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Az elmult évtized soran a nagy lépiiéenomikai vizsgalatok gyors fégdése
és koltségeik csokkenése lahet tette szamos @ény teljes genetikai kodjan.
megismeését. Ezen technikak nélkilozhetetlenné valtaklatudomanyokbal
és az elkovetkézévekben rohamos féfliésik mellett fokozatosan a napi labora
tériumi rutin részévé valnak, hasonléan a nyolcgadaekben széles korben elter-
jedt és szdmos modonaptélt polimeraz lancreakcidhoz. Segitségikkel &
mellett vizsgalhaté a hiszton-oktamerek DNS-hez Viabibdése, a kromatin-
kondenzacio, ezeknek kulonl@dbiokémiai médsulatai, valamint mindeze
mellett az RNS-molekulak és azok kulonbdipusai, melgk az utobbi éve
eredményei alapjan joval fontosabb szerepet tditbieeaz egyes sejtek és szer-
vezetek kozotti genetikai soks#geg kialakitasaban, mint azt kordbban feltéte
lezték. A szbveti RNS-minték célzottisesével és cDNS-konyvtarak készitésé
vel az adott szovet vagy szerv kUlonb&RNStipusai egymastol elkilonit
vizsgalhaték. Ezen vizsgalatok mutattak r4 a milk8Rek (miRNS) és hosszu
nem kodolé RNS-ek (long non-coding RNA, IncRNA)jebségére — tobbek ko-
z6tt az egyedfefidésben [1] és a génkifefies szabdalyozasaban [2]. A cDNS-
szekvenalasok elemzése emellett Gfgoinformatikai megkozelitést igényel
molekulak sajatsagai miatt ugyanis alapeet mas jelley kihivasokkal kel
megkuzdeni, mint a DNS-szekvenalas esetén.

2001-ben az HunmGenom Konzorcium és a Celera cég altal parhuzan
publikalt el$, kozel telies emberi genomszekvencia egy jékriidomanyo
merfoldkovet jelentett. Mindkét, parhuzamosan foédomprojekt az ,etsgene-
raciés”, azaz a lancterminalason alapulé Sangerdgtkvenaldsi eljarast alkal-
mazta a harommilliard bazisparnyi szekvencia OdZeshoz. A Sanger-
szekvenalas hatranya, hogy reakcionként maximuraBIID bazisparnyi DNS-
fragmens szekvencigja ismerhiegheg, amely kisérleti megkozelitéstiiggéen
az egyes kromoszémak meghatarozott szakaszairél szérnfehromosom
walking), illetve egy véletlenszéidokuszrdl (shotgun sequencing). Mig aézél
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esetben a megfetidn rendszerezett klonkdnyvtarak elkészitése a Kabh
munkaigényes feladat, az utébbi médszer esetébéletenszeien kapott DNS-
szekvenciak dsszefuggegéesszé vald Osstetse jelenti a legnagyobb kihivé
Mindkét médszeiil elmondhatd, hogy fiiggetlen laboratériumok tobminggy
évtizedes egyltttikddésével, tobb millio dollaros koligéetéssel valdsulte
meg.

Néhany évvel a Human Genom Program sikeres lezééséaten azonba
olyan technoldgiai ugras kovetkezett be a genomsikdbmelynek nyoman napja-
inkban ezt a rendkivili tudoméanyos teljesitményi|advidebb id alatt, tore-
dékryi koltséggel képes reprodukélni egy arra spedhidott kutatocsoport. #
Uj, nagy atereséképesséiy készilékeket nevezzik masodik (ill. ,Uj-") genérac
0s DNSszekvenaloknak. Segitségukkel egy teljes emberorgema mar ez
dollar koruli koltséggel, egy-két hetesckerettel feltérképezhét > 99,9%es
pontossaggal. Ezt a mikrofluidikaban és a fluoresggelébmolekulak automa-
tizalt alkalmazésaban elért &jlés mellett az teszi letie®, hogy az elmalt évti-
zedekben exponencidlisan novékszamitasikapacitast kihasznalva, hatéke
algoritmusok segitségével az emberi genom egésinéieti, véletlenszdr
fragmensekdl is nagy pontossaggal rekonstrualhaté. A mintasabrés ¢
szekvenalt mintamennyiségtfiggéen elérhet a teljes genomrekonstrukcio, il-
letve a nagyobb, toébb széz kilobazisparos fragmdasse(kontigokbdl) allc
.<draft genome” 6sszedllitasa, amely &dls kiegészit kisérletekkel véglegesithe-
t6. Ennek a bioinformatikai ugrasnak a#fetara volt a Celera Genomics altal ki-
fejlesztett Celera Assembler [3], amelyet a Hum#&m@n Program idején hasz-
nalt technikdknak megfdien még hosszabb fragmensekkel térteramitasokr
optimalizaltak. A DNS-szekvenalok masodik generjaciak megjelenésével in-
dultak fejlbdésnek az olyande novo genomilleszis algoritmusok, mint
SOAPdenovo vagy a Velvet [4]; illetve az olyan, ngeimhatékony illes#iprog-
ramok, amelyek 0 kisérletes adatokat egy, mar ewdgkferenciagenomra képe-
sek illeszteni, ezzel megkerilve a rendkivil szasigeényes de novo
genomoszeillesztést a mar ismert genommal renddikéldlények kutatdséba
Az ilyen illeszprogramok & képvisebi a BurrowsWheeler Aligner ill. ¢
Bowtie és annak cDNS-illesztésre optimalizalt vAdta, a TopHat. Ezen algo-
ritmusok, bar az elmult néhany évben szamos toeflbbftett és dwvitett valto-
zatuk jelent meg, jelenleg is az 6dsaeonlitd genomikai kutatasok alappillé
jelentik.

A cDNS-szekvenalas soran szintén érvényesul mitétka@pezés, mind de
novo megkdzelités, a DNS-szekvendélassal ellestétazonban az illesztés sc
nem nagymeéreti kontigokat, hanem szazezres nagysadrdimhllo transzkripte
kapunk, amelyek kozott szamos eitéroforma fordul ed, amelyeket egyer
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splicehelyek és poszttrandeios mddositasok kulonboztetnek meg. E
izoformak elkilonitése jelenleg nem tokéletesen atuegt probléma. Emellet
mig DNSszekvenalas soran bedllithaté az a kivant mintayiedo amellyel
teljes genom kézel uniform médon lefedhefz RNS expresszio tobb nagysag-
rendnyi valtozast mutat azgyes transzkriptek kozott. Ezért lényege
riboszomélis RNS (rRNS) deplécié megfélalzintetikus komplementert tartal-
mazo6 ellcios oszlopokon, hiszen az rRNS tartalotaldflan 95% felett
Depletadlas mellett azonban szintén gyakori, hogtelpes szekvenalt cDNS-
mennyiség jelelds szazalékat néhany abundans transzkript teseizkel meg-
akadalyozva a ritkabb RNS-formak detektalasat. Atifekok miatt a cDNS-
szekvenalas korlltekiitkisérlettervezést és annak megftelélioinformatikal
elemzést kivan.

Az Aujeszky-féle virus (Pseudorabies- Pr8uid herpesvirus )laz alfa-
herpeszvirusok csaladjaba tartozd neurotrofpatag@ely vilagszerte febz ser-
téspopulaciokat, gyakran prenatalis halalozast wkds]. Kedve# tulajdonséa-
gokkal rendelkezik mind a vildgiai, mind a szélesebb Kdtranszkriptomika
kutatasok szempontjabol. Bar széles gapdktrumu virus, embert nem fit
kompakt genomja pedig szamos affddhérjekddold régidt tartalmaz, emel
jol elktlonuls gentetikai régiokra tagolhaté (uniglong és unique short szaka-
szok, melyek kozé két repedtgio ékebdik). Mikrobak és virusok esetén
génexpresszio vizsgalatat segiti, hogy nem kethshdi disztalis enhanszer régi-
Ok hatasaval. A PrV GC-tartalma extrém magas (72,4&elolt génjei a virusfer-
t6zés soran igben és térben szigortan szabalyozott sorrendetJ@veok eset-
ben kaszkadszéen fejeddnek ki.

A vizsgalatok soran a virus propagéaciéja PK-15 ¢jpar kidney-15) immor-
talizalt sertésvese epitél sejtkultdran torténtN&szekvenalashoz a virustert
zést kovet 1, 2, 4, 6, 8, 12 6ras ddontokbdl osszedllitott kevert totalRI
konyvtar készilt. A mintak szekvenalasara lllumésaPacific Biosciences plat-
formokon kertilt sor.

A bioinformatikai elemzés soran kritikus l1épés eugiRNS-populaciok elku-
Ibnitése a gazdaszervezétéiz extrém GCrartalom, amellett, hogy figyelm
igényel a transzkriptabundanciak becslése soraelvenald platformok szisz-
tematikus hibai miatt (GC-érzékenység a random mexamplifkacio kovetkez-
tében), segitséget jelent a tdbbnyire atlagos @aktal eukariota RNE&kt5l és
az esetleges kontaminaciéktol valé elkiitésben. A referenciagenomra tort
megfeleb térképezést biztositia a masodlagos adatolésemi- €s szekvencia-
hossz szerinti szése, valamina TopHat algoritmus megfeteparaméterezés
amely igy nagy érzékenységgel detektalja a vitédisszkripteken talalhaté alter-
nativ splicehelyeket. Ezt koveti az 0j, kordbbargmém annotalt transzkript
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azonositasa, a gének abundancia szerinti rangsardlietve az egynuklgiolos
polimorfiznusok, inszercidk és deléciok azonositsdrekvencidjuk meghatéaro-
zasa. A kompakt genomszergdeés kovetkeztében szdmos antiszensz expre
mutatd régié azonosithatd. Szerepik a génexpreszalialyzasaban tébhbide-
het, gatolhatjak példaul a velik komplementer RKSletortérnt fehérjeképé-
dést, hatnak azonban direkt modon is a szomszéshweke transzkripcios inter-
ferencian keresztil. Az antiszensz RNS-ek szerepigdis génexpesszid sza-
balyzasaban jenleg kevéssé kutatott tertilet, amelyben a masgdikeracio
szekvenallasi technikak elterjedése jelergbrelépést hozhat a korabban elérhe:
tetlen felbontasnak és érzékenységnek kdszéehet
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