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Sažetak
Nova generacija sekvenciranja pred-

stavlja znatan tehnološki napredak koji 
omogućuje velik napredak u poznavanju 
genoma životinja te sve širu primjenu u ra-
zličitim područjima veterinarske medicine. 
Danas se napredne tehnologije primjenjuju 
u sekvenciranju cijelog genoma životinja, 
sekvenciranju njihovih egzoma, ciljanom 
sekvenciranju DNK fragmenata i sekven-
ciranju RNK. Ovaj pregled usmjeren je na 

trenutačna dostignuća, primjenu i izazove 
povezane s uporabom naprednih tehnolo-
gija sekvenciranja. Prikazana je i primjena 
tehnologije nove generacije sekvenciranja 
u genomici životinja kao i njezin daljnji ra-
zvoj i buduća primjena. 

Ključne riječi: DNK, genomi životinja, nova 
generacija sekvenciranja, molekularna genetika, 
povijest

Primjena tehnologije nove 
generacije sekvenciranja u 
genomici životinja

Nova generacija sekvenciranja pred-
stavlja nove alate koji se mogu primje-
njivati u istraživačkim i dijagnostičkim 
postupcima. NGS se trenutačno razvija 
u smjeru molekularnog mikroskopa koji 
pronalazi svoju primjenu u gotovo svim 
područjima biomedicinskih istraživanja 
(Buermans i den Dunnen, 2014.). Rezul-
tat značajnog tehnološkog razvoja NGS 
platformi je i njihova dostupnost u broj-

nim laboratorijima koji pružaju usluge 
sekvenciranja u animalnim znanostima 
i veterinarskim istraživanjima (Duni-
sławska i sur., 2017.). Glavne prednosti 
NGS su dobivanje velike količine infor-
macija iz jednog uzorka, nisku cijenu po 
jedinici informacija (nukleotid), sposob-
nost izvođenja nepristranog sekvencira-
nja (tj. bez prethodnog znanja o sadržaju 
DNK u uzorku) ili ciljanog sekvencira-
nja, visokokvalitetno određivanje sljeda 
nukleotida i opsežna primjenjivost (Van 
Borm i sur., 2016.). Posebno ističemo da 
se razlikuje cijelogenomsko (engl. Whole 
genome sequencing, WGS) i cijeloegzomsko 
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sekvenciranje (engl. Whole exome sequen-
cing, WES) (Barišić, 2016.). WES omogu-
ćava uvid u 1 % ljudskoga genoma (egzo-
ma) koji kodira bjelančevine bitne za naše 
funkcioniranje. Prilikom WGS-a izdvaja 
se cijela genomska DNK i određuje se nje-
zina cjelovita sekvenca (Jeremić i Turzla, 
2015.). Za sada su dostupni setovi samo 
za sekvenciranje egzoma čovjeka i miša. 
Ulažu se i napori za stvaranje učinkovitih 
alata koji bi se mogli koristiti za analizu 
egzoma drugih eksperimentalnih živo-
tinjskih modela kao što su psi (Broeckx i 
sur., 2015.).

Pokušat ćemo, dakle, ovdje dati kratki 
pregled rezultata dobivenih primjenom 
novih generacija sekvenciranja u širim 
područjima veterinarske medicine. Teško 
je prikupiti sve pojedinosti o dobivenim 
rezultatima, stoga navodimo samo neke 
primjere primjene naprednih tehnologija 
NGS kao što su: 
a)	 Primjena metode DNK barkodiranja u 

taksonomskoj identifikaciji životinja
b)	 Primjena metoda NGS u genomici 

ugroženih vrsta
c)	 Primjena metoda NGS u genskoj 

identifikaciji uzročnika bolesti
d)	 Primjena metoda NGS u metagenomici
e)	 Primjena metoda NGS u uzgoju životinja
f)	 Primjena metoda NGS u epigenetici i 

traskriptomici
g)	 Primjena metoda NGS u proteomici 

životinja

a)	 Primjena metode DNK barkodiranja u 
taksonomskoj identifikaciji životinja 
Metoda DNK barkodiranja je alat 

molekularne taksonomije koji primjenjuje 
kratke univerzalne sekvence dovoljno 
različite u svih organizama koji nas 
zanimaju, kako bi omogućila preciznu 
identifikaciju biološkog materijala. Danas 
se molekularna taksonomija temelji na 
razlikama u kratkim genskim markerima 
koji su zajednički svim živim bićima, a 
metoda DNK barkodiranja temelji se na 
standardiziranim markerima (Moritz i 
Cicero, 2004.). Metoda DNK barkodiranja 

životinja zasniva se na molekularnoj 
raznolikosti gena mitohondrijske DNK za 
podjedinicu citokrom coksidaze I (COI) 
ili citokrom b (cyt b) kao univerzalnim 
lokusima (Hebert i sur., 2003.a,b, Hanelt 
i sur., 2015., Hundt i sur., 2017., Kakioka 
i sur., 2018.).

Za identifikaciju različitih sojeva 
bakterija pokazali su se uspješni DNK 
barkodovi za male podjedinice gena 
ribosomalne RNK (16S) (Janda i Abbott, 
2007.). Na temelju rezultata nekoliko 
studija, znanstvenici zaključuju da je za 
identifikaciju različitih sojeva bakterija 
moguće rabiti barkodove za podjedinicu 
citokrom coksidaze I (COI), tip 2 
chaperonina (cpn60) ili β podjedinicu 
RNK polimeraze (rpoB) (Case i sur., 2007., 
Links i sur., 2012.).

U svrhu unapređenja metode DNK 
barkodiranja kao globalnog standarda za 
identifikaciju bioloških uzoraka životi-
nja osnovan je konzorcij za barkodiranje 
života (Consortium for the Barcode of Life, 
CBOL) (Moritz i Cicero, 2004.). Međuna-
rodni barkod života (International Barcode 
of Life, iBOL) najveći je projekt sa svrhom 
istraživanja molekularne bioraznolikosti 
života i DNK taksonomije s ciljem bar-
kodiranja živih organizama. U njemu 
aktivno sudjeluju znanstvenici iz cijeloga 
svijeta (Ratnasingham i Hebert, 2007.). 
Od osnutka banke podataka 2010. godi-
ne pa do danas uspješno su barkodirane 
brojne vrste životinja i biljaka, odnosno 
oko 3 milijuna uzoraka koji uključuju 
150 tisuća vrsta Arthropoda, 25 tisuća vr-
sta Chordata, 50 tisuća vrsta biljaka i 10 
tisuća vrsta iz manjih svojti biljaka. Bar-
kodovi istraženih uzoraka životinja i bi-
ljaka danas su pohranjeni u Barcode of Life 
Database (BOLD), bazi podataka koja sa-
drži više od 450,000 BIN-ova (Barcode in-
dex numbers) u 2019. godini i Banci Gena 
(GenBank) pri Nacionalnom centru za bi-
otehnološke informacije (National Center 
for Biotechnology Information, NCBI). Baza 
podataka uglavnom sadrži BIN zapise ži-
votinja dobivene pomoću genskog mar-



Nova generacija sekvenciranja u veterinarskoj medicini - pregled II. dio
Next-generation sequencing in veterinary medicine - a review: part II

VETERINARSKA STANICA 51 (3), 305-315, 2020. 307

kera COI. Navedene baze unaprijedile su 
istraživanja evolucijske povijesti te iden-
tifikaciju prethodno nepoznatih vrsta i 
biološkog materijala, uključujući i fosilne 
ostatke. 

b)	 Primjena metoda NGS u genomici 
ugroženih vrsta
Očuvati vrste kojima prijeti izumi-

ranje te istražiti već izumrle organizme 
jedna je od značajnih primjena NGS. 
Genomi egzotičnih životinja postali su 
predmet interesa velikog broja znanstve-
nika. Istraživanja su obuhvatila sekven-
ciranje genoma slonova, mamuta, koala, 
divovskih pandi i kornjača, njihove ana-
lize što je pridonijelo boljem razumijeva-
nju evolucije (Li i sur., 2010., Rohland i 
sur., 2010., Shaffer i sur., 2013., Johnson 
i sur., 2014.). Primjera radi, sekvenciran 
je genom unutar pet ugroženih vrsta 
roda Panthera (afrički lav, afrički bijeli 
lav, azijski tigar, bijeli bengalski tigar i 
snježni leopard). Usporedne analize ot-
krile su bliski genetski odnos. Pritom je 
otkriven i gen SNP (engl. Single Nucleo-
tide Polymorphisms, SNP) koji određuje 
bijelu boju dlake afričkog bijelog lava 
(TYR260G> mutacija) i genske promje-
ne u EGLN1 odgovorne za prilagodbu 
na veliku nadmorsku visinu (Met39> 
Lys39) (Cho i sur., 2013.). 

Kao odgovor na sve brži gubitak 
životinjskih genskih resursa svjetski je 
dogovor stvaranje nacionalnih banki 
gena. Tako se i Republika Hrvatska 
putem Hrvatske poljoprivredne agencije 
(HPA) uključila u izradu registara svih 
izvornih pasmina domaćih životinja 
u svrhu njihova očuvanja. Uslijedilo 
je utemeljenje Banke gena domaćih 
životinja Republike Hrvatske kao tijela 
od nacionalnog interesa. Njen Odjel 
Središnje banke animalnih gena provodi 
postupke organizacije, prikupljanja, 
obrade, pohrane i distribucije genskog 
materijala sukladno propisanim 
postupcima. Hrvatska baštini 27 izvornih 
i zaštićenih pasmina u 8 vrsta domaćih 

životinja i to: goveda 3, konji 4, magarci 
3, ovce 9, koze 3, svinje 2, perad 2 i jednu 
pasminu pčela (HPA, 2017., Čačić i sur., 
2017.a). U bliskoj budućnosti očekuje se 
uspostava nacionalne banke gena divljih 
životinja (Čačić i sur., 2017.b).

c)	 Primjena metoda NGS u genetičkoj 
identifikaciji uzročnika bolesti
Središnju ulogu u dijagnosticiranju, 

sprječavanju i suzbijanju zaraznih bolesti 
i implementaciji svih preventivnih 
i protuepidemijskih mjera protiv 
zaraznih bolesti danas ima genetičko 
određivanje uzročnika bolesti. Napredna 
tehnologija NGS sve se više primjenjuje 
za proučavanje etiologije, genomike 
i epidemiologije zaraznih bolesti 
životinja, kao i međuodnosa domaćina 
i uzročnika. Njena primjena pruža 
nove uvide i ukazuje na izravan utjecaj 
primijenjene napredne tehnologije na 
naše razumijevanje pristupa sprečavanja 
i suzbijanja zaraznih bolesti (Van Borm 
i sur., 2015.). Na prvoj crti kontrole 
zarazne bolesti je brza, osjetljiva i 
pouzdana dijagnostika na temelju koje 
se potom mogu donositi najprikladnije 
kliničke odluke (Caliendo i sur., 2013.). 
Modifikacijom Sengerove metode 
te primjenom termostabilnih DNK 
polimeraza uz razvoj DNK amplifikacije 
uporabom lančane reakcije polimeraze 
(PCR), omogućeno je rutinsko utvrđivanje 
uzročnika infekcija u životinja (Van Borm 
i sur., 2016.). Najmodernije platforme za 
sekvenciranje DNK i RNK omogućuju 
uvid u cijeli genom virusa i bakterija. 
Navedeno omogućava širu primjenu 
novih epizootioloških i epidemioloških 
postupaka te nameće obvezu primjene 
novog pristupa pri mogućoj pojavi 
zaraznih bolesti danas i u budućnosti. 
Brojni javno dostupni podatci o bazama 
gena omogućiti će znanstvenicima da ih 
u budućnosti koriste s ciljem očuvanja 
zdravlja u životinja i ljudi (Moreno Switt 
i Toledo, 2015.). Uporaba naprednih 
tehnologija danas daje naslutiti buduće 
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trendove u kojima će se tradicionalne 
metode zamijeniti WGS tehnologijom. 
WGS tehnologija danas je jedna od 
najmodernijih platformi za napredno 
određivanje molekularne osobitosti 
sojeva i epidemiološke analize uzročnika 
bolesti. Unatoč brzom razvoju naprednih 
tehnologija, široka primjena i kliničkim 
i javnozdravstvenim laboratorijima ipak 
je ograničena, jer tek treba uslijediti 
standardiziranje kontrola kvalitete 
i tumačenja rezultata, a što će se 
postići tek razvojem infrastrukture i 
ulaganjem u postizanje bioinformatičke 
stručnosti (Kwong i sur., 2015.). 
Međutim, predvidljivo je da će se 
vremenom tradicionalne mikrobiološke 
procedure zamijeniti određenim 
sveobuhvatnim postupcima koji bi 
omogućili istovremenu identifikaciju 
šireg spektra uzročnika bolesti (Gwinn 
i sur., 2017., Anis i sur., 2018., Gwinn 
i sur., 2019.). Visoka plastičnost nekih 
genoma, veličina njihovih pokretnih 
dijelova, plazmidi s kodirajućim genima 
i područjima velike genske varijabilnosti 
često otežavaju očitavanje genoma i time 
pred znanstvenike postavljaju određene 
izazove (Glenn, 2011., Tritt i sur., 2012.). 
Zbog male veličine te nemogućnosti 
umnažanja izvan stanice domaćina, 
virusi i viroidi predstavljaju uzročnike 
čije je istraživanje i dokazivanje znatno 
otežano. 

Danas uobičajene metode dokaziva-
nja (serološke, molekularne i biološke) 
razvijene u zadnjih nekoliko desetljeća, 
osim što su usmjerene na točno određe-
nog uzročnika, često nisu učinkovite u 
slučaju kad je infekcija prouzročena no-
vim uzročnikom bolesti i/ili kombinaci-
jom uzročnika koji genetički nisu slični 
već ranijim opisanima. NGS sekvenci-
ranja omogućuje izravan dokaz i iden-
tifikaciju virusa i viroida bez ili uz vrlo 
ograničeno znanje o njihovom genomu 
(Vončina, 2017.). 

Poznavanje virusnih genoma i 
njihovih mutacija od iznimne je važnosti 

u izradi cjepiva i razvoju protokola 
liječenja virusnih bolesti (Pyrc i sur., 2008., 
Radford, 2012.). Same osobitosti virusa, 
neizbježne mutacije, kratko generacijsko 
vrijeme umnožavanja, globalizacija, 
klimatske promjene, veličina populacija 
određenih organizama te povećani 
broj imunokompromitiranih osoba 
značajno pogoduju brzoj prilagodljivosti 
virusa (Scheuch i sur., 2015.). Danas su 
u porastu do sada nepoznate i naglo 
izbijajuće zarazne bolesti koje se očituju 
novim epizootiološkim i epidemiološkim 
značajkama u životinja, ali i čovjeka 
(Gianella i sur., 2011.). Zajedničko 
djelovanje stručnjaka humane i 
veterinarske medicine, uz korištenje i 
primjenu napredne tehnologije NGS 
predstavlja potencijal za niz brzih 
prilagodbi koje bezbrojnim aspektima 
dijagnostičkih istraživanja. Ovaj sustav 
zajedničkog djelovanja se naziva „Jedno 
zdravlje“. Suvremenija dijagnostika 
podrazumijeva analizu ukupnog genoma, 
identifikaciju genske raznolikosti, 
transkriptomsku rutinsku dijagnostičku 
obradu te bolje razumijevanje interakcije 
virusa i transkriptoma domaćina i virusa 
(Singh, 2018.). Tijekom istraživanja 
prisustva i učestalosti bakterije 
Chlamydophila felis (Cp. felis) u populaciji 
domaće mačke u Hrvatskoj, pri Zavodu 
za veterinarsku biologiju Veterinarskog 
fakulteta Sveučilišta u Zagrebu, Institutu 
za zdravstveno varstvo perutnine 
Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u 
Ljubljani i tvrtki Makrogen u Koreji, kao 
uzročnik klamidioze u domaće mačke, 
inficirane prirodnim putem, dokazana 
je bakterija Cp. felis. Sekvenciran je gen 
bakterije za 16S rRNK i 23S RNK i time je 
po prvi puta u Hrvatskoj dijagnosticirana 
klamidioza u prirodno inficirane domaće 
mačke (Gregurić Gračner, 2008., Gregurić 
Gračner i sur., 2018.).

d)	 Primjena metoda NGS u metagenomici
Metodama metagenomike analiziraju 

se DNK genomi iz više različitih 
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organizama koji potječu iz mikrobioma, 
odnosno jedne „mikrobne zajednice“. 
Metagenomika primjenjuje skup 
tehnologija za određivanje genskog 
slijeda u DNK te bioinformatičkih alata za 
izravan pristup genskom sadržaju cijelih 
mikrobnih zajednica organizama. Tako 
je u posljednjih nekoliko godina razvoj 
područja metagenomike odgovoran za 
znatan napredak u mikrobnoj ekologiji 
i evoluciji zahvaljujući i aktivnoj 
uključenosti mnogih istraživačkih 
laboratorija (Ferrer i sur., 2012., Thomas 
i sur., 2012.). Uz navedeno, dobiveni 
rezultati mogu se analizirati kroz 
molekularnu taksonomiju čime se 
omogućuje određivanje taksonomske 
pripadnosti pojedinih mikroorganizama. 
Izdvojenim mikroorganizmima može 
se odrediti funkcija temeljem analize 
raznolikosti kodirajućih gena (Petrosino i 
sur., 2009., Ferrer i sur., 2012.). Primjerice, 
NGS tehnologija može se izravno 
primijeniti za poboljšanje proizvodnje 
peradi i poboljšanje sigurnosti hrane. 
Metagenomskom analizom sekvenci 
organizama koji čine mikrobne zajednice 
crijeva peradi moguće je npr. odrediti 
gene za metaboličke putove ili prisutnost 
plazmida te otpornosti na antibiotike ili 
proizvodnju vitamina (Diaz-Sanchez i 
sur., 2013.).

e)	 Primjena metoda NGS u uzgoju 
životinja	
Koristeći NGS, istraživači mogu 

odrediti i analizirati pojedinačne gene 
koji utječu na ekonomske svojstva 
domaćih životinja. Tijekom vrlo kratkog 
vremena korištenjem metoda NGS 
omogućeno je bolje razumijevanje 
pripitomljavanja, evolucije, selekcija 
na određeno proizvodno svojstvo 
(npr. visoka plodnost) i kvantitativne 
razlike zbog ekoloških čimbenika (npr. 
prehrana), zdravlja i dobrobiti životinja 
te genske osnove bolesti u životinja. 
Primjera radi, izravna primjena NGS 
pridonijela je poznavanju genoma svinje. 

Spoznaje o genomu svinje značajne su 
u mesno prerađivačkoj industriji, ali i 
zbog njene uloge kao važnog modela u 
biomedicinskim istraživanjima. Tovnost 
svinja uvjetovana je međudjelovanjem 
okolišnih čimbenika i utjecaja gena. 
Istraživanjima je potvrđena izuzetna 
važnost strukturalne varijacije gena koji 
djeluju na pojavu intramuskularne masti, 
što je pak posebno važno za selekciju 
usmjerenu na poboljšavanje uzgojnih 
linija. 

Pokusima je otkriveno da u meta-
bolizmu masti sudjeluju FABP proteini 
(engl. fatty acid binding protein, FABP), 
dok se za svojstvo sadržaja intramu-
skularne masti kao genetski marker u 
selekciji koristi FABP3 gen (Schwab i 
sur., 2009., Cho i sur., 2010.). Metodu 
RNK sekvenciranja koristilo je više 
istraživanja provedenih na svinjama. 
Neka od istraživanja pokazuju da duge 
nekodirajuće RNK (lncRNK) mogu 
regulirati adipogenezu i nakupljanje 
lipida. Čini se da se intramuskularno 
odlaganje masti razlikuje u različitih 
pasmina svinja, a mehanizam regula-
cije na molekularnoj razini još nije u 
potpunosti razjašnjen (Huang i sur., 
2018.). Pokazalo se da duge nekodira-
juće RNK (lncRNK) igraju važnu ulogu 
i u reguliranju imunološkog i upalnog 
odgovora domaćina na bakterijske in-
fekcije. Infekcija, zoonotskog potencija-
la, s bakterijom Clostridium perfringens 
(C. perfringens) koja se prenosi hranom, 
može dovesti do niza upalnih bolesti u 
prasadi i čovjeka, što uvelike utječe na 
razvoj svjetske svinjogojske industrije. 
Istraživanja Huang i sur. (2019.) prido-
nijela su boljem razumijevanju utjecaja 
lncRNK i mRNK na regulaciju imuno-
snog odgovora domaćina na infekciju 
s C. perfringens tipa C što otvara nove 
mogućnosti i smjernice u istraživanju 
bolesti. Nadalje, sekvenciranje RNK 
transkriptoma sperme svinja otkrilo je 
da postoje sezonske promjene u eja-
kulatu. Identificirana su 34 kodirajuća 
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gena i 7 mikroRNK sa znatno različi-
tom distribucijom u ejakulatima ovisno 
o godišnjem dobu. Ti su se geni uglav-
nom odnosili na oksidativni stres, ošte-
ćenje DNK. Opisane regije mogu po-
služiti kao marker za kakvoću sperme 
u svinja (Gòdia i sur., 2019.).

U svrhu povećanja proizvodnih 
svojstava u svinja dokazan je veći broj 
SNP-a te geni (AADAT i ZNF622) s 
visokim varijacijama broja kopija (engl. 
copy number variations, CNV). CNV 
zajedno sa SNP-om postali su važan 
izvor informacija o genskim varijantama 
i pružaju uvid u nasljeđivanje (Ramos i 
sur., 2009., Jiang i sur., 2014., Stafuzza i 
sur., 2019.).

Istraživanja sekvenciranja genoma 
u stočarskoj i peradarskoj proizvodnji 
rezultirala su spoznajom o postoja-
nju genomske varijacije koje pružaju 
informacije korisne za razvoj primje-
njivih genskih markera u uzgoju ži-
votinja (Ramos i sur., 2009., Rubin i 
sur., 2010., Aslam i sur., 2012.). Mar-
kerski sustavi neprekidno se razvijaju 
te se povećavaju mogućnosti njihove 
praktične primjene u kontroli i selek-
ciji domaćih životinja. Otkrivani su i 
usavršavani brojni markerski sustavi 
poput mikrosatelita, RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphisms), SSCP 
(Single Strand Conformational Polymorp-
hisms), AFLP (Amplified Fragment Len-
gth Polymorphisms), RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA) i drugi. 
Primjenjuju se u području stočarstva, 
ratarstva, dijagnosticiranja i liječenja 
životinja. Većina bitnih proizvodnih 
obilježja poligenske je prirode, odno-
sno kompleksnija je veza genskih loku-
sa s proizvodnim odlikama, a njihova 
uporaba u selekcijskim programima 
iziskuje neizravne kvantitativne gen-
ske biljege (engl. Quantitative Trait 
Loci, QTL). Njima je moguće predvidje-
ti proizvodne odlike domaćih životinja 
prije no što grla uopće dospiju u proi-
zvodnu fazu (Ivanković, 2005.).

f)	 Primjena metoda NGS u epigenetici i 
traskriptomici
Epigenetika predstavlja novi način 

analize genoma, odnosno ekspresiju 
gena koja se događa bez promjene 
sekvence DNK. Promjene koje se 
događaju su epigenske modifikacije i 
uključuju post-translacijsku histonsku 
modifikaciju i DNK metilaciju. Kemijske 
skupine koje se dodaju na molekulu 
DNK prouzroče promjene u DNK i 
stvaraju epigenome. Posljedica toga je 
pojava utisnutih gena (engl. genomic 
imprinting) u genomu. Genetski otisak je 
epigenetička modifikacija u kojoj se jedan 
od naslijeđenih alela inaktivira. Njegov 
utjecaj može se vidjeti na proizvodnim i 
reproduktivnim osobinama. Otkrivanje 
novih utisnutih gena važno je zbog 
njihova očuvanja i razumijevanja njihove 
funkcije (Budimir i sur., 2013.). Jeremić 
i Turza, (2015.) navode da je od velikog 
značaja prije svega da se definitivno 
utvrdi funkcija gena regulatornih 
dijelova DNK, zatim da se pronađu 
varijacije u DNK sekvenci koje postoje u 
populaciji, i da se utvrdi značaj nađenih 
varijacija, tj. jesu li varijacije povezane 
s povećanim rizicima od određenih 
bolesti. Od ništa manjeg značenja nije 
ni ustvrđivanje mehanizama interakcije 
DNK i sredine, tj. funkcije i značaja 
epigenoma. Ugradnja hibridnih 
konstrukcija (hibridnih promotora) u 
genom omogućava proučavanje genske 
ekspresije. Pri izradi genskih karti koristi 
se više tehnika za lokaliziranje gena 
na kromosomima, kao što su in situ 
hibridizacija metafaznih kromosoma, 
uporaba seta staničnih hibrida, bojenje 
(pruganje) kromosoma, PFGE (engl. pulse 
field gelelectrophoresis) ili mikrodisekcija 
kromosoma. Pruganje kromosoma prva 
je primijenjena tehnika u lokalizaciji 
gena na kromosomu. Mikrodisekcija se 
temelji na točnom otkrivanju određene 
regije (isječka) genoma, odnosno pozicije 
lokusa na isječku. Istraživani isječci dugi 
su od 10 do 20 cM, izrezuju se u metafazi, 
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nakon čega se cijepaju, sekvenciraju, 
a sekvence se potom slažu u genske 
karte. Genske karte domaćih životinja 
predstavljaju temelj za razumijevanje 
djelovanja genoma i primjenu zapaženih 
genskih markera u praktične uzgojno 
selekcijske svrhe (Ivanković, 2005.). 
Dostupnost cijelih genomskih sekvenci 
je omogućila znanstvenicima istraživanje 
ekspresije gena na razini cjelovitog 
genoma. Prijašnje analize jednog po 
jednog gena danas su zamijenjene 
mogućom analizom ukupne RNK (engl. 
ribonucleic acid RNA, hrv. ribonukleinska 
kiselina) koja je transkribirana u stanici 
(transkriptom). Metoda hibridizacija s 
DNK-mikročipovima jedna je od najčešće 
korištenih metoda za sveobuhvatnu 
analizu ekspresije gena. Primjena 
novih tehnologija sekvenciranja je i u 
analizi transkriptoma skupa svih RNK 
molekula (ribosomalna RNK (rRNK), 
informacijske RNK (mRNK), transportne 
RNK (tRNK) i ostalih nekodirajućih RNK 
(Fehniger i sur., 2010.). Same mikroRNK 
smatraju se ključnim mehanizmom 
u regulaciji gena u parazita i virusa. 
Njihova karakterizacija doprinosi 
boljem razumijevanju složene biologije 
uzročnika (energetski metabolizam 
parazita, faktori inicijacije transkripcije, 
transdukciju signala i receptore faktora 
rasta). MiRNK imaju važnu ulogu i 
u reguliranju interakcija domaćina i 
patogena. NGS sada ima važnu ulogu 
u istraživanjima mogućnosti može li 
sama infekcija modulirati miRNK, za 
određivanje miRNK koje utječu na 
replikaciju, tropizam i patogeni potencijal 
uzročnika. Posebno se važnim pokazalo, 
da stanične miRNK međusobno djeluju 
s virusnom genomskom RNK ili mRNK, 
olakšavajući ili inhibirajući životni 
ciklus virusa. Ove molekule su pokazale 
potencijal kao izvor antivirusnog lijeka 
protiv brojnih virusa ili za projektiranje 
živog atenuiranog virusnog cjepiva 
temeljenog na miRNK posredovanom 
utišavanju gena (Cullen, 2006., Israsena 

i sur., 2009., Wang i sur., 2009., Eulalio i 
sur., 2012., Ibrisimovic i sur., 2013., Xia i 
sur., 2013.).

g)	 Primjena metoda NGS u proteomici 
životinja
Unapređenje elektroforeze i tehnika 

masene spektrometrije zajedno s 
nedavnim napredovanjem u genomici, 
akulminirajući podatke o sekvenciranju 
genoma goveda i svinja, proširilo je 
potencijalnu primjenu proteomike 
u području veterinarske medicine. 
Istraživanja ukazuju na perspektivu 
u primjeni proteomike na patogenezu 
bolesti životinja, kao i njezinu primjenu u 
veterinarskoj dijagnostici. Istraživanja su 
rezultirala i određenim postignućima u 
imunoproteomici (tj. identifikacija putem 
proteomskih tehnika antigena uključenog 
u imunološki odgovor) i histoproteomiku 
(tj. primjenu proteomike u tkivima 
obrađenim za imunohistokemiju) te na 
kliničku proteomiku (tj. na primjenu 
proteomike na identifikaciju novih 
biomarkera životinjskih bolesti) 
(Ceciliani i sur., 2014.). Proteomska 
istraživanja u veterinarskoj medicini i 
zdravlju životinja su u zamahu, ali su još 
uvijek u neznatnom broju u odnosu na 
ukupno velik broj izvješća u proteomici. 
Proteomika životinja samostalno je 
područje proučavanja s primjenom na 
biologiju i patologiju domaćih vrsta koje 
daju vrijedan uvid u temeljne aspekte 
svake vrste. Poredbena proteomika 
omogućuje da se razlike i sličnosti 
između proteoma u zdravih i bolesnih 
životinja usporede između vrsta, čime 
se dobiva fascinantan uvid u to kako 
su se razvijali proteomi u pojedinih 
vrsta (Bilić i sur., 2018.). Primjerice, 
proteomski pristupi na uzorcima uzetim 
iz životinja primijenjeni su za istraživanje 
uzročnika mastitisa u krava pri infekciji 
sa bakterijama Staphylococcus aureus i 
Escherichia coli (Boehmer i sur., 2008.), na 
malim preživačima pri infekciji s ovčjim 
parazitom Haemoncus contortus (Nagaraj i 
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sur., 2012.), u svinja na nekoliko virusnih 
bolesti uključujući klasičnu svinjsku 
kugu (Ding i sur., 2012.), u bolesti 
konja na osteoartritis i osteohondrozu 
(Clutterbuck i sur., 2011.) u malih životinja 
na zarazne i neoplastične bolesti (Henry, 
2010., Eckersall i McLaughlin, 2011., 
Humenik i sur., 2019.). Još je u povojima 
primjena proteomike u istraživanju 
laktacijskih parametara u goveda, ali već 
može pružiti određeni uvid u promjene 
nastale tijekom razvoja patoloških stanja 
te koristiti u fiziološkim i nutritivnim 
istraživanjima laktacije (Eckersall, 2019.). 
Najnovije proteomske tehnologije koriste 
se i za proučavanje biologije parazita, 
primjerice, helminta trematoda (Sotillo i 
sur, 2019.).

U okviru Laboratorija za proteomiku 
(ERA Chair projekt VetMedZg) na 
Veterinarskom fakultetu Sveučilišta u 
Zagrebu u tijekom posljednjih nekoliko 
godina primjenu se napredne analitičke 
tehnologije proteomike, metabolomike 
i genomike u istraživanjima prehrane 
životinja s ciljem poboljšanja zdravlja i 
dobrobiti životinja. Konzorciju navedenog 
projekta odobrena je financijska potpora 
iz programa Europskog zajedničkog 
doktorata H2020 Marie Skłodowska-
Curie, koji je dio programa inovativnih 
mreža za izobrazbu koji financira 
Europska komisija.

Zaključak
Ovaj pregled sažima pogled koji ocr-

tava moćnu potencijalnu primjenjivost 
naprednih NGS tehnologija u širem po-
dručju veterinarske medicine. Teško je 
predvidjeti koja će tehnologija NGS pre-
vladati u budućnosti, ali je gotovo sigur-
no da će povećanje brzine, kao i preci-
znosti te smanjenje cijene sekvenciranja, 
dovesti do toga da sekvenciranje postane 
temeljna napredna tehnologija primjenji-
va u gotovo svim aspektima istraživanja 
u biomedicinskim područjima. Iako kori-
štenje NGS ima brojne nedvojbeno kori-

sne aspekte kao jedan od glavnih izazova 
ostaje potreba za visokim ulaganjima u 
laboratorije i računalne programe poseb-
no namijenjene analizi goleme količine 
podataka koji nastaju nakon sekvencira-
nja genoma.
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The next-generation sequencing repre-
sents a significant technological progress that 
allows a vast improvement in animal genome 
knowledge and its widespread use in various 
fields of veterinary medicine. Advanced tech-
nologies are currently being applied to entire 
genome sequencing, exosome sequencing and 
targeted DNA fragments and RNA sequenc-
ing in animals. This review focuses on the 

current achievements, applications and chal-
lenges associated with the use of advanced 
sequencing technologies. The history of next-
generation sequencing technology in animal 
genomics, its further development and future 
applications are presented.

Key words: DNA; Animal genomes; Next 
Generation Sequencing; Molecular genetics; 
History


