ćelijama pod kojim uslovima i u 

kom stepenu se ovi geni eksprimiraju?
– Kako proizvodi gena interaguju da bi 

nastao funkcionalni organizam?
– Koje su medicinske posledice varijanti u 

genima?
– Tradicionalni pristup (jedan protein jedan 

gen) ne daje odgovore na ova pitanja!!!



““DNA DNA microarramicroarrayy”” ili ili DDNK NK ““chipchip””

Geni iz kvasca eksprimirani kada je kvasac 
gajen sa (crveno) i bez (zeleno) glukoze. 
Svaka tačka sadrži pikomole specifične sekvence DNK ili sintetičke 
oligonukleotide (“proba”), npr deo gena ili neki drugi deo DNK koji se 
koristi za hibridizaciju sa cDNK ili cRNK iz uzorka (“target – meta”).



““DNA DNA microarramicroarrayy”” ili DNK ili DNK ““chipchip””

Varijacije u ekspresiji gena za protein ciklin u raznim tkivima



PProteomroteom: : termin prvi put upotrebljen 1995.g.!termin prvi put upotrebljen 1995.g.!

• Analogija sa genomom:

• Svi eksprimirani proteini u ćeliji:
– identifikacija
– post-translacione modifikacije
– količina
– lokalizacija
– međusobne interakcije



Ispitivanje proteoma Ispitivanje proteoma –– ““proteomicsproteomics””: : 2D 2D 
elektroforezaelektroforeza

♦2D elektroforezom
se može videti do 5000 
proteina prisutnih u 
uzorku!!!

♦ Brojni, referentni 2D 
elektroforegrami su javno 
dostupni:
http://www.expasy.ch/ch2
d/2d-index.html.



PrimenaPrimena u u medicinimedicini i i bilogijibilogiji
• Genetske bolesti:

– javna dostupnost sekvence humanog genoma
omogućuje brzu identifikaciju gena u raznim 
bolestima in silico;

• Mete (“targets”) za lekove:
– farmaceutska industrija je imala ograničeni broj

meta za razvoj novih terapija....
– sada se mogu naći nove mete in silico

• Fundamentalna biologija:
– fundammentalna fiziologija, ćelijska biologija...
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