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Mascobe so za delovanje organizma nujno potrebne, vendar so pogosto omenjene
le njihove negativne lastnosti. Vecina do sedaj znanih lokusov za nalaganje
mascobe je protein-kodirajo¢ih genov in lokusov za kvantitativne lastnosti (QTL-
ov). Stevilo raziskav vpletenosti nekodirajoéih RNA (ncRNA) v nalaganje
mascobe narasca, vendar so bile s to lastnostjo do sedaj neposredno povezane le
mikro RNA (miRNA). Cilj doktorske naloge je bil preveriti vpletenost treh
izbranih razredov ncRNA: mikro RNA (miRNA), malih nukleolarnih RNA
(snoRNA) in zelo ohranjenih regij genoma (UCR) v nalaganje mascobe pri misi,
govedu in praSicu. V ta namen smo izdelali genomski atlas za NCRNA "ncRNA
Genomics Atlas™, ki vsebuje zbirko znanja s 7.213 geni za ncRNA, 1.089 protein-
kodirajo¢imi geni in 1.784 polimorfizmi v genih za ncRNA. Posodobili smo
obstojece bioinformacijsko orodje miRNA SNiPer in razvili orodji snoRNA
SNiPer in UCR SNiPer. Specializirani del atlasa "ncRNA Obesity Atlas" vsebuje
analizo vloge ncRNA pri nalaganju mas¢obe. Razvili smo metodo za analizo
vpliva znanih polimorfizmov na kompleksne lastnosti pri inbridiranih linijah misi S
pristopom in silico. Preverili smo vpliv 924 polimorfizmov v ncRNA genih na 112
lastnosti zamas¢evanja pri inbridiranih linijah misi. Potrdili smo vpliv 748 SNP-jev
na nalaganje mascobe. Razvili smo indeks za razvrS¢anje polimorfizmov po
prioriteti (LPI) ter z njim razvrstili polimorfizme, ki smo jih povezali z nalaganjem
mascobe. Dodatno smo dolocili pozicijska kandidatna obmocja z ncRNA za
nalaganje mascobe s prekrivanjem vec lokusov pri vseh treh proucevanih vrstah z
najbolj obetavnima paroma miRNA/gostiteljski gen: miR-218-2/Slit3 in miR-
335/Mest. V doktorski nalogi smo dokazali vpliv vseh treh proucevanih razredov
ncRNA na nalaganje mascobe. Izdelana zbirka "ncRNA Genomics Atlas" in razvite
metode bo mozno uporabiti tudi za raziskave drugih kompleksnih lastnosti, zato
raziskava predstavlja pomemben prispevek k znanosti.
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Fats are essential for the functioning of an organism; however, often they are
reffered to only by their negative traits. Majority of known loci associated with fat
deposition are protein coding genes and QTL. Number of studies regarding non-
coding RNA (ncRNA) involvement in fat deposition is increasing, however
previously only miRNA were directly associated with fat deposition. The aim of the
doctoral dissertation was to verify the involvement of three classes of ncRNA:
microRNA (miRNA), small nucleolar RNA (snoRNA), and ultraconserved regions
(UCR) in fat deposition in mouse, cattle and pig. For this purpose ncRNA Genomics
Atlas was developed which contains knowledge base including 7.213 ncRNA genes,
1.089 overlapping protein coding genes and 1.784 polymorphisms. We updated
previously developed bioinformatics tool miRNA SNiPer and developed two new
tools snoRNA SNiPer and UCR SNiPer. In specialized part of genomic atlas
"ncRNA Obesity Atlas™ the role of ncRNA on fat deposition was investigated. A
method for analyzing the effect of known polymorphisms on complex traits in
inbred mice strains using in silico approach was developed. We performed an
association analyses between 924 polymorphisms in ncRNA genes and 112 fat
deposition traits in inbred mice strains. We confirmed the effect of 748 SNPs on fat
deposition. The locus prioritization index (LPI) was developed and used for
classification of polymorphisms associated with fat deposition. Additionally, we
determined the positional candidate regions with ncRNA for fat deposition by
superimposition of multiple loci in all three studied species, with the most promising
miRNA/host gene pairs: miR-218-2/Slit3 and miR-335/Mest. Impact of three classes
of ncRNA on fat deposition was confirmed in this doctoral dissertation. Developed
ncRNA Genomics Atlas and developed methods can be used for research of other
complex traits, therefore this study represents an important contribution to science.
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1 UVvOD

Odkrivanje genetskih vzrokov za zamaSCevanje je pomembno z Zivinorejskega,
prehranskega in medicinskega vidika. Taksne informacije so za zivinorejo in prehrano
pomembne zaradi zahtev porabnikov po hrani, ki je za zdravje manj Skodljiva. Zmotno je
miSljenje, da se je treba mastnim zivilom izogibati. Nasprotno, mas$¢obe so za delovanje
organizma nujno potrebne. Ceprav so potrebe organizma po njih majhne, je vnos
kakovostnih masc¢ob pomemben za delovanje organizma, saj so mascobne kisline graditelji
celiénih membran in neposredno vplivajo na njihovo trdnost in prepustnost in s tem na
funkcionalne lastnosti celic. Premalo ustreznih maséob v prehrani lahko povzroci
pomanjkanje esencialnih maS¢obnih kislin in s tem zmanjSano sposobnost organizma za
absorpcijo vitaminov A, D, E in K, ki so topni le v ma$¢obah. Glavna naloga mascob je vir
energije, poleg tega skrbijo tudi za normalno rast, razvoj in delovanje celic, Zivcev, misic
in telesnih tkiv. So pomemben element pri izgradnji prostaglandinov, ki delujejo
protivnetno, prav tako pa dajejo mascobe hrani njen znacilni vonj in okus. MedmiSi¢na
mascoba (angl. intramuscular fat; IMF) daje mesu so¢nost in mehkobo, medtem ko je
prekomerno nalaganje mas¢obe nezeleno zaradi vse veéjega povpraSevanja porabnikov po
izdelkih, ki varujejo zdravje in tudi iz ekonomskih razlogov, saj je reja mesnatih zivali
lahko bolj ucinkovita. Prekomerno uZzivanje ma$cob lahko privede do poviSane telesne
mase in debelosti, kar predstavlja poviSano tveganje za Stevilne bolezni, povezane s to
lastnostjo tako pri ljudeh kot tudi zivalih. V aplikativnih raziskavah v medicini in veterini
je proucevanje prekomernega nalaganja mascobe in debelosti usmerjeno k razvoju orodij
za identifikacijo visokega tveganja za debelost, kot tudi za izvajanje ciljnih terapij za
nadzor debelosti in z njo povezanih bolezni. Identifikacija genetskih vzrokov za nalaganje
mascobe je v zadnjem desetletju pomembno podro¢je raziskav za izboljSanje tako
diagnostike kot tudi prepreCevanja in zdravljenja debelosti, zato je odkrivanje lokusov za
nalaganje mascobe klju¢ do zdravljenja in nadzora motenj, povezanih s to boleznijo. Znano
je, da imajo nekateri ortologni geni enake ali podobne razli¢ice lokusov za kvantitativne
lastnosti (angl. quantitative trait loci; QTL), zato novejSe bioinformacijske metode Ze
vkljuCujejo tudi identifikacijo novih biooznadevalcev s primerjalnim pristopom. Hiter
razvoj molekularno-genetskih tehnik je privedel do ogromnih koli¢in podatkov, saj je bilo

z nalaganjem mascobe povezanih Ze preko 1.700 lokusov.
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Iz tega razloga je nujno te lokuse priceti razvr§cati po prioriteti (angl. prioritization) z
namenom odkrivanja biooznacevalcev z vecjim vplivom na to lastnost. Vecina omenjenih
lokusov je genov, ki kodirajo proteine, QTL-ov in mikro RNA (miRNA), ki jih uvr§¢éamo
med nekodirajoce RNA (angl. noncoding RNA; ncRNA). Vloga ncRNA je najbolj
raziskana pri ljudeh, medtem ko je pri ostalih vrstah, predvsem domacih zivalih bistveno
manj raziskana. Izsledki raziskav so najpogosteje objavljeni v literaturi, obstaja tudi nekaj
podatkovnih zbirk s temi informacijami, vendar so prosto dostopne podatkovne zbirke za
ncRNA najpogosteje namenjene zbiranju le fizi¢nih lastnosti posameznih razredov ncRNA
in so pri tem omejene $e na vrsto prouc¢evanega organizma. Zato je bil namen doktorske
disertacije izdelati centralno mesto za proucevanje ncRNA in njihovega vpliva na

kompleksne lastnosti, s Studijo primera za nalaganje mascobe.

1.1 CILJI RAZISKAVE

Cilj doktorske naloge je raziskati vlogo ncRNA pri nalaganju mas¢obe za mis$, govedo in

prasica ter v ta namen:
1) izdelati genomski atlas za ncRNA "ncRNA Genomics Atlas™;

a) zbrati znane gene za miRNA, snoRNA in UCR-je pri mi$i, govedu in

prasicu,
b) dolociti genomske lokacije ncRNA glede na zadnje verzije genoma,

C) prouditi genetsko variabilnost ncRNA genov ter njihovo prekrivanje z

drugimi genomskimi elementi,
2) izdelati genomski atlas z ncRNA za nalaganje mascobe "ncRNA Obesity Atlas™;

a) preveriti vpletenost gostiteljskih genov v nalaganje mascobe pri vseh treh

vrstah,

b) analizirati vpliv polimorfizmov v ncRNA genih na nalaganje mascobe pri

misi,

C) na podlagi prekrivanj ve¢ lokusov identificirati pozicijska kandidatna

obmocja za nalaganje mascobe.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Glede na namen in cilje dela smo postavili dve hipotezi:

1)

2)

Z integracijo vseh do sedaj poznanih genetskih vzrokov za nalaganje maScobe je
mozno identificirati pozicijska kandidatna obmoc¢ja z ncRNA z ve¢jim vplivom na

to lastnost.

Genetska variabilnost ncRNA (miRNA, snoRNA in UCR) in njihovih tar¢ ter
poznavanje njihovega uravnavanja nam omogoca razvijati nove potencialne
genetske oznacevalce za nalaganje mascobe v inbridiranih linijah misi, slovenski
populaciji bikov lisastega goveda v progenem testu in slovenskih lokalnih genotipih

prasicev.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MASCOBNO TKIVO

Mascobe so za delovanje organizma nujno potrebne, vendar so pogosto omenjene le
njihove negativne lastnosti. NajpomembnejSa funkcija maS¢obnega tkiva je zagotavljanje
energetskih potreb. Sestavljajo ga funkcionalno specificna tkiva, udeleZzena pri vseh
energetskih procesih. Pomembnost mas¢obnega tkiva se pokaze pri patoloski izgubi le-
tega. Mascobe so v prehrani v manjSih koli¢inah zelo pomembne, celo nepogresljive, saj
imajo pomembno prehransko-fiziolosko vlogo in ne sluZijo le kot zaloga energije. Tako
premalo kot preve¢ mascob lahko predstavlja resno groznjo zdravju in je povezana z
razvojem sladkorne bolezni tipa 2, povisanim krvnim tlakom ter sré¢no Zilnimi boleznimi
(Klaus in Keijer, 2004).

Po histoloski funkciji lo¢imo dva tipa mas¢obnega tkiva; belo (angl. white adipose tissue;
WAT) in rjavo (angl. brown adipose tissue; BAT). Bele adipocite najdemo v belem
maséobnem tkivu in vsebujejo unilokularne lipidne kapljice, ki imajo ve¢jo sposobnost
skladis¢enja mascob, kot rjave multilokularne lipidne kapljice (Trujillo in Scherer, 2006).
Dejavnost BAT je bistveno visja od WAT, saj sodelujejo pri vzdrZzevanju telesne
temperature, spodbujanju prezimovanja in porabi preseZka energije iz hrane. Termogeneza
BAT je zelo pomembna za presnovo pri dojenckih, ki se z odras€anjem zmanjSuje in je pri
odraslih osebkih zanemarljiva (Klaus in Keijer, 2004). Porazdelitev mas¢obnega tkiva je
razli¢na glede na spol, starost in vrsto. Belo mascobno tkivo delimo na podkozno in interno
mascobno tkivo. Podkozno mas¢obno tkivo je definirano kot sloj mascobnega tkiva med
dermisom in aponevrozami ter miSi¢nimi ovojnicami. Interno mascobno tkivo razdelimo
na medmisi¢no ali intermuskularno, medceli¢éno misi¢no ali intramuskularno ter maséobo
telesnih votlin in notranjih organov (Shen in sod., 2003). S tehnoloSkega in prehranskega
vidika sta najpomembnejsi mi§iéna in podkozna maicoba (Zemva in sod., 2010). Podkozno
mascobo pred zauzitjem zlahka lo¢imo od mesa, medtem ko je miSi¢na mascoba v misSici
prisotna kot celi¢na ali medceli¢na mascoba. Vecje koli¢ine intramuskularne mas€obe so
vidne kot mrezasto razporejene lise med vlakni, medtem ko manjSe koli¢ine s prostim
o¢esom praviloma ne zaznamo. Prisotnost vidne intramuskularne ma$¢obe imenujemo
marmoriranost, ki prispeva k dobrim senzori¢nim lastnostim mesa, saj vpliva predvsem na

mehkobo, so¢nost, aromo in barvo.
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2.1.1 Adipogeneza in nalaganje mascobe

Adipogeneza je proces diferenciacije mascobnih celic (adipocitov) iz mezenhimskih
mati¢nih celic (angl. mesenchymal stem cells; MSCs), ki so praviloma obdane z drugimi
celicami kot so fibroblasti, preadipocitne celice, endotelijskih celic, zivénih in imunskih
celic (Cinti, 2005). Mati¢ne celice iz katerih izvirajo adipociti imajo sposobnost razviti se v
razli¢ne tipe celic, kot so: adipociti, osteoblasi, hondrociti (angl. chondrocytes) in miociti
(Lowe in sod., 2011). Med adipogenezo se celice masc¢obnega tkiva delijo in diferencirajo
v celice, ki sprejemajo lipide (Akimoto in sod., 2005). Nastanek adipocitov iz izvornih
celic vkljucuje kompleksen in zelo usklajen mehanizem izrazanja genov (Slika 1).
Razumevanje delovanja prepisovalnih dejavnikov (angl. transcription factor; TF), ki
uravnavajo adipogenezo je v zadnjih letih praktiéno nespremenjeno (White in Stephens,
2011). Pozornost raziskovalcev se je preusmerila na Stevilne druge vidike razvoja
mascobnih celic, vklju¢no s prizadevanji za opredelitev, izolacijo in manipulacijo ustreznih
prekurzorskih izvornih celic. Nedavne $tudije so pokazale nove bioloske poti v MSC, ki
lahko vplivajo na odlocitev celic za njen razvoj v adipocit. Na ta proces vplivajo Stevilni
signali, vklju¢no z zunajceli¢nimi dejavniki, kot so proteini za morfogenezo kosti (angl.
bone morphogenetic proteins; BMPs) (Huang in sod., 2009), transformirajo¢i rastni faktor
(angl. transforming growth factor; TGF) (Zamani in Brown, 2011), inzulinu podoben
rastni faktor 1 (angl. insulinlike growth factor 1; IGF1l) (Kawai and Rosen, 2010a),
interlevkin 17 (angl. interleukin 17; IL17) (Zudiga in sod., 2010), fibroblastni rastni faktor
1 (FGF1) (Widberg in sod., 2009), FGF2 (Xiao in sod., 2010) in aktivin (Zaragosi in sod.,
2010). Nekateri dejavniki lahko na adipogenezo delujejo tako spodbujevalno, kot tudi
zaviralno. Ob odkrivanju vse veéjega Stevila TF-jev, ki nadzorujejo adipogenezo, so bili
opisani tudi $tevilni novi mehanizmi, ki urejajo njihovo delovanje. Ze veé let je namred
znano, da histonske acetiltransferaze (HATS) in histonske deacetilaze (HDACs) vplivajo
na aktivnost TF-jev adipogeneze. Selektivno izbiranje razlicnih HATs in HDACs s strani
PPARYy omogoc¢a temu TF-ju, da razli¢éno u¢inkuje na razli¢ne promotorje (Guan in sod.,
2005). Integracija genomskih analiz spremembe kromatina, strukture, izrazanja mRNA in
vezava TF-jev je prikazala dinami¢no preoblikovanje kromatina in njegov vpliv na
izrazanje genov (Mikkelsen in sod., 2010; Steger in sod., 2010). Mikro RNA predstavljajo

nova odkritja mehanizmov za kontrolo izraZanja genov.



Jevsinek Skok D. Vloga genetske variabilnosti nekodirajocih RNA pri nalaganju mascobe sesalcev. 6
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Z izrazanjem MIRNA med diferenciacijo MSC pri ¢loveku so nasli miRNA sprozene v
procesu adipogeneze (Oskowitz in sod., 2008). Izbitje gena DICER1 ali DROSHA, ki
kodirata istoimenska encima potrebna za funkcionalno tvorbo miRNA, zavira
adipogenezo. Specificne miRNA, vkljuéno z mir-130, mir-27 (Lin in sod., 2009) in mir-
378 (Gerin in sod., 2010), lahko uravnavajo izrazanje genov, ki nadzorujejo adipogenezo
in lipogenezo. Poleg tega lahko posamezne miRNA vplivajo na ve¢ tar¢ ali delujejo skupaj
(Singh in sod., 2009). To daje miRNA moznost za uravnavanje vecih tar¢ na enoten nacin,
ki modulirajo tako razvoj, kot njihovo funkcijo. Zapleti v procesu adipogeneze lahko
vodijo do metabolnih bolezni, saj nepravilno delovanje mas¢obnih celic pomembno
prispeva k presnovnim boleznim in debelosti (Unger in Scherer, 2010). Izbolj$anje
funkcije adipocitov in komplementacija ali zamenjava slabo delujoc¢ih adipocitov bi lahko
ugodno vplivala na pogoste presnovne bolezni. Pri ljudeh se vsako leto zamenja priblizno
deset odstotkov adipocitov, kar pomeni, da lahko zagotavljanje zadostne metabolne
fleksibilnosti adipocitov znatno izboljsa presnovne bolezni (Spalding in sod., 2008).

Mascobnokislinska sestava podkozne in miSi¢éne mas¢obe domacih zivali je pomembna z
vidika tehnoloske in prehranske kakovosti. UZivanje hrane neustrezne kakovosti lahko
privede do prekomernega nalaganja mascobe, to pa do Stevilnih resnih bolezenskih stan;j.
Prehransko ugodna masS€obnokislinska sestava pomeni ve¢jo vsebnost veckrat nenasic¢enih
mascobnih kislin (VNMK), med njimi tudi esencialnih a-linolenske in linolne mascobne
kisline, in enkrat nenasi¢enih mas¢obnih kislin (ENMK) ter s tem niZjo vsebnost nasi¢enih

masc¢obnih kislin (NMK) (Zemva in sod., 2010).
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Slika 1: Diferenciacija mas¢obnih celic (adipogeneza). ECM: zunajceli¢ni matriks (prirejeno po Lowe in sod., 2011)

Figure 1: Differentiation of fatt cells (adipogenesis). ECM: extracellular matrix (adapted from Lowe et al., 2011)
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2.1.2 Debelost

Debelost predstavlja povisano tveganje za Stevilne bolezni, nesposobnost opravljanja vseh
zivljenjsko pomembnih funkcij. Poznamo tri podskupine debelosti glede na vzrok njenega
nastanka: sindromno, monogeno in poligeno debelost (Herrera in Lindgren, 2010). Za
sindromno debelost je znacilno, da so pacienti klini¢no debeli, imajo telesne okvare in
razvojne anomalije specifi¢nih organov (npr. sindrom Prader Willi; PWS). Debelost, ki jo
povzro€i en sam gen, imenujemo monogena debelost in je resnejsa v primerjavi s poligeno
debelostjo, ki je posledica manjsih prispevkov $tevilnih genov. Studije poligene debelosti
temeljijo na asociacijskih analizah fenotipskih lastnosti ter genotipov dolocenih s
polimorfizmi posameznih nukleotidov (angl. single nucleotide polymorphisms; SNP) ali
ponovitvami nukleotidov ((CA)n ali mikrosatelitin) lociranih znotraj ali v blizini
kandidatnega gena. Ti geni so vkljuceni v Stevilne bioloske funkcije, kot so: uravnavanje
vnosa hrane, poraba energije, metabolizem glukoze in lipidov ter razvoj mas¢obnega tkiva
(Mutch in sod., 2005; Mutch in Clément, 2006). Odkritje ¢im vecjega Stevila lokusov za
nalaganje mascobe je pomembno tako za razvoj orodij za identifikacijo visokega tveganja
za debelost, kot tudi za izvajanje ciljnih terapij za debelost, ki bi pomagale pri nadzoru
debelosti in z njo povezanih bolezni (Jiang in sod., 2007). Taksne informacije so zelo
uporabne tudi za Zivinorejo, zaradi zahtev porabnikov po manj mastni in bolj zdravi hrani.
Kljub temu daje mesu so¢nost in mehkobo prav intramuskularna masc¢oba (IMF), zato je
selekcija na zmanjSanje mascobnega tkiva in povisanje vsebnosti IMF cilj zZivinorejcev

(Elias Calles in sod., 2000).

2.2 PROUCEVANJE KOMPLEKSNIH LASTNOSTI

V konvencionalni (angl. forward) genetiki lastnosti prouc¢ujemo v smeri od fenotipa do
genotipa (Hardy in sod., 2010). V ve¢ kot 100 letih raziskav je bilo odkritih veliko
spontanih ali izzvanih mutacij pri razli¢nih vrstah. Na teh izsledkih raziskav temelji
obratna genetika (angl. reverse genetics), ki se je pojavila v 80-ih letih z razvojem
molekularnih orodij. Lastnost prou¢ujemo v smeri od genotipa do fenotipa. Kompleksne
genetske lastnosti so posledica interakcije vecjega Stevila genov v kombinaciji z vplivi iz
okolja. Za proucevanje teh lastnosti sta uveljavljena dva pristopa: asociacijska Studija na
ravni celotnega genoma (angl. genome-wide association study; GWAS) in pristop s

kandidatnimi geni (angl. candidate gene approach; CGA). Pristop GWAS nudi pregled
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kromosomskih regij QTL-ov s pomoc¢jo DNA oznacevalcev na ravni druzine ali
populacije, ki obi¢ajno vsebuje veliko Stevilo kandidatnih genov. Pristop s kandidatnimi
geni je v primerjavi z GWAS ucinkovitejSa in cenejSa metoda za direktno odkrivanje
kandidatnih genov. Pristop CGA se je izkazal kot zelo koristen pri prou¢evanju genetske
strukture kompleksnih lastnosti in se veliko uporablja za raziskave genetskih bolezni,
asociacijske analize, iskanje biooznacevalcev in tar¢nih zdravil tako pri zivalih kot pri
ljudeh (Zhu in Zhao, 2007). Znani so trije pristopi za izbiro kandidatnih genov za
mapiranje QTL-ov (Jiang in sod., 2009): 1.) fizioloski pristop (angl. physiological
approach), ki temelji na genih z znano biolosko funkcijo in delovanjem na razvoj ali
fiziologijo proucevane lastnosti, 2.) pristop s pozicijskim kloniranjem (angl. positional
cloning approach), ki uposteva gene v blizini prej identificiranih regij QTL-ov in 3.)
primerjalni pristop, pri katerem lokuse z znanimi polimorfizmi in njihovimi fenotipskimi
ucinki pri eni vrsti prouci kot kandidate za podobne variacije pri drugih vrstah (Jiang in
sod., 2006).

Velik napredek na podroéju proucevanja kompleksnih lastnosti predstavlja razvijanje
biooznacevalcev po metodi in silico na ravni celotnega genoma (angl. genome-wide in
silico screening; GWISS) (Godnic in sod., 2013; Jevsinek Skok in sod., 2013). Gre za
pristop, pri katerem zberemo, filtriramo ter analiziramo vse mozne genomske podatke z
razli¢nih podatkovnih zbirk. V skladu z bioloSko ontologijo in kompleksnimi statisticnimi
metodami nato racunalniSko identificiramo potencialne kandidatne gene. TakS$ni analizi

sledi eksperimentalno preverjanje.

2.2.1 Bioloske mreZe in poti

Ucinkovito odzivanje posamezne celice na drazljaje v okolju narekujejo zapletene
molekulske mreze. Informacije v primarnih podatkovnih zbirkah in v literaturi so zelo
obsezne in njihova koli¢ina hitro naraS¢a, zato jih je vedno tezje vkljuciti v raziskave.
Primernejse je zbiranje sklepov eksperimentov iz literature in podatkovnih zbirk v zbirke
znanja, ki so sestavljene iz potrjenih bioloskih metabolnih poti (Viswanathan in sod.,
2008).
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Sistemska biologija (angl. systems biology) se osredoto¢a na pridobivanje kvantitativnih
opisov celotnih bioloskih sistemov, vklju¢no s celi¢nimi funkcijami. Na ta nacin je mogoce
izvajati racunalnisko vodeno razvijanje novih zdravil, naprednih terapij za zdravljenje
kompleksnih bolezni, in in silico razvoj kemikalij, sestavin zivil in farmacevtskih izdelkov.
Vkljucuje tako kombinacijo novih eksperimentalnih tehnik iz razli¢nih disciplin, kot tudi
funkcionalno genomiko, bioinformatiko in matemati¢no modeliranje, zaradi Cesar so
podatki dostopnejsi (Mustacchi in sod., 2006). Njen cilj je identificirati dolo¢ene genetske
in molekularne znalilnosti za boljSo diagnostiko bolezni (Vodovotz in sod., 2008).
Pravilno izvajanje kompleksnih bioloskih sistemov poteka z usklajevanjem velikega Stevila
dogodkov in njihovih sodelujo¢ih komponent. Razumevanje razvojnih in celi¢nih
dogodkov na molekularni ravni je postalo osrednje vprasanje sodobne molekularne
biologije. Sistemati¢ni pristopi Studij velikega Stevila proteinov, metabolitov ter njihovih
modifikacij so razkrili kompleksne molekularne mreze. Analiza teh mrez omogoca nove
vpoglede v razumevanje osnovnih mehanizmov, ki nadzorujejo normalne celi¢ne procese
in patologije bolezni. Pojav visoko zmogljivih tehnik je omogocil obsezno identifikacijo
komponent (genov, RNA in proteinov), njihovih vzorcev izrazanja in njihove biokemijske
in genetske interakcije. Koristne so za pridobivanje velike koli¢ine bioloskih podatkov in
nam dajo dragocene informacije o funkcijah posameznih komponent in nepri¢akovane
povezave med komponentami in celiénimi procesi (Zhu in sod., 2007). Podatke o
medsebojnem delovanju molekul, zbrane s pomoc¢jo individualnih $tudij in obseZnimi
pregledi lahko sestavimo v obliki mreze, katere topoloska struktura vsebuje znacilne
bioloSke lastnosti (npr.: proteinske interakcije, fosforilacijo proteinov, presnovne
interakcije in mreZe genetskih interakcij). Interakcije so pogosto zdruZene v mreze,
sestavljene iz proteinov (ali genov), imenovanih vozliS¢a in povezav med njimi,
opredeljenih kot robovi (v neusmerjenih mrezah) ali loki (v usmerjenih mrezah).
Usmerjenost mreZe je odvisna od znacilnosti bioloSkih podatkov. MreZe proteinskih in
genetskih interakcij so obi¢ajno predstavljene v neusmerjeni mrezi, medtem ko so vezava
TF-jev, fosforilacija in presnovne mreze usmerjene interakcije. Topologija mreze ima
kljuéno vlogo pri razumevanju arhitekture le-te. Stevilne pogosto uporabljene topoloske
lastnosti vkljucujejo stopnjo (angl. degree), premer (angl. diameter), koeficient grupiranja
(angl. clustering coefficient), razdaljo oz. dolzino poti (angl. distance) in vmestnost (angl.
betweenness) (Albert, 2007).
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V prihodnosti bo mogoce zgraditi bolj popolne in natanéne mreze, na primer z
identifikacijo tar¢ vseh relevantnih TF-jev in dolo¢itev mrez proteinskih interakcij pri
ljudeh in $tevilnih drugih organizmih. Integracija vseh interakcij oz. modifikacij, skupaj z
njihovo dinamiko bo razkrila, kako kompleksni so bioloski procesi, kot so celi¢na

proliferacija in razvoj in kako jih je mogoc¢e nadzorovati (Zhu in sod., 2007).

Analize bioloskih poti se nanasajo na raCunalniSke pristope, ki se uporabljajo za
preiskovanje obnaSanja omrezja kot sistema. Na sploSno jih lahko razvrstimo v dve vrsti:
strukturne analize omreZja in dinamicne analize. Strukturna analiza poti opredeljuje
globalne kvalitativne, medtem ko dinami¢na analiza (matematicno modeliranje z visjo
resolucijo) pojasnjuje podrobne kvantitativne lastnosti sistema. Dinamic¢na analiza zahteva
veC informacij o reakcijskih parametrih in ve¢ zacetnih pogojev, kot strukturni pristop

(Viswanathan in sod., 2008).

2.2.2 Razvric¢anje kandidatnih lokusov po prioriteti

Namen razvr$€anja genov po prioriteti (angl. gene prioritization) je identifikacija najbolj
obetavnih genov v mnozici kandidatov z integracijo prosto dostopnih in lastnih genomskih
podatkov (Masoudi-Nejad in sod., 2012). Cilj razvrS¢anja genov po prioriteti je povecati
doprinos eksperimentalnemu potrjevanju ali funkcijskim analizam s poudarkom na bolj
obetavnih kandidatnih genih. Trenutno najpogosteje uporabljena pristopa sta iskanje
vzro¢nih genov za bolezni na ravni celotnega genoma in na podlagi kandidatnih genov.
Prvi pristop temelji na analizi celotnega genoma brez predhodnih predpostavk o
funkcionalnih znadilnostih proucevanih lastnosti. Za iskanje vzro¢nih genov za
kompleksne lastnosti se je kot zelo zanesljiv pokazal pristop s kandidatnimi geni (Chen in
sod., 2009a). Z obema pristopoma dobimo mnozico lokusov s potencialnim vplivom na
proucevano lastnost, zato je nujno te lokuse priCeti razvrScati glede na prioriteto. V ta
namen so bila razvita Stevilna bioinformacijska orodja, ki ve¢inoma temeljijo na do sedaj
znanih podatkih o kandidatnih genih in povezovanju genov z bioloSkimi procesi
(Tranchevent in sod., 2011). Nekatera izmed omenjenih orodij so: Endeavour (Aerts in
sod., 2006; Tranchevent in sod., 2008), TOPPGENE (Chen in sod., 2009b), PINGO
(Smoot in sod., 2011), BITOLA (Hristovski in sod., 2005), PHENOPRED (Radivojac in
sod., 2008), GENE PROSPECTOR (Yu in sod., 2008), PGMAPPER (Xiong in sod., 2008)

in drugi.
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Trenutna verzija orodja Endeavour omogoca analizo pri Stirih vrstah, in sicer: ¢loveku,
misi, podgani in nematodi C. elegans. Razvr§¢anje genov po prioriteti vkljuCuje Stiri
korake (slika 2). Po izboru vrste, uporabnik iz razli¢nih virov podatkov dolo¢i mnoZico
testnih genov. Ti testni geni so nato razvr$ceni glede na tockovanje v modelu. Kot rezultat
dobimo, za vsak vir podatkov, seznam kandidatnih genov razvrs¢enih po prioriteti. V
zadnjem koraku Endeavour zdruzi vsako od teh razvrstitev iz razli¢nih virov podatkov v

eno samo razvrstitev in s tem omogo¢i prioritizacijo posameznega testnega gena.

1. Vrsta 2. MnoZica testnih genov 3. Podatkovni viri 4. Kandidatni geni 5. Rezultat

Species Gene (Reference ID)| Allas = Annotation - GeneOntology Gene (Reference ID)| Alias

& Homo sapiens ENSG00000111669 |TPI1 2

Annotation - Swissprot ENSG00000165140 |FBP1
" Caenorhabditis elegans |ENSG00000076555 |ACACB| [~ Blast ENSG00000117448 |AKR1A1
¢ Mus musculus ¥ ~ CisRegModule

" Rattus norvegicus

ENSG00000132142 |ACACA|  EXpression - SonEtAl ENSG00000131482 |G6PC

Kandidatni geni

}

3 [0 [ (0 5 I P

podatkov.

Slika 2: Shema delovanja orodja Endevour (Tranchevent in sod., 2008)

Figure 2: Operating diagram of Endeavour tool (Tranchevent et al., 2008)

ToppGene Suite je prosto dostopna podatkovna zbirka sestavljena iz Stirth sklopov:
ToppFun, ToppGene, ToppNet in ToppGeNet. Shematski prikaz organizacije in delovanja
podatkovne zbirke ToppGene Suite je prikazan na sliki 3 (Chen in sod., 2009). Geni v u¢ni
mnozici so doloc¢eni na podlagi njihovih parametrov ali trenutni dolo€itvi genov (geni
povezani z boleznimi, fenotipi, bioloskimi potmi ali terminom genske ontologije. Vir
testne mnozice genov so lahko kandidatni geni iz analize povezav ali analiz diferencnega
izrazanja genov. Sklop ToppFun zdruZzuje informacije o dolocitvi funkcije genov iz
Stevilnih podatkovnih zbirk in je s tem vkljucen v izgradnjo u¢ne mnozice genov. V sklopu
ToppGene izratunamo oceno podobnosti za vsak testirani gen s primerjavo obogatenih
izrazov v ucni mnozici genov. Konéni seznam genov, razporejenih po prioriteti, je

izraCunan na podlagi agregatnih vrednosti Stirinajstih ocen podobnosti.
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V sklopu ToppNet, sta testna in u¢na mnozica genov, prikazani kot mreza proteinskih
interakcij. Trenutna verzija orodja omogoca analize Samo za ¢loveka in mis, kaj je najvecja

pomanjkljivost, sicer zelo uporabnega, orodja.

Gani izbrani gledea na:

= bolezan {OMIM, GAD)
= mataboino pot
= GO tarmin

povazav )L mikramne | proteinov |

= fanotip sesalcav

= ranskripcijskih dajavnikov Difierenciaing Powezani
izradeni geni geni

=druga ...

Pozicijzki kandidati
na lokusu

Ontolagija ganov GO: Molecularna funkcija
| | GO: Biolo&ki procesi Teékovanje in rangiranje Mapiranje v protein-protain
MCBI Entrez Gene GO: Caliéne komponenta interakcijsko mrazo (PPIN)
Cloveki fenctip ——{ Elovegki fanctip
Misji fenctip ——| Migji fenctip
KEGG, BioCarta, | Podobnost « KStep Markov
BiDWC-H‘E“fDmG'——I Metabolne poti na podlagi = mmdetki s prejinjimi
GenMAPP, M5igDB "Fuzzy" vradnosti =rangiranje strani s prejénjimi
Interakci
MCBI Entraz Gena — Pubr:.edje
IntarPro, Pfam, SMART
PROSITE, GeneaD, ProDom || | Proteinske domena
MSigDB, PicTar, TargatScan -::sm! 5 u S5 g i
Gani seta gleda na
CTD, Drugbank, Uginkevina-gen ralativno od ganov
Metador, Stitsh —| | Bolazen-gan S Ll
na podlagi
GNF —| krazanje genov | | P [ iji

|

geni =]
ToppGane

ToppGenet

Slika 3: Shematski prikaz delovanja podatkovne zbirke ToppGene Suite (Chen in sod., 2009)
Figure 3: Schematic representation of workflow of the ToppGene Suite database (Chen et al., 2009)

PiNGO je orodje za iskanje kandidatnih genov v bioloskih mrezah (Smoot in sod., 2011).
Uporabnik lahko omeji iskanje na gene s posebnimi znanimi funkcijami ali izkljuc¢i gene
dolo¢enega funkcionalnega razreda. PINGO zagotavlja podporo za Stevilne organizme in
sheme ontologije genov in ga je mogoce enostavno prilagoditi za druge organizme in
funkcionalne klasifikacije. PINGO se izvaja kot vti¢nik za Cytoscape, priljubljeno orodje

za vizualizacijo mrezZ.

BITOLA je interaktivni biomedicinski podporni sistem, ki temelji na zbiranju literature

(Hristovski in sod., 2005). Namen sistema je pomagati raziskovalcem pri odkrivanju novih
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odnosov med biomedicinskimi koncepti s pregledom bibliografske podatkovne zbirke
MEDLINE®. Sistem je obogaten z znanji o znanih kromosomskih lokacijah bolezni, kakor
tudi kromosomskih lokacijah kandidatnih genov iz virov, kot so Entrez Gene, HUGO in
OMIM. Sistem BITOLA se lahko uporablja tudi kot alternativni nacin za iskanje po
podatkovni bazi MEDLINE® (www.mf.uni-lj.si/bitola).

PhenoPred (http://www.phenopred.org/) je spletno orodje za odkrivanje novih povezav
med geni in boleznimi pri ljudeh. Temelji na znanih povezavah gen-bolezen, podatkih o
proteinskih interakcijah, funkcionalnih povezavah proteinov na molekularni ravni in
podatkih o aminokislinskem zaporedju proteinov. Principi strojnega u¢enja se uporabljajo
za integracijo heterogenih podatkovnih virov. PhenoPred za svoje delovanje uporablja
podatkovni zbirki HUGO Gene Nomenclature za gensko nomenklaturo in Disease
Ontology (DO) za imena bolezni. Orodje lahko uporabljamo za razvr$€anje genov po
prioriteti glede na verjetnost, da je gen povezan z dolo¢eno boleznijo ali za prioritizacijo

bolezni za dolocen gen.

Gene Prospector (Yu in sod., 2008) je ena od komponent zbirke HuGE Navigator,
integrirane zbirke znanja genetskih povezav in sorodnih informacij epidemiologije
Cloveskega genoma. Gene Prospector je bioinformacijsko orodje za razvr$éanje, rangiranje
in prikaz informacij o genih v povezavi s ¢loveskimi boleznimi, dejavniki tveganja in
drugih fenotipov. Iskalni pojmi lahko vkljucujejo bolezni, dejavnike tveganja in fenotipe.
Orodje je prosto dostopno na naslovu URL.:

http://www.hugenavigator.net/HUGENavigator/geneProspectorStartPage.do.

PGMapper (http://www.genediscovery.org/pgmapper/index.jsp) je programsko orodje za
samodejno usklajevanje fenotipa z geni iz dolo¢ene genomske regije ali skupine podanih
genov (Xiong in sod., 2008). Zdruzuje podatke o0 genomskih lokacijah genov iz
podatkovne zbirke Ensembl in informacije o funkciji genov iz zbirk OMIM in PubMed
(slika 4). Orodje je bilo izdelano leta 2008 in je bilo do junija 2013 Stirikrat posodobljeno.
Trenutna verzija orodja PGMapper omogoc¢a iskanje kandidatnih genov za 43 vrst,

vkljuéno z rastlinami.
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QTL Bolezni Mikromreze

Genomske lokacije

PGMapper
genov
Ensembl

12 results found, displaying 1 to 12 “« «» w20
PubMed Ensembl Accession Symbol PubMed Hits Result Set Descnption

1 INSMUSG00000026200 Oer 19 it daty deserin

2 (NSMUSG0000003%197 Fev 14 visy data FEV (ETS oncogene family)

3 MUSG 10653 " wiax data Indian hedgehog

4 ENSMUSGO0000026321 Tofrsfils 4 yiax data tumor necrotis factor receptor superfamiy, membar 118

S ENSMUSG0000002622% Pam 3 wisx data dyigh alpha-amid %

¢ ENSMUSG00000026170 Cyp2Tet 3 vite date cytochrome P430, family 27, subfamily », polypeptide 1

7 N 4 26224 Nd 2 view data nudeotin

¢ ENSMUSG00000037329 8d2 1 wiax date 8-cell leukemia/lymphoma 2

9 INEMUSG 2 Hdacs 1 yiaw dats histone descetylase 4

10 ENSMUSG00000073637 Hdact 1 wiaw data Nistone deacetylase ¢

11 ENSMUSGO00000261359 Ll : xite data HIV:1 Rev binding protein

12 (NEMUSGO0000022960 inha i e dats inhidin alpha

Slika 4: Tok informacij za iskanje kandidatnih genov z orodjem PGMapper (Xiong in sod., 2008)

Figure 4: Information flow of candidate gene search using PGMapper tool (Xiong et al., 2008)
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2.3 NEKODIRAJOCE RNA

V celici so poleg informacijske RNA (angl. messenger RNA; mRNA) tudi RNA, ki ne
kodirajo proteinov (ncCRNA). UdeleZene so v uravnavanje izraZzanja genov in predstavljajo
veCinski delez RNA v celici (Buckingham, 2003). V zadnjem desetletju Stevilo
identificiranih ncRNA strmo narasca, kar kaze na to, da naSe razumevanje zgradbe genoma
in komponent funkcionalnih mrez $e zdale¢ ni popolno (Costa, 2007). Znana je vloga
ncRNA v osnovnih celi¢nih procesih, kot so procesiranje RNA, uravnavanje izrazanja
genov med razvojem in diferenciacijo na transkripcijski, potranskripcijski in/ali
translacijski ravni, vendar je mnogo funkcij NcCRNA $e vedno neznanih (Bejerano in sod.,
2004; Mercer in sod., 2009). Geni, ki kodirajo ncRNA, se prepisejo v prepise, ki delujejo
kot strukturne, kataliticne ali regulatorne molekule RNA. Nekodirajoce RNA so lahko
vkljuCene v prevajanje RNA (ribosomska RNA in prenasalna RNA) ali izrezovanje
intronov iz prekurzorske mMRNA (majhna jedrna RNA), medtem ko imajo druge
sposobnost spreminjanja ostalih skupin ncRNA (Ferdin in sod., 2010). Nekodirajoce RNA
trenutno razvr§¢amo na podlagi dolzine na dolge ncRNA (angl. long non-coding RNA;
InNcRNA) in kratke ncRNA (Mercer in sod., 2009; Kunej in sod., 2012a) (slika 5). Trenutno
najbolj proucevani razredi kratkih ncRNA so: miRNA, mala interferencna RNA (angl.
small interfering RNA; siRNA), rasiRNA (angl. repeat-associated siRNA), mala jedrna
RNA (angl. small nucleolar RNA; snRNA), snoRNA, piRNA (angl. PIWI-interacting
RNA) in tasiRNA (angl. trans-acting SiRNA). Vedno ve¢ pozornosti so delezne tudi dolge
ncRNA. Med IncRNA spadajo zelo ohranjene genomske regije (angl. ultraconserved
regions; UCR), Air RNA (angl. antisense IGF2R RNA), Xist RNA (angl. X-inactive
specific transcript (non-protein coding)), velike medgenske ncRNA (angl. large intergenic

non-coding RNAs; lincRNA), telomerazne RNA in $tevilne druge.
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Slika 5: Razdelitev molekul ncRNA (prirejeno po Kunej in sod., 2012a). Air RNA: antisense IGF2R RNA,;
piRNA: PIWI-intreracting RNA, rasiRNA: repeat-associated siRNA; tasiRNA: trans-acting siRNA; Xist

RNA: X-inactive specific transcript RNA
Figure 5: Classification of ncRNA molecules (adapted from Kunej et al., 2012a). Air RNA: antisense IGF2R
RNA; piRNA: PIWI-intreracting RNA; rasiRNA: repeat-associated siRNA; tasiRNA: trans-acting siRNA,;
Xist RNA: X-inactive specific transcript RNA

2.3.1 Mala nukleolarna RNA (snoRNA)

Mala nukleolarna RNA pri sesalcih je nekodirajo¢a RNA dolzine 60-300 baznih parov
(Kiss-Laszlo in sod., 1996; Tollervey in Kiss, 1997; Weinstein in Steitz, 1999; Mattick in
Makunin, 2006). Kot pove ime samo, se SnoRNA nahaja v jedrcu (angl. nucleolus) in kot
posebna oblika snoRNA v Cajalovih telescih, to je mala za Cajalova telesca znac¢ilna RNA
(angl. small cajal body-specific RNA; scaRNA) (Tycowski in sod., 2009). Zanjo je
znacilno, da vodi nekatere kemijske spremembe nukleotidov drugih nekodirajo¢ih RNA.
Vecina snoRNA vodi spremembe po translaciji rRNA (angl. posttranslational
modifications). Te spremembe so pomembne za tvorbo ustreznih ribosomov (Decatur in
Fournier, 2002). Male nukleolarne RNA delimo v dva razreda: snoRNA C/D (angl. C/D
box snoRNA) (slika 6a) z zaporedjem C in D ter snoRNA H/ACA (angl. H/ACA box
snoRNA) (slika 6b) z zaporedjem H in elementom ACA (Williams in Farzaneh, 2012).



18

Jevsinek Skok D. Vloga genetske variabilnosti nekodirajo¢ih RNA pri nalaganju maScobe sesalcev.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Kratke zanke te elemente priblizajo drug drugemu in tako tvorijo male nukleolarne
ribonukleoproteine (angl. small nucleolar ribonucleoprotein; snoRNAP) (Kiss, 2001).
Male nukleolarne RNA so udelezene v dva razlicna tipa sprememb po translaciji:
zaporedje C/D tvori taréno mesto za 2'-O-metilacijo ribosomov (angl. 2'-O-ribosome
methylation), medtem ko zaporedje H/ACA tvori tarcno mesto za pretvorbo uridinov v
psevdouridine (Williams in Farzaneh, 2012). Pri sesalcih je vefina zapisov za snoRNA v
intronih gostiteljskih genov (Tycowski in sod., 1996; Smith in Steitz, 1998; Dieci in sod.,
2009). Vendar so snoRNA in miRNA mobilne, zato povezava inton-RNA evolucijsko ni
povsem stabilna (Hoeppner in sod., 2009). Mala nukleolarna RNA, ki se nahaja znotraj
intronov protein-kodirajo¢ih genov, se prepise v pre-mRNA gostiteljskega gena. Kot
posledica so tkivno specificne snoRNA, med katerimi so najbolj zanimive snoRNA,
specifine za mozgane. Proteini snoRNP se Ze v tej fazi vezejo na zaporedje snoRNA v
intronu. Med izrezovanjem intronov iz pre-mRNA se izrezejo tudi geni za SNORNA (slika
6¢). Mala nukleolarna RNA se po cksonukleoliticnem procesiranju preseli v Cajalovo
telesce, kjer poteka nadaljnje zorenje, od tam pa kot zrela snoRNA v jedrce, Kjer opravlja

svojo nalogo.
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Slika 6: Sekundarni struktura snoRNA. A) snoRNA C/D in B) snoRNA H/ACA ter C) sinteza SnoRNA pri
sesalcih (prirejeno po Williams in Farzaneh, 2012)
Figure 6: Secundary structure of snoRNA. A) snoRNA C/D and B) snoRNA H/ACA and C) synthesis of

snoRNA in mammals (adapted from Williams and Farzaneh, 2012)
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Glavna vloga snoRNA je enaka v vseh organizmih, v katerih je prisotna, vendar se tako
organizacija v genomu kot tudi strategija izrazanja genov za snoRNA med vrstami zelo
razlikuje. Geni za snoRNA se lahko prepisujejo neodvisno, imajo lasten promotor, ali pa so
v intronih drugih genov. Prepisovanje genov za SnoRNA znotraj intronov je lahko odvisno
ali neodvisno od izrezovanja le-teh. V obeh primerih se lahko pojavijo kot en sam gen ali
kot gru¢a ve¢ genov snoRNA (Chanfreau in sod., 1998; Petfalski in sod., 1998; Qu in sod.,
2001; Brown in sod., 2008). Izrazanje razli¢nih snoRNA se lahko zelo razlikuje glede na to
v intronu katerega protein-kodirajoCega gena se nahaja ter okoljskih ali drugih dejavnikov
(Dieci in sod., 2009). Evolucijsko se ohranjajo le geni, ki imajo visoko raven izrazanja,
zato snoRNA najdemo predvsem v intronih vzdrzevalnih genov (angl. housekeeping
genes), saj so se zaradi visoke ravni izrazanja izkazali za idealni gostiteljski gen za
snoRNA. Mutacije v snoRNA genih, epigenetsko utiSanje ali poviSano izrazanje teh genov
lahko privede do razli¢nih bolezni, kot so sindrom Prader-Willi, avtizem, multipla skleroza

in razli¢ne oblike raka.

2.3.2  Mikro RNA (MiRNA)

Mikro RNA so kratke nekodirajoc¢e molekule RNA dolzine 21 nukleotidov, katerih baze se
po transkripciji povezejo z mRNA. Vec¢ kot 30 % miRNA je povezanih z uravnavanjem
genov znotraj genoma c¢loveka. Geni za miRNA so priblizno 50-krat krajsi od genov, ki
kodirajo proteine. Za razliko od genov za snoRNA, geni za miRNA niso tako pogosto
zastopani v intronih drugih genov, vendar pa nekatere miRNA izvirajo iz prekurzorjev
snoRNA (Dieci in sod., 2009).

Zorenje manjSih molekul pri procesiranju snoRNA je lahko klju¢ do razumevanja vloge
snoRNA v celici. Ender (2008) je dokazal, da med procesiranjem zaporedja H/ACA
snoRNA ACA45 procesira 20-25 nukleotidov dolge molekule RNA, ki so podobne
miRNA, povezane s proteini Argonaut (AGO) in taréno specificne mRNA vkljuéno s
CDK11 v celici. Studije so pokazale, da se lanko zaporedja H/ACA (Scott in sod., 2009) in
zaporedja C/D (Ono, 2011) procesirajo v male RNA, nekaj tudi v miRNA. Procesiranje
snoRNA do funkcionalnih malih RNA, vkljuéno z miRNA, je lahko razlaga za njihove
regulatorne funkcije, vendar je o tem znanega premalo (Esquela-Kerscher in Slack, 2006;
Brameier in sod., 2011; Ono, 2011; Scott in Ono, 2011).
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Mikro RNA prepise RNA polimeraza II (RNA Pol II) ali polimeraza 111 (RNA Pol 111), kot
prekurzor molekule s kapo na 5' koncu in 3’ repom poli-A (slika 7). Ti daljsi prepisi genov
primarne miRNA (pri-miRNA) se zrezejo s pomocjo kompleksa DROSHA — DGCRS (pri
nekaterih vrstah znan tudi pod imenom Pasha), ki naredi zankasto strukturo — prekurzorsko
MIRNA (pre-miRNA) dolgo priblizno 70 nukleotidov. Encim DROSHA spada med
endonukleaze RNaze Ill, medtem ko je DGCRS8 vezavni protein, ki sluzi kot merilo za
mesto reza oddaljenega 11 nukleotidov od zanke. S tem se zakljuci prva faza procesiranja
miRNA, ki poteka v jedru. Eksportin-5 z GTP vezavnim proteinom Ran tvori jedrno
transportni kompleks, ki prenese pre-miRNA skozi jedrne pore v citoplazmo (Chu in Rana,
2007; Jeffrey, 2008).

Po prehodu pre-miRNA iz jedra v citoplazmo encim Dicer razreze pre-miRNA na
priblizno 22 nukleotidov dolge dvoverizne RNA molekule, ki jih imenujemo zrele miRNA
(angl. mature miRNA). Dicer je RNaza III, ki je bil prvotno odkrit v svoji vlogi utiSanja
genov, kjer procesira dolge dvoverizne RNA v siRNA in usmerja RNA-interferenco
(RNAI). Dicer se veze z vezavnim proteinom TRBP (angl. TAR RNA binding protein), kar
najverjetneje premosti iniciatorski in efektorski korak delovanja miRNA. Zrela miRNA je
vstavljena v ribonukleoproteinski kompleks - miRNP, ki je podoben kompleksu RISC
(angl. RNA-induced silencing complex), ki je efektor RNAi (Kim, 2005; Wienholds in
Plasterk, 2005; Taccioli in sod., 2009). Del zrele miRNA, 2-7 oz. 2-8 nukleotidov na 5'-
koncu miRNA, imenovano tudi obmoc¢je »seed«, je odgovoren za prepoznavanje in vezavo
miRNA na mRNA in s tem klju¢nega pomena za uravnavanje izrazanja tar¢nih genov (Sun

in sod., 2009).
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Slika 7: Model za biogenezo miRNA pri sesalcih (prirejeno po Wienholds in Plasterk, 2005)
Figure 7: A model for the miRNA biogenesis in mammals (adapted from Wienholds and Plasterk, 2005)

Spremembe v vzorcu izrazanja miRNA so lahko posledica polimorfizmov v genih za
miRNA, njihovih tar¢ah ali genih, ki kodirajo proteine sodelujo¢e v biogenezi miRNA
(angl. silencing machinery). lzraz miR-SNP se nanasa na polimorfizem v miRNA genu,
medtem ko miR-TS-SNP oznacuje SNP-je v tar¢nih mestih (angl. target sites; TS) za
vezavo miRNA na mRNA (Sun in sod., 2009). Polimorfizmi v genih za miRNA
spremenijo njihov zapis in s tem omogocijo, izni¢ijo ali zmanjSajo sposobnost vezave na

tar¢no mesto (Saunders in sod., 2007).
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2.3.3 Zelo ohranjene regije genoma (UCR)

O zaporedjih UCR, ki spadajo med dolge nekodirajo¢e RNA, je znanega zelo malo. Zelo
ohranjene genomske regije so definirane kot genomski odseki daljsi od 200 bp, popolnoma
ohranjeni med genomi ¢loveka, misi in podgane (Bejerano in sod., 2004). Do sedaj so jih
odkrili 481. Veliko teh regij kaze tudi veliko stopnjo ujemanja z genomi kokosi in psa (95-
99 %), mnoge so mo¢no ohranjene tudi pri ribah. Ceprav te regije predstavljajo majhen
delez genoma, naj bi imele pomembno vlogo pri uravnavanju genov. Pogosto se prekrivajo
z eksoni genov, ki so vklju€eni v procesiranje RNA, lezijo v intronih ali njihovi okolici, ki
so vpleteni v uravnavanje prepisovanja in razvoja. Znano je, da so UCR-ji razporejeni po
celotnem genomu; v genomu cloveka se nahajajo na vseh kromosomih, razen na
kromosomih 21 in Y. Glede na njihovo lokacijo UCR-je razdelimo v delno-eksonske (angl.
partly exonic), neeksonske (angl. non-exonic) in potencialno-eksonske (angl. possibly
exonic) elemente (Bejerano in sod., 2004). Visoka ohranjenost zaporedij $e ni nujno
kljuéna za preZivetje organizma. To S0 z delecijo Stirth UCR-jev pri misi dokazali Ahituv
in sodelavci (2007). Znotraj UCR-jev so pri ¢loveku nasli 31 polimorfizmov (Bejerano in
sod., 2004; Wojcik in sod., 2010; Shen in sod., 2011). Ti rezultati potrjujejo dejstvo, da so
UCR-ji mesta z zelo nizko stopnjo variabilnosti pri zdravi populaciji (Wojcik in sod.,
2010).

2.3.4 ncRNA povezane z nalaganjem masc¢obe

Polimorfizmi v miRNA (miR-SNP) vplivajo na bioloske funkcije miRNA in s tem na
uravnavanje genov, vkljuenih v Stevilne bioloSke poti, kot so: celicna smrt, celi¢na
proliferacija, odpornost na stres in metabolizem masc¢ob. Mikro RNA lahko povzrocijo
povisano ali znizano izrazanje tarénih protein-kodirajo¢ih genov z vezavo na njihove 3'-
UTR, 5-UTR, promotorske ali kodirajo¢e regije tarénih genov (Kunej in sod., 2012b).
Genske variabilnosti v miRNA tar¢ah, miRNA genih in genih, ki kodirajo proteine za
procesiranje miRNA prispevajo k razlikam v fenotipu (Mishra in sod., 2008). Georges in
sod. (2007), te genske variabilnosti povezujejo z dovzetnostjo za bolezni in proizvodnimi
lastnostmi. Polimorfizmi v genih za miRNA lahko vodijo v pridobitev ali izgubo funkcije
mMIiRNA, kar je odvisno od tega ali delujejo na vezavno mesto za miRNA, ga generirajo ali
degenerirajo. V predhodnih raziskavah so bile izmed ncRNA z nalaganjem mascobe

direktno povezane le miRNA (Romao in sod., 2011). Mikro RNA uravnavajo izrazanje
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genov in igrajo kljuéno vlogo pri razli¢nih bioloskih procesih, kot so: diferenciacija celic,
proliferacija, celicna smrt, metabolizem in energetska homeostaza (Bao in sod., 2011).
Stevilne $tudije potrjujejo vpliv miRNA tudi na uravnavanje diferenciacije adipocitov
(Esau in sod., 2004; Kajimoto in sod., 2006; Georges in sod., 2007; Ortega in sod., 2010).
Med kratkimi ncRNA so bile v povezavi s PWS z debelostjo posredno povezane le Se
snoRNA (Sahoo in sod., 2008; de Smith in sod., 2009), morebitna vpletenost ostalih
ncRNA v razvoj debelosti $e ni poznana. Izrazanje 21-ih miRNA je v popolnoma
diferenciranih adipocitih modulirano deveti dan in ne v zgodnjih fazah diferenciacije, kar
kaze na to, da lahko miRNA modulirajo funkcijo adipocitov po diferenciaciji, ne da jo
sprozijo. Delecija miR-14 pri D. melanogaster (dme-miR-14) je povzrocila povisanje ravni
triacilgliceridov in diacilgliceridov, medtem ko ima poviSano $tevilo kopij miR-14 obraten
ucinek. Iz tega lahko sklepamo, da bi bile miRNA lahko vklju¢ene v uravnavanje
metabolizma mascobe, vendar gena, Ki bi ustrezal dme-miR-14 v genomu sesalcev $e niso

nasli.

Z namenom, da bi odkrili miRNA, pomembne med diferenciacijo adipocitov, so
protismerne oligonukleotide (angl. antisense oligonukleotides; ASO), ki ciljajo 86
Cloveskih miRNA transficirali v kultivirane ¢loveske pre-adipocite in ocenili njihovo
sposobnost modulacije adipocitov. Z inhibicijo miRNA v pre-adipocitih z uporabo
oligonukleotidov ASO v kombinaciji z analizo izraZanja miRNA v diferencirajocih se
adipocitih je bila odkrita ena miRNA; miR-143, ki ima funkcijo spodbujanja diferenciacije
adipocitov (Esau in sod., 2004; Xie in sod., 2009). Analize so pokazale, da je med
diferenciacijo adipocitov rahlo povecano izraZanje dveh razredov miRNA, miR-143 in
druZine miR-17/92. Inhibicija izraZzanja miR-143 z ASO povzroc¢i inhibicijo adipogeneze
in vitro, medtem ko ¢ezmerno izrazanje miR-143 nekoliko poveca tvorbo adipocitov in

vitro (Lin in sod., 2009).

Identifikacija miR-143, kot pomembnega regulatorja diferenciacije adipocitov kaze na to,
da so miRNA potencialne tar¢e zdravil za debelost in metabolne bolezni (Esau in sod.,
2004). Poleg omenjenega uravnavanja adipocitov, so miR-143 povezali Se s poveCanim
Stevilom pre-adipocitov (Kajimoto in sod., 2006), znizanim $tevilom mas¢obnih celic
(Ortega in sod., 2010), debelostjo (Takanabe in sod., 2008) ter povecano tvorbo mas¢obnih

celic (Lin in sod., 2009). Pri vretencarjih sta miR-375 in miR-376, ki se izrazata v f3-
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celicah trebusne slinavke vkljuceni v kontrolo izlo¢anja inzulina. Ohranjena miR-1 ima
mocan vpliv na miSi¢no diferenciacijo in misicno funkcijo pri nevretencarjih in sesalcih
(Lin in sod., 2009). Izrazanje miR-27 (MiR-27a in miR-27b) je bilo povisano v mas¢obnem
tkivu genetsko debelih ob/ob misi. Odkrili so, da sta na uravnavanje izrazanja miR-27
vplivala tudi okoljski stres in pomanjkanje kisika. Podatki kazejo, da je miR-27 pomemben
negativni regulator adipogeneze in da ima pomembno vlogo v regulaciji funkcije mascevja

v povezavi z debelostjo (Lin in sod., 2009).

Genetske analize razvojnih okvar pri C. elegans in D. melanogaster so identificirale prve
miRNA in poudarile njihovo vlogo v razvoju. Kasnejsa identifikacija ve¢ine razvojnih
genov med miRNA tar¢ami pri rastlinah je potrdila njihovo kljuéno vlogo pri razvoju in
diferenciaciji. Studije razporeditve tarénih mest med Zivalskimi geni kaZejo, da imajo
zivalske miRNA dodatne funkcije (Georges in sod., 2007). Utisanje genov z miRNA se je
izkazalo kot kljucni regulator celi¢ne diferenciacije in homeostaze, ki pri metazojih zaseda
precejSen del zaporedja. Tudi ta del zaporedja je podvrzen svojemu delezu mutacij, od
katerih so nekatere selekcijsko nevtralne, druge ugodne in bolj pogosto nekoliko Skodljive.
Polimorfizmi, ki se pojavljajo v tem delu zaporedja, vsekakor prispevajo k fenotipskim
razlikam. Zanimiv primer, kako motnje izrazanja miRNA prispevajo k fenotipski
variabilnosti, je kalipigni fenotip (angl. callipyge phenotype)) hipertrofija miSic pri ovcah
pasme teksel (angl. Texel), na kromosomu 18 (Freking in sod., 2002; Georges in sod.,
2007).

2.3.5 Gostiteljski geni za ncRNA

Intronske MiRNA se izrazajo skupaj z mRNA gostiteljskih genov (angl. host genes), kar
kaze na uporabo skupnega prepisovalnega mehanizma (Baskerville in Bartel, 2005). V
doloc¢enih primerih se lahko zapisi za miRNA nahajajo tako v eksonu kot v intronu, kar je
odvisno od alternativnega izrezovanja iz gostiteljskega transkripta. En gostiteljski
transkript lahko vsebuje ve¢ prekrivajocih miRNA, ki tvorijo gruco, in se lahko izrezejo iz
istega primarnega transkripta. Vpliv dolzine gostiteljskega gena na Stevilo prekrivanj z
mMIiRNA geni $e ni znan. Ugotovili so, da se miRNA pogosteje nahajajo znotraj kratkih
gostiteljskih genov. Odlo¢ilni dejavnik pri soizrazanju miRNA in gostiteljskega gena je
evolucijska ohranjenost. Mikro RNA, ki so bile evolucijsko ohranjene so se obicajno

izrazale skupaj s svojimi gostiteljskimi geni, medtem ko so se miRNA, ki niso bile
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evolucijsko ohranjene, le redko izrazale skupaj z gostiteljskimi geni (He in sod., 2012). V
nekaterih primerih je lahko uravnavanje izrazanja miRNA dosezena z epigenskimi

spremembami regulatornih elementov gostiteljskega gena, ki se lahko nahajajo dale€ stran

od miRNA lokusa (Grady in sod., 2008).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Podatkovne zbirke in bioinformacijska orodja

Uporabili smo podatkovne zbirke in bioinformacijska orodja navedena v preglednici 1.

Preglednica 1: Seznam uporabljenih podatkovnih zbirk in bioinformacijskih orodij

Table 1: List of used databases and bioinformatics tools

Ime

|URL

| Uporaba

| Referenca

Podatkovne zbirke

AmiGO

http://amigo.geneontology.org/

povezava do genske
ontologije

(Carbon in sod.,
2009)

Affymetrix

http://www.affymetrix.com

podatki z DNA-
mikromreze za mi$

/

Animal Genome
Databases and Tools

http://www.animalgenome.org/

podatki z DNA-
mikromreZe za govedo
in prasica

(Groenen, 2013)

AnimalQTLdb http://www.animalgenome.org/ zbiranje QTL-ov (Hu in sod., 2007)
. analiza tar¢nih genov za | (Law in sod.,
DrugBank http://www.drugbank.ca/ MIRNA 2014)
analiza tar¢nih genov za (The ENCODE
ENCODE http://genome.ucsc.edu/ENCODE/ . & Project
miRNA .
Consortium, 2011)
zbiranje genomskih
Ensembl e74 http://www.ensembl.org lokacij polimorfizmov |/
in snoRNA genov
(Kanehisa in Goto,
KEGG! http://www.genome.jp/kegg/ analiza bioloskih poti 2000; Kanehisa in
sod., 2014)
MicroCosm Targets http://www.ebi.ac.uk/enright- analiza tar¢nih genov za | (Griffiths-Jones in
srv/microcosm/htdocs/targets/vs/ miRNA sod., 2008)

zbiranje genomskih

(Kozomara in

mlRB_gse http://www.mirbase.org/ podatkov za miRNA Griffiths-Jones,
(verzija 20)
gene 2014)
. . analiza tar¢nih genov za | (Xiao in sod.,
miRecords http://mirecords.umn.edu MIRNA 2009)
miRTarBase http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/ analiza tarcnih genov za (Hsu in sod., 2014)

miRNA

Mouse Genome
Informatics; MGl

http://www.informatics.jax.org/

zbiranje genotipskih
podatkov za inbridirane
linije misi

(Blake in sod.,
2014)

Mouse Phenome

zbiranje genotipskih in

(Grubb in sod.,

Database; MPD http://phenome.jax.org feno_tipskih po@atkq\vl.za 2009)
inbridirane linije misi

MySQL http://dev.mysql.com/ shranjevanje podatkov |/
preverjanje statusa

NCBI http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ validacije /

polimorfizmov

se nadaljuje
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nadaljevanje
Ime URL Uporaba Referenca
) http://www.integratomics- preverjanje lokusov za | (Kunej in sod.,
Obesity Gene Atlas time.com/fat_deposition nalaganje mas¢obe 2012c)
. analiza tar¢nih genov za | (Lewis in sod.,
TargetScan http://www.targetscan.org/ MIRNA 2005)
identifikacija UCR-jev -
LBJCSC Genome http://genome.ucsc.edu in dolo¢anje njihovih (Karolchik in sod.,
rowser . " 2014)
genomskih lokacij
Orodja
Ime URL Uporaba za: Referenca
CyTargetLinker http://apps.cytoscape.org/apps/cytarg | analiza tarénih genov (Kutmon in sod.,
etlinker za miRNA 2013)
Cytoscape http://www.cytoscape.org/ vizualizacija odnosov (Smoot in sod.,
med molekulami 2011b)
Ensembl/ http://www.ensembl.org/biomart zbiranje genomskih /
Biomart e74 podatkov za ncRNA
gene
Flash GViewer http://gmod.org/wiki/Flash_GViewer | grafi¢ni prikaz /
genomskih lokacij
lokusov
Gephi https://gephi.org/ prikaz odnosov med (Bastian in sod.,
molekulami in 2009)
lastnostmi
Gexf-JS Web https://github.com/raphv/gexf-js. spletni prikaz odnosov | /
Viewer med molekulami oz.
lastnostmi
JMP http://www.jmp.com/software/ analiza glavnih (SAS Institute
komponent Inc., 2010)
miRNA-SNiPer 3.0 | http://www.integratomics- analiza genetske (Jevsinek Skok in
time.com/miRNA-SNiPer variabilnosti miRNA sod., 2013)
genov
PhpMyAdmin www.phpmyadmin.net upravljanje z MySQL /
preko spleta
Primer 3 dolodanie zacetnih (Koressaar in
http://frodo.wi.mit.edu/primer3 . Je za Remm, 2007)
oligonukleotidov
PyCoGent http://pycogent.org/ identifikacija UCR-jev g(()glght in sod.,
http://www.sas.com/en_us/software/a - . (SAS Institute Inc.,
SAS/STAZ\T nalytics/stat.html asociacijska analiza 2011)
SERING software http://string-db.org funkcijska analiza gz(rf]n;gslcsh)m' n
The Haploview 4.2 | http://www.broadinstitute.org/ analiza vezavnega (Barrett in sod.,
neravnovesja 2005)
3 http://genome.ucsc.edu/cgi- oravnava zaporedij
UCSC/BLAT binr;hg%lat?command:stz?rt [)JCR P ! (Kent, 2002)

'KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, °STRING: Search Tool for the Retrieval of Interacting

Genes/Proteins; *UCSC: University of California, Santa Cruz;
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3.1.2 Podatki za asociacijsko analizo pri misi

Podatke za asociacijsko Studijo pri miSi smo pridobili iz podatkovne zbirke Mouse
phenome database (MPD) (Grubb in sod., 2009). Zbrali smo podatke za 17 inbridiranih
linij misi: 129S1/SvimlJ, A/J, AKR/J, BALB/cJ, C3H/HelJ, C57BL/6J, C57BL/6NJ,
CAST/EiJ, CBA/, DBA/2J, FVB/NJ, LP/J, NOD/ShiLt), NZO/HILt), PWK/PhJ,
SPRET/EIJ in WSB/EIJ (http://www.sanger.ac.uk/resources/mouse/genomes). Trenutni
nabor podatkov obsega meritve za ve¢ kot 3.500 lastnosti, izmerjenih pri inbridiranih
linijah misi. Izmerjene lastnosti so razdeljene v 32 skupin, in sicer: videz in barva kozuha,
obnasanje, klini¢na kemija, hematologija, lipidi, ksenobiotiki, sestava telesa, telesne
mascobne blazinice, telesna teza, velikost in rast, kosti, mozgani, rak, kardiovaskularni
sistem, poskodbe tkiv in celic, razvoj, uho, endokrini sistem, oko, zol¢nik, imunski sistem,
prednostno zauzivanje, ledvica, jetra, dolgozivost, metabolizem, miSice, ziv¢éni sistem,
nevrosenzorika, reprodukcija, dihalni sistem, spalni vzorci, vranica. lzmed 3.500
izmerjenih lastnosti smo izbrali 185, povezanih z zamas¢evanjem in rastjo. Med njimi smo
73 lastnosti izlocili, saj porazdelitev zanje ni ustrezala definiciji normalne porazdelitve.
Ostalih 112 lastnosti je razdeljenih v tri skupine: 75 lastnosti v skupino masa telesa,
velikost in rast, 35 lastnosti v skupino sestava telesa ter dve lastnosti v skupino mascobni
depoji. Najmanj meritev je bilo opravljenih za lastnost: "masa telesne mascobe, brez glave"
(52 meritev), medtem ko je bilo za lastnost "telesna masa na zacetku testa" izmerjenih 930
meritev (priloga A). Veclastnostno analizo smo izvedli med 924 polimorfizmi v zapisih za
NncRNA (247 v miRNA genih, 625 v snoRNA genih, 52 v UCR-jih) in 112 lastnostmi
zamasCevanja. V analizo smo zajeli lastnosti, izmerjene pri najmanj dveh inbridiranih

linijah misi, po liniji sta bila izmerjena vsaj dva osebka.

3.1.3 Vzorci goveda

Vzorce DNA slovenske avtohtone pasme cikasto govedo smo pridobili v okviru Javne
sluzbe nalog genske banke v Zivinoreji, ki jo z namenom ohranjanja zivalskih genskih
virov vodijo na Oddelku za zootehniko Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani (vodja
prof. dr. Dragomir Kompan). VVzorce goveda lisaste pasme smo pridobili v okviru projekta
ARRS mapiranja genoma (J4—9252 MAS za pitovne in klavne lastnosti pri kombiniranih

pasmah goveda, vodja prof. dr. Milena Kovac) iz preizkusa potomcev.
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Preglednica 2: Osnovne statistike za pitovne in klavne lastnosti pri lisastem govedu

Table 2: Descriptive statistics for growth and carcass traits in Simmental cattle

Lastnost Stevilo Srednja Standardni Minimum | Maksimum
vrednost | odklon

Masa loja 151 21,76 4,26 12,84 38,85
Masa mesa 151 123,26 10,74 101,09 152,85
Masa ob zakolu 152 651,91 43,5 550,00 760,00
Masa toplih polovic 152 365,57 28,43 302,00 445,00
Masa kit 151 3,86 0,7 2,42 8,02
Delez prednje Cetrti 151 42,98 1,06 40,17 45,53
Delez zadnje Cetrti 151 57,03 1,06 54,47 59,83
Delez loja 151 12,31 2,22 7,17 21,04
DeleZ mesa 151 69,67 2,15 62,19 74,17
Razmerje med mesom in lojem 151 5,88 1,26 2,96 10,22
Masa manjvrednih telesnih delov 151 37,83 2,07 32,44 42,78
Masa vecévrednih telesnih delov 151 65,15 1,24 62,49 68,67
DolZina trupa 152 140,2 3,66 128,00 149,40
Delez vedvrednih telesnih delov 151 56,4 1,13 53,30 59,70
Indeks konformacije 152 62,21 4,46 48,09 74,39
Klavnost 152 56,06 1,9 51,20 62,65
Masa prednje Cetrti 151 76,04 6,62 60,80 96,80
Masa zadnje Cetrti 151 100,83 7,6 85,10 121,50
Masa kosti 151 27,98 2,27 23,30 35,31
Prsna globina 152 41,95 1,87 34,40 48,80
Subjektivna ocena loja 152 7,72 1,12 3,00 12,00

Na razpolago smo imeli fenotipizirane druzine polbratov (152) ter njihovih ocetov (28)

(preglednica 2). Fenotipski podatki zajemajo naslednje lastnosti: dolzina trupa, prsna

globina, klavnost, indeks konformacije, masa kit in kosti, masa ob zakolu, masa toplih

polovic, masa in delez: prednje in zadnje Cetrti, mesa, loja, vecvrednih telesnih delov,

razmerje med mesom in lojem, subjektivna ocena loja. Z analizo glavnih komponent (angl.

Principal Components Analysis; PCA) smo definirali §tiri glavne komponente, ki smo jih

uporabili za asociacijsko analizo.
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3.2 METODE
3.2.1 Bioinformacijske metode
3.2.1.1 Razvoj genomskega atlasa za ncRNA

Za izdelavo genomskega atlasa za ncRNA "ncRNA Genomics Atlas" smo uporabili
oznacevalni jezik HTML (angl. HyperText Markup Language). Besedila v jeziku HTML
so zapisana v obliki datotek ASCII in jih uporabljamo za prikaz spletnih strani in drugih
informacij, ki jih je mogoce prikazati v spletnem brskalniku. Za opis predstavitve (videz in
obliko) spletne dokumentacije smo v jezik HTML vkljucili prekrivne sloge (angl.
Cascading Style Sheets; CSS). Atlas "ncRNA Genomics Atlas" je dostopen na naslovu

URL.: http://www.integratomics-time.com/ncRNA_genomics_atlas.

e Za izdelavo spletnih aplikacij za prikaz parov ncRNA/HG in rezultatov asociacijske
Studije pri misi smo uporabili skupek odprtokodne programske opreme (LAMP), ki
vsebuje Stiri tehnologije (Linux, Apache, MySQL in PHP). S programskim orodjem
PhpMyAdmin smo podatke za aplikacijo uvozili v relacijsko podatkovno zbirko
MySQL.

e Za prikaz genomske porazdelitve lokusov smo uporabili orodje Flash GViewer, ki je
namenjeno prikazu genomskih lokacij pri katerikoli vrsti, saj omogoc¢a vnos podatkov o
Stevilu in dolzini kromosomov. V obliki animiranega prikaza smo na genske karte za
mis, govedo in prasica razporedili dve vrsti lokusov: 1. lokuse oznacene s puscico, za
prikaz genov ali SNP-jev in 2. lokuse oznacene z vzdolzno ¢rto, za prikaz QTL-ov. Na

shemi smo lokuse razli¢no obarvali in jih oznacili z imeni.

e Za prikaz proteinskih interakcij (angl. protein-protein interactions; PPI) ter grafi¢ni
prikaz povezav med polimorfizmi v ncRNA in lastnostmi zamas¢evanja pri misi smo

uporabili orodje Gephi ter vticnik "Gexf-JS Web Viewer".

3.2.1.2 Analiza genomske razporeditve ncCRNA pri misi, govedu in prasi¢u

Genomske podatke 0 ncRNA in njihovih gostiteljskih genih smo pridobili iz podatkovnih
zbirk: Ensembl e74, UCSC Genome Browser in miRBase (preglednica 1). Za identifikacijo
genomskih lokacij UCR-jev pri govedu in pra$ic¢u ter dolocitev novih genomskih lokacij

pri misi glede na trenutne verzije genoma smo uporabili bioinformacijsko orodje
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UCSC/BLAT. Polimorfizme znotraj UCR-jev smo iskali s pomoc¢jo Python-ove knjiznice
PyCoGent. Rezultat smo ro¢no preverili z orodjem Biomart €74. Polimorfizme v snoRNA
smo poiskali z orodjem Biomart e74. Genetsko variabilnost miRNA smo preverili s prosto
dostopnim orodjem miRNA-SNiPer 3.0 (Jevsinek Skok in sod., 2013).

Preverili smo prekrivanje genomskih lokacij zapisov za ncRNA in SNP-je s komercialnih

DNA-mikromrez (angl. DNA-microarray):
- "Mouse Diversity Genotyping Array" (Affymetrix, ZDA) za mis,
"Bovine HD 770K" (Illumina, ZDA) za govedo in
"Pig 60K SNP" (Illumina, ZDA) za prasica.

Podatke z DNA-mikromreze za mis§ "Mouse Diversity Genotyping Array" smo pridobili na
uradni spletni strani podijetja Affimetrix (http://www.affymetrix.com/) ter za govedo in

pra$ica na spletni strani "Animal Genome Databases and Tools".

3.2.1.3 Analiza prekrivanj genomskih lokacij zapisov ncRNA z lokusi za kvantitativne
lastnosti

Genomske lokacije ncRNA pri govedu in prasi¢u smo prekrili z lokacijami lokusov za
kvantitativne lastnosti. 1z podatkovne zbirke AnimalQTLdb smo pridobili 8.305 QTL-ov
za 467 razli¢nih lastnosti pri govedu in 9.862 QTL-ov za 653 razli¢nih lastnosti pri prasicu.
Za mi§ smo iz podatkovne zbirke MGI pridobili 1.332 QTL-ov za 190 lastnosti. V
specializiranem delu genomskega atlasa smo ncRNA gene prekrili s QTL-i za rast in
nalaganje mascobe pri misi (preglednica 3) ter za pitovne in klavne lastnosti pri govedu

(preglednica 4) in prasicu (preglednica 5).

Preglednica 3: Kvantitativni lokusi za rast in nalaganje mas¢obe pri misi
Table 3: Quantitative trait loci for growth and fat deposition in mouse
Lastnost QTL

telesna masa | "Body weight", "Early growth adjusted”, "Early growth"”, "Weight 10 weeks", "Weight 3
in rast weeks","Weight 6 weeks"

debelost "Diet-induced obesity", "Obesity", "Obesity resistance", "Type 2 diabetes modifying"
mascobni "Epididymal fat pad weight", "Epididymal fat percentage", "Subcutaneous fat pad
depoji percentage"”, ""Subcutaneous fat pad weight"
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Preglednica 4: Kvantitativni lokusi za rast in nalaganje mas¢obe pri govedu

Table 4: Quantitative trait loci for growth and fat deposition in cattle

Lastnost QTL

telesna masa | "Body size", "Body weight", "Body weight (18 months)", "Body weight (birth)", "Body

in rast weight (initial)", "Body weight (mature)”, "Body weight (mean)", "Body weight
(slaughter)”, "Body weight (weaning)", "Body weight (yearling)", "Body weight at
castration", "BWF scaled by BWI", "Carcass weight",

mas$¢obni "Fat melting point", "Fat percentage", "Fat thickness at the 12th rib", "Fat trim yield",

depoji "Fat weight", "Intramuscular fat", "Kidney fat weight", "Kidney", "Pelvic and heart fat
percentage”, "Kidney, pelvic, and heart fat weight", "Marbling score", "Marbling score
(EBV)", "Meat fat content".

Preglednica 5: Kvantitativni lokusi za rast in nalaganje mascobe pri prasi¢u

Table 5: Quantitative trait loci for growth and fat deposition in pig

Lastnost QTL

telesna masa | "Body weight”, "Body weight (10 weeks)", "Body weight (13 weeks)", "Body weight (15

in rast weeks)”, "Body weight (16 days)”, "Body weight (17 weeks)”, "Body weight (19
weeks)", "Body weight (21 weeks)", "Body weight (22 weeks)"”, "Body weight (25
weeks)", "Body weight (3 weeks)", "Body weight (30 weeks)", "Body weight (34
weeks)", "Body weight (46 days)", "Body weight (5 weeks)", "Body weight (birth)",
"Body weight (end of test)", "Body weight (slaughter)”, "Body weight (weaning)",
"Body weight linear", "Carcass fat-free weight", "Carcass weight (cold)", "Carcass
weight (hot)", "Carcass width (minimum)", "Fat area percentage in carcass", "Fat
percentage in carcass”, "Fat protein content", "Half carcass weight",

raven "Cholesterol level”, "Cholesterol level in meat", "HDL cholesterol”, "HDL/LDL ratio"

holesterola

mascoba "Abdominal fat percentage"”, "Abdominal fat weight", "Adipocyte diameter"”, "Average

backfat thickness", "Backfat (13 weeks of age)”, "Backfat (17 weeks of age)", "Backfat
(22 weeks of age)”, "Backfat (40 kg live weight)", "Backfat (60 kg live weight)"”,
"Backfat (average) thickness - by Fat-O-Meater"”, "Backfat (average) thickness -
ultrasound”, "Backfat above muscle dorsi”, "Backfat at first rib”, "Backfat at last
lumbar”, "Backfat at last lumbar (14 weeks)", "Backfat at last rib", "Backfat at last rib
(10 weeks)", "Backfat at last rib (13 weeks)", "Backfat at last rib (16 weeks)", "Backfat
at last rib (19 weeks)", "Backfat at last rib (22 weeks)", "Backfat at last rib (26 weeks)",
"Backfat at mid-back", "Backfat at P2 position", "Backfat at rump", "Backfat at tenth
rib", "Backfat at tenth rib (10 weeks)", "Backfat at tenth rib (13 weeks)", "Backfat at
tenth rib (16 weeks)", "Backfat at tenth rib (19 weeks)", "Backfat at tenth rib (22
weeks)", "Backfat between 3rd and 4th last ribs", "Backfat between 6th and 7th ribs",
"Backfat between the last 3rd and 4th lumbar", "Backfat linear at last rib", "Backfat
linear at tenth rib", "Backfat percentage”, "Backfat thickness (EBV)", "Backfat
thickness between 3rd and 4th rib", "Backfat weight”, "Bacon depth”, "Fat to meat
ratio”, "Fat weight (total)", "Fat-cuts percentage"”, "Ham fat percentage”, "Ham fat
thickness", "Ham fat weight", "Ham meat weight", "Ham percentage”, "Ham weight"

3.2.1.4 Nadgradnja in izdelava orodij za iskanje polimorfizmov v ncRNA genih

Genomske podatke za ncRNA gene smo prenesli v relacijsko podatkovno zbirko MySQL.

S pomocjo skripte, napisane v skriptnem jeziku Perl smo izvedli poizvedbe po relacijski

zbirki glede na uporabnikov vnos v uporabniski vmesnik. Spletni aplikaciji sta dostopni na

naslovih URL: http://www.integratomics-time.com/snorna-sniper (SnoRNA SNiPer) in

http://www.integratomics-time.com/ucr-sniper (UCR SNiPer).




34

Jevsinek Skok D. Vloga genetske variabilnosti nekodirajo¢ih RNA pri nalaganju maScobe sesalcev.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Predhodno razvito bioinformacijsko orodje miRNA SNiPer 1.0 smo dopolnili z
genomskimi podatki glede na zadnje ujemajoce se verzije genoma pri 16 vrstah: ¢lovek
[GRCh37], Simpanz [PanTro2.1], prasi¢ [Sscofa9], konj [EquCab2], mi§ [GRCm38],
oposum [MONDOMS5], kljuna§ [OANAS], podgana [RGSC3.4], kokos [WASHUC2],
avstralski zebrasti $¢inkavec [taeGut3.2.4], riba napihovalka [Tetraodon8], zebrica [Zv9],
orangutan [PPYG2], makak [MMUL1.0], govedo [UMD3.1] in vinska musica [BDGP5.0]
(Jevsinek Skok in sod., 2013).

3.2.1.5 Funkcijska analiza ncRNA genov in njihovih gostiteljskih genov

Med 1.551 protein-kodirajoc¢imi geni in 221 miRNA geni v genomskem atlasu za
nalaganje mascobe "Obesity Gene Atlas" (Kunej in sod., 2012c) smo preverili, kateri
lokusi (MIRNA, HG ali pari ncRNA/HG) so predhodno ze bili povezani z nalaganjem

mascobe.

Za analizo povezav gostiteljskin genov za ncRNA gene z 1) gensko ontologijo, 2)
bioloskimi potmi in mrezami pri misi, govedu in prasi¢u smo uporabili podatkovno zbirko
STRING 9.1 s pripadajo¢im orodjem. Orodje podatkovne zbirke STRING 9.1, zdruzuje
informacije o interakcijah iz presnovnih poti, kristalnih struktur, eksperimentov vezave in
razmerij zdravilo — tar¢a (Franceschini in sod., 2013). Rezultati so razvr$¢eni po p-
vrednosti, ki je izraCunana na podlagi hipergeometricne distribucije in Korigirana z
Bonferroni korekcijskim faktorjem. Za grafi¢ni prikaz proteinskih interakcij med proteini,
ki jih kodirajo gostiteljski geni za ncRNA gene, smo uporabili orodje Gephi (Bastian in
sod., 2009).

3.2.1.6 Dolocanje tar¢nih genov za miRNA pri misi

Tar¢ne gene za polimorfne miRNA pri misSi smo poiskali in prikazali v mreZi interakcij z
vticnikom CyTargetLiner za orodje Cytoscape. Vti¢nik CyTargetLinker omogoca
vkljucevanje elementov v mrezi, ki jo naredi uporabnik v regulatorne interakcijske mreze
(angl. regulatory interaction networks; RegINs). Te mreze vsebujejo podatke zbrane iz
zbirk: DrugBank, ENCODE, MicroCosm, TargetScan, miRecords in miRTarBase.
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3.2.2 Molekularno-genetske metode

Izolacijo DNA iz miSi¢nega tkiva lisastega goveda smo izvedli s kompletom reagentov
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Nemcija), medtem ko smo DNA iz semena bikov
izolirali s fenolno ekstrakcijo. Genotipizacijo smo izvedli s sekvenciranjem po Sangerju.
Zacetne oligonukleotide smo izbrali s programskim orodjem Primer3 (preglednica 6).
Delovno raztopino zacetnih oligonukleotidov (10 pm/ul) smo pripravili iz zalozne
raztopine (angl. stock) 250 pm/ul. Verizne reakcije s polimerazo smo izvedli pod
temperaturnimi  pogoji, prikazanimi na sliki 8. Temperature prileganja zacetnih
oligonukleotidov so prikazane v preglednici 6. Po PCR smo produkt odistili po protokolu
proizvajalca (Applied Biosystems, ZDA). Nukleotidno zaporedje smo ugotavljali s

kapilarno elektroforezo Genetic Analyzer 3130xI (Applied Biosystems, ZDA).

35 ciklov
94°C 94°C
72°C 72°C
5 min 30s \ Py
Ta 1 min 7 min
30s
4°C

Slika 8: Temperaturni pogoji za PCR. Ta; temperatura prileganja zacetnih nukleotidov

Figure 8: Temperature conditions for PCR. Ta; annealing temperature

Preglednica 6: Zacetni oligonukleotidi za verizno reakcijo s polimerazo (PCR)

Table 6: Primers for polymerase chain reaction (PCR)

Oznaka Nukleotidno zaporedje Ta

bta-mir-2313-F 5'-GCACAGACTCTCAGCCACTG-3' 59 °C
bta-mir-2313-R 5'-CTGACTGAGGCTCTCGCTCT-3' 59 °C
bta_seed_2489-F 5-TGCTTCTGGCCAATAAATCC-3' 56 °C

bta_seed_2489-R 5-CCTCAGAGGATGCCAGTGAT-3' 56 °C
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3.2.3 Statisti¢ne metode

Vpliv polimorfnin ncRNA genov na nalaganje mascCobe in rast smo preverili pri

inbridiranih linijah misi in lisastem govedu. Potek zbiranja genotipskih in fenotipskih

podatkov za asociacijsko analizo je prikazan na sliki 9.

A)
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(178 polbratov, 31 ocetov)

o~

(" Izolacija DNA )
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ncRNA

N

Asociacijska analiza

Vit = W+ Gy + Ln_]Jr S + Ctijkl
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Slika 9: Shema poteka statisti¢nih analiz za govedo (A) in mi§ (B)

Figure 9: Workflow of statistical analysis for cattle (A) and mouse (B)
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3.2.4 Analiza vpliva polimorfizmov v ncRNA genih na lastnosti zamascevanja pri
inbridiranih linijah misi

Pri inbridiranih linijah misi smo analizirali vpliv polimorfizmov v ncRNA genih na

lastnosti nalaganja mas¢obe. Informacije pridobljene iz podatkovne zbirke MPD smo

statisticno obdelali z veclastnostno analizo s statisticnim paketom SAS/STAT (SAS

Institute Inc., 2011) in pri tem uporabili slede¢i model:

Yiijki = b+ Gy + Lij+ Sw + €iji 1)
Kjer yij predstavlja opazovano lastnost; p:=srednja vrednost za lastnost; Gi= SNP
(i = 1-951); Lg= ugnezden vpliv linija (i =1-17) znotraj genotipa (j =1, 2); Sw= spol

(k =m, ) in egjq= ostanek.

Za polimorfizme v ncRNA genih pri misi smo izrac¢unali frekvence alelov in informacijsko
vrednost polimorfizma (angl. Polymorphism Information Content; PIC) ter jih glede na
stopnjo informativnosti, razdelili v pet razredov (preglednica 7). Vrednost PIC smo

izracunali po naslednji matemati¢ni formuli:

k
PIC=1- Zpiz
i=1
)

kjer k predstavlja Stevilo alelov in p; pogostost i-tega alela (Nei, 1972; Anderson in sod.,
1993).

Preglednica 7: Razdelitev informacijskih vrednosti polimorfizmov (PIC) glede na stopnjo informativnosti

Table 7: Classification of polymorphism information content (PIC) according to the degree of informativity

Razred PIC Vrednost Stopnja informativnosti
1 0,10-0,20 zelo nizka

2 0,21-0,30 nizka

3 0,31-0,40 srednja

4 0,41-0,45 visoka

5 <0,45 zelo visoka

Razvili smo indeks za razvr$¢anje lokusov po prioriteti (angl. locus prioritization index;
LPI), ki smo ga izracunali z vsoto produktov med relativnimi tezami (w;) in vrednostmi po
I-tih kriterijih. Upostevali smo §tiri kriterije: 1. Stevilo linij misi, pri katerih so bile lastnosti
izmerjene (w = 0,4), 2. vrednost PIC (w = 0,3), 3. delez povezav polimorfizma z lastnostmi

za nalaganje mascobe (w = 0,2) in 4. oceno razlik med aleloma (w = 0,1).
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3.2.5 Analiza vpliva polimorfizmov v miRNA genih na pitovne in klavne lastnosti
pri govedu

Vezavno neravnovesje (angl: linkage disequilibrium; LD) za S§tiri polimorfizme v
bta-mir-2313 genu smo analizirali s programskim orodjem The Haploview 4.2 (Barrett in
sod., 2005). S programskim orodjem JMP (SAS Institute Inc., 2010) smo v analizi glavnih
komponent definirali S$tiri glavne komponente, s katerimi smo preverili vpliv
polimorfizmov v miRNA genih na pitovne in klavne lastnosti. Asociacijsko analizo smo
izvedli s statisticnim paketom SAS/STAT (SAS Institute Inc., 2011), pri tem smo uporabili
sledec¢i model:

Vija = He + St + Gy + b(Xeje — X) + Suc + €xijia 3)
Kjer yija predstavlja glavno komponento; p: srednjo vrednost za lastnost; Si sezono
(1=1-7);GSNP (j =1 - 4), Xqjk Starost, sy oceta (k = 1 - 31) in egjq ostanek.
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4 REZULTATI

Izdelali smo genomski atlas za proucevanje ncRNA genov "ncRNA Genomics Atlas”, ki je
prosto dostopen na naslovu URL: http://www.integratomics-
time.com/ncRNA_genomics_atlas (slika 10). Atlas smo razdelili na splo$ni del in
specializirani del za nalaganje maS¢obe (slika 11). V splosnem delu smo z integracijo
znanih genomskih podatkov izdelali zbirko znanja za ncRNA gene, ki smo jo uporabili v
nadaljnjih analizah za proucevanje vloge ncRNA v genomu. Na podlagi zbranih podatkov
in opravljenih analiz smo razvili specializirani del "ncRNA Obesity Atlas"; spletno mesto
za proucevanje vloge genetske variabilnosti ncRNA genov pri nalaganju mascobe sesalcev.
Genomski atlas je zasnovan tako, da ga je mozno dopolnjevati z novimi razredi ncRNA in

fenotipskimi podatki tako v splosnem kot tudi specializiranem delu.

Home ncRNA Genomics Atlas ncRNA Obesity Atlas Tools About the Project
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Slika 10: Vhodna stran genomskega atlasa ncRNA "ncRNA Genomics Atlas"
Figure 10: The entry page of ncRNA Genomics Atlas
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Slika 11: Grafi¢ni povzetek razvoja genomskega atlasa "ncCRNA Genomics Atlas"

Figure 11: Graphical abstract of "ncRNA Genomics Atlas"development

4.1 SPLOSNIDEL GENOMSKEGA ATLASA "ncRNA GENOMICS ATLAS"

40

V splosnem delu genomskega atlasa”"ncRNA Genomics Atlas™ smo izdelali zbirko znanja z

ncRNA geni, njihovimi gostiteljskimi geni in polimorfizmi. Podatkovno zbirko smo

uporabili za izpis kataloga parov ncRNA/HG, izdelavo genskih kart, analizo vpletenosti

gostiteljskih genov v bioloske in celi¢ne procese, molekularne funkcije, bioloske poti in

proteinske interakcije.
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4.1.1 lzdelava zbirke znanja z ncRNA geni, njihovimi gostiteljskimi geni in
polimorfizmi

Zbirko znanja z geni za ncRNA, gostiteljskimi geni in polimorfizmi smo izdelali na
podlagi zadnjih verzij genomskih brskalnikov. Pri treh zivalskih vrstah smo zbrali 7.213
genov za ncRNA, ki se prekrivajo s 1.089 protein-kodirajo¢imi geni in imajo v genskem
zapisu 1.784 polimorfizmov (preglednica 8). Podatke za genomske lokacije miRNA in
snoRNA genov smo pridobili iz podatkovnih zbirk, medtem ko smo jih za UCR-je
pridobili iz literature (Bejerano in sod., 2004). Genomske lokacije UCR-jev so znane le za
Cloveka, zato smo poravnali 481 genomskih zaporedij znanih UCR-jev pri ¢loveku z
genomi misi, goveda in praSica. V genomu mi$i Smo nasli popolno ujemanje vseh 481
zaporedij, pri govedu 359 in pri prasicu 267 zaporedij ter jim dolocili genomske lokacije.
Pri govedu je bilo 461 UCR-jev v primerjavi z genomom c¢loveka, miSi in podgane
ohranjenih vsaj 99 %, pri prasi¢u je takSnih regij 426, medtem ko je samo devet regij

ohranjenih manj kot 95 %.

Preglednica 8: Vsebina zbirke znanja za ncRNA
Table 8: The content of ncRNA knowledge base

Vrsta zivali  Razred ncRNA  St. genov za ncRNA St. parov ncRNA/HG St. SNP-jev v genih za

ncRNA

miRNA 1.908 265 247

Mis snoRNA 1.603 275 625
UCR 481* 107 52

miRNA 783 254 84

Govedo snoRNA 846 222 316
UCR 359* 77 139

miRNA 326 64 3

Prasi¢ SNORNA 640 163 309
UCR 267* 74 9

*: $tevilo UCR-jev, ki se 100 % ujemajo z zaporedji pri ¢loveku

4.1.1.1 Gostiteljski geni za ncRNA gene pri misi, govedu in prasicu

Genomske lokacije zapisov za ncRNA smo prekrili z lokacijami za gostiteljske gene. Med
gostiteljskimi geni za ncRNA smo nasli psevdogene, procesirane prepise brez proteinskega
produkta, protein-kodirajo¢e gene in gene za NncRNA (slika 12). Pri misi je intragenskih
ncRNA 19 % (761/3.992), pri govedu 14,5 % (288/1.988) in pri prasicu 18 % (225/1.233).
Najvec gostiteljskih genov pri vseh treh vrstah je protein-kodirajo¢ih genov. V nadaljnje

analize smo vkljucili gostiteljske gene, ki kodirajo proteine, zato smo pri misi izlocili
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protismerno orientirane gene, psevdogene, procesirane prepisi brez proteinskega produkta

in gene za druge ncRNA.

Pri govedu smo izlocili tri gene za snoRNA, Ki so se prekrivali z miRNA in so v zbirko

znanja ze vkljuceni kot ncCRNA geni. Pri prasicu se, glede na zadnje verzije genoma, geni

za ncRNA prekrivajo le s protein-kodirajo¢imi geni. V zbirki znanja je 1.501 par

ncRNA/HG. Med vsemi tremi Zzivalskimi vrstami je enakih 11 gostiteljskih genov za
NcRNA, in sicer Ddx39b, Dnm2, Eef2, EImo3, Fafl, Myh7b, Nop58, Phb2, Prpf39, Tnpo2

in Zranb2. Med govedom in misjo je enakih 40, prasi¢em in mi§jo 56 in med govedom in

prasi¢em 26 gostiteljskih genov.

Mis
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45
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Slika 12: Stevilo ncRNA genov in njihovih gostiteljskih genov pri misi, govedu in prasi¢u

Figure 12: Number of ncRNA genes and their host genes in mouse, cattle and pig
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Katalog parov ncRNA/HG smo v genomski atlas za ncRNA dodali v obliki spletne
aplikacije  (http://www.integratomics-time.com/ncRNA_genomics_atlas/catalogue.html).
Uporabnik oznaci Zivalsko vrsto in v iskalno polje vnese simbol za ncCRNA ali gostiteljski
gen (slika 13). lzpis v obliki kataloga poda naslednje informacije: simbol in
identifikacijsko Stevilko, razred oz. tip ter genomske lokacije ncRNA gena in njegovega

gostiteljskega gena ter zivalsko vrsto.

Home ncRMA Genomics Atlas ncRMA Obesity Atlas Tools About the Project

Select species:
Mouse

U Cattle

O rig

AND

Search by ncRNA or host gene name (write entries in separate lines):

Result
Catalog of ncRNA host gene pairs
ncRNA ncRNA ncRNA Host gene Host gene .

ncRNA name ncRNA ID type ncRNA chr start end symbol Host gene ID type Host chr Host start Hostend Species
Gm26448  ENSMUSG00000064380 'snoRNA 9 120129351 120129553 Rpsa ENSMUSG00000032518 jprotein_coding 9 120127766 120132369 | mouse
Gm26447 ENSMUSG00000064382 |snoRNA 16 23111301 | 23111429 Eif4a2 ENSMUSG00000022884 protein_coding 16 23107444 23114136 mouse
Snora73a  |[ENSMUSG00000064387 [snoRNA 4 132352775(132352979 Rect ENSMUSG00000028896 jprotein_coding 4 132331919 132353605 | mouse
Rnu73b ENSMUSG00000064390 snoRNA 3 86140618 | 86140688 Rps3a1 IENSMUSGDDDUODZBUM pprotein_coding 3 .5613?940 86142702  mouse
48495155 | 4849528 s NSMUSG00000028334 lorotein_coding 5489248 | 465036 se

Slika 13: Vhodna stran in izpis spletne aplikacije za izpis kataloga parov ncRNA/HG
Figure 13: The entry page of the web application for ncRNA/HG pairs catalog output
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4.1.1.2 Analiza genetske variabilnosti ncRNA genov

Z namenom preveriti polimorfizme v genih za ncRNA, ki se nahajajo na komercialnih
DNA-mikromrezah smo proucili tri komercialne DNA-mikromreze, in sicer: "Mouse
Diversity Genotyping Array" za mis, "Bovine HD 770K" za govedo in "Pig 60K SNP" za
prasica. Preverili smo Stevilo znanih polimorfizmov v trenutnih verzijah genoma misi,
goveda in praSi¢a ter Stevilo polimorfizmov na komercialnih DNA-mikromrezah
(preglednica 9). Med polimorfizmi na mikromrezi pri misi je 76 SNP-jev v genih za
NncRNA: 17 v miRNA, 54 v snoRNA in pet v UCR-jih (priloga B). Med njimi se deset
NncRNA genov prekriva s protein-kodirajo¢imi geni, in sicer SNORD45B/Rabggtb,
GM26202/Rpl17, GM26495/Ptprb, GM26277/Pole, GM24401/Pcdhga9, GM23547/PHB?2,
SCARNA10/Ncapd2, mmu-mir-764/Htr2c, mmu-mir-3058/Nudt4 in mmu-mir-3062/Pfas.
Pri govedu je na mikromrezi 35 SNP-jev v genih za ncRNA: 27 v snoRNA in osem v
miRNA. Med njimi se Sest snoRNA in trije miRNA geni prekrivajo s protein-kodirajo¢im
genom: SNORD19/GNL3, SNORD14/RPS13, SNORA72/CTNNA2, SNORAG66/ATP1B1,
SNORA14/TOMM20, SCARNA7/KPNA4, bta-mir-874/KLHL3, bta-mir-2369/PTPRG in
bta-mir-2355/KLF7. Pri prasicu je med SNP-ji na DNA-mikromrezi SNP rs8089550, ki se
nahaja v genu za sSnoRNA SNORA70.

Preglednica 9: Stevilo znanih SNP-jev in SNP-jev na DNA-mikromreZah pri misi, govedu in pragi¢u
Table 9: The number of known SNPs and SNPs on DNA-arrays for mouse, cattle and pig

St. SNP-jev na DNA-

Vrsta Verzija St. SNP-jev | DNA-mikromreZa St. SNP:J evna .. | mikromreZi v ncRNA
genoma DNA-mikromrezi genih
Mis  |GRCh37 | 75.068.355 | Viouse Diversity 623.124 76

Genotyping Array

Govedo | UMD3.1 23.000.375 | Bovine HD 770K 840.032 35

Pragi¢ | Sscrofal0.2 28.719.264 | Pig 60K SNP 64.000 1
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4.1.2 Razvoj bioinformacijskih orodij za iskanje polimorfizmov v ncRNA genih

Za iskanje polimorfizmov v ncRNA genih smo do sedaj razvili tri orodja: miRNA,
snoRNA in UCR SNiPer. V okviru te naloge smo posodobili orodje miRNA SNiPer in

razvili dve novi orodji, in sicer SnoRNA in UCR SNiPer.

4.1.2.1 Nadgradnja bioinformacijskega orodja miRNA SNiPer

Prva verzija orodja miRNA SNiPer 1.0 je bila namenjena iskanju polimorfizmov v treh
regijah miRNA, in sicer pre-miRNA, zreli miRNA in obmo¢ju seed pri 13 vrstah
vretenéarjev (Zorc in sod., 2012). Orodje smo do sedaj trikrat posodobili skladno z novimi

verzijami podatkovnih zbirk Ensembl, miRBase in TargetScan (preglednica 10).

Preglednica 10: Primerjava verzij orodja miRNA SNiPer 1.0, 1.1, 2.0in 3.0
Table 10: The comparison of miRNA SNiPer versions 1.0, 1.1, 2.0 and 3.0

Verzija: Vrsta:
miRNA | Ensembl miRBase | TargetScan | stevilo | Vv vseh verzijah orodja samo v eni od
SNiPer miRNA SNiPer verzij orodja
miRNA SNiPer
10 64 18 5.2 13 | Clovek, Simpanz,
1.1 prasic, konj, mis, pes
67 oposum, kljunas,
2.0 (prasic 66) 18 5.2 13 podgana, kokos,
68 avstralski zebrasti orangutan,
3.0 oy 19 6.2 16 $¢inkavec, riba makak, govedo
(prasic 66) napihovalka in zebrica vinska muSica

Prvotno verzijo orodja miRNA SNiPer smo posodobili v verzijo 1.1 in ga uporabili za
izdelavo kataloga genetske variabilnosti miRNA pri kokoSi, prasicu, govedu in konju
(Jevsinek Skok in sod., 2012). Zadnja posodobljena verzija orodja (verzija 3.0) omogoca
iskanje polimorfizmov v miRNA za 16 Zivalskih vrst (slika 14), in sicer: ¢lovek, Simpanz,
prasi¢, konj, mi$, oposum, kljuna$, podgana, kokos, avstralski zebrasti $¢inkavec, riba
napihovalka, zebrica, orangutan, makak, govedo in vinska musica (Jevsinek Skok in sod.,
2013). Z uporabo orodja miRNA SNiPer smo izdelali katalog polimorfizmov v zreli
mMIRNA in regiji seed pri Stirih vrstah domacih zivali: govedo, kokos, konj in prasic. Opis
orodja, povezava do pripadajocih katalogov polimorfizmov v miRNA genih ter opis razlik
med verzijami (preglednica 10) so dostopni na http://www.integratomics-
time.com/miRNA-SNiPer/about.php.
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o
o - Integratomics TIME

miRNA SNiPer

miRNA SNiPer About Project Catalog

Select the species:  Human [GRCh37] v

Human GRChSi

- Mouse [GRCm38

Enter microRNA na Chicken [WASHUCZ]

Chimpanzee [PanTro2.1]
Cow [UMD3.1]
Fruitfly [EDGP5.0]
Horse [EquCab2]
Macaque [MMUL1.0]
Opossum [MONDOMB]
Orangutan [PPYG2]
Pig [Sscrofag)]
Platypus [OAMNASL]
Rat[RGSC34]
Tetraodon [Tetraodond]
Zebra Finch [taeGut3.2 4]
Zebrafish [Zv9]

Examples:
Human (eqg. hsa-mir-941-3),
Mouse (eg. mmu-mir-654)

Integratomics TIME

Slika 14: Zacetna stran orodja miRNA SNiPer 3.0
Figure 14: Home page of the miRNA SNiPer 3.0 tool
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Preglednica 11: Mikro RNA geni s polimorfizmi v zapisu za zrelo miRNA in obmo¢ju seed pri §tirih vrstah

domacih zivali (prasic¢, konj, govedo in kokog)

Table 11: MicroRNA genes with polymorphisms located within their mature and seed regions in four

livestock species (pig, horse, cattle and chicken)

Polimorfizmi v
zapisu za zrelo

e Vrsta . . :
[verzija genoma] | Gostiteljski gen za Orlentalt(:lja/ Polimorfne zrele m'RNAI‘.
o 5t. miRNA genov | MiRNA gene penomer@ MiRNA (odebeljeno
. . okacija oznadeni
o §t. polimorfizmov polimorfizmi v
regiji seed)
e Prasic¢ [Sscrofa9] F1SR76_PIG as/intron 10 ssc-miR-4334-3p | rs10719650
e 271 miRNA
e 545,950 ssc-miR-4334-5p | rs10719651
polimorfizmov
e Konj [EquCab2] medgenski - eca-miR-514 rs69481895
¢ 341 miRNA
¢ 1,163,258
polimorfizmov
medgenskKi - bta-miR-1260b rs134960452
o DOVIN SN 3 pra-mir-1291 rs110817643
medgenski - bta-miR-132 rs133988074
MIB1 as / intron 12 bta-miR-133a-2 rs137070651
TAGL2 s /intron 1 bta-miR-1584-3p | rs110121441
F1MBP1_BOVIN s /intron 1 bta-miR-1777b rs133532692
medgenski - bta-miR-2285m-4 | rs109856770
. . rs132885360
medgenski - bta-miR-2286 1s135512047
RIN2 s/intron 4 bta-miR-2305 rs135483577
GRAMD1B s /intron 2 bta-miR-2313-3p | rs41761413
MADD s /intron 14 bta-miR-2318 rs134638324
medgenski - bta-miR-2321 rs137731966
e Govedo [UMD3.1] | SF3B3_BOVIN s/ intron 20 bta-miR-2324 rs134817229
® 766 miRNA . . rs136780194
« 2201071 PTPRG s/intron 1 bta-miR-2369 rs134753593
polimorfizmov medgenski - bta-miR-2402 rs137803906
medgenski - bta-miR-2403 rs135523674
LAMB1 s/intron 11 bta-miR-2418 rs110555814
medgenski - bta-miR-2419-3p | rs43400521
NCKAP5L s/intron 1 bta-miR-2425-3p | rs134756375
medgenski - bta-miR-2436-3p | rs135821414
HTT s /intron 20 bta-miR-2450c rs42658514
medgenski - bta-miR-2455 rs137716256
medgenski - bta-miR-2467-5p | rs109063650
D3JJI8BOVIN S/IONZ I bta-mir-2484 | 15135930835
. . rs110544069
SAMD12 s/intron 4 bta-miR-2489 1109834057
medgenski - bta-miR-2892 rs109795153
medgenski - bta-miR-2899 rs109462250

se nadaljuje
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nadaljevanje
Polimorfizmi v
o Vrsta _ - zapisu za zrelo
[verzija genoma] | Gostiteljski gen za Orientacija/ Polimorfne zrele m'RNA.
o $t. miRNA genov | MIRNA gene ?enorﬂs"a mIRNA (odebeljeno
. . okacija oznaceni
o §t. polimorfizmov polimorfizmi v
regiji seed)
PEG3 s/ ekson 8 bta-miR-2900 rs137603330
medgenski - bta-miR-2903 rs134036560
medgenski - bta-miR-29b-2 rs133392085
medgenski - bta-miR-29d rs137831203
° Goved_o [UMD3.1] medgenski - bta-miR-29¢ rs41825418
; ggi g‘;?NA FIMIB7 BOVIN s /intron 6 bta-miR-338 15133207384
p,olim,orfizmov medgensk! - bta—m!R—375 rs134683062
medgenski - bta-miR-411c-5p | rs132740734
MEGF6 s /intron 3 bta-miR-551a rs136014887
KAT6B s/ intron 2 bta-miR-584-3 rs135786138
medgenski - bta-miR-940 rs110936400
PTPRG s / intron 2 gga-miR-1550-5p | rs14981477
. . rs14511527
medgenski - gga-miR-1568 1514511526
CELF2 s/ intron 1 gga-miR-1596-3p | rs15190357
medgenski - gga-miR-1605 $s538056207
medgenski - gga-miR-1614-3p | rs15172520
s /intron 12
ENSGALG00000005676 gga-miR-1625-3p $s538087094
Kokod XYLT1 s /intron 5 gga-miR-1644 rs14076349
® KOKOS
[WASHUC?] medgenski - gga-miR-1648-3p ::112228811822
. g9299f2ng;';|A E1C752_CHICK s/ intron 2 gga-miR-1657 rs14934924
® 9,492, . rs16681031
; - a-miR-1658-3
polimorfizmov:| < \ps PR P | 16681032
gga-miR-1658-5p | rs16681033
medgenski - gga-miR-1675 rs16643637
TRAIP s /intron 4 gga-miR-1678 55537949696
medgenski - gga-miR-1703 rs16718265
TTK s/ intron 4 gga-miR-1712-5p | rs15403608
medgenski - gga-miR-1747 55538180149
COL27A1 s/ intron 17 gga-miR-455-5p rs15031616
medgenski - gga-miR-460b-5p | ss538066607

S: smerno orientirana gena; as: protismerno orientirana gena; -: podatek ni smiseln

Kot primer uporabe orodja miRNA SNiPer smo poiskali polimorfizme v genih za miRNA

pri prasicu. V iskalno okno smo vnesli vse znane miRNA gene pri prasi¢u. Na osnovi

trenutne verzije genoma prasi¢a so Vv miRNA genih prisotni le trije polimorfizmi, vsi v ssc-
mir-4334 na kromosomu 15. Dva SNP-ja se nahajata v zreli miRNA (rs10719650 in
rs10719651), medtem ko je SNP rs10719649 v pre-miRNA (slika 15).
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miRNA name mature miRNA variation details
In mature
rs10719651 114394237
ssc-miR-4334-5p SNP (G > A)
Mature: 114394226-114394244
Seed: 114394227-114394233 In pre-mature
CUGUGCUGAGC UGACGGGGGUGAA 1510715650 é;?ggz:i
AGGGCAGAGUCCCUGUCCUCCAGGAGCUCCCCAU ( )
GUGG In pre-mature
rs10719649 114394280
Sus scrofa SNP (A > G)
ssc-mir-4334 15:114394216-11
4394284[+ In pre-mature
rs10719651 114394237
ssc-miR-4334-3p SNP (G > A)
Mature: 114394256-114394275
Seed: 114394257-114394263 In mature
CUGUGCUGAGCCCUGGAGUGACGGGGGUGAAAG 1510719650 51.’;139(: 2>66A
GGCAGAGU CUCCAGGAGCUCCCCAU ( )
GUGG In pre-mature
rs10719649 114394280
SNP (A > G)

Slika 15: Rezultat orodja miRNA SNiPer 3.0 s prikazom genetske variabilnosti miRNA ssc-mir-4334 pri
prasi¢u
Figure 15: The result of the miRNA SNiPer 3.0 tool showing genetic variability of miRNA ssc-mir-4334 in
pig

4.1.2.2 Razvoj bioinformacijskih orodij snoRNA in UCR SNiPer

Poleg nadgradnje orodja miRNA SNiPer smo razvili dve novi orodji, in sicer SnoRNA
SNiPer (slika 16A) za iskanje genetske variabilnosti SnoRNA genov ter UCR SNiPer (slika
16B) za iskanje polimorfizmov v UCR-jih. Osnova za orodje je zbirka znanja za NncCRNA,
ki smo jo razvili. Uporabniski vmesnik omogoca zbiranje med tremi zivalskimi vrstami ter
dolo¢anje obmocja na genomu. Orodje izpiSe katalog polimorfizmov v genih za snoRNA
0z. UCR, ki so na genomu locirani v obmoc¢ju, ozna¢enem v aplikaciji. Katalog vsebuje
podatke analize genomske razporeditve ncRNA genov, njihovih gostiteljskih genov in
polimorfizmov ter prekrivanj s SNP-ji s komercialnih DNA-mikromrez. V izpisu so
naslednji podatki: tip ncRNA gena (snoRNA oz. UCR), polimorfizmi v ncRNA genih s
povezavo do spletne strani NCBI, genomske lokacije ncRNA genov in polimorfizmov na
genomu. V stolpcu "SNP Array" so z imenom mikromreze oznaceni polimorfizmi na nje;j.
Spletni  aplikaciji sta dostopni na naslovih URL: http://www.integratomics-
time.com/snorna-sniper (SnoRNA SNiPer) in http://www.integratomics-time.com/ucr-
sniper (UCR SNiPer).
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A

snoRNA SNiPer

The tool for the detection of polymorphisms residing within snoRNA genes in mouse, cattle, and pig.

e

Coordinate:
oordina ERM [teg. 11309496185 |(es.309436185)

snoRNA CHR START END SNP SNP position SNP flanking sequence SNP Array
Gm23406 | 16 | 90602496 | 90602617 | 1:33311954 90602532 AAGGCTTTTAGAATGCAGTTTCTCA[CTITTGCTGTGGACATGAACATAAAGAA ‘
Gm23427 | 10 | 4775500 | 4775590 | gs50305053 4775558 GGCAAGGCACCATGTTCTCAGGGTGIT/ GITCAAAACCCTGTGCTGGATATTATA
Gm23432 3 119638744 119638874 330221316 119638784 TAATTATTCAGGTGTTCATGGGTCA[A/GIAGTGTAGACATAGCCTCTCTTCACC
[ Gm23432 | 3 | 119638744 | 119638874 | 230221319 119638831 CACCTACTCTGCCACCTACTGATGGIA GICATGCGACACAGCAGCCACACCTGE
Gm23439 2 107886508 107886639 13476 107886613 ACTGACACACATGAGACACAGCAGC[C/ TIACACATACAATGCCTCTAGAGGCAG
Gm23440 3 78979922 | 78980051 | s46355575 | 78979958 | AGGTGTTGCAGGAGTGGCTGCTGTGIT/CICATAGGTGCATCAATAGGTGGCAGA
Gm23443 a 93545150 | 93545277 1328118885 93545223 GGCCAGTGTCAGGCCACTCTTOCTC[T/CITTTACGACCACCAAGACCAGTGTCA Mouse Diversity Genotyping Array

| I ‘ R S N l P e r UCR SNiPer About project About us

The tool for the detection of polymorphisms residing within ultra conserved regions (UCRs) in mouse,
cattle, and pig.

Select:
Mouse "

Coordinate:
[al 1 | (==. 1) 309496185 (eg. 309436185)

TCR | CHR  START END SNP SNPechr | SNPpos SNP flanking sequence SNP Array
=uclS0+ | 16 | 84111588 | €4111848 | 81064485 16 84111700 AGGAAGTTAATTTTCTCTCTGCTCT(GCITGAAGCGTAGACAAGAATTTAATGA ]
ue 150+ 16 84111588 84111849 1381764486 16 84111694 GTTGGTAGGAAGTTAATTTTCTCTC[T/CJGCTCTGTGAAGCGTAGACAAGAATT
>uc 150+ 16 84111588 84111849 81264487 16 84111692 AGGTTGGTAGGAAGTTAATTTTCTC[T/AJCTGCTCTGTGAAGCGTAGACAAGAA
Sucish+ | 16 | 84111588 | SAINIB49 | rs81064488 16 84111675 TGTTCAAGTAGAAAATGAGGTTGGTIA/GIGGAAGTTAATTTICTCTCTGCTCTG
>ucl50- | 16 | 84111588 | G4IIIB4S | gs3lo6dsy 16 4111666 GAGAAAATTAACTICCTACCAACCTIA CJATTTTICTACTTGAACATGAAATAAT
o403+ 6 | 2816492 | 28164697 | 131264493 5 28164655 TTTTCTGCCCGTCTAATTACAAAGC[C TIAACATCTGATCAAGCCAGCATCCAG
>uc 403+ 6 2W164392 | 28164607 | 181264400 3 28164642 CATGAAATAATGATTTICTGCCCGT[A CITAATTACAAAGCCAACATCTGATCA

Slika 16: Zacetni strani in izpis orodij snoRNA SNiPer (A) in UCR SNiPer (B)
Figure 16: Home pages and result table of tools snoRNA SNiPer (A) and UCR SNiPer (B)
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4.1.3 Genomska razporeditev ncRNA genov pri misi, govedu in prasicu

Izdelali smo genske karte s prikazom lokacij ncRNA genov za mi$ (slika 17A), govedo
(slika 17B) in prasica (slika 17C). Na gensko karto za mi§ smo vnesli 3.992 ncRNA genov,
za govedo 1.988 in za prasSica 1.233 genov. Genske karte so dostopne na spletni strani
http://www.integratomics-time.com/ncRNA_genomics_atlas/genomic-map.html, Kjer
uporabnik izbere zivalsko vrsto. S klikom na kromosom dobimo interaktivni prikaz, kjer
razli¢no obarvane pusCice prikazujejo razporeditev ncRNA genov na tem kromosomu.
Rdece puscice oznacujejo miRNA gene, modre snoRNA gene in zelene UCR-je.
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Slika 17: Genske karte s prikazom genomske razporeditve ncRNA genov. Pri misi s poveavo MMUX (A),
pri govedu s poveéavo BTA15 (B) ter pri prasic¢u s poveéavo SSC15 (C). Rdeca pus€ica: miRNA, modra:
SnoRNA, zelena: UCR
Figure 17: Gene maps with genomic distribution of ncRNA genes. In mouse with closeup of MMUX (A), in
cattle with closeup of BTA15 (B), and in pig closeup of SSC15 (C). Red arrow: miRNA, blue : snoRNA,
green: UCR
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4.1.4 Funkcijska analiza gostiteljskih genov za ncRNA

Trenutno ni prosto dostopnega orodja za neposredno funkcijsko analizo ncRNA genov,
zato smo vlogo ncRNA v genomu predpostavili na podlagi funkcijske analize njihovih
gostiteljskih genov. S funkcijsko analizo smo proucili vpletenost gostiteljskin genov za
NCRNA gene v bioloske in celicne procese, molekularne funkcije ter bioloske poti in
mreze. V analizo smo vkljucili 630 gostiteljskih genov za ncRNA pri misi, 519 pri govedu
in 292 pri prasicu. Pri misi, govedu in prasi¢u smo identificirali bioloske in celi¢ne
procese, molekularne funkcije ter bioloSke poti in mreze s 95-odstotnim intervalom
zaupanja (preglednica 11). Gensko ontologijo in obogatene bioloske poti smo omejili na
tiste s p-vrednostjo nizjo od 0,05. Vozlis¢em v PPI smo izracunali stopnjo centralnosti in
dolocili vozlis¢a z visoko stopnjo centralnosti, tako imenovane centralne molekule. V
splosnem delu genomskega atlasa smo vpletenost gostiteljskih genov za ncRNA v bioloske
in celi¢ne procese, molekularne funkcije ter bioloske poti prikazali v obliki tabel s
povezavo do primarnega vira (GO, KEGQG). Mreze proteinskih interakcij smo prikazali v
grafi¢ni obliki, kjer vozliSc¢a predstavljajo proteine, povezovalniki pa odnose med njimi. S

klikom na vozlis¢e se v prikaznem oknu izpisejo statistike zanj.

Preglednica 12: Povzetek rezultatov funkcijske analize gostiteljskih genov za ncRNA

Table 12: Results of functional analysis of ncRNA host genes

Vrsta Bioloski procesi Celi¢ni procesi Molekularne funkcije Bioloske poti
Mis 39 43 28
Govedo 2 33 7
Prasic¢ 9 12 8 1

Pri misi so gostiteljski geni za ncRNA vpleteni v 39 bioloskih procesov (priloga C), 43
celiénih procesov (priloga D), 28 molekularnih funkcij (priloga E) in v dve obogateni
bioloski poti (priloga F in priloga G). Najve¢ gostiteljskih genov (315) je vpletenih v
celicne procese (angl. cellular process), znotrajceli¢ne procese (angl. intracelular part) in
vezavo (angl. binding). V bioloskih poteh "Axon guidance™ (priloga F) in "Ribosome"
(priloga G) so udelezeni gostiteljski geni za ncRNA in so na sliki oznaceni z zvezdico.
Vozlis¢a v PPI pri misi z visoko stopnjo centralnosti so: Gnb2l11, Rpl4, Eef2, Rpl6, Rpl3,

Rpsa in so na mrezi ozna¢ena z rdeco barvo (priloga H).
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Pri govedu so gostiteljski geni za ncRNA vpleteni v dva bioloska procesa: "Pozitivho
uravnavanje izrazanja genov"” in "Pozitivno uravnavanje metabolnih procesov RNA"
(priloga 1) v 33 celi¢nih procesov (priloga J), sedem molekularnih funkcij (priloga K) in v
obogateno biolosko pot "Ribosome™ (priloga L). Najvec gostiteljskih genov je vpletenih v
celi¢ne procese (angl. cell) in molekularno funkcijo "Aktivnost strukturnin molekul™ (angl.
structural molecule activity). Vozlis¢a v PPI pri govedu z visoko stopnjo centralnosti so:

Rps3, Rpl3, Rpl23, Rpl2, Eef2 in so na mrezi ozna¢ena z rdeco barvo (priloga M).

Pri prasicu so gostiteljski geni za ncRNA vpleteni v devet bioloskih procesov (priloga N),
12 celi¢nih procesov (priloga O), osem molekularnih funkcij (priloga P) in v obogateno
biolosko pot "Ribosome™ (priloga R). Najve¢ gostiteljskih genov je vpletenih v "Metabolne
procese makromolekul v celici" (angl. cellular macromolecule metabolic process),
medceli¢ne procese in molekularno funkcijo "Vezava nukleinskih kislin" (angl. nucleid
acid binding). Vozlis¢a v PPI pri prasi¢u z visoko stopnjo centralnosti so: Rps8, Rpl5,

Rpl30, Rps12, Rpl4, Rpl12 in so na mrezi oznacena z rdeco barvo (priloga S).

Na osnovi funkcijske analize gostiteljskih genov za ncRNA gene smo ugotovili, da so
gostiteljski geni statistiéno znacilno povezani s S$tevilnimi termini genske ontologije,

bioloskimi potmi in tvorijo kompleksne bioloske mreze, pri vseh treh proucevanih vrstah.

4.2 RAZVOJ SPECIALIZIRANEGA GENOMSKEGA ATLASA ZA NALAGANJE
MASCOBE "ncRNA Obesity Atlas"

Del genomskega atlasa "ncRNA Genomics Atlas" je namenjen prouc¢evanju vioge ncRNA
pri nalaganju maséobe, zato smo ta specializirani del atlasa poimenovali "ncRNA Obesity
Atlas". Z namenom dolociti pozicijska kandidatna obmocja z ncRNA s potencialnim
vplivom na nalaganje mascobe smo lokacije ncRNA genov prekrili s protein-kodirajo¢imi
geni povezanimi z nalaganjem mascobe in znanimi QTL-i ter pri mi$i preverili vpletenost

vseh znanih polimorfizmov v ncRNA genih v nalaganje mascobe.



54

Jevsinek Skok D. Vloga genetske variabilnosti nekodirajo¢ih RNA pri nalaganju maScobe sesalcev.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

4.2.1 Prekrivanje ncRNA genov z lokusi za nalaganje masc¢obe

Za ncRNA gene in gostiteljske gene za ncRNA smo preverili, ¢e so ze bili predhodno
povezani z lastnostmi zamaséevanja. V genomskem atlasu za nalaganje mascobe "Obesity
gene atlas" (Kunej in sod., 2012c) smo nasli 86 gostiteljskih genov za ncRNA gene, ter 43
miRNA z vplivom na nalaganje mascobe. Med gostiteljskimi geni so S$tirje protein-
kodirajo¢i geni (CHM, PRRC2A, SLIT3 IN THRA), gostiteljski geni za ncRNA pri vseh
treh vrstah (slika 18). Para ncRNA/HG, kjer sta tako ncRNA kot protein-kodirajoci gen ze
bila povezana z nalaganjem mascobe sta: mir-448/Htr2c pri misi ter mir-335/MEST pri
govedu in prasicu.

Mi$ (55/630) Govedo (37/519)

20/290

41/427

Prasic (17/292)

Slika 18: Stevilo gostiteljskih genov za ncRNA povezanih z nalaganjem mag¢obe pri misi, govedu in prasicu.
Stevilo genov povezanih z nalaganjem mag¢obe/Stevilo znanih gostiteljskih genov za ncRNA gene in njihov
presek
Figure 18: Number of host genes for ncRNA associated with fat deposition in mouse, cattle and pig and.

Number ob ncRNA obesity related HG/all known ncRNA host genes and their transection

Genomske lokacije za ncRNA gene pri misi, govedu in prasi¢u smo prekrili z vsemi
znanimi QTL-i in podrobneje proudili tiste za nalaganje mascobe. Pri misi se ncRNA geni
prekrivajo s 450 QTL-i. Z najve¢ (27) QTL-i se prekriva skupina ncRNA genov na
kromosomu 11: mmu-mir-6921, Gm24151, snord65, snord49, mmu-mir-6922, mmu-mir-
49a in Gm22599. Obmocje z najve¢ prekrivajo¢ih se lokusov za nalaganje mascobe pri
misi je v obmoc¢ju 5.4 Mbp na MMU10 (76008926-81416297 bp), kjer se 105 ncRNA

genov prekriva s Sestimi QTL-i za lastnosti rasti in nalaganja mascobe.



55

Jevsinek Skok D. Vloga genetske variabilnosti nekodirajo¢ih RNA pri nalaganju maScobe sesalcev.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Poleg tega smo dolocili pozicijsko kandidatno obmocje v velikosti 55.5 Mbp na MMU11 s
85 ncRNA geni (24 miRNA, 32 snoRNA in 29 UCR). Med njimi je 11 polimorfnih
ncRNA genov: Gm23514, mmu-mir-6409, Gm26070, Gm22599, Gm24151, mmu-mir-
216a, Gm23772, Gm22789, Gm22284, mmu-mir-6406 in mmu-mir-678.

Pri govedu se 927 ncRNA genov prekriva z 290 QTL-i za 12 lastnosti. Najve¢ zapisov za
NCRNA (454) se prekriva s QTL-i za: koli¢ino mleka (angl. milk yield), sledijo QTL-i za
maso toplih polovic (angl. carcass weight; 410), koli¢ino proteinov v mleku (angl. milk
protein yield; 393), rojstno maso (angl. body weight (birth); 390) in koli¢ino maséob v
mleku (angl. milk fat yield; 382). Mikro RNA bta-mir-2309 se prekriva z 49 QTL-i pri
govedu, sledijo sSnoRNA snoUz2 s 43 prekrivajo¢imi QTL-i ter bta-mir-218 in bta-mir-2393
s 40 prekrivajo¢imi QTL-i. Za lastnosti zamas¢evanja je pri govedu dolo¢enih 25 QTL-ov.
Z najvec (desetimi) QTL-i za lastnosti nalaganja mas¢obe se prekriva gen za bta-mir-2917
na kromosomu 2, z devetimi QTL-i za nalaganje mascobe se prekrivata dve snoRNA
(SCARNA17 in SCARNA18) na kromosomu 6 in trije ncRNA geni na kromosomu 7 (bta-
mir-1434, SNORD37, bta-mir-2456). Z osmimi QTL-i se prekriva 16 ncRNA genov (bta-
mir-339b, bta-mir-2393, SNORA70, bta-mir-367, bta-mir-302c, snoU2, SNORA70, bta-
mir-6535, SNORAG62, bta-mir-302b, bta-mir-7-3, bta-mir-2444, snoU2-30, bta-mir-302d,
bta-mir-302a, SNORA76). Obmocje z najve¢ prekrivanj lokusov z vplivom na nalaganje
maséobe pri govedu je na kromosomu 22 (40172533-40172602 bp), kjer se prekrivajo
QTL-i, protein-kodirajoé¢i gen in polimorfen ncRNA gen (slika 19). Na tem obmod¢ju so
QTL-i za 16 lastnosti, med njimi trije za rast in klavne lastnosti, protein-kodirajo¢i gen
PTPRG in ncRNA gen bta-mir-2369 s Stirimi SNP-ji. V regiji seed se nahajata
rs136780194 in rs134753593, v zreli miRNA rs135405976 in v zaporedju pre-miRNA
rs135082893, ki je eden izmed SNP-jev na komercialni DNA-mikromrezi "Bovine HD
770K".
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Slika 19: Prekrivanje genomskih lokacij miRNA bta-mir-2369, QTL-ov in gena PTPRG na BTA22 pri
govedu
Figure 19: Overlap of genomic locations of miRNA bta-mir-236, QTL, and PTPRG gene on BTA22 in cattle

Pri prasi¢u se zapisi za ncRNA gene prekrivajo s 500 QTL-i za 11 lastnosti. Kvantitativni
lokusi z najve¢jim Stevilom prekrivajocih se elementov so: kakovost mesa in klavna
kakovost (angl. meat and carcass quality QTL; 858), QTL-i povezani z zdravjem (angl.
health QTL; 804), proizvodne (angl. production QTL; 784) in reprodukcijske lastnosti
(angl. reproduction QTL; 706) ter lastnosti zunanjosti (angl. exterior QTL; 695). S 97
QTL-i se pri prasi¢u prekriva UCR uc.189+, miRNA ssu-mir-219 in $tiri snoRNA:
SNORD83, SNORA38, SNORA72, SNORAT70. Podrobneje smo proucili prekrivanje ncRNA
genov s QTL-i za lastnosti zamaSCevanja, rasti in klavne lastnosti. Pri prasicu je za
lastnosti zamaséenosti in z njimi povezanimi lastnostmi (npr. vsebnost holesterola v krvi)
doloc¢enih 82 QTL-ov. Skupina devetih ncRNA genov z najvec¢ prekrivanj s QTL-i (30-34)
za lastnosti zamas$¢enosti na kromosomu 7 zajema obmocje 16,7 Mbp (v obmocju med
27509227 in 44193612 bp). V skupini je Sest snoRNA (SNORA72, SNORD83, SNORA3S,
SNORDB83, SNORA27, SNORA70), dva UCR-ja (uc.189 in uc.190) in ena miRNA ssc-mir-
219. Genomske lokacije ncRNA genov smo prekrili s SNP-ji s komercialne DNA-
mikromreze "Pig 60K SNP" pri prasicu. ldentificirali smo obmocje na kromosomu 11
(49690591-57574984 bp) z najveC prekrivajocih se lokusov. Na sliki 20 je prikazano
prekrivanje QTL-ov in dveh kopij snoRNA gena SNORA70, in sicer SNORA70
(ENSSSCG00000019565) z modro barvo in kopija SNORA70 (ENSSSCG00000021526) z
roza barvo. Kopiji SNORA70 s SNP-ji rs335687945, rs344074606, rs326182583,
rs80867485, rs80943302 in enim SNP-jem rs80889550 s komercialne DNA-mikromreze
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"Pig 60K SNP", se prekrivata s 30 QTL-i (od tega 12 za lastnosti rasti in nalaganja
mascobe). Ostali prekrivajo¢i QTL-i na tem obmod¢ju so: Cas namenjen pitju, raven
interferona gama, koncentracija hemoglobina, Stevilo eozinofilcev, masa mesa na ledjih in
vratu, miSi¢na vlakna, deleZ mesa, izceja, telesna maso ob odstavitvi, pri 19-ih tednih in ob
zakolu, debelina hrbtne slanine, Stevilo funkcionalnih in nefunkcionalnih seskov ter $tevilo

mrtvorojenih pujskov.
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Slika 20: Prekrivanje dveh kopij snoRNA gena SNORA70, SNP-ja rs80889550 in QTL-ov na SSC11 pri
prasi¢u
Figure 20: Overlap of two copies of snoRNA gene SNORA70 with SNP rs80889550, and QTL on SSC11 in
pig

4.2.2 Razvoj metode za razvrséanje polimorfizmov po prioriteti glede na vpliv na
fenotip pri misi

Razvili smo metodo za asociacijsko analizo in silico, s katero lahko pri inbridiranih linijah
misi preverjamo vpliv znanih polimorfizmov na fenotip (Zorc in sod., 2012). Na podlagi

rezultata analize smo izrac¢unali indeks za razvr§¢anje lokusov po prioriteti (LPI).

Genomske podatke proucevanih polimorfizmov in meritve za lastnosti nalaganja mascobe
smo pridobili v podatkovni zbirki MPD. Rezultat genotipizacije misi 17 inbridiranih linij
za primer dveh SNP-jev je prikazan na sliki 21. Za SNP1 imata liniji misi NOD/ShiLtJ in
PWK/PhJ alelno razli¢ico T, ostalih 15 linij ima alelno razlic¢ico C. Za SNP2 imajo stiri
linijje misi (CRST/EiJ, PWK/PhJ, SPRET/EiJ in WSB/E1J) alelno razlic¢ico G, medtem ko

ima ostalih 13 linij alelno razli¢ico A.



58

Jevsinek Skok D. Vloga genetske variabilnosti nekodirajo¢ih RNA pri nalaganju maScobe sesalcev.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

SNP

C57BL/6J
12951/5vInd
C3H/HeJ
C57BL/6NJ
FVB/NJ

) LP/J
NZO/HLLtJ

— PHK/FPhJ

-
]
o
1
=4

C) BALB/cJ

€) CAST/EiJ

¢) CBA/J

C) DBAS2J

— NOD/ShiltJ
C) SPRET/EiJ
) HSB/EiJ

@)
@)
@)
O

SNP1 €€ C C
SNP2 AAAAAAAGAAAAAAGGG

Slika 21: Primer izpisa alelnih razli¢ic za dva SNP-ja pri 17 linijah inbridiranih misi, pridobljenih iz
podatkovne zbirke MPD

Figure 21: An example of allelic variants for two SNPs in 17 inbred mouse strains, obtained from MPD

database

Meritvam za posamezne zivali znotraj linije smo priredili genotipske podatke
polimorfizmov, vkljuenih v asociacijsko analizo (preglednica 13). Meritve in rezultat
genotipizacije nista nujno opravljena v istem laboratoriju in pri zivalih istih linij, zato se

matrika vhodnih podatkov za analizo razlikuje glede na razpolozljive podatke.

Preglednica 13: Primer meritev za telesno maso pri misih, ki smo jim priredili genotipske podatke za dva
SNP-ja
Table 13: An example of measurements for mouse body weight with assigned genotypic data for two SNPs

Meritev Linija Spol gi:ﬁka Vrednost [g] SNP1 SNP2
Telesna masa | 129S1/SvimJ m 455477 20 C A
Telesna masa | 129S1/SvimJ m 455479 21 C A
Telesna masa | 129S1/SvimJ z 455481 19.3 C A
Telesna masa | CAST/EiJ z 458807 15.3 C G
Telesna masa | CAST/EiJ m 458809 16 C G
Telesna masa | CAST/EiJ m 458815 16 C G
Telesna masa | CAST/EiJ z 474295 13.9 C G
Telesna masa | CAST/EiJ m 479946 15.6 C G
Telesna masa | CAST/EiJ m 486868 16.3 C G
Telesna masa | NOD/Shilt) z 452310 25.7 T A
Telesna masa | NOD/Shilt) m 452312 26.3 T A
Telesna masa | NOD/Shilt) m 452314 27.3 T A
Telesna masa | NOD/ShilLtJ m 465307 28.1 T A

Postopek zbiranja podatkov iz zbirke MPD smo opravili za vse analizirane polimorfizme.

Z asociacijsko studijo smo nato preverili njihov vpliv na fenotip pri inbridiranih linijah

misi. 1z frekvence alel smo SNP-jem izracunali vrednosti PIC in jih razvrstili v pet

razredov, od najbolj do najmanj informativnega.
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Rezultate asociacijske analize in izraCune vrednosti PIC smo uporabili za razvoj indeksa za

razvr$¢anje polimorfizmov glede na njihov vpliv genetske variabilnosti na proucevano

lastnost (LPI). Pri vrednotenju smo upostevali vsoto produktov med relativnimi teZami in

vrednostmi po posameznih Kriterijih, in sicer:

1. Stevilo linij misi, na katerih so bile lastnosti izmerjene (W = 0,4),

2. vrednost PIC (w =0,3),

3. delez povezav polimorfizma s prou¢evanimi lastnostmi (w = 0,2) ter

4. oceno razlik med aleloma (w = 0,1).

Za vsako povezavo med SNP-jem in lastnostjo smo izrac¢unali LPI in za vsak polimorfizem

dolo¢ili njegov najvisji LPI (LPlnax). V preglednici 14 je prikazan rezultat asociacijske
analize za dva poljubna SNP-ja; ozna¢ena kot SNP1 in SNP2. Za SNP1 je LPlna 0,66 in

za SNP2 0,86. Na podlagi LPlyax, Smo nato SNP-je razvrstili po prioriteti, glede na njihov

vpliv na fenotip.

Preglednica 14: Primer rezultata asociacijske Studije za dva SNP-ja, vrednosti PIC in LPI

Table 14: An example of association study results for two SNPs, PIC values and LPI

SNP | Ozn. | Meritev/lastnost Ocena g}: P_vr. “Sntu PIC | LPI

SNP1 |14319 |Delez telesne mase, ki pripada mascobi 0,37| 0,12 0,0031 15| 0,23| 0,66
SNP1 |11515 Efefzg elesne mase, ki pripada mascobl, | - ggq| 0,11| <0,0001| 13| 026 0,65
SNP1 |10305 | Telesna masa na zaéetku testiranja 0,35| 0,07| <0,0001 14| 0,24| 0,65
SNP1 |10306 | Telesna masa na zaéetku testiranja 0,31| 0,06| <0,0001 14| 0,24 | 0,64
SNP1 |10330 |Kon¢na masa, brez glave 0,31| 0,08| <0,0001 14| 0,24 | 0,64
SNP1 |10328 | Masa pustega tkiva, brez glave, 0,22 | 0,07 0,0027| 14| 0,24] 0,64
SNP1 |44103 | Telesna masa na koncu testiranja 0,93] 0,11| <0,0001 12| 0,28| 0,64
SNPL 44105 | Dele? spremembe telesne mase v 093] 024| 00003| 12| 0,28 0,64

testiranem obdobju

SNP1 |44104 | Telesna masa na koncu testiranja 0,75| 0,13| <0,0001 12| 0,28| 0,63
SNP1 |44102 | Telesna masa na zaéetku testiranja 0,71| 0,13| <0,0001 12| 0,28 | 0,63
SNP1 |44101 | Telesna masa na zaéetku testiranja 0,67| 0,11| <0,0001 12| 0,28 | 0,63
SNP1 |[11514 | Masa tkiva, brez glave 0,15| 0,06 0,0090 13| 0,26| 0,62
SNP1 |35704 | Telesna masa na zaCetku testiranja 0,57| 0,19 0,0034 14| 0,13| 0,58
SNP1 | 2906 |Konc¢na telesna masa 0,53| 0,09| <0,0001 14| 0,13| 0,58
SNP1 |10401 | Telesna masa 1,47 | 0,09| <0,0001 10| 0,18| 0,55
SNP1 |32603 | Telesna masa 0,85| 0,15| <0,0001 11| 0,17| 0,54
SNP1 | 40404 | Telesna masa 2,30| 0,15| <0,0001 7| 0,24| 0,54
SNP1 | 6308 |Povprecje telesne mase 0,72| 0,08| <0,0001 11| 0,17| 0,54

se nadaljuje




Jevsinek Skok D. Vloga genetske variabilnosti nekodirajo¢ih RNA pri nalaganju maScobe sesalcev.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

60

nadaljevanje
. Std St.
SNP Ozn. Meritev/lastnost Ocena Err P_vr. linij PIC | LPI
SNP1 | 32620 | Indeks telesne mase (BMI) 0,68 0,25 0,0085 11| 0,17| 0,54
SNP1 | 32604 |Dol7ina telesa od baze spodnjih 063 | 017| 00003| 11| 017| 054
sekalcev do baze anusa
SNP1 | 33265 | Masanazaletku testiranja, vse 0,62 0,10| <0,0001| 11| 0,17| 0,54
generacije zdruzene
SNP1 9206 | Telesna masa na koncu testiranja 0,51 0,11| <0,0001 11| 0,17| 0,53
SNP1 9205 |Telesna masa na zacetku testiranja 0,42 0,10| <0,0001 11| 0,17| 0,53
SNPL | 46407 |Dele? telesne mase, ki pripada 0,82 019| <0,0001| 10| 0,18 053
mascobi, celo telo z glavo
Delez telesne mase, ki pripada
SNP1 |46417 |mascobi, celo telo z glavo, samo 0,82 0,19| <0,0001 10| 0,18| 0,53
inbridirane linije
SNP1 |17201 |Masa celega telesa 1,81 0,10| <0,0001 6| 0,28| 0,52
SNP1 |23002 | Telesna masa 1,44 0,07| <0,0001 41 0,38| 0,52
SNP1 |30408 | Telesna masa 0,56 0,09| <0,0001 10| 0,18 | 0,52
SNP1 | 17106 |Masa pustega tkiva, brez glave 1,51 0,11| <0,0001 5| 0,32| 0,52
SNP1 |23003 | Telesna masa 1,18 0,07| <0,0001 41 0,38| 0,51
SNP1 |23001 | Telesna masa 0,38 0,12 0,0016 3| 044| 0,51
SNP1 |23004 | Telesna masa 0,85 0,06| <0,0001 41 0,38| 0,50
SNP1 |23005 | Telesna masa 0,74 0,06| <0,0001 41 0,38| 0,50
SNP1 15126 | Delez mascobe, brez glave 1,08 0,17| <0,0001 6| 0,28| 0,50
SNP1 17105 | Masa mascobnega tkiva, brez glave 0,99 0,27 0,0006 51 0,32| 0,50
SNP1 22417 | Delez telesne mascobe, brez glave 1,04 0,15| <0,0001 6| 0,28| 0,50
SNP1 |22412 | Masa pustega tkiva, brez glave 0,85 0,13| <0,0001 7| 0,24| 0,50
SNPL |34609 |oncna telesna masa, brez 0,95 016| <0,0001| 6| 0,28 050
telovadnega kolesa
SNP1 |22401 | Telesna masa 0,83 0,14| <0,0001 71 0,24| 0,50
SNP1 |23006 | Telesna masa 0,57 0,06| <0,0001 41 0,38| 0,50
SNP1 |15128 | Masa pustega tkiva, brez glave 0,92 0,12| <0,0001 6| 0,28| 0,49
SNP1 |23009 | Telesna masa 0,51 0,06| <0,0001 41 0,38| 0,49
SNP1 |23008 | Telesna masa 0,48 0,06| <0,0001 41 0,38| 0,49
SNP1 22415 | Masa telesne mascobe, brez glave 0,79 0,15| <0,0001 6| 0,28| 0,49
SNP1 |22410 |Skupna masa tkiva, brez glave 0,66 0,15| <0,0001 7| 0,24| 0,49
SNP1 |23007 | Telesna masa 0,42 0,06| <0,0001 41 0,38| 0,49
SNP1 |22750 | Telesna masa 0,58 0,13| <0,0001 7| 0,24| 0,49
SNP1 15125 | Telesha masa 0,69 0,14| <0,0001 6| 0,28| 0,49
SNP1 22416 | Delez telesne mascobe, brez glave 0,51 0,18 0,0052 71 0,24| 0,49
SNP1 15129 | Masa tkiva, brez glave 0,62 0,15| <0,0001 6| 0,28| 0,49
SNP1 |23012 | Telesna masa 0,26 0,06| <0,0001 41 0,38| 0,49
SNP1 [23130 | Telesna masa 0,48 0,14 0,0011 7| 0,24| 0,48
SNP1 34610 Koncéna telesna masa, s telovadnim 0,36 0,09 0,0002 6| 028| 048
kolesom (6 tednov)
SNP1 2905 | Telesna masa 0,18 0,10 0,0870 12| 0,15| 0,00
SNP1 |2933 | Razmerje spremembe telesne mase 0,20 0,22 0,3547 12| 0,15| 0,00
SNP1 9101 | Telesna masa 0,19 0,07 0,0121 15| 0,23| 0,00
SNP1 |14308 | Telesna masa 0,10 0,09 0,2645 15| 0,23| 0,00
SNP1 |14316 |Masa tkiva, brez glave 0,11 0,09 0,2273 15| 0,23| 0,00
SNP1 |14318 |Masa pustega tkiva, brez glave 0,10 0,09 0,2371 15| 0,23| 0,00
SNP1 | 17107 |Delez maséobe, brez glave 0,04 0,29 0,8806 5| 0,32| 0,00
SNP1 | 22402 | Telesna masa 0,23 0,14 0,1019 6| 0,28| 0,00

se nadaljuje
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nadaljevanje
. Std St.
SNP | Ozn. | Meritev/lastnost Ocena Err P_vr. linij PIC | LPI
SNP1 |22411 | Skupna masa tkiva,brez glave 0,21] 0,13 0,1099 6| 0,28 | 0,00
SNP1 |22751 |Telesna masa 0,03| 0,14 0,8430 6| 0,28| 0,00
SNP1 |23013 | Telesna masa 0,12 | 0,06 0,0468 4| 0,38 | 0,00
SNP1 |23014 | Telesna masa 0,11| 0,07 0,1052 4| 0,38 | 0,00
SNP1 |23131 | Telesna masa 0,03| 0,20 0,8681 5| 0,32] 0,00
SNP1 |31885 | Masa pustega tkiva, brez glave 0,16| 0,11 0,1266 13| 0,14| 0,00
SNPL |32606 |Masa epididimalne mascobne 038| 0,19| 00524| 11| 0,17| 0,00
blazinice, kot deleZ telesne
SNPL |32608 |Masa retroperitonealne maséobne 052| 020 00123| 11| 017] 0,00
blazinice, kot delez telesne
SNP1 | 44106 |DeleZ spremembe telesne mase v 029| 023 02143 12| 028 0,00
testiranem obdobju
SNP1 |44405 | Telesna masa mladi¢a 3 dan 0,31 0,25 0,2232 10| 0,18 | 0,00
SNP2 9101 Telesna masa 1,52 | 0,07| <0,0001 15| 0,39| 0,86
SNP2 |14308 | Telesna masa 1,43| 0,06 <0,0001 15| 0,39| 0,86
SNP2 |14316 |Masa tkiva, brez glave 1,40| 0,06 <0,0001 15| 0,39| 0,86
SNP2 |14318 | Masa pustega tkiva, brez glave 1,49| 0,06| <0,0001 15| 0,39| 0,86
SNP2 |10305 |Telesna masa na zacetku testiranja 1,65| 0,05 <0,0001 14| 0,41| 0,85
SNP2 |10306 | Telesna masa na zacetku testiranja 1,60| 0,05 <0,0001 14| 0,41| 0,85
SNP2 |10328 |Masa pustega tkiva, brez glave, 1,58 | 0,06| <0,0001 14| 0,41| 0,85
SNP2 |10330 |Konc¢na masa, brez glave 1,45| 0,06 <0,0001 14| 0,41| 0,85
SNP2 |14319 | Dele? telesne mase, ki pripada 1,02| 009| <0,0001| 15| 0,39| 0,85
mascobi
SNP2 |11514 | Masa tkiva, brez glave 1,60| 0,05| <0,0001 13| 0,43| 0,83
SNP2 | 2906 Kon¢na telesna masa 1,90 0,06 <0,0001 14| 0,34 | 0,82
SNP2 | 11515 | Dele? telesne mase, ki pripada 0,73| 0,08| <0,0001| 13| 043| 0,81
mascobi, brez glave
SNP2 |35704 | Telesna masa na zacetku testiranja 1,75| 0,10 <0,0001 14| 0,34| 0,81
SNP2 |31885 |Masa pustega tkiva, brez glave 1,76 | 0,07| <0,0001 13| 0,36| 0,80
SNP2 | 25001 | DolZina telesa (od konice nosu do 2,32| 009| <0,0001| 12| 0,28| 0,74
baze repa)
SNP2 |25026 |Povrsina telesa brez glave 2,16 | 0,09 <0,0001 12| 0,28 | 0,74
SNP2 |44103 | Telesna masa na koncu testiranja 2,19] 0,11 <0,0001 12| 0,28| 0,74
SNP2 | 25006 | Telesna masa 1,99| 0,09 <0,0001 12| 0,28| 0,73
SNP2 |25041 |Masa tkiva, brez glave 1,88| 0,09 <0,0001 12| 0,28| 0,73
SNP2 |25046 |Masa pustega tkiva, brez glave, 1,97| 0,09| <0,0001 12| 0,28| 0,73
SNP2 |44101 |Telesna masa na zacetku testiranja 2,01 0,11 <0,0001 12| 0,28 | 0,73
SNP2 |44102 | Telesna masa na zacetku testiranja 1,99 0,13 <0,0001 12| 0,28 | 0,73
SNP2 |44104 | Telesna masa na koncu testiranja 2,09| 0,13 <0,0001 12| 0,28| 0,73
SNP2 |6308 Povprecje telesne mase 2,251 0,06 <0,0001 11| 0,30 | 0,72
SNP2 | 32604 |DolZina telesa od baze spodnjih 197] 0,12 <0,0001| 11| 030| 0,72
sekalcev do baze anusa
SNP2 |25031 | Indeks telesne mase (BMI) 1,45| 0,12| <0,0001 12| 0,28| 0,71
SNP2 |32603 | Telesna masa 1,78| 0,11| <0,0001 11| 0,30| 0,71
SNP2 |10401 | Telesna masa 1,85| 0,07| <0,0001 10| 0,32| 0,70
SNP2 | 25036 | Delez mascobe, brez glave 0,86| 0,14 <0,0001 12| 0,28 | 0,69
SNP2 | 44405 | Telesna masa mladic¢a 3 dan 1,62| 0,18 <0,0001 10| 0,32 | 0,69
SNP2 |11001 | Telesna masa 1,54| 0,09| <0,0001 9| 0,35| 0,68
SNP2 |32620 | Indeks telesne mase (BMI) 0,76 | 0,18 0,0019 11| 0,30| 0,68
SNP2 | 32608 |Masa retroperitonealne mascobne 065| 014| 00008 11| 030| 067
blazinice, kot delez telesne

se nadaljuje



Jevsinek Skok D. Vloga genetske variabilnosti nekodirajo¢ih RNA pri nalaganju maScobe sesalcev.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

62

nadaljevanje
. Std St.

SNP Ozn. Meritev/lastnost Ocena Err P_vr. linij PIC | LPI

SNP2 2905 | Telesna masa 2,23| 0,11 | <0,0001 12| 0,15| 0,66

SNP2 9205 | Telesna masa na zacetku testiranja 2,06| 0,10| <0,0001 11] 0,17| 0,64

SNP2 9206 | Telesna masa na koncu testiranja 2,06| 0,11 | <0,0001 11| 0,17| 0,64

SNP2 | 25002 | DolZina telesa (od konice nosu do 1,49| 0,17| <0,0001| 11| 0,17| 0,62
baze repa)

SNP2 30408 | Telesna masa 1,94| 0,09| <0,0001 10| 0,18| 0,62

SNP2 | 25003 |Dolzina telesa 167| 018| <0,0001| 10| 018| 0,61
(od konice nosu do baze repa)

SNP2 40404 | Telesna masa 2,30| 0,15| <0,0001 7| 0,24| 0,59

SNP2 34610 Koncna telesna masa, s telovadnim 227! 0,10 <0,0001 6| 028| 058
kolesom (6 tednov)

SNP2 24701 | Telesna masa na zaCetku testiranja 1,79 0,16 <0,0001 7| 0,24| 0,57

SNP2  |34609 | Koncna telesna masa, brez 2,08|016| <0,0001| 6| 028 057
telovadnega kolesa

SNP2 17201 | Masa celega telesa 1,81] 0,10 <0,0001 6| 0,28| 0,56

SNP2 24702 | Telesna masa na koncu testiranja 1,77| 0,13| <0,0001 6| 0,28| 0,56

SNP2 17106 | Masa pustega tkiva, brez glave, 1,51| 0,11| <0,0001 5| 0,32| 0,55

SNP2 2933 | Razmerje spremembe telesne mase 0,21] 0,21 1,0000 12| 0,15| 0,00

SNP2 17105 | Masa mascobnega tkiva, brez glave 0,99| 0,27 0,0308 5| 0,32| 0,00

SNP2 17107 | Delez mascobe, brez glave 0,04 0,29 1,0000 5| 0,32| 0,00

SNP2 | 24703 | DeleZ spremembe telesne mase v 0,74| 039| 1,0000| 6| 0,28 0,00
testiranem obdobju

SNP2 | 32606 |Masa epididimalne masSobne 046| 0,13| 00483| 11| 0,30| 0,00
blazinice, kot deleZ telesne

SNP2  |44105 |Dele? spremembe telesne mase v 068| 024| 03647| 12| 0,28| 0,00
testiranem obdobju

SNP2  |44106 |DeleZ spremembe telesne mase v 086| 023| 00233 12| 0,28| 0,00
testiranem obdobju

Ozn.: oznaka za lastnost v podatkovni zbirki MPD, Ocena: ocena razlik med aleloma, StdErr: standardna

napaka ocene, P_vr.: p-vrednost

Z opisano metodo za asociacijsko analizo in silico, lahko z obstoje¢im nizom podatkov

analiziramo vpliv ve¢ kot 56 milijonov polimorfizmov na 3.510 lastnosti izmerjenih za 35

fenotipskih podroc€ij pri misi.
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4.2.2.1 Analiza vpliva polimorfizmov v ncRNA genih na lastnosti zamas$¢evanja pri misi

Metodo za asociacijsko analizo in silico smo uporabili za preverjanje vpliva vseh znanih
polimorfizmov v ncRNA genih na lastnosti zamaSc¢evanja pri inbridiranih linijah misi. V
analizo smo vkljucili 924 polimorfizmov v ncRNA genih (274 v miRNA, 625 v snoRNA
in 52 v UCR-jih) in 112 lastnosti zamas¢evanja. Na podlagi razpoloZljivih podatkov je bilo
mozno izvesti 48.802 asociacijskih analiz. Vpliv polimorfizma na nalaganje mas¢obe smo
potrdili pri 29.610 primerih, kar zajema 748 SNP-jev in 94 lastnosti. Med 748 SNP-ji z
najvi$jo informacijsko vrednostjo (PIC = 0,4978; razred 5), je z najve¢ lastnostmi povezan
SNP rs29525585, v snoRNA/HG paru Gm25076/ 2410131K14Rik, ki vpliva na 72/105
lastnostmi zamas¢evanja, med polimorfizmi z zelo visoko stopnjo informativnosti (PIC <
0,45; razred 5) imata polimorfizma rs27306452 (v snoRNA Gm25090) in rs6363045 (v
MIRNA/HG paru mmu-miR-1948/Ttc39c), ki vplivata na 80 % analiziranih lastnosti
(52/65).

Kot testni SNP smo za analizo izbrali rs46215658, ki se nahaja na kromosomu MMUS5 in
se ne prekriva z znanimi geni za ncRNA ali protein-kodirajo¢imi geni. Po enakem
postopku kot ostalih 924 polimorfizmov smo preverili vpliv tega polimorfizma na 112

lastnosti nalaganja mascobe.

4.2.2.2 Razvrscanje lokusov za nalaganje mascobe po prioriteti

Po asociacijski analizi smo za 29.610 povezav med 748 SNP-ji in lastnostmi za nalaganje
maséobe izracunali LPI. Za vsak SNP smo dolo¢ili najvisji LPI (LPlnax), S katerim smo
analizirane SNP-je razvrstili po prioriteti. Na ta naéin smo razvrstili 748 SNP-jev, od
katerih se 199 SNP-jev nahaja v miRNA genih, 512 v snoRNA genih in 37 v UCR. Med
NcRNA geni s SNP-jem z vplivom na nalaganje mascobe, se jih 288 nahaja znotraj
gostiteljskih protein-kodirajoc¢ih genov. Rezultat asociacijske analize za polimorfizme v
omenjenih parih NcCRNA/HG z LPly.x je prikazan v prilogi T. Sest SNP-jev z najvisjo
informacijsko vrednostjo (PIC 0,45 - 0,50; razred 5), se nahaja v parih ncRNA/HG, pri
katerih je bil gostiteljski gen predhodno povezan z nalaganjem mascobe: Abccd, Gpc3,
Slit3, Gsr, Map2 in Vps13b.
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Grafi¢no smo prikazali rezultat analize povezav med stirimi polimorfizmi in telesno maso
inbridiranih linij misi (slika 22 in 23). Za prikaz smo izbrali SNP rs6363045 z vrha (1/748)
in SNP rs29154152 z zadnje tretjine seznama polimorfizmov (545/748), razvr$éenih glede
na LPlma. Poleg tega smo grafi¢no prikazali rezultat Se za SNP rs48226634, ki se nahaja
znotraj miIRNA gena mmu-miR-7b, ortolog katerega je bil predhodno povezan z
nalaganjem mascobe pri c¢loveku. Za testni SNP smo naklju¢no izbrali medgenski
polimorfizem rs46215658 na kromosomu MMU5. Na sliki 22 sta prikazana SNP-ja z
visoko stopnjo informativnosti, vrednost PIC za rs6363045 je 0,48 (razred 5) in za
rs29154152 0,42 (razred 4). Vpliv SNP-ja rs6363045 smo potrdili pri 80 % analiziranih
lastnosti (52/65), medtem ko SNP z zadnje tretjine seznama vpliva na 36 % analiziranih
lastnosti (33/91). Polimorfizem rs48226634, s srednjo stopnjo informativnosti (PIC = 0,39;
razred 3), vpliva na 86 % analiziranih lastnosti (46/53). Vpliv na lastnost telesna masa smo
tako potrdili za SNP-ja rs6363045 (slika 22A) in rs48226634 (slika 23A), medtem ko SNP-
Jars29154152 (slika 22B) in rs46215658 (slika 23B) ne vplivata na telesno maso pri misi.
Med opazovanimi linijami miSi so z vi§jo telesno maso misi linij AKR/J, CBA/J,
NOD/ShiLt], BALB/cJ, 129S1/SvimJ, C3H/HeJ, FVB/NJ, C57BL/6J in A/J, medtem ko
imajo misi linij DBA/2J, LP/J, WSB/EiJ, PWK/PhJ, SPRET/EIJ in CAST/EIJ nizjo telesno

maso.
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Slika 22: Vpliv polimorfizmov rs6363045 in rs29154152 na telesno maso pri inbridiranih linijah misi.

Telesna masa misi za SNP z vrha (A) in dna (B) seznama polimorfizmov, razvr§éenih po prioriteti glede na

LPlmax-

Figure 22: Influence of polymorphisms rs6363045 and rs29154152 on body weight in inbred mouse strains.

Body mass of mouse strains for SNP from the top (A) and bottom (B) of the polymorphism list, prioritized

according to LPI .

Na seznamu polimorfizmov, razvr§¢enih po prioriteti je SNP rs6363045 (slika 22A)
uvrséen na prvo mesto (LPlnax = 0,895), medtem ko je SNP rs29154152 (slika 22B)

uvrscen v zadnjo tretjino seznama, na mesto 545/748 (LPlyax = 0,687). Za lastnost telesna

masa pri misih je ocena razlik med aleloma za rs6363045 1,208 (p <0,0001) in za SNP

rs29154152 -0,302 (p = 0,3544). Razlike med linijami miSi z vi$jo telesno maso so opazne

pri rs6363045, kjer imajo vse tezje misi alelno razli¢ico A in lazje alelno razli¢ico G. V

telesni masi misi, ki imajo za SNP rs29154152 alelno razli¢ico C in tistimi z alelno

razli¢ico T, ni razlik.
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Slika 23: Vpliv polimorfizmov rs48226634 in rs46215658 na telesno maso pri inbridiranih linijah misi.

Telesna masa mi$i za SNP v genu za mmu-mir-7b (A) in testhem SNP-ju (B).

Figure 23: Influence of polymorphisms rs6363045 and rs29154152 on body weight in inbred mouse strains.
Body mass for SNP residing within mmu-mir-7b (A) and test SNP (B).

Na seznamu polimorfizmov, razvr$éenih z LPly. je SNP rs48226634 na 26. mestu
(LPlmax = 0,8636). Za lastnost telesna masa pri misih je ocena razlik med aleloma za
rs48226634 1,5197 (p < 0,0001), kjer je vidna razlika med tezjimi in lazjimi linijjami misi
(slika 23A). Indeks LPlnax za testni polimorfizem rs46215658 je 0,66, kar ga uvrsc¢a na
668. mesto na seznamu polimorfizmov razvr§¢enih z indeksom LPImax. Za telesno maso pri
misi smo imeli na voljo podatke za 15 linij mi$i. Med njimi imajo alelno razli¢ico C linije
129S1/Sv, AlJ, AKR/J, BALB/cJ, C3H/Hel, C57BL/6J, CAST/EiJ, CBA/J), DBA/2],
FVB/NJ, LP/J, SPRET/Ei in WSB/EiJ, medtem ko imata alelno razli¢ico T liniji
NOD/ShiL in PWK/PhJ (slika 23B). Med linijama NOD/ShiL in PWK/PhJ ter ostalimi

linijami v telesni masi ni razlik, saj je ocena razlik med aleloma 0,1894 (p = 0,0121).
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4.2.2.3 Razvoj spletne aplikacije za prikaz rezultatov asociacijske analize pri misi

Rezultat asociacijske analize smo v atlasu "ncRNA Obesity Atlas™ predstavili s spletno
aplikacijo (http://www.integratomics-time.com/ncRNA_genomics_atlas/association.html).
Uporabniski vmesnik omogoca zbiranje med tremi razredi ncRNA (miRNA, snoRNA in
UCR), iskanje =z identifikacijsko Stevilko ncRNA gena, gostiteljskega gena ali

polimorfizma ter iskanje po lastnosti vkljuéeni v analizo (slika 24).

Home ncRNA Genomics Atlas ncRNA Obesity Atlas Tools About the Project

Application for association study results:
Select the ncRNA:
miRNA

snoRNA

OR

Search by ncRNA, SNP or host gene (write entries in separate lines):

phenotype:

Body weight [+]

Result

Slika 24: Spletna aplikacija za prikaz rezultatov analize vpliva polimorfizmov v ncRNA genih na lastnosti
zamascevanja pri misi
Figure 24: Web application for displaying results of the analysis of the effect of ncRNA gene polymorphisms

on fat deposition traits in mouse
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Izpis rezultatov asociacijske analize je prikazan na sliki 25. Rezultatom analize (ocena
razlik med aleloma (angl. estimate), standardna napaka ocene (angl. standard error;
StdErr), p-vrednost po Bonferroni korekciji (P-bonf)) smo dodali osnovne informacije o
polimorfizmu (identifikacijska Stevilka SNP-ja, alelni varianti, pogostost alelov, vrednost
PIC ter informacijo o genu za ncRNA, v katerem smo nasli polimorfizem ter gostiteljskem
genu. Spletno mesto je namenjeno proucevanju vpletenosti ncRNA v nalaganje mas¢obe in
je prosto dostopno na naslovu URL: http://www.integratomics-

time.com/ncRNA_genomics_atlas/association.html.

Association between ncRNA and obesity related traits: body weight

|ncRNA |SNP |Host gene ||Hosl gene name |Code ‘Measurementm}ﬁ\lleh |AIIaI2|Fre:LAIIa\1 |Fre:LAIIa\2|PIC |Estimate |SldErr|P-ban |Tvpe |Commenls
Juc.108 [rs33854528 ]/ [ [10201[body weight [¢ & [T o 7 [o.#0219|[0.7655  [[0.0541[<.0001 ucr |
uc.108 re33854528 1 i 11001 body weight  [g  |c T o 7 0.49219|[0.3045 [[0.0847 [0.0008 [UCR
uc.108 rs33654526 |/ i 14308|pody weight g C T |9 7 0.49218 {07318 [0.0482 |<.0001 |UCR
uc.108 rs33654526 1 i 15125body weight g |c T |¢ 7 0.43215/0.3169  [0.1106 [0.5358 [ucr
uc.108 re33854528 ) i 15402 body weight g |c T @ 7 o.49218|p.2022  [o.0s3 [o.01e8 [ucr

uc 108 rs33654536 1 i [205 [oody weint [ & [T [o 7 [o.49218/f0.5737 |[o.os72[<.0001 JucR [}
uc.108 rs33654526 1 i 9101 [bodyweignt s & T [o 7 p.4s218[0.8282 [0.0757 [<.00m UcR
uc.108 rs33554526 |/ i 22401 [bogy weight 3 ¢ T e 7 0.49219/[0.4549  [0.1057 |0.0033 |UCR

uc 108 rs338545281 i 22402[pody weant o [ T |8 7 .as218|p.1397  [oazs n ucR
uc108 rs33854528 1 i [22750body weignt [¢ c [T [o 7 [o.29218/f0.3231 o103 Joressucr |
uc.108 rs33554528 ) i 22751 [body weight o [ T |8 7 0.49219|[0.05471 o271 1 ucR
uc.108 re33854526 |/ i 22001 [cogy weight |3 ¢ T e 7 0.49219/f0.3801  [0.119 |0.1597 |UCR
uc.108 rs33654526 1 i 2300z[body weit [ [ T o 7 0.49218[14.356 [0.065 [<.0001 [UCR
uc.108 rs33654526 1 i 23003)body weight o [ T |8 7 b.43218/[11.766 [0.0654 <0001 [UCR
Juc.108 [re33654525]/ [ [23004[body weight [z [C T [o [7 [o.49218/[0.8507 [o.0838[<.0001 JucR [}

Slika 25: Primer izpisa rezultata asociacijske analize za SNP rs33654526 z uporabo spletne aplikacije

Figure 25: An example of result output of association analysis for SNP rs33654526 using the web application

4.2.3 Analiza tarénih genov in genov udeleZenih v biogenezo miRNA pri misi

Pri razvoju novih molekularnih oznacevalcev za nalaganje mascobe sSmo poleg genetske
variabilnosti miRNA genov upoStevali tudi dve drugi kategoriji miRNA reguloma, in sicer:
mehanizem za procesiranje miRNA in miRNA tarée. Za polimorfne miRNA pri misi smo
poiskali taréne gene in preverili njithovo vpletenost v nalaganje mascobe. Za 680
polimorfnih miRNA je trenutno poznanih 940 eksperimentalno potrjenih tarénih genov. V
genomskem atlasu za debelost (Kunej in sod., 2012c) smo preverili, ¢e imajo tarcni geni ali
z njimi povezane miRNA Zze znano vlogo pri nalaganju mascobe. Z lastnostmi
zamasSc¢evanja je bilo povezanih 106 tar¢nih genov in 13 miRNA v paru z 61 tar¢nimi geni
(preglednica 15). Izdelali smo mrezo interakcij med polimorfnimi miRNA in njihovimi
tarénimi geni, ki so Ze bili povezani z nalaganjem mascobe (Slika 26). Mikro RNA mmu-
miR-7b in mmu-miR-149 imata najve¢ tar¢nih genov, od tega 11 skupnih: KIf7, Timp3,
Snhgl1, Ntrk2, Rab6b, Soatl, Mecp2, Adcyl, Sdc3, Ptprd in Tnks.
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Preglednica 15: Polimorfne miRNA in njihovi taréni geni, predhodno povezani z nalaganjem mas¢obe pri

misi

Table 15: Polymorphic miRNA and their target genes, previously associated with fat deposition in mouse

miRNA Tar¢ni gen
mmu-miR-107 | Hifla
mmu-miR-135b | l11rl
mmu-miR-141 | KIf5, Zebl

mmu-miR-146a

Ifng, Nos2, Statl, Traf6

mmu-miR-149

Acotll, Adar, Adcyl, Aktl, Aldoc, Atrn, Clmp, Crtcl, Dab2ip, Dhcr24, Dokl, F3, Gpcl,
Grml, Htr5a, Igfbp5, Igfbp7, Ikbkg, 116st, KIf7, Ksr2, Lpinl, Macrod2, Mecp2, Ntrk2,
Per2, Prkabl, Prnp, Ptpnll, Ptprd, Rab6b, Reck, Sdc3, Slc30a7, Snhgll, Soatl, Timp3,
Tnks, Txnip, VIdIr

mmu-miR-150

Vegfa

mmu-miR-155

Cebpb, Inpp5d, Lpinl, Maf, Rhoa, Socsl

mmu-miR-206

Bdnf, 1d2

mmu-miR-20a

App, Pten, Stat3

mmu-miR-20b

Hifla, Vegfa

mmu-miR-216a

Pten

mmu-miR-23b

Smad3

mmu-miR-294

Cdknla

mmu-miR-295

Cdknla

mmu-miR-298

Bacel, Tnf

mmu-miR-29a

Insigl, Zfp36

mmu-miR-34a

Bcl2

mmu-miR-351

Tnf

mmu-miR-429

Fltl, Zebl

mmu-miR-449a

Bcl2, Cendl, E2f3, Myc

mmu-miR-451a

Akt3, Lphn2, Ppm1l, Thhd, Thrsp

mmu-miR-4661 | 1110
mmu-miR-468 | Hells
mmu-miR-669b | Argl

mmu-miR-7b

Acaca, Adcyl, Adrbkl, Ahnak, B4galtl, Bacel, Cacnb4, Chga, Cnrl, Fadsl, Faim2,
Fam73a, Fos, Gabbrl, Glul, Hadh, Igfir, Irsl, KIf7, Mecp2, Mgat3, Negrl, Ntrk2,
Pbx1, Pdel0a, Ppm1l, Prkcz, Ptprd, Rab6b, Rxra, Sdc3, Sfrpl, Sirtl, Smad3, Snhgl1,
Soatl, Sst, Timp3, Tnfaipl, Tnks, Usp2

mmu-miR-96

Gstm1

odebeljeno: pari miIRNA/HG, ki so bili predhodno v lo¢enih $tudijah povezani z nalaganjem mas¢obe
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Akt3
Thbd Lohn2
Thrsp phn
mmu-miR-451a
Maf Socs1
Dab2ip Cebpb Rhoa Adrbk1  Pde10a
li6st Inpp5d Ppmil Mgat3
Dhcr24 mmu-miR-155 Tnfaip1 Fam73
Ikbkg Acaca amida
Reck Chga Sfrp1
Lpin1 Ntrk2 Near1
egr
Clmp  Crted 9
Igfbp5 Tnks Sst Fads1 Irs1
Prkab1 Dok1 Ptprd Ahnak Rxra
Grm1 Sirt1
Macrod2 Soatt KIf7 mmu-R-7b
Adar Usp2
mmu-miR-149 Timp3 cnr
lgfbp7 Adcy1 Glul
Acot11 Snhg11 Hadh S
Vidl
y Rab6b Faim2
Fos
Aldoc Sdc3
Perz Ksr2 Igfir Gabbr1
Htr5a Bace1
Mecp2
Atrn B4galt! c.cnba mmu-miR-298
F3 Gpc1
Prnp
Pbx1
Smad3 Tnf
Ptpni1
Txnip mmu-miR-351
Akt Sle30a7 mmu-miR-23b

Slika 26: Mreza interakcij med mmu-miR-7b, mmu-miR-149 ter njunimi tar¢ami, predhodno povezanimi z
nalaganjem mascobe
Figure 26: Interaction network between mmu-miR-7b, mmu-miR-149 and their targets, previously associated

with fat deposition

Za polimorfne miRNA z eksperimentalno preverjenimi tarénimi geni (preglednica 15) smo
preverili uvrstitev na lestvici polimorfizmov razporejenih po prioriteti za nalaganje
mascobe. Na lestvico je uvrs¢enih devet miRNA genov, in sicer najvi§je mmu-miR-7b na
26. mestu (prva desetina seznama), sledijo mmu-miR-216a na 197 mestu in mmu-miR-468
na 216. mestu (tretja desetina seznama), mmu-miR-96 na 302. mestu (Cetrta desetina
seznama), mmu-miR-351 in mmu-miR-23b v peti desetini seznama, mmu-miR-669b in
mmu-miR-429 v sedmi desetini seznama in na predzadnjem mestu mmu-miR-206. Potrdili
smo vpliv polimorfizma rs48226634 v genu mmu-mir-7b na 46 lastnosti zamasc¢evanja.
Polimorfizem rs48226634 ima, med analiziranimi lastnostmi, najvecji vpliv na telesno
maso (LPI = 0,8636), kjer je ocena razlik med aleloma 1,5197 in p-vrednost < 0,0001
(slika 23A).
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Slika 27: Geni za biogenezo miRNA, kot gostiteljski in/ali tar¢ni geni za MiRNA pri misi. Prekrivanje
miRNA genov (mmu-mir-3572, mmu-mir-1306, mmu-mir-1956, mmu-mir-5113 in mmu-mir-693), SNP-ja
rs31571372, gostiteljskih genov (Cnot3, Dgcr8, Eifde, Tnrc6b in Xpo5), ter eksperimentalno potrjenih tarénih

mest v gostiteljskih genih za miRNA (oznadeno s pus¢ico).

Figure 27: Genes encoding for miRNA processing machinery as host and/or target genes for miRNAS in
mouse. Overlapping miRNA genes (mmu-mir-3572, mmu-mir-1306, mmu-mir-1956, mmu-mir-5113 and
mmu-mir-693), SNP rs31571372, host genes (Cnot3, Dgcr8, Eif4e, Tnrc6b, and Xpo5), and experimentally

validated miRNA targets sites within host genes (marked with arrow).

Geni za biogenezo so lahko gostiteljski geni in hkrati taréni geni za miRNA (slika 27).
Med gostiteljskimi geni za miRNA pri misi je pet genov, ki kodirajo proteine udelezene v
procesiranje miRNA, in sicer: Cnot3, Dgcr8, Eifde, Tnrcéb, in Xpo5. Geni Dgcr8, Tnrcéb,
in Xpo5 so tar¢ni geni za devet miRNA: mmu-mir-7b, mmu-mir-15a, mmu-mir-17, mmu-
mir-19b, mmu-mir-34b, mmu-mir-136, mmu-mir-149, mmu-mir-223 in mmu-mir-340. V
obmocju zrele mMiIRNA mmu-mir-3572, v genu Cnot3 se nahaja polimorfizem rs31571372,
z visoko stopnjo informativnosti (PIC = 0,48; razred 5). V asociacijski analizi in silico pri
misi smo potrdili vpliv tega SNP-ja na 35 lastnosti za nalaganje mascobe in ga na seznam

polimorfizmov, razvr§¢enih glede na LPImax, uvrstili na 288. mesto (LPlma =0,772). Za
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SNP rs48226634 v mmu-mir-7b, s tarénim genom Tnrc6b smo z asociacijsko analizo in

silico, potrdili mocan vpliv na nalaganje mascobe pri misi.

4.2.4 Preverjanje genetske variabilnosti miRNA genov pri govedu

Genetsko variabilnost genov za miRNA pri govedu smo preverili z orodjem miRNA
SNiPer 3.0 (slika 28). Pri 17 miRNA smo nasli 19 polimorfizmov v obmo¢ju seed
(miR-seed-SNP), med katerimi dva SNP-ja rs110544069 in rs109834057 tvorita DNP
(angl. double nucleotide polymorphism) v bta-mir-2489 (Jevsinek Skok in sod., 2013).

miRNA name miRNA mature miRNA variation details
bta-miR-2313-5p
Mature: 34628908-34628929
Seed: 34628909-34628915 from TargetScan In pre-mature
GGGCUGGAGUGCAGCUGAGGACCAAGGCAGG | 21761413 g:?fgi."n
GCUGCAUGCAUUCACAUGCCAGUUCCACGCUGCA
Bos taurus UGCCGGCCU
15:34628901-346
28974[+] bta-miR-2313-3p
Mature: 34628950-34628969
Seed: 34628951-34628957 In seed
GGGCUGGAGUGCAGCUGAGGACCAAGGCAGGGEY 11761413 g:??gi?n
GCAUGCAUUCACAUGCCAGUUCCACGCUGCAU
GCCGGCCU
In seed
rs110544069 48094694
bta-miR-2489 SNP(C>T)
Mature: 48094688-48094709
Bos taurus Seed: 48094689-48094695 from TargetScan In seed
148094677 5109834057 48094695
9475411 UGUUGUGUUUCAAAUGACAGGGGACAUGAGU SNP (A > G)

UUUUUAAUCUGGCAGUUUAAACUUUUGCCCUCCU
UCAUUACAUAACG

rs136326300

In pre-mature
48094753

SNP(C>T)

Slika 28: Rezultat orodja miRNA SNiPer 3.0: genetska variabilnost miRNA bta-mir-2313 in bta-mir-2489
pri govedu
Figure 28: The result of the miRNA SNiPer 3.0 tool: genetic variability of miRNA bta-mir-2313 and bta-
mir-2489 in cattle

Vecina polimorfizmov v zapisih za miRNA pri govedu ima, glede na podatke v
podatkovnih zbirkah NCBI in Ensembl, neznan status validacije. Poleg tega so lahko
polimorfizmi v podatkovnih zbirkah posledica napak sekvenciranja, zato smo
eksperimentalno preverili tri polimorfizme v obmocju seed, odgovornem za vezavo
mMIiRNA na mRNA. V slovenski populaciji lisastega goveda smo eksperimentalno potrdili
SNP rs41761413 v bta-mir-2313 (slika 29A) in pri cikastem govedu DNP v bta-mir-2489

(slika 29B).
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GRAMD18 intron 2

'I R IATIa e

{

bta-mir-2313 zrela miRNA

r seed \ rﬁ

5'-GGGCTGGAGTGCAGCTGAGGACCAAGGCAGGGCTGCATGCATTCACATGCCAGT TCLACGCTGCATGCCGGCCT-3

rs41761413

C>T

CCAGTTCCACGCTGC

AR

CCAGTTCTACGCTGC

A

CCAGTTCYACGCTGC

Nt

B)
ISAMDIZ intron 4 _
| |
zrela miRNA ‘
bta-mir-2489 ( \
S5-TGTTGTGTTTCA GGGGACATGAGTTTTTTAATCTGGCAGTTTAAACTTTTGCCCTCCTTCATTACATAACG-3'

rs110544069 | rs109834057

CAAATGACAGGGGAGA
CAAATGAYRGGGGACA

widh

Slika 29: Rezultat eksperimentalnega preverjanja prisotnosti polimorfizmov v miRNA genih bta-mir-2313
(A) in bta-mir-2489 (B) pri govedu
Figure 29: Results of experimental validation of polymorphisms residing within miRNA genes bta-mir-2313
(A) and bta-mir-2489 (B) in cattle

4.2.5 Analiza vpliva polimorfizmov v miRNA genu bta-mir-2313 na lastnosti rasti in
klavne lastnosti lisastega goveda

V genu bta-mir-2313 v populaciji bikov lisaste pasme smo poleg miR-seed-SNP
rs41761413 potrdili Se tri SNP-je v pri-miRNA (priloga U). Za preverjanje vpliva teh stirih
polimorfizmov na klavne lastnosti, izmerjene na liniji klanja, smo imeli na voljo meritve za
21 lastnosti izmerjene pri 152 bikih iz kontrole prireje. Z namenom nadomestiti vecje

Stevilo spremenljivk (lastnosti) v asociacijski analizi z manj$§im Stevilom njihovih
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obtezenih vsot (komponent), smo v analizi glavnih komponent izracunali korelacije med
opazovanimi lastnostmi (priloga V). Prve S§tiri komponente pojashijo 81 % skupne
variabilnosti osnovnih spremenljivk. Tudi diagram lastnih vrednosti (slika 30), ki prikazuje
velikost lastne vrednosti, glede na njeno zaporedno mesto (angl. scree plot), nakazuje na

to, da so §tiri glavne komponente dovolj za analizo.

Lastna vrednost

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Stevilo komponent

Slika 30: Diagram lastnih vrednosti za dolocanje potrebnega $tevila komponent za asociacijsko analizo pri
govedu
Figure 30: Scree plot used to determine the relevant number of principal components for association analysis

in cattle

Na podlagi matrike lastnih vektorjev (priloga Z) smo poimenovali prve Stiri glavne
komponente. Prvo glavno komponento smo poimenovali "prirast", drugo "zamascenost",
tretjo "vecvredni telesni deli" in Cetrto "oblika telesa". Prva komponenta ima najvisje
vrednosti za maso mesa, maso toplih polovic in maso ob zakolu, druga za maso loja, tretja
za maso in delez vecvrednih telesnih delov ter Cetrta za indeks konformacije. Indeks
konformacije je razmerje med maso klavnih polovic, dolzino trupa in prsno globino
(Osterc in Cepin, 1984).
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Slika 31: Prekrivanje genomskih lokacij miRNA bta-mir-2313 s QTL-i pri govedu
Figure 31: Overlaps of genomic locations of miRNA bta-mir-2313 with QTL in cattle

Gen za bta-mir-2313 se prekriva s Stirimi QTL-i za proizvodne in klavne lastnosti: maso
toplih polovic, dolgo hrbtno miSico, mehkobo mesa ter mascobo ledvic, medenice in srca
(slika 31). Preverili smo vpliv genetske variabilnosti tega gena na lastnosti rasti in klavne
lastnosti izmerjene v slovenski populaciji lisastega goveda. Za asociacijsko analizo smo
uporabili ocene komponent dobljene s PCA ter rezultat genotipizacije bikov iz kontrole
prireje. Ugotovili smo, da polimorfizma rs41761414 in rs41761415 v genu za bta-mir-2313
vplivata na obliko telesa pri govedu, medtem ko drugih razlik ni. Ocene srednje vrednosti
po metodi najmanjSih kvadratov za komponento poimenovano "oblika telesa" je najvi§ja
pri zivalih z alelno razlicico AA za SNP rs41761414 in TT za SNP rs41761415
(preglednica 16).

Preglednica 16: Rezultat asociacijske analize med polimorfizmi v genu bta-mir-2313 in klavnimi lastnostmi
pri lisastem govedu
Table 16: The results of association analysis between polymorphisms within bta-mir-2313 gene and carcass

related traits in the Slovenian Simmental cattle

SNP _ Oblika telesa _
Alel Frekvenca alelov Ocena srednje Standardni
vrednosti odklon p-vrednost
AA 10,64 0,67 0,27
rs41761414 GA 50,35 -0,03 0,14 0,026
GG 39,01 0,35 0,15
GG 38,06 0,35 0,16
rs41761415 GT 50,00 -0,04 0,14 0,020
TT 11,94 0,70 0,27
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rs41761412
rs41761413
rs41761414
rs41761415
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Slika 32: Analiza haplotipov za §tiri SNP-je v genu bta-mir-2313
Figure 32: Haplotype analysis for four SNPs within bta-mir-2313 gene
Za polimorfizme v genu bta-mir-2313 smo izracunali genetsko neravnovesje (LD). Barvna
shema kvadratov prikazuje vrednosti D' in LOD, medtem ko Stevila v njih predstavljajo
delez pojasnjene variance (Slika 32). Rde¢i kvadrati prikazujejo najviSje vezavno
neravnovesje, kjer je LOD > 2 in D' = 1, medtem ko modra barva kvadratov pomeni nizko
vezavno neravnovesje (LOD < 2 in D' = 1). Delez pojasnjene variance za polimorfizma
rs41761414 in rs41761415 je 96 % (r2 = 0,96), D' = 1 ter vrednost LOD = 11,07.
Polimorfizma rs41761414 in rs41761415 sta v visokem genetskem neravnovesju in tvorita

haplotipski blok.

4.2.6 Pozicijska kandidatna obmocja z ncRNA geni z vplivom na fenotip

Za dolocanje pozicijskih kandidatnih obmocij za nalaganje masc¢obe smo, pri vseh treh
proucevanih vrstah, prekrili genomske lokacije ncRNA genov, gostiteljskih genov in
QTL-ov za nalaganje mas¢obe. Tem trem tipom lokusov smo pri misi dodali Se lokacije
polimorfizmov z vplivom na lastnosti zamaséevanja (slika 33). V desetih korakih smo
upostevali razliéne kombinacije prekrivanj genomskih lokacij lokusov in pri vsakem

koraku dolo¢ili stevilo ncRNA genov, ki se prekrivajo z ostalimi lokusi (preglednica 17).
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Slika 33: Kombinacije prekrivanj genomskih lokacij lokusov za dolo¢anje pozicijskih kandidatnih obmodij z
ncRNA geni. A: ncRNA geni razporejeni po genomu, B: prekrivanje ncRNA genov in QTL-ov, C:
prekrivanje ncRNA genov, protein-kodirajo¢ih genov in QTL-ov, D: prekrivanje ncRNA genov in protein-
kodirajocih genov, povezanih z nalaganjem mascobe, E: prekrivanje ncRNA genov, protein-kodirajoc¢ih
genov za nalaganjem mascobe in QTL-ov, F-J: prekrivanjem, opisanim pod to¢kami A-E, dodani

polimorfizmi z vplivom na nalaganje mascobe pri misi

Figure 33: Combinations of overlaps in genomic locations of loci for determination of the position of
candidate areas with ncRNA genes. A: genomic distribution of ncRNA genes , B: overlaps of ncRNA genes
and QTL for fat deposition traits C: overlaps of ncRNA genes, protein-coding genes and QTL for fat
deposition traits D: overlaps of ncRNA genes and protein-coding genes associated with fat deposition, E:
overlaps of ncRNA genes, protein-coding genes for fat deposition and QTL for fat deposition traits, F-J:
overlaps of genomic locations of the loci described under A-E, with the addition of polymorphisms

associated with fat deposition in mice

Genomske lokacije ncRNA genov (slika 33A) smo prekrili s QTL-i za nalaganje masc¢obe
(slika 33B), pri tem se je pri misi s QTL-i prekrivalo 1.807 ncRNA genov, pri govedu 827
in pri prasicu 847 ncRNA genov (preglednica 17). V tretjem koraku smo prekrili genomske
lokacije ncRNA genov, protein-kodirajo¢ih genov in QTL-ov za lastnosti nalaganja
mascobe (slika 33C). S QTL-i za nalaganje mascobe se prekriva 528 parov ncRNA/HG pri
misi, 400 pri govedu in 293 pri prasicu. V Cetrtem koraku smo ncRNA gene prekrili s
protein-kodirajo¢imi geni z vplivom na nalaganje mascobe (slika 33D) in v petem koraku

tem parom dodali Se QTL-e za lastnosti nalaganja mascobe (slika 33E).
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Preglednica 17: Stevilo dolo¢enih pozicijskih kandidatnih obmo¢ij v genomu misi, goveda in prasi¢a glede

na deset kombinacij kriterijev

Table 17: Number of determined positional candidate regions in mouse, cattle, and pig genome using ten

criteria combinations

- Pozicija Asocia(_:_ijska .

Kombinacija studija St. ncRNA genov za:

prekrivanj Prekrivanje ncRNA gena in: SNP z

genomskih HG za QTL-ovza | vplivomna

lokacij HG | nalaganje nalaganje nalaganje mis govedo prasi¢
mascobe mascobe mascobe

1 x x x x 3.992 1.986 1.233
2 x x v x 1.807 827 847
3 v x v x 528 400 293
4 / v x x 75 43 18
5 / v v x 53 32 17
6 x x x v 748 / /
7 x x v v 252 / /
8 v x v v 92 / /
9 / v x v 13 / /
10 / v v v 8 / /

HG: gostiteljski gen za NcRNA; ¥: kriterij je upostevan; X: kriterij ni upoitevan; /: podatek ni smiseln

Prekrivanje genomskih lokacij ncRNA genov, protein-kodirajo¢ih genov ter QTL-ov za

nalaganje mas¢obe je najbolj zaostrena kombinacija kriterijev, ki smo jo uporabili pri vseh

treh vrstah. Pri misi je tak$nih prekrivanj 53, pri govedu 32 in pri prasicu 17. Pri vseh treh

vrstah sta med pozicijskimi kandidatnimi obmog¢ji za nalaganje masobe dva para

MIRNA/HG: miR-218/Slit3 in miR-335/Mest (slika 34). Pri dveh vrstah smo dolocili

pozicijska kandidatna obmoc¢ja z enakimi ncRNA/HG pari, in sicer: uc.328+/Pax6,
SNORA38/Prrc2a pri govedu in prasi¢u, SNORA35/Htr2c, miR-1343/Pdhx pri prasi¢u in

misi ter par miR-763/Hmgaz2 pri govedu in misi.
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Slika 34: Ohranjenost kolokacije parov ncRNA/HG v pozicijskih kandidatnih obmocjih za nalaganje
mascobe pri misi, govedu in prasi¢u
Figure 34: Conservation of ncRNA/HG pairs within positional candidate regions for fat deposition in mouse,

cattle, and pig

Pri miSi smo poleg omenjenih kombinacij prekrivanj dodali Se polimorfizme v ncRNA
genih, za katere smo v asociacijski $tudiji dokazali vpliv na nalaganje mascobe (slika 33F-
J). Pri misi se osem polimorfnih ncRNA genov, z vplivom na nalaganje mascobe, prekriva
S protein-kodirajo¢imi geni in QTL-i za nalaganje mascobe. Ti pari ncRNA/HG so:
Gm26070/Slit3, Gm24729/Map2, Gm26236/Eng, Gm24771/Vps13b, Gm24727/Gsr, mmu-
mir-6384/Gpc3, mmu-mir-717/Gpc3, mmu-mir-764/Htr2c. Z upoStevanjem prekrivanj
genomskih lokacij vseh tipov lokusov smo doloc¢ili mocnejSa pozicijska kandidatna
obmodja za nalaganje mascobe s protein-kodirajo¢im genom Slit3. Gen Slit3 je gostiteljski
gen za dve ncRNA (mmu-mir-218-2 in Gm26070) pri misi, miRNA genu bta-mir-218-2 pri

govedu in ssc-mir-218b pri prasicu.

4.3 POVZETEK POTEKA DELA

V preglednici 18 so prikazani namen, metodologija in glavni rezultati raziskave s povezavo
na poglavje. Rezultate raziskave smo zdruzili v genomski atlas, na podlagi katerega smo z

razlicnimi pristopi razvili nove potencialne biooznalevalce za nalaganje mascobe

(slika 35).
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Preglednica 18: Shema poteka dela. Namen, metodologija in glavni rezultati raziskave.

Table 18: Workflow of the study. The purpose, methodology and main results of the study.

Namen Metodologija Rezultat Poglavje
Izdelati zbirko znanjaza  Ensembl/BioMart 7.213 ncRNA 4.1
ncRNA: zbrati ncRNA UCSC-BLAT 1.784 polimorfizmov v ncRNA 411
gene, polimorfizme in HG  miRNA SNiPer 3.0 genih
za NCRNA gene PyCoGent 1.089 HG
< | Razviti orodja za iskanje Dve novi_orodji: snoRNA in 41.2.2
ﬂzﬁ olimorfizmov v ncRNA MySQL UCR SNiPer
g P ih Perl Nadgradnja orodja miRNA
g% SNiPer
% DNA-mikromreZe: Mis: 76 SNP-jev, 70 ncRNA, 10 |4.1.1.2
= | Preveriti ujemanje lokacij Bovine HD 770K HG
5,| genov za ncRNA in SNP-  Pig 60K SNP Govedo: 36 SNP-jev; 29 ncRNA,;
21jev na DNA-mikromrezah Mouse Diversity 14 HG
g Genotyping Array Prasi¢: 1 SNP; snoRNA; 1 HG
§D Analizirati vpletenost HG o GO  Bioloske poti |4.1.4
L Mis 110 2
<3 v gensko Ont‘0|09IjO in STRING software 9.1 Govedo 42 1
% 2 obogatene bioloske poti Pragic 29 1
- %_ 85 HG 421
™| @ | Preveriti prekrivanje 44 miRNA
=S| |ncRNA genov in HG z . 2 para miRNA/HG:
S lokusi za nalaganje Obesity Gene Atlas -mir-448/Htr2c (mis),
4 . .
2 mascobe -mir-335/Mest (mis, govedo,
e prasic)
3 Analizirati vpliv Veclastnostna analiza . 4221
© % | polimorfnih ncRNA SAS/STAT 9.3: 48.802 analiz —29.837 povezav
i . . 748 SNP-jev z vplivom na
= | genov na nalaganje - 924 SNP-jev I . <Eob
2| mascobe pri misi - 112 lastnosti nalaganje mascobe
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Trend genetskih raziskav temelji na asociacijskih Studijah celotnega genoma, kar je
privedlo do ogromnih koli¢in podatkov. Primer obseZnih raziskav je proucevanje nalaganja
mascob, saj so s predhodnimi raziskavami potrdili vpliv velikega Stevila lokusov na to
lastnost. Vecina do sedaj znanih lokusov za nalaganje mascobe je protein-kodirajocih
genov in QTL-ov, vendar v zadnjem desetletju odkrivajo, da so v ta proces udelezene tudi
miRNA. Od leta 2004, ko je bila prvi¢ potrjena regulatorna funkcija miRNA pri
diferenciaciji adipocitov, je bilo z nalaganjem mascobe povezanih 221 miRNA (Kunej in
sod., 2012c). Z nalaganjem mascobe je bilo do sedaj povezanih 6,82 % (1.551/22.740)
znanih ortolognih protein-kodirajocih in 11,58 % (221/1.908) miRNA genov pri misi. Med
vsemi razredi ncRNA so bile z debelostjo neposredno povezane le miRNA, ki so tudi
najbolj raziskane ncRNA (Esau in sod., 2004; Kajimoto in sod., 2006; Georges in sod.,
2007; Ortega in sod., 2010). Znana je vloga ncRNA pri mnogih osnovnih celi¢nih procesih
(Bejerano in sod., 2004; Mercer in sod., 2009), zato je smiselno njihovo vpletenost v
nalaganje mas¢obe podrobno prouciti. Trenutne verzije prosto dostopnih podatkovnih zbirk
za ncRNA so najpogosteje omejene na zbiranje fizi€nih lastnosti posameznih razredov
NcRNA in posamezno vrsto. V ta namen smo izdelali centralno mesto za proucevanje
ncRNA in njthovega vpliva na kompleksne lastnosti, s primerom Studije za nalaganje
mascobe. Razvili smo genomski atlas za tri razrede ncRNA pri misi, govedu in prasicu.
Genomski atlas "ncRNA Genomics Atlas™ smo razdelili na splosni in specializirani del in je
zasnovan tako, da ga bo mozno dopolnjevati z novimi razredi ncRNA in fenotipskimi
podatki tako v splosnem kot tudi specializiranem delu. Moznost vkljuCevanja novih
podatkov je odvisna od pogostosti, skladnosti in obsega nadgradnje podatkovnih zbirk, ki

pri nasem delu predstavljajo primarni vir podatkov.
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5.1.1 SploSni del genomskega atlasa za ncRNA

Splosni del genomskega atlasa "NcRNA Genomics Atlas”, ki smo ga razvili, je namenjen
zbiranju ncRNA genov ter splosnemu proucevanju vloge ncRNA. Genomski atlas za
ncRNA vsebuje zbirko znanja z geni za ncRNA, protein-kodirajo¢imi geni in polimorfizmi
ter analize vpletenosti gostiteljskih genov v bioloske in celi¢ne procese, molekularne
funkcije ter bioloske poti in mreze. Izpis parov nCRNA/HG iz zbirke znanja je mozen z
uporabo spletne aplikacije, ki smo jo razvili v ta namen. Genomske podatke za miRNA,
snoRNA, protein-kodirajoce gene ter polimorfizme smo z delno avtomatizacijo pridobili iz
razli¢nih podatkovnih zbirk, medtem ko smo genomske podatke za UCR-je pridobili z
algoritmom BLAT (Kent, 2002). Genomske lokacije UCR-jev so znani le pri ¢loveku in so
dolo¢eni na verziji genoma NCBI34/hgl6, ki je bila objavljena julija 2003 (Bejerano in
sod., 2004). Zbirko UCR-jev pri ¢loveku smo dopolnili z identifikacijo UCR-jev pri misi,
govedu in prasi¢u. S poravnavo genomskih zaporedij znanih UCR-jev pri ¢loveku smo
identificirali UCR-je pri misi, govedu in prasi¢u v skladu s trenutnimi verzijami genoma.
Zaporedja zelo ohranjenih regij so Bejerano in sod. (2004) dolo¢ili s poravnavo genoma
¢loveka, mi$i in podgane, vendar bi bilo za bolj natan¢no definicijo, potrebno poravnati
nove verzije genoma med ve¢ vrstami ter natancno dolociti dolzino in delez medvrstne

ohranjenosti teh regij.

Genomske lokacije ncRNA genov smo prikazali na genskih kartah. Genske Kkarte
omogocajo celoten pregled nad genomsko razporeditvijo ncRNA genov ter identifikacijo
pozicijskih kandidatnih obmoc¢ij z ve¢jo gostoto ncRNA genov na genomu in so uporabne
za predstavitev rezultatov, saj so na njih natanéno dolo¢ene genomske lokacije
proucevanih lokusov in morebitnih prekrivanj med njimi. Nekateri raziskovalci genske
karte in lokuse na njih Se vedno riSejo ro¢no, kar je zamuden in nenatanc¢en postopek. Za
izdelavo genskih kart smo uporabili orodje Flash GViewer
(http://gmod.org/wiki/Flash_GViewer), ki je trenutno najbolj uporabno prosto dostopno
orodje za animiran prikaz genomskih lokacij lokusov. Orodje omogoca vnos podatkov o
Stevilu in dolzini kromosomov pri katerikoli vrsti, vendar je okno delovne povrsine fiksno
in omejeno s strani proizvajalca. Z dodanim drsnikom bi bilo orodje uporabnejSe, saj bi

omogocalo prikaz vecjega Stevila prekrivajoCih se lokusov. Resitev vidimo v izdelavi
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novega orodja, ki bo uporabniku omogocalo vnos velikega Stevila lokusov na ve¢ ravneh in

dodanim drsnikom, ki bi resil tezavo s prostorsko omejitvijo.

Bioinformacijske metode omogocajo pregled velikega Stevila podatkov, kar je v skladu z
obratno genetiko (angl. reverse genetics), saj lahko molekularne oznacevalce dolo¢amo v
smeri od fenotipa proti genotipu. V podatkovnih zbirkah so pogosta neskladja v verzijah
genoma, kar lahko privede do napacnih rezultatov, saj se genomske lokacije med verzijami
mocno razlikujejo. Dostopnost podatkov v zbirkah je za vrsto in tip proucevanega lokusa
specifi¢na. Najbolj proucevani vrsti sta ¢lovek in mi§, medtem ko je podatkov za domace
zivali veliko manj. V predhodnih raziskavah smo razvili prosto dostopno orodje miRNA
SNiPer za iskanje polimorfizmov v treh regijah miRNA genov, in sicer pre-miRNA, zreli
miRNA in regiji seed. Orodje miRNA SNiPer smo v prvotni verziji 1.0 zasnovali za 13
vrst vretencarjev in ga do sedaj Ze trikrat posodobili v skladu z zadnjimi verzijami genoma.
Zadnja posodobitev orodja miRNA SNiPer (verzija 3.0) omogoca iskanje polimorfizmov
za 16 zivalskih vrst, med njimi $tiri vrste domacih zivali: prasic, konj, govedo in kokos.
Izdelali smo katalog polimorfnih miRNA pri prasicu, konju, govedu in kokosi. Katalog
predstavlja kontrolo razvitega orodja, saj so vsi polimorfizmi v genih za miRNA ro¢no
preverjeni. Med preverjanjem smo nasli veliko nepravilnosti v zbirkah iz katerih ¢rpamo
podatke, kar nam sluZi za razvoj kontrolnih programov za to orodje. Posodobitev razvitih
orodij je odvisno predvsem od posodobitev primarnih podatkovnih zbirk. Dinamika
posodobitev zbirk, iz katerih ¢rpamo podatke za orodja, ki jih razvijamo, se med
podatkovnimi zbirkami razlikuje. Podatkovno zbirko Ensembl tako posodabljajo Stiri do
petkrat letno, medtem ko je podatkovna zbirka miRBase praviloma posodobljena enkrat
letno. Pri uvaZanju podatkov je potrebna kontrola, saj se verzije genoma med zbirkami
lahko razlikujejo, kar pomeni razlike v genomskih lokacijah. Po avtomatiziranem uvozu

podatkov je pomembno podatke preveriti tudi ro¢no.

Poleg orodja miRNA SNiPer smo razvili §e dve bioinformacijski orodji snoRNA in UCR
SNiPer za iskanje genetske variabilnosti sSnoRNA genov in UCR-jev pri misi, govedu in
prasicu, ki jih nameravamo v prihodnje, po vzoru orodja miRNA SNiPer, nadgraditi za vec
vrst. V izpis orodij SnoRNA in UCR SNiPer smo dodali informacijo o SNP-jih na DNA-
mikromrezah, ki se nahajajo znotraj snoRNA genov in UCR-jev. Uporaba DNA-

mikromrez, se je v Zivinoreji izkazala kot ucinkovito orodje za asociacijske analize na
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ravni celotnega genoma, Se zlasti pri govedu, kjer Stevilo polimorfizmov presega 800.000.
Na komercialnih DNA-mikromrezah se nahajajo tudi polimorfizmi v ncRNA genih, in
sicer: 76 SNP-jev na "Mouse Diversity Genotyping Array, 36 SNP-jev na "Bovine HD
770K" in en SNP na "Pig 60K SNP". Tako lahko raziskovalci z uporabo orodij, razvitih v
tej nalogi, bolje interpretirajo rezultate analiz GWAS. Poleg tega, lahko v svoji populaciji
proucijo vlogo genetske variabilnosti ncRNA genov, ki jih zajema analiza z DNA-

mikromreZami.

Z uporabo bioinformacijskega orodja miRNA SNiPer 3.0 smo poiskali SNP-je v genih za
miRNA pri kokosi, prasi¢u, govedu in konju (Jevsinek Skok in sod., 2013). Vecina
polimorfizmov v zapisih za miIRNA ima, glede na podatke v podatkovnih zbirkah NCBI in
Ensembl, neznan status validacije, zato smo pri govedu med 19 miR-seed-SNP-ji za
eksperimentalno potrjevanje izbrali tri: rs41761413 v bta-mir-2313 ter rs110544069 in
rs109834057, ki v bta-mir-2489 tvorita DNP. Genomsko lokacijo gena za miRNA bta-mir-
2313 smo prekrili z znanimi QTL-i za govedo in nasli prekrivanje tega obmocja s QTL-i za
plodnost, rast in klavne lastnosti. V genu za bta-mir-2313 smo poleg miR-seed-SNP-ja
potrdili e tri polimorfizme v pri-miRNA in za vse $tiri polimorfizme preverili vpliv na
klavne lastnosti, izmerjene v nasi populaciji lisastega goveda. Za dva polimorfizma v pre-
mIiRNA, Ki sta v genetskem neravnovesju, smo potrdili vpliv na obliko telesa. Meritve smo
pridobili iz kontrole prireje, kjer se rejec glede na trzno ceno klavne Zivine, lahko odloci o
prodaji Zivali. Trzna cena je najbolj odvisna od subjektivne ocene zamascenosti (pokritost
z lojem), zato zelimo zamascenost standardizirati, da bi se klavne lastnosti zivali ¢im bolj
izrazile. V prihodnjih raziskavah bi bilo zato smiselno prouciti vpliv polimorfizmov v

NncRNA genih na pitovne in klavne lastnosti zivali v izenacenih pogojih reje.

Predhodne raziskave so pokazale, da se intronske miRNA izrazajo skupaj z mRNA
gostiteljskih genov, kar kaze na uporabo skupnega prepisovalnega mehanizma (Baskerville
and Bartel, 2005). 1z tega razloga smo v genomski atlas "ncRNA Genomics Atlas" dodali
gostiteljske gene za ncRNA. V trenutnih verzijah genoma misi, se lokacije za ncRNA gene
prekrivajo s psevdogeni, procesirani prepisi brez proteinskega produkta, protein-
kodirajo¢imi geni in ostalimi ncRNA geni. Pri govedu se ncRNA geni prekrivajo s protein-
kodirajo¢imi geni, nekatere miRNA se prekrivajo s sSnoRNA, medtem ko se na trenutni

verziji genoma prasSica prekrivajo le s protein-kodirajo¢imi geni. V nadaljnje analize smo
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vkljucili le protein-kodirajoce gostiteljske gene, saj vecina orodij za funkcijske analize
sprejme le identifikacijske Stevilke ali simbole genov za proteine. Za proucevanje vloge
ncRNA smo s funkcijsko analizo preverili vpletenosti gostiteljskih genov za ncRNA v
bioloske in celi¢ne procese, molekularne funkcije, bioloske poti in mreze. Gostiteljski geni
so udelezeni v Stevilne osnovne molekularne funkcije, bioloske in celi¢ne procese. Pri vseh
treh vrstah so gostiteljski geni za NcCRNA udeleZeni v biolosko pot "Ribosome™. Rezultat
funkcijske analize smo vkljucili v splo$ni del genomskega atlasa "ncRNA Genomics Atlas"
in sluzi kot izhodis¢a za prouCevanje vloge ncRNA v organizmu. Graficni prikaz
proteinskih interakcij med gostiteljskimi geni za ncRNA in njihovimi sosedi prikazuje
odnose med proteini, njihov opis ter statistike izraCunane v analizi. Na grafu izstopajo
vozlis¢a z visoko stopnjo centralnosti, tako imenovane centralne molekule (angl. hubs),

poleg tega iskalno okno omogoca enostavno iskanje proteinov na grafu.

5.1.2 Genomski atlas z ncRNA za nalaganje masc¢obe ""nCRNA Obesity Atlas"

Specializirani del genomskega atlasa "ncRNA Obesity Atlas" je namenjen proucevanju
vloge ncRNA pri nalaganju maséobe. V predhodni raziskavi smo izdelali genomski atlas
lokusov za debelost "Obesity Gene Atlas™ (Kunej in sod., 2012c). Za ncRNA, njihove
gostiteljske gene in pare ncRNA/HG, zbrane v tej nalogi, smo v omenjenem atlasu
preverili, ¢e so Ze bili povezani z nalaganjem mascobe. Nasli smo 86 gostiteljskih genov,
med njimi §tiri pri vseh treh proucevanih vrstah, ter 43 miRNA z vplivom na to lastnost.
Para ncCRNA/HG, kjer sta tako ncRNA kot protein-kodirajo¢i gen ze bila povezana z
nalaganjem mascobe, sta: mir-448/Htr2c pri misi ter mir-335/Mest pri govedu in prasic¢u. V
loCenih Studijah je bilo v tkivu belega in podkoznega mascevja pri ¢loveku in misi,
ugotovljeno moc¢no izrazanje mir-335 (Kl16ting in sod., 2009; Nakanishi in sod., 2009), kot
tudi njegovega gostiteljskega gena Mest (Takahashi in sod., 2005). Prav tako so med seboj
neodvisne $tudije potrdile vlogo mir-448 pri tvorbi mascobnih celic (Kinoshita in sod.,
2010) in vpliv gena Htr2c na debelost in sladkorno bolezen tipa 2 (Yuan in sod., 2000) ter
nalaganje mascobe in pridobivanje telesne mase (Reynolds in sod., 2003; Ellingrod in sod.,
2005). Studije, kjer so z isto lastnostjo povezali tako ncRNA kot tudi njen gostiteljski gen,
kazejo na njuno skupno delovanje. Zato je upravi¢eno sklepati, da so ncRNA, ki se
nahajajo znotraj kandidatnih genov za debelost prav tako povezane s to lastnostjo. Nove

kandidatne lokuse lahko dolo¢imo na podlagi kolokacije ncRNA genov in protein-
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kodirajoc¢ih genov, ki so ze bili povezani z nalaganjem mascobe (slika 36). Lokus v paru
NCRNA/HG, ki predhodno ni bil povezan z nalaganjem maS¢obe, vendar na mestu
prekrivanja vsebuje SNP z vplivom na to lastnost, je primeren kandidat za vkljucitev v
genomski atlas "Obesity Gene Atlas" (slika 36A in B). Gene za ncRNA, ki se prekrivajo z
gostiteljskim genom z dokazanim vplivom na nalaganje mascobe, kjer se SNP nahaja izven
obmocja prekrivanja ncRNA/HG, je smiselno eksperimentalno preveriti (slika 36C). Za
157 potencialnih kandidatnih lokusov za nalaganje mascobe, dolo¢enih na podlagi
kolokacije ncRNA/HG (preglednica 19), je potrebno pred vkljuéitvijo v genomski atlas
"Obesity Gene Atlas" preveriti njihov vpliv na lastnosti zamasCevanja. Z
bioinformacijskimi metodami bi bilo smiselno preveriti prekrivanja vseh treh genomskih
elementov: SNP, miRNA in HG, pri ¢emer mora biti vsaj eden od genov (za miRNA ali

HG) predhodno Ze povezan z nalaganjem mascobe, kot je prikazano na sliki 36.

A: SNP v ncRNA genu z vplivom na nalaganje mas¢obe

5 S 3 —

HG
B: SNP v paru nhcRNA/HG z vplivom na halaganje mascobe — >
ncRNA
5"'_ I ——
—

C: SNP v HG z vplivom na nalaganje mascobe

S’i* 3 —

Obesity Gene Atlas

Legenda:
5 3 protein-kodirajogigen C—)  neRNAgen I SNP
5 —— protein-kodirajogigen predhodno [— ncRNA gen predhodno

povezan z nalaganje maséobe povezanz nalaganje mas¢obe

Slika 36: Dolo¢anje novih kandidatnih genov na podlagi kolokacije ncRNA genov in protein-kodirajo¢ih
genov. HG: gostiteljski gen

Figure 36: Determination of candidate genes based on co-locations ncRNA genes and protein-coding host
genes. HG: host gene
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Preglednica 19: Potencialni kandidatni geni za nalaganje mascobe, doloeni na podlagi kolokacije

NcRNA/HG
Table 19: Potential candidate genes for fat deposition, determined on the basis of ncRNA/HG co-location
Lokus Simbol gena
HG Mcm7, Large, Nfyc, Pankl, Rtl1, Tmem180, Ptk2, Tango2, Ttll10, Gabre, Vezt, Sgcz, Ccdc55,

Rab3gap2, Wdr82p1, Smc4, Ctdspl, Huwel, Wwp2, Copzl, Copz2, Zranb2, Dnm1, Trpm3,
Trpml, Arrbl, EmI2, Evl, Znf521, Nsrpl, Astnl, Kiaal797, Dkcl, Egfl7, Wdr82

snoRNA | Snora66, Snora42, Snorall, Snora43, Snora38, Snord56, Snora7l, Snoul09, Snord86,
Snora40, Gm25129, Gm24355, Gm23442, Gm23346, Gm25187, Gm24791, Gm24373,
Gm25795, Snora35, Gm26070, Gm26186, Gm26310, Gm24729, Gm24727, Gm24771,
Gm26215, Gm23182, Gm26236, Gm25617, Snora6l, Snora27, Snora21, Snora67, Snora76
miRNA mir-218-2, mir-361, mir-378a, mir-448, mir-483, mir-592, mir-599, mir-717, mir-721, mir-
763, mir-764, mir-875, mir-1264, mir-1298, mir-1912, mir-1938, mir-1954, mir-1958, mir-
3095, mir-3473f, mir-5120, mir-5123, mir-6353, mir-6362, mir-6384, mir-6391, mir-6400,
mir-6418, mir-6899, mir-6921, mir-6922, mir-6939, mir-6969, mir-6972, mir-6974, mir-6976,
mir-6978, mir-6990, mir-7000, mir-7009, mir-7023, mir-7086, mir-7116, mir-7226, mir-7678,
mir-8095, mir-33a, mir-33b, mir-149, mir-335, mir-1343, mir-1835, mir-2300a, mir-2300b,
mir-2307, mir-2351, mir-2355, mir-2359, mir-2388, mir-2407, mir-2408, mir-2442, mir-
2450a, mir-2450b, mir-2450c, mir-2451, mir-6529, mir-6529b, mir-7858, mir-21, mir-218b,
UCR uc.222+, uc.223+, uc.224+, uc.225+, uc.226+, uc.227+, uc.328+, uc.378+, uc.414+,
uc.43+, uc.138+, uc.322+, uc.411+, uc.412+, uc.414+, uc.222+, uc.328+

Za proucevanje vpliva ncRNA na fenotip smo njihove genomske lokacije prekrili s QTL-i
pri vseh treh vrstah ter podrobno proucili obmogja, kjer se ncRNA geni prekrivajo s QTL-i
za nalaganje mascobe. Znano je namre¢, da imajo nekateri ortologni geni ohranjene
bioloSke in biokemijske poti, ki pojasnijo enake ali podobne razli¢ice QTL-ov med
razli¢nimi zivalskimi vrstami (Rothschild in sod., 2007). Obmocja z najve¢ prekrivajocih
se lokusov za nalaganje masCobe smo uporabili kot kriterij pri identifikaciji pozicijskih
kandidatnih obmocij za nalaganje mas€obe pri vseh treh vrstah. Pri misi smo za dolo¢anje
pozicijskih kandidatnih obmocij upostevali tudi vpliv polimorfizmov v ncRNA genih na

lastnosti nalaganja mascobe, ki smo ga proucili z asociacijsko analizo.

Misi inbridiranih linij so genetsko identi¢ne, zato predstavljajo dobro izhodis¢e za
potrditev vzro¢nih genov. V predhodnih raziskavah smo pri treh inbridiranih linijah misi
potrdili vpliv polimorfizma rs30372501 v obmoc¢ju seed miRNA gena mmu-mir-717, Ki pri
misi lezi znotraj introna 3 gostiteljskega gena Gpc3 (Kunej in sod., 2010). Alelna razli¢ica
A je bila prisotna pri linijah misi C57BL/6J in DBA/2J, za kateri je znacilno povisano
nalaganje mascobnega tkiva (angl. the high fat line), medtem ko je bila alelna razli¢ica G
prisotna le pri liniji 129/Sv, ki kaze nizje vrednosti za vse lastnosti povezane z debelostjo

(angl. the lean line).
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Vpliv polimorfizma rs30372501 na lastnosti zamaséevanja smo potrdili tudi z asociacijsko
analizo in silico, kjer smo analizirali povezavo med tem SNP-jem in 2.586 lastnostmi
(Zorc in sod., 2012). Na ta nacin smo razvili metodo za analizo vpliva znanih

polimorfizmov na kompleksne lastnosti pri inbridiranih linijah misi.

Podatkovno zbirko MPD veckrat mesecno dopolnijo z novimi meritvami in rezultati
genotipizacije iz razli¢nih virov oz. laboratorijev. Trenutno lahko z obstoje¢im nizom
podatkov analiziramo vpliv ve¢ kot 56 milijonov polimorfizmov na 3.510 lastnosti
razvr$éenih v 35 podrocij. Razvili smo metodo za asociacijsko analizo in silico in jo
uporabili za preverjanje vpliva 924 polimorfizmov v ncRNA genih na 112 lastnosti
zamascevanja pri inbridiranih linijah misi. Vpliv genetske variabilnosti ncRNA na
nalaganje mas¢obe smo potrdili s 748 SNP-ji z vplivom na 94 lastnosti. Vhodni podatki za

posamezno analizo so odvisni od meritev v podatkovni zbirki.

Eden glavnih ciljev selekcije domacih zivali je izbira zivali za starSe naslednjih generacij
(Malovrh in sod., 2003). Genetsko vrednost zivali sestavljata dve vrsti komponent: aditivne
in neaditivne komponente. Za aditivno genetsko vrednost pogosto uporabljamo izraz
plemenska vrednost. Odbira Zivali za pleme poteka na osnovi napovedi agregatnega
genotipa, ki vkljucuje napovedi plemenskih vrednosti ovrednotene z ekonomskimi tezami.
Po vzoru napovedi agregatnega genotipa v zivinoreji, Smo v nalogi uvedli indeks za
razvrS¢anje polimorfizmov glede na vlogo genetske variabilnosti na proucevano lastnost
(LPI). Pri vrednotenju smo upoStevali vsoto produktov med relativnimi tezami in
vrednostmi po posameznih Kriterijih. Indeks smo izracunali za vsako povezavo med SNP-
jem in lastnostjo in med njimi za vsak polimorfizem dolo¢ili najvisji indeks (LPlyax). Z
indeksom LPlmax smo lahko SNP-je, za katere smo potrdili vpliv na zamas$cevanje,
razvrstili po prioriteti. Grafi¢no smo predstavili povezavo §tirih polimorfizmov s telesno
maso inbridiranih linij mi$i. Za prikaz smo izbrali SNP z vrha in zadnje tretjine seznama
polimorfizmov, razvr§¢enih glede na LPln.. Ortologni gen miR-7b, je bil predhodno Ze
povezan z nalaganjem mascobe pri ¢loveku (Cho in sod., 2011), zato smo dodatno
prikazali tudi povezavo polimorfizma v miRNA genu mmu-miR-7b. Kot testni SNP smo
izbrali medgenski polimorfizem na kromosomu 5 pri misi. Po enakem postopku kot
polimorfizme v ncRNA genih smo analizirali vpliv tega polimorfizma na 112 lastnosti

zama$Cevanja. Vseh parov ncRNA/HG, Kkjer smo potrdili vpliv polimorfizma na
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proucevano lastnost, je 288. Najbolje ocenjen par ncRNA/HG je mmu-miR-1948/Ttc39c¢ in
najslabse Gm22303/Rock2. Prvih deset parov ncRNA/HG s seznama: mmu-mir-
1948/Ttc39c, Gm23530/Csmd3, Gm25226/PIxnb3, uc.239/Tox, Gm23939/Snrpe,
Gm26039/Nup54, mmu-mir-3094/Nfx1, Gm22023/Pir, Gm25406/Lclatl in
Gm24730/Fbx117, obravnavamo kot moc¢nejSe kandidatne lokuse za nalaganje mascobe. Za
vse tri proucevane razrede ncRNA smo dokazali vpliv na lastnosti zamaS¢evanja, med
katerimi je najve¢ (68,5 %) lokusov, genov za snoRNA. Male nukleolarne RNA so bile
predhodno Ze povezane s sindromom Prader-Willi, kjer je kot klini¢ni znak prisotna tudi
debelost (Sahoo in sod., 2008; de Smith in sod., 2009), vendar pri tem ni znano ali gre za
vzro¢ne ali sekundarne dejavnike, zato bi bilo potrebno vliogo snoRNA pri nalaganju
mascobe podrobno prouciti. Na spletho mesto "ncRNA Obesity Atlas™ smo dodali spletno
aplikacijo z rezultati analize ter grafi¢ni prikaz povezav med ncRNA in proucevano
lastnostjo. Iskanje lokusov ali proucevane lastnosti, v sicer kompleksnem grafu, je olajsano
z iskalnim oknom. Spletna aplikacija je lahko v pomo¢ raziskovalcem pri postavljanju
hipotez, kot tudi pri razpravi in predstavitvi lastnih rezultatov.

Pri razvoju novih molekularnih oznacevalcev za nalaganje mas¢obe smo upostevali tri
kategorije miRNA reguloma: miRNA gene, miRNA tar€e in mehanizem za procesiranje
mMIRNA. Polimorfizmi v miRNA genih, njihovih tarCah ter genih udelezene v biogenezi
mMiRNA so bili predhodno Ze povezane z nalaganjem mascobe. Med geni, ki kodirajo
proteine udeleZzene v procesiranje miRNA, sta bila z nalaganjem masScobe pri misi
povezana gena Cnot3 in Drosha. Znizano izrazanje gena Cnot3 ucinkovito zniza vsebnost
mascobe pri misih (Morita in sod., 2011), medtem ko izni¢enje gena Drosha, povzroci
2008). Za polimorfne miRNA smo nasli eksperimentalno potrjene taréne gene, med
katerimi sta imeli najve¢ tar¢, predhodno povezanih z nalaganjem mascobe, mmu-mir-7b in
mmu-mir-149. Med gostiteljskimi geni za miRNA je pet genov, ki kodirajo proteine
udeleZene v biogenezo miRNA. Med njimi je tudi gen Cnot3, ki se prekriva s polimorfno
MIRNA mmu-mir-3572 s SNP-jem rs31571372 v obmoc¢ju zrele miRNA. Z asociacijsko
analizo in silico pri misi smo ta polimorfizem povezali s 35 lastnostmi za nalaganje
mascobe. Poleg tega smo pri misi nasli devet miRNA, ki imajo za tarni gen, protein-
kodirajo¢i gen udelezen v procesiranje miRNA. Med njimi je tudi miRNA gen mmu-mir-

7b, za katerega smo dokazali mocCan vpliv na lastnosti nalaganja mascobe. Mikro RNA
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mmu-mir-7b je z najve¢ tar¢nimi geni, predhodno povezanimi z nalaganjem mascobe in
mir-7b pri nalaganje mascobe bi bilo zato smiselno eksperimentalno preveriti $e pri drugih
vrstah.

Doktorsko nalogo smo zakljucili z integracijo vseh pridobljenih informacij o ncRNA za
identifikacijo pozicijskih kandidatnih obmoc€ij z ncRNA geni z ve¢jim ucinkom na
nalaganje mascobe. Zbrane podatke o genomski razporeditvi genov za nNcRNA,
gostiteljskih genov in QTL-ov za nalaganje mascobe ter rezultat asociacijske analize Smo
uporabili za dolo¢anje pozicijskih kandidatnih obmocij z ncRNA geni. Z najve¢ QTL-i za
nalaganje mascobe pri misi, se prekriva skupina ncRNA genov na kromosomu 11. S 27
QTL-i se prekriva 85 ncRNA (24 miRNA, 32 snoRNA in 29 UCR), med katerimi je 11
polimorfnih. Med njimi sta dve intragenski ncRNA (Gm26070 in mmu-mir-678) ter 8
intergenskih ncRNA, in sicer: Gm23514, mmu-mir-6409, Gm22599, Gm24151, mmu-mir-
216a, Gm23772, Gm22789, Gm22284 in mmu-mir-6406. Vsi polimorfizmi so uvr$¢eni na
seznam polimorfizmov, razvrS¢enih po prioriteti. Najvi§je, na Stirinajstem mestu, na
seznamu je sSNORNA Gm23514 (LPlyax = 0,8353) in najniZje (445. po prioriteti), miRNA
mmu-mir-678 (LPlmax = 0,7202). Med intragenskimi ncRNA so, pri vseh treh prou¢evanih
vrstah, mocnejSa pozicijska kandidatna obmocja s paroma miR-218-2/Slit3 in miR-
335/Mest. S prekrivanjem genomskih lokacij vseh tipov lokusov: ncRNA in protein-
kodirajo¢ih genov, QTL-ov za nalaganje maS¢obe in polimorfizmov, smo pri vseh treh
proucevanih vrstah, dolo¢ili pozicijska kandidatna obmocja za nalaganje mascobe z genom

Slit3, ki je gostiteljski gen za Gm26070, mmu-mir-218-2, bta-mir-218-2 in ssc-mir-218b.

Genomski atlas "ncRNA Genomics Atlas" predstavlja centralno mesto za raziskave vloge
NncRNA v organizmu in s specializiranim delom atlasa omogoc¢a proucevanje vpletenosti
ncRNA v nalaganje mascobe. Kljub prizadevanju razumeti mehanizem nalaganja maScobe
je to obsezen projekt, ki zahteva tesno sodelovanje bioinformatikov in ostalih
raziskovalcev s podro¢ja bioznanosti. Vecina laboratorijev je Se vedno usmerjena v
generiranje velike koliine informacij, zato priloznost vidimo v integraciji obstojecih
podatkov in identifikaciji potencialnih biooznacevalcev z razvrS¢anjem lokusov po

prioriteti.
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52  SKLEPI

V delovnih hipotezah smo predvideli, 1) da je z integracijo vseh do sedaj poznanih
genetskih vzrokov za nalaganje mascobe mozno identificirati pozicijska kandidatna
obmocja z ncRNA geni z ve¢jim vplivom na to lastnost in, 2) da nam genetska variabilnost
NCRNA genov (miRNA, snoRNA in UCR) in njihovih tar¢ ter poznavanje njihovega
uravnavanja, omogoca razvijati nove potencialne genetske oznacevalce za nalaganje
mascobe v inbridiranih linijah mis$i, slovenski populaciji bikov lisastega goveda v

progenem testu in slovenskih lokalnih genotipih prasicev.

Za potrjevanje hipotez smo najprej izdelali zbirko znanja za ncRNA gene in na podlagi le-
te izdelali centralni genomski atlas "ncRNA Genomics Atlas" za proucevanje vpliva
ncRNA genov na kompleksne lastnosti pri misi, govedu in prasicu. Razvili smo "ncRNA
Obesity Atlas", kjer smo predstavili rezultat proucevanja vpletenosti ncRNA genov v

proces nalaganja mas¢obe pri vseh treh vrstah.
1. Rezultate splosnega dela genomskega atlasa za ncRNA lahko strnemo v tri sklepe:

e "ncRNA Genomics Atlas" vsebuje zbirko znanja s 7.213 genov za ncRNA, ki se
prekrivajo 1.089 protein-kodirajo¢imi geni in imajo v genskem zapisu 1.784

polimorfizmov pri misi, govedu in prasicu.

e lzdelali smo katalog parov ncRNA/HG, ki je v obliki spletne aplikacije dostopen na
naslovu URL:
http://www.integratomics-time.com/ncRNA_genomics_atlas/catalogue.html.

e Zaiskanje polimorfizmov v genih za ncRNA pri misi, govedu in prasi¢u Smo:
- posodobili obstojece bioinformacijsko orodje miRNA SNiPer,
- razvili dve novi orodji: snoRNA SNiPer in UCR SNiPer
2. Rezultati specializiranega dela genomskega atlasa za ncRNA "ncRNA Obesity Atlas" so:

e Razvili smo "ncRNA Obesity Atlas"; genomski atlas za proucevanje vloge ncRNA pri
nalaganju mascobe sesalcev s pozicijskimi kandidatnimi obmogji ter spletno aplikacijo s

polimorfizmi v ncRNA genih z vplivom na nalaganje mas¢obe pri misi.
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e Geni za NCRNA se prekrivajo s QTL-i za 74 lastnosti za rast in nalaganje mascobe pri

misi, 15 pitovnih in klavnih lastnosti pri govedu in 81 pri prasicu.

e Razvili smo metodo za in silico analizo vpliva znanih polimorfizmov na kompleksne
lastnosti pri inbridiranih linijah misi. Metodo smo uporabili za preverjanje vpliva 924
polimorfizmov v ncRNA genih na 112 lastnosti zamascevanja pri inbridiranih linijah
misi. Potrdili smo vpliv 748 SNP-jev na lastnosti nalaganja masc¢obe pri misi. S tem

smo potrdili hipotezo 2.

e Uvedli smo uporabo indeksa za razvr§¢anje polimorfizmov po prioriteti glede na njihov
vpliv na fenotip (LPlna) in izdelali seznam s 748 SNP-ji z vplivom na nalaganje

mascobe.

e 7 asociacijsko Studijo pri misi smo dokazali vpliv vseh treh razredov ncRNA (miRNA,

snoRNA in UCR) na nalaganje mas¢obe. S tem smo potrdili hipotezo 2.

e Poleg genetske variabilnosti miRNA genov so za razvoj biooznacevalcev za nalaganje
mascobe obetavni tudi polimorfizmi v tarénih genih za miRNA in genih udelezenih v

njihovo biogenezo. Ta sklep se nanaSa na hipotezo 2.

e Dolocili smo pozicijska kandidatna obmocja za nalaganje maS€obe. Z upoStevanjem
kriterijev prekrivanja ncRNA genov s protein-kodirajo¢imi geni ter QTL-i za nalaganje
mascobe smo doloéili 53 pozicijskih kandidatnih obmoc¢ij pri misi, 32 pri govedu in 17
pri prasi¢u. Pri vseh treh vrstah sta med pozicijskimi kandidatnimi obmocji za nalaganje
mascobe dva para miRNA/HG, in sicer miR-218/Slit3 in miR-335/Mest. S tem smo
potrdili hipotezo 1.

Poleg pozicije ncRNA genov smo pri misi upostevali tudi njihovo funkcijo in kot
kriterij vkljucili rezultat asociacijske analize. Tako smo dolo€ili potencialne
biooznacevalce za nalaganje mascobe, in sicer: SNORAG5, SNORA44, SNORA20, miR-
184 in miR-296, saj se ti geni pri vseh treh vrstah prekrivajo s QTL-i za nalaganje
mascobe, medtem ko smo z asociacijsko analizo pri misi njihov vpliv Se dodatno

potrdili. S tem smo potrdili hipotezo 1.
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Kot je razvidno iz sklepov, smo potrdili obe hipotezi, saj smo z integracijo vseh do sedaj
poznanih genetskih vzrokov za nalaganje mascobe identificirali pozicijska kandidatna
obmoc¢ja za nalaganje mascobe ter razvili nove potencialne genetske oznaCevalce.
Genomski atlas in metode uporabljene v tej nalogi bo mozno uporabiti tudi za druge

kompleksne lastnosti, zato naloga predstavlja pomemben prispevek k znanosti.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Prekomerno nalaganje mascobe vodi v debelost in z njo povezane bolezni zato so
najpogosteje omenjene le njihove negativne lastnosti. Masc¢obe so v prehrani v manjsih
koli¢inah zelo pomembne, celo nepogresljive, zato je odkritje genetskih vzrokov za
nalaganje mascobe pomembno z zivinorejskega, prehranskega in medicinskega vidika.
Vecina lokusov do sedaj povezanih z nalaganjem mascobe je protein-kodirajocih genov in
QTL-ov. Stevilo raziskav vpletenosti ncRNA v nalaganje mas¢obe narai¢a, vendar so bile
v predhodnih raziskavah z nalaganjem maScobe neposredno povezane le miRNA.
Podatkovne zbirke za ncRNA so najpogosteje namenjene zbiranju genomskih lokacij
genov za posamezne razrede nCRNA in so poleg tega omejene Se na vrsto organizma.
Najve¢ podatkov za ncRNA je dostopnih za mi$ in ¢loveka ter nizje razvite vrste, Kot sta
npr. C. elegans, D. melanogaster, medtem ko je za domace zivali teh podatkov malo. Cilj
doktorskega dela je bil razviti centralno mesto za proucevanje ncRNA in njihovega vpliva
na kompleksne lastnosti. V' ta namen smo razvili genomski atlas za tri razrede ncRNA pri
misi, govedu in prasicu, ki smo ga poimenovali "NnCRNA Genomics Atlas" in je prosto
dostopen na naslovu URL: http://www.integratomics-time.com/ncRNA_genomics_atlas.
Zbrali smo 7.213 genov za ncRNA, ki se prekrivajo s 1.089 protein-kodirajo¢imi geni in
imajo v genskem zapisu 1.784 polimorfizmov pri misi, govedu in praSic¢u. Identificirali
smo 481 UCR-jev pri mis$i, 359 pri govedu in 267 pri prasicu ter jim dolo¢ili lokacije na
genomu. Katalog parov ncRNA/HG v obliki spletne aplikacije je dostopen na naslovu
URL: http://www.integratomics-time.com/ncRNA_genomics_atlas/catalogue.html.  Za
iskanje genetske variabilnosti genov za ncCRNA pri misi, govedu in prasi¢u smo razvili
bioinformacijski orodji snoRNA SNiPer in UCR SNiPer. Poleg tega smo nadgradili
obstojece orodje miRNA SNiPer. Genomske lokacije ncRNA genov se prekrivajo s 415
QTL-i pri misi (74 QTL za nalaganje mascobe), 290 QTL-i pri govedu (25 QTL-ov za
nalaganje mascobe) in s 500 pri prasicu (82 QTL-ov za nalaganje mascobe). V
specializiranem delu genomskega atlasa za ncRNA smo razvili "ncRNA Obesity Atlas";
genomski atlas za proucevanje vloge ncRNA pri nalaganju mascobe sesalcev. Razvili smo
metodo za analizo vpliva znanih polimorfizmov na kompleksne lastnosti pri inbridiranih

linijah mis$i s pristopom in silico. Metodo smo uporabili za asociacijsko analizo med 924
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polimorfizmi v ncRNA genih (274 v miRNA, 625 v snoRNA in 52 v UCR) in 112
lastnostmi zamascevanja pri inbridiranih linijah misi. Za razvrS¢anje polimorfizmov glede
na njihov vpliv na fenotip smo uvedli uporabo indeksa za razvrs¢anje po prioriteti (LPI) in
z njim izdelali seznam 748 SNP-jev z vplivom na fenotip pri misi. V prvo desetino
seznama je uvrs¢enih: 32 SNP-jev v 30 ncRNA genih (7 miRNA, 22 snoRNA in enem
UCR-ju). Ustreznost metode razvr$¢anja lokusov z LPI smo potrdili s primerjavo razlik
med telesno maso pri misih z alelnima variantama za SNP z vrha in dna seznama. Dolocili
smo pozicijska kandidatna obmocja z ncRNA geni za nalaganje mas¢obe. Z upoStevanjem
kriterijev prekrivanja ncRNA genov s protein-kodirajo¢imi geni in QTL-i za nalaganje
mascobe smo dolocili 53 pozicijskih kandidatnih obmocij pri misi, 32 pri govedu in 17 pri
prasic¢u. Kot moc¢nej$a pozicijska kandidatna obmocja smo, pri vseh treh vrstah, dolocili
obmodja s paroma miR-218-2/Slit3 in miR-335/Mest. Genomski atlas za ncRNA in pristop
za razvoj biooznalevalcev uporabljen v tej nalogi bo mozno uporabiti tudi za druge

kompleksne lastnosti, zato naloga predstavlja pomemben prispevek k znanosti.

6.2 SUMMARY

Excessive fat deposition leads to obesity and obesity related diseases, thus it is most often
referred to by its negative traits. Small quantities of fats in the diet are very important, even
essential, therefore, the discovery of the genetic causes for fat deposition is important from
animal breeding, nutritional and medical point of view. Majority of loci associated with fat
deposition are protein coding genes and QTL. Number of research regarding ncRNA
involvement in fat deposition is increasing, but previously only miRNA were directly
associated with fat deposition. Noncoding RNA databases are most commonly used for
collecting physical properties of genes for particular classes of ncRNA, and they are still
limited to the species. Most data for ncRNA is available for mouse, human, C. elegans, D.
melanogaster etc., while data for livestock is limited. The aim of doctoral thesis was to
develop central web site for studying ncRNA and their effect on complex traits. For this
purpose, a genomic atlas for three classes of ncRNA in mouse, cattle and pig named
"ncRNA Genomics Atlas” was developed and is freely available at URL address:
http://www.integratomics-time.com/ncRNA_genomics_atlas. Using integrative approach
7.213 ncRNA genes, overlapping with 1.089 protein coding genes, with total of 1.784

polymorphisms in mouse, cattle and pig, were obtained. We identified 481 UCRs in
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mouse, 359 in cattle and 267 in pig and determined their genomic locations. Catalog of
NcRNA/HG pairs in the form of web application is available at URL address:
http://www.integratomics-time.com/ncRNA_genomics_atlas/catalogue.html. For detection
of genetic variability of ncRNA in mouse, cattle, and pig, bioinformatics tools snoRNA
SNiPer and UCR SNiPer were developed. In addition, previously developed bioinformatics
tool miRNA SNiPer was updated. Genomic locations of ncRNA genes overlap 415 QTL in
mouse (74 QTL for fat deposition), 290 QTL in cattle (25 QTL for fat deposition) and 500
QTL in pig (82 QTL for fat deposition). Genomics atlas for studying the role of ncRNA in
fat deposition "ncRNA Obesity Atlas" was included as specialized part of genomic atlas. A
method for analyzing the effect of known polymorphisms on complex traits in inbred mice
strains was developed using in silico approach. The method was used for association
analyses between 924 polymorphisms in ncRNA genes (miRNA: 274, snoRNA: 625 and
UCR: 52 SNPs) and 112 fat traits in inbred mice strains. For the classification of
polymorphisms in relation to their impact on the phenotype, prioritization index (LPI) was
developed. A list of 748 SNPs included in association study in mouse was created. In the
first tenth of the list 32 SNPs residing within 30 ncRNA genes (7 miRNA, 22 snoRNA and
one UCR) are ranked. Suitability of the method for the classification of loci with the index
was confirmed by comparing the differences between the body weight in mice with allelic
variants of SNPs from the top and the bottom of the prioritization list. By following criteria
for overlaps of ncRNA genes with protein-coding genes with an effect on fat deposition
and QTL for fat deposition characteristics 53 positional candidate regions in mice, 32 in
cattle and 17 in pig were determined. In all three species, regions with miR-218-2/Slit3 and
miR-335/Mest were identified as stronger positional candidate regions. Genomics atlas for
ncRNA and approach used in this work will be applicable to other complex characteristics;

therefore the work represents an important contribution to science.
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PRILOGE

Priloga A: Opisna statistika analiziranih lastnosti pri misi

Oznaka

za Lastnost Stevilo Srednja | Standardni Minimum | Maksimum
vrednost odklon
lastnost
10305 | Telesna masa na zacetku 790| 21,38 5,08 8,70 39,10
testiranja
10306 | Iclesna masa na zacetku 780| 23,71 706| 10,00 49,60
testiranja
10328 | Masa pustega tkiva, brez glave, 787 17,27 4,75 7,30 29,90
10330 | Kon¢na masa, brez glave 787 23,34 7,82 9,20 53,20
10401 | Telesna masa 259 20,81 4,52 11,20 30,60
11001 | Telesna masa 268 19,04 4,34 10,60 32,60
11514 | Masa tkiva, brez glave 607 19,76 5,82 8,20 37,30
11515 | Delez telesne mase, ki pripada 607| 19,04 5,96 7,90 44,00
mascobi, brez glave
14308 | Telesna masa 756 25,52 7,29 8,89 50,50
14316 | Masa tkiva, brez glave 756 24,99 7,41 7,73 51,10
14318 | Masa pustega tkiva, brez glave 755 18,75 4,62 6,00 30,66
14319 | Dele? telesne mase, ki pripada 755| 23,56 7,56 9,13 47,00
mascobi
15125 | Telesna masa 112 25,04 4,30 17,60 35,80
15126 | Delez mascobe, brez glave 111 15,42 3,94 8,07 27,10
15128 | Masa pustega tkiva, brez glave 111 20,52 3,75 13,20 29,80
15129 | Masa tkiva, brez glave 111 24,29 4,44 16,90 35,60
15402 | Telesna masa 542 24,62 4,11 15,60 38,80
17105 S/I[:\i: mascobnega tkiva, brez 626 5,98 3,22 1,75 17,40
17106 | Masa pustega tkiva, brez glave, 626 20,17 4,51 10,10 32,40
17107 | Delez mas¢obe, brez glave 625 21,63 6,38 9,35 39,80
17201 | Masa celega telesa 208 24,53 5,46 13,20 37,90
19501 | Telesna masa na zacetku testa 300 24,78 2,74 17,80 34,10
19502 Razmerjve spremembe telesne 299 0,95 0,07 0,75 116
mase v casu testa
22401 | Telesna masa 195 21,66 3,07 15,90 30,80
22402 | Telesna masa 135 26,91 4,27 18,70 36,30
22410 | Skupna masa tkiva,brez glave 195 21,61 3,04 15,30 30,80
22411 | Skupna masa tkiva,brez glave 140 26,25 4,61 17,20 35,60
22412 | Masa pustega tkiva, brez glave 195 17,09 2,52 12,70 24,60
22415 Masa telesne mas¢obe, brez 140 6,08 2,54 2.30 13.10
glave d
22416 5:{: telesne mascobe, brez 195 20,80 468 12,40 40,20
22417 5:5; telesne mascobe, brez 140| 22,59 658 10,70 40,80
22750 | Telesna masa 191 22,20 3,10 16,20 30,80
22751 | Telesna masa 139 26,98 4,20 16,90 39,30
23001 | Telesna masa 531 10,20 1,44 5,91 14,90
23002 | Telesna masa 736 14,98 2,53 7,50 23,50
23003 | Telesna masa 735 17,95 2,39 9,93 25,10
23004 | Telesna masa 735 19,32 2,59 11,70 26,40

se nadaljuje




nadaljevanje

Oznaka % Srednja | Standardni
za Lastnost Stevilo Minimum | Maksimum
lastnost vrednost odklon
23005 Telesna masa 735 20,63 2,77 13,60 28,00
23006 Telesna masa 723 21,62 2,97 13,20 29,60
23007 | Telesna masa 719 22,60 3,15 14,40 31,40
23008 Telesna masa 720 23,35 3,27 14,70 32,60
23009 Telesna masa 720 24,29 3,49 15,30 33,70
23012 Telesna masa 709 26,28 4,08 12,40 37,50
23013 | Telesna masa 708 26,77 4,18 13,40 38,50
23014 | Telesna masa 701 27,33 4,50 15,60 40,80
23130 Telesna masa 193 22,27 3,03 16,20 29,90
23131 | Telesna masa 103 25,41 3,78 19,00 34,50
24701 | Telesna masana zacetku 181 31,24 7,57 13,90 51,60
testiranja
24702 | Telesna masana koncu 146 29,06 6,86 14,40 47,70
testiranja
24703 Delei. spremembe t_elesne mase 146 6,22 5,19 -19.00 7.40
v testiranem obdobju
25001 Dolzina telesa (od konice nosu 407 8,70 0,75 6,00 11,40
do baze repa)
25002 Dolzina telesa (od konice nosu 414 10,10 0,62 9,00 12,00
do baze repa)
25003 Dolzina telesa (od konice nosu 365 9,99 0,64 8,50 12.40
do baze repa)
25006 Telesna masa 407 27,45 7,95 12,30 53,50
25026 Povrsina telesa brez glave 407 22,64 4,53 11,70 34,20
25031 Indeks telesne mase (BMI) 407 3,55 0,56 2,02 5,31
25036 DeleZz mascobe, brez glave 407 23,57 6,08 12,40 44,10
25041 | Masa tkiva, brez glave 407 26,09 8,07 11,10 52,90
25046 Masa pustega tkiva, brez glave, 406 19,70 5,28 8,80 37,50
25901 g’{;\ig telesne mascobe, brez 109 4,48 3,57 0,00 20,00
25912 | Masa pustega tkiva, brez glave 70 23,18 3,50 17,30 31,70
25913 Sg‘j/‘;“a masa tkiva telesa, brez 70| 3054 5,65 21,00 45,50
25921 Masa masc¢obnega tkiva telesa, 52 6,00 2.79 2,20 16,20
brez glave
25922 Masa pustega tkiva, brez glave 52 23,78 3,01 17,10 30,70
25923 | Skupna masa tkiva,brez glave 52 31,90 5,22 21,00 47,40
27404 | Skupna masa tkiva,brez glave 554 23,24 5,06 12,70 36,94
27405 Masa pustega tkiva, brez glave 516 18,90 3,73 10,20 29,90
27407 Telesna masa 554 24,77 5,01 13,00 37,74
27408 Dolzina telesa (od konice nosu 554 8,55 0,34 7.40 9,50
do baze repa)
27409 Povrsina telesa brez glave 554 21,75 2,84 14,20 30,03
27411 Indeks telesne mase (BMI) 554 3,36 0,50 2,09 4,75
2806 Koné¢na masa telesa 304 34,04 12,69 18,20 66,90
28301 Bazna masa telesa 422 23,52 2,20 15,40 30,50
28302 Konéna masa telesa 422 36,09 6,07 20,90 56,10

se nadaljuje




nadaljevanje

Oznaka Srednja | Standardn
za Lastnost Stevilo J . Minimum | Maksimum
vrednost | iodklon

lastnost

28303 2223216”‘3 spremembe telesne 422 1,54 0,23 0,72 2,54

2833 Ezzsgne”e spremembe telesne 304 1,05 0,17 0,62 1,67

2905 Telesna masa 865 22,94 4,54 11,20 36,70

2906 Koncna telesna masa 813 25,44 6,30 9,32 43,80

2933 Ezzsgne”e spremembe telesne 741 117 0,16 0,65 1,83

30408 | Telesna masa 415 21,31 4,35 11,70 31,80

31885 g’l':jg pustega tkiva, brez 12| 16,39 4,34 7,50 32,80

32603 | Telesna masa 323 29,96 6,04 16,40 45,00
Dolzina telesa od baze

32604 | spodnjih sekalcev do baze 323 8,76 0,61 7,10 10,30
anusa

32606 | Vasa epididimalne mascobne 323 1,91 1,18 0,00 7,29
blazinice, kot delez telesne

32620 | Indeks telesne mase (BMI) 323 3,88 0,47 2,70 5,49

33065 | Masana zaletku testiranja, 930| 22,93 3,54 14,30 34,00
vse generacije zdruzene

33401 | Telesna masa 100 22,88 5,67 13,30 43,50

33431 Telesna masa 100 24,73 6,64 12,40 45,20

34609 | Koncna telesna masa, brez 96 23,70 5,04 12,40 34,30
telovadnega kolesa
Koncna telesna masa, s

34610 | telovadnim kolesom (6 89 22,98 4,64 11,60 34,70
tednov)

35704 | Lclesna masa na zaCetku 448 21,98 5,33 10,10 44,00
testiranja

36601 | Telesna masa pri testiranju 545 20,10 3,35 12,40 31,60
Delez spremembe telesne

39301 | mase, 1 dan po infekciji 129 98,04 3,22 89,10 105,80
(d0=100%)
Delez spremembe telesne

39303 | mase, 7 dan po infekciji 86 88,93 8,52 72,30 104,40
(d0=100%)

40404 Telesna masa 130 22,14 3,09 12,50 29,00

a2g03 | Dele? telesne mase, ki pripada 437|219 6,20 11,20 43,00
mascobi, brez glave

44101 | Telesna masa na zatetku 170 20,40 4,34 11,40 37,60
testiranja

44102 | Telesna masa na zacetku 170|  20.40 4,31 11,70 36,20
testiranja

44103 | elesna masana koncu 170| 18,63 4,57 10,77 33:30
testiranja

a4104 | Telesna masana koncu 167 16,67 4,38 8,60 31,47

testiranja

se nadaljuje




nadaljevanje

Oznaka Srednja | Standardni
za Lastnost Stevilo ) Minimum Maksimum
vrednost odklon

lastnost

44105 | Delez spremembe telesne 170 0,91 0,08 0,74 1,39
mase v testiranem obdobju

44106 | DeleZ spremembe telesne 167 0,81 0,08 0,61 1,05
mase Vv testiranem obdobju

44405 Telesna masa mladic¢a 3 dan 260 1,38 0,17 0,94 1,94

44505 Telesna masa mladic¢a 3 dan 358 1,40 0,12 1,07 1,95

aap7 | Dele? telesne mase, ki pripada 704| 1485 6,96 0,00 36,94
mascobi, celo telo z glavo
Delez telesne mase, ki pripada

46417 | mascobi, celo telo z glavo, 267 16,13 6,55 0,00 32,94
samo inbridirane linije
Delez telesne mase, ki pripada

46427 mascobi, celo telo z glavo, 184 12,65 6,16 1,19 30,90
samo linije AXB BXA

6308 Povprecje telesne mase 323 23,29 4,62 10,70 37,00

9101 Telesna masa 658 17,95 4,49 7,40 32,10

9205 | Lclesna masa na zaetku 248 21,87 4,49 11,60 34,80
testiranja

9206 | elesnamasa na koncu 248 20,76 417 11,20 30,90

testiranja




Priloga B: Polimorfizmi s komercialnih DNA-mikromrez, Ki se nahajajo v genih za

NcRNA

i SNP ii

Vrsta | Tip neRNA ﬁégzﬂ rs §tevilka | oznaka na mikromrezi Kromosom I_Sofll(;(-:J'Uaa1
mmu-mir-1899 | rs37424894 | JAX00685238 9| 8246806
mmu-mir-1899 |[rs29926616 |[JAX00167977 9| 8246866
mmu-mir-1948 |rs6363095 |JAX00080476 18| 12873364
mmu-mir-3058 | rs48058754 |JAX00296631 10| 95021911
mmu-mir-3062 |rs26905641 |[JAX00314561 11| 68804143
mmu-mir-453 | rs36962618 |JAX00345740 12110973887
mmu-mir-5618 |rs47669177 [JAX00685156 9| 7784403

. mmu-mir-6238 |rs49401528 [JAX00639533 7| 61147252
MIRNA mmu-mir-6238 |[rs47922811 |[JAX00639531 7| 61147198
mmu-mir-6238 | rs49066331 [JAX00639532 7| 61147229
mmu-mir-6354 |[rs33765586 |[JAX00275389 1170949201
mmu-mir-6394 |[rs51621506 [JAX00647863 7| 103454206
mmu-mir-6397 |rs28147878 [JAX00561555 41107760030
mmu-mir-741 | rs29051496 |[JAX00180092 X | 64050013
mmu-mir-743a |rs29048185 |[JAX00712971 X | 64029949
mmu-mir-764 | rs29276186 |[JAX00720952 X 143436815

Gm23860 rs27655957 [JAX00544370 4] 7748168

mis Gm24177 rs27815924 | JAX00551196 4| 54016947
Gm23950 rs27878355 | JAX00552936 4] 64105811

Gm23443 rs28118885 | JAX00558028 41 93211914

Gm23993 rs47352232 | JAX00573287 5 8242751

Gm24079 rs31420425 |JAX00584113 5| 62914681

Gm26277 rs33721714 |JAX00591891 5( 110757167

Gm26013 rs46979058 |JAX00137234 5( 151513532

Gm23960 rs33653014 | JAX00604578 6| 20963135

snoRNA Gm26021 rs29604946 [JAX00139255 6| 29184490
Gm24008 rs31493606 |[JAX00623222 6 [ 115673849

Gm24843 rs31778302 [JAX00146306 6 | 124008628

Gm23547 rs50633230 | JAX00624965 6 | 124665392

Scarnal0 rs47166356 | JAX00625047 6] 125136610

Gm24966 rs49031232 | JAX00640778 7| 66599453

Gm25860 rs50059792 | JAX00647166 7| 100296395

Gm25169 rs29703386 |JAX00660001 8| 7638841

Gm24455 rs38175889 | JAX00686258 9( 15118363

Gm23949 rs38104031 | JAX00703336 9| 99650902

nadaljevanje



http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0019186
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0021585

se nadaljuje

. i SNP i
Vrsta | Tip ncRNA fsl:lgzc:\ rs $tevilka | oznaka na mikromrezi Kromosom Lsoﬁgfjlga
Gm25979 rs51480821 [JAX00014918 10| 11050390

Gm25613 rs51040669 [JAX00287703 10| 39829284

Gm23906 rs47866073 [JAX00017942 10| 51608493

Snord7 rs28226268 [JAX00029715 11| 83107834

Gm25610 rs50365368 [JAX00325703 12| 12020536

Gm25917 rs51724230 [JAX00334530 12| 57353429

Gm23508 rs36500565 [JAX00345704 121110891314

Gm23596 rs52241966 |[JAX00380517 14| 55780412

Gm24280 rs32496368 |[JAX00388728 141105370734

Gm25276 rs4163306 [ JAX00066627 16| 13531524

Snord52 rs49324463 [JAX00437166 17| 35087907

Snord52 rs45654518 [JAX00437167 17| 35087928

Gm24228 rs48723029 |JAX00080714 18| 16033298

Gm24401 rs31761166 |JAX00456427 18| 37865658

Gm26202 rs38756114 [JAX00465246 18| 75161586

Gm24124 rs37635695 | JAX00471095 19| 13710175

Gm24006 rs37409343 | JAX00476422 19| 35277822

. snoRNA Gm24173 rs31932903 | JAX00241864 1| 11124271
e Gm24548 rs29692244 [ JAX00252094 1| 58211872
Gm23939 rs33536242 [JAX00267660 1| 135497917

Snord47 rs33754226 |JAX00273555 1] 162968243

Gm24472 rs31588254 [JAX00109995 3| 86870888

Gm24216 rs33216452 [JAX00531352 3| 98928135

Gm24216 rs33217504 [JAX00531353 3| 98928195

Gm23750 rs13477352 [JAX00112021 3| 114527125

Gm26495 rs50219045 [JAX00299679 10| 115777646

Gm25058 rs26855077 [JAX00304115 11| 11813708

Gm25408 rs49716862 |JAX00329441 12| 31742038

Gm25232 rs30191941 [JAX00357392 13| 48667725

Gm24432 rs31612531 [JAX00082078 18| 34253139

Gm25418 rs50516331 [JAX00468885 18| 90674031

Gm26183 rs38061619 [JAX00470654 19| 11769610

Gm25168 rs30698876 [JAX00000950 1| 15748003

Gm24633 rs31044209 [JAX00001231 19503951

Snord45hb rs30609338 [JAX00114933 3| 153573540

UCR uc.171+ rs30279798 [JAX00363866 13| 77629926

nadaljevanje




se nadaljuje

_ : SNP .

Vrsta | Tip ncRNA fsl:lgzc:\ rs Stevilka | oznaka na mikromrezi Kromosom Lsoﬁgfjlga
uc.426+ 131128319 | JAX00452604 18| 15003555

‘ uc.429+ (31424513 | JAX00081417 18| 25399726
mis - [UCR uc.242+ (31140534 | JAX00516032 3| 18614044
uc.211+ 129806600 | JAX00609990 6| 51829584

bta-mir-551b | rs135711811 | BovineHD0100028452 1| 99671783

bta-mir-874 | rs110808436 | BovineHD0700014785 7| 50687460

bta-mir-764 | rs133587516 | BovineHD3000019754 x| 67800471

_ bta-mir-6527 | rs110672364 | BovineHD1300023001 13| 79549829

MIRNA bta-mir-2462 | rs133596376 | BovineHD0700024144 7| 82645316
bta-mir-2369 | rs135082893 | BovineHD2200011437 22| 40172586

bta-mir-2355 | rs110782690 | BovineHD0200027534 2| 95834624

bta-mir-2371 | rs133066290 | BovineHD2200013049 22| 45084598

SCARNA7 | rs133705548 | BovineHD0100030506 1| 107820072

SNORA70 | rs135104642 | BovineHD0100034278 1| 121125892

SNORA79 | rs109774736 | BovineHD0100037081 1| 130552719

SNORALL  |rs132926338 | BovineHD0200029367 2| 102308633

SNORA43  |rs42249591 |BovineHD0200003620 2| 12832541

SCARNA20 | rs136026391 | BovineHD0400020849 4| 75346071

SNORA3 rs110016656 | BovineHD0400006485 4| 21852570

govedo SNORAL8 | rs135059982 | BovineHD0500003865 5| 12836050
SNORA38 | rs137713244 | BovineHD0500008515 5| 28986902

SNORA3L | rs133120689 | BovineHD0800009190 8| 30260549

SNORAI8 | rs133363655 | BovineHD0900025760 o| 91240255

STORNA - TSNORA7Z | 15133404339 | BovineHD1000003558 10| 10652275
SNORA72 | rs133437696 | BovineHD1100016016 11| 55128107

SNORAI8 | rs137236454 | BovineHD1300007217 13| 25002226

SNORA70 | rs136752160 | BovineHD1800019296 18| 42440004

SNORAL rs110296962 | BovineHD2100007848 21| 27129698

SNORDI13 | rs110348734 | BovineHD2100019803 21| 67516022

SNORDIO  |rs42013153 | BTB-00854474 22| 48727610

SNORA22 | rs109574741 | BovineHD2500005793 25| 20969537

SNORAL4  |rs42139330 | BovineHD2800002365 28| 7940937

SNORD27  |rs42187697 | BFGL-NGS-114737 20| 41854768

snoU13 5135857998 | BovineHD3000038329 X | 134464778

prasic |snoRNA | SNORA70 | rs80889550 | H3GA0031885 11| 49690635




Priloga C: Rezultat analize vpletenosti gostiteljskih genov v bioloske procese pri misi

Bioloski proces St. HG p-bonf
Cellular process 315 0,0004
Metabolic process 238 <0,0001
Cellular metabolic process 222 <0,0001
Primary metabolic process 215 <0,0001
Macromolecule metabolic process 186 <0,0001
Cellular macromolecule metabolic process 180 <0,0001
Regulation of metabolic process 158 0,0024
Regulation of primary metabolic process 140 0,0026
Regulation of cellular metabolic process 138 0,0165
Positive regulation of biological process 136 0,0041
Regulation of macromolecule metabolic process 134 0,0022
Cellular nitrogen compound metabolic process 130 0,0110
Nitrogen compound metabolic process 130 0,0210
Positive regulation of cellular process 130 0,0004
Cellular component organization or biogenesis 129 0,0001
Nucleobase-containing compound metabolic process 126 0,0062
Cellular component organization 122 0,0006
Cellular component organization or biogenesis at cellular level 115 < 0,0001
Cellular biosynthetic process 114 0,0278
Regulation of nitrogen compound metabolic process 113 0,0081
Protein metabolic process 112 0,0008
Regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 112 0,0076
Gene expression 110 0,0007
Cellular component organization at cellular level 108 < 0,0001
Regulation of gene expression 106 0,0213
Cellular protein metabolic process 100 <0,0001
Cellular macromolecule biosynthetic process 95 0,0222
Macromolecule biosynthetic process 95 0,0354
Positive regulation of metabolic process 85 0,0210
Positive regulation of macromolecule metabolic process 83 0,0029
Positive regulation of cellular metabolic process 81 0,0220
Macromolecule modification 79 0,0221
Regulation of developmental process 69 0,0237
Regulation of cell differentiation 53 0,0377
Cellular response to stress 42 0,0332
Positive regulation of developmental process 42 0,0146
Positive regulation of cellular component organization 34 0,0257
Positive regulation of cell differentiation 33 0,0356
Translation 27 0,0486

HG: gostiteljski gen, p-bonf: p-vrednost po Bonferroni korekciji



Priloga D: Rezultat analize vpletenosti gostiteljskih genov v celi¢ne procese pri misi

Celi¢ni proces St. HG p-bonf
Intracellular part 345 <0,0001
Cell 343 0,0016
Cell part 341 0,0023
Intracellular 334 < 0,0001
Intracellular organelle 312 <0,0001
Intracellular membrane-bounded organelle 286 <0,0001
Cytoplasm 284 <0,0001
Nucleus 208 < 0,0001
Cytoplasmic part 194 <0,0001
Organelle part 179 <0,0001
Intracellular organelle part 178 < 0,0001
Macromolecular complex 145 <0,0001
Protein complex 119 0,0001
Intracellular non-membrane-bounded organelle 116 < 0,0001
Membrane-enclosed lumen 91 < 0,0001
Nuclear part 91 <0,0001
Intracellular organelle lumen 88 < 0,0001
Organelle lumen 88 <0,0001
Nuclear lumen 83 < 0,0001
Cell projection 55 0,0291
Nucleoplasm 54 <0,0001
Cytosol 50 0,0006
Nucleoplasm part 48 < 0,0001
Golgi apparatus 44 0,0330
Microtubule cytoskeleton 37 0,0048
Ribonucleoprotein complex 30 0,0003
Chromosome 28 0,0147
Centrosome 24 0,0018
Chromosomal part 24 0,0266
Microtubule organizing center 24 0,0048
Nuclear chromosome 21 0,0006
Nuclear chromosome part 20 0,0004
Nuclear body 17 0,0002
Cytosolic part 14 0,0053
Nuclear chromatin 12 0,0152
Cytosolic ribosome 11 0,0016
Cytosolic large ribosomal subunit 9 0,0004
Large ribosomal subunit 9 0,0061
Nuclear speck 8 0,0094
H4/H2A histone acetyltransferase complex 4 0,0207
Nua4 histone acetyltransferase complex 4 0,0207
Delta DNA polymerase complex 2 0,0231
Endothelial microparticle 2 0,0231

HG: gostiteljski gen, p-bonf: p-vrednost po Bonferroni korekciji



Priloga E: Rezultat analize vpletenosti gostiteljskih genov v molekularne funkcije pri misi

Molekularna funkcija St. HG p-bonf
Binding 285 0,0106
Protein binding 248 <0,0001
Catalytic activity 141 0,0298
Nucleic acid binding 103 <0,0001
Nucleoside phosphate binding 96 <0,0001
Nucleotide binding 96 <0,0001
Organic cyclic compound binding 96 <0,0001
Small molecule binding 96 < 0,0001
Ribonucleotide binding 88 <0,0001
Purine nucleotide binding 88 <0,0001
Purine ribonucleotide binding 87 <0,0001
Purine ribonucleoside triphosphate binding 86 <0,0001
Adenyl nucleotide binding 79 <0,0001
Adenyl ribonucleotide binding 79 <0,0001
ATP binding 78 <0,0001
DNA binding 74 0,0012
Transferase activity 58 0,0429
Enzyme binding 57 0,0028
RNA binding 47 <0,0001
Transferase activity, transferring phosphorus-containing groups 42 0,0001
Kinase activity 34 0,0020
Protein domain specific binding 34 0,0189
Phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor 32 0,0002
Kinase binding 26 0,0429
Chromatin binding 21 0,0117
Helicase activity 12 0,0251
Protein transporter activity 10 0,0106
DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase activity 4 0,0189

HG: gostiteljski gen, p-bonf: p-vrednost po Bonferroni korekciji



Priloga F: Gostiteljski geni vpleteni v biolosko pot "Axon guidance" pri misi
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Priloga G: Gostiteljski geni vpleteni v biolosko pot "Ribosome" pri misi
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Priloga H: Interakcije med proteini, ki jih kodirajo gostiteljski geni za ncRNA pri misi
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Priloga I: Rezultat analize vpletenosti gostiteljskih genov v bioloske procese pri govedu

Biolo$ki proces St. HG p-bonf
Positive regulation of gene expression 41 0,0129
Positive regulation of RNA metabolic process 39 0,0193

HG: gostiteljski gen, p-bonf: p-vrednost po Bonferroni korekciji

Priloga J: Rezultat analize vpletenosti gostiteljskih genov v celi¢ne procese pri govedu

Celi¢ni proces St. HG p-bonf
Cell 286 < 0,0001
Cell part 286 <0,0001
Intracellular 264 < 0,0001
Intracellular part 248 <0,0001
Intracellular organelle 221 < 0,0001
Intracellular membrane-bounded organelle 186 0,0170
Cytoplasm 180 0,0037
Nucleus 138 <0,0001
Organelle part 121 0,0038
Intracellular organelle part 120 0,0037
Macromolecular complex 98 0,0009
Intracellular non-membrane-bounded organelle 85 0,0003
Nuclear part 60 0,0018
Intracellular organelle lumen 52 0,0212
Membrane-enclosed lumen 52 0,0326
Organelle lumen 52 0,0214
Nuclear lumen 48 0,0067
Ribonucleoprotein complex 34 < 0,0001
Nucleolus 23 0,0194
Ribosome 20 0,0001
Ribosomal subunit 13 0,0001
Cytosolic part 12 0,0037
Cytosolic ribosome 12 <0,0001
Adherens junction 11 0,0067
Anchoring junction 11 0,0123
Cell cortex 9 0,0393
Cell-substrate adherens junction 8 0,0170
Cell-substrate junction 8 0,0209
Focal adhesion 8 0,0123
Cytosolic small ribosomal subunit 7 0,0005
Small ribosomal subunit 7 0,0038
Cytosolic large ribosomal subunit 5 0,0255
Basal cortex 2 0,0255

HG: gostiteljski gen, p-bonf: p-vrednost po Bonferroni korekciji



Priloga K: Rezultat analize vpletenosti gostiteljskih genov v molekularne funkcije pri

govedu
Molekularna funkcija St. HG p-bonf
Structural molecule activity 26 0,0226
Actin binding 18 0,0213
Structural constituent of ribosome 17 0,0080
Protein transporter activity 11 0,0094
Leucine zipper domain binding 4 0,0052
LRR domain binding 4 0,0226
Pantothenate kinase activity 3 0,0414

HG: gostiteljski gen, p-bonf: p-vrednost po Bonferroni korekciji

Priloga L: Gostiteljski geni vpleteni v biolo§ko pot "Ribosome™ pri govedu
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Priloga M: Interakcije med proteini, Ki jih kodirajo gostiteljski geni za ncRNA pri govedu




Priloga N: Rezultat analize vpletenosti gostiteljskih genov v bioloske procese pri prasicu

Bioloski proces St. HG p-bonf

Cellular macromolecule metabolic process 52 0,0065
Gene expression 33 0,0001
Translation 15 0,0254
Nuclear mrna splicing, via spliceosome 5 0,0350
RNA splicing, via transesterification reactions 5 0,0350
RNA splicing, via transesterification reactions with bulged adenosine as 5 0,0350
nucleophile

Coenzyme A biosynthetic process 3 0,0350
Coenzyme A metabolic process 3 0,0460
mRNA splice site selection 3 0,0460

HG: gostiteljski gen, p-bonf: p-vrednost po Bonferroni korekciji

Priloga O: Rezultat analize vpletenosti gostiteljskih genov v celi¢ne procese pri prasicu

Celi¢ni proces St. HG p-bonf
Intracellular 108 0,0003
Intracellular part 101 0,0003
Intracellular organelle 92 0,0004
Cytoplasmic part 60 0,0039
Intracellular organelle part 52 0,0046
Macromolecular complex 46 0,0027
Intracellular non-membrane-bounded organelle 42 0,0001
Ribonucleoprotein complex 21 < 0,0001
Ribosome 14 < 0,0001
Cytosolic part 11 < 0,0001
Ribosomal subunit 11 < 0,0001
Cytosolic ribosome 9 < 0,0001

HG: gostiteljski gen, p-bonf: p-vrednost po Bonferroni korekciji

Priloga P: Rezultat analize vpletenosti gostiteljskih genov v molekularne funkcije pri

prasi¢u
Molekularna funkcija St. HG p-bonf
Nucleic acid binding 48 0,0062
Nucleoside phosphate binding 41 0,0196
Nucleotide binding 41 0,0196
Organic cyclic compound binding 41 0,0196
RNA binding 19 0,0008
Structural molecule activity 16 0,0023
Structural constituent of ribosome 14 < 0,0001
Pantothenate kinase activity 3 0,0031

HG: gostiteljski gen, p-bonf: p-vrednost po Bonferroni korekciji




Priloga R: Gostiteljski geni vpleteni v biolosko pot "Ribosome" pri prasicu
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Priloga S: Interakcije med proteini, ki jih kodirajo gostiteljski geni za ncRNA pri prasicu
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Priloga T: Seznam parov ncRNA/HG razvrsc¢enih po prioriteti glede na njihovo vlogo pri

nalaganju mas¢obe pri misi

Gostiteljski gen ncRNA SNP Stevilo | PIC | Delez | Ocenarazlik | LPlpay
linij povezav | med aleloma
Ttc39c mmu-mir-1948 rs6363045 150,480 0,80 1,208 0,895
2410131K14Rik | Gm25076 rs29525585 15|0,498 0,69 1,224 0,883
Csmd3 Gm23530 rs49249902 15|0,498 0,71 1,007 0,880
Plxnb3 Gm25226 rs3161207 150,480 0,73 1,208 0,880
Tox uc.239 rs32131119 150,480 0,69 1,352 0,876
Snrpe Gm23939 rs33536242 150,480 0,70 1,101 0,870
Nup54 Gm26039 rs33701322 15|0,498 0,67 0,775 0,864
Nfx1 mmu-mir-3094 rs27786269 15|0,391 0,86 1,520 0,864
Pir Gm22023 rs31442039 15|0,391 0,86 1,520 0,864
Lclatl Gm25406 rs49281152 15|0,391 0,86 1,520 0,864
FbxI17 Gm24730 rs49696438 15|0,391 0,86 1,520 0,864
Abccd mmu-mir-6391 rs48510543 15|0,444 0,73 1,340 0,863
Srr Snord9la rs26888773 15|0,444 0,71 1,433 0,861
Tox3 uc.401 rs33008407 150,480 0,68 0,872 0,859
Fzd6 Gm24789 rs49211380 15|0,444 0,75 1,021 0,857
Rpl13a mmu-mir-5121 rs29866531 150,480 0,68 0,790 0,856
Zc3h3 Gm23747 rs37207545 15|0,444 0,72 1,172 0,855
Gabre mmu-mir-224 rs3161168 15|0,444 0,69 1,355 0,855
Smocl mmu-mir-3067 rs47467186 150,480 0,65 0,939 0,854
Snrnp70 Gm22478 rs6252200 15|0,391 0,82 1,301 0,848
Zc3hl2d mmu-mir-5104 rs49386391 15|0,444 0,63 1,355 0,842
Cenf mmu-mir-5134 rs51625895 15|0,444 0,67 1,077 0,842
Pkn2 Gm25965 rs31076049 15|0,498 0,58 0,581 0,839
Aspg mmu-mir-3073a | rs29163360 15|0,498 0,57 0,531 0,835
Ctdsp2 mmu-mir-546 rs13469653 15|0,444 0,67 0,864 0,835
Ipo7 Snora23 rs32105629 15|0,391 0,80 1,009 0,835
Rnf215 mmu-mir-3060 rs45735915 15|0,444 0,62 1,107 0,832
Etl4 Gm?25859 rs49360178 15|0,498 0,51 0,699 0,828
Ifltd1 Gm25373 rs38325445 15|0,498 0,52 0,612 0,827
Hatl uc.97 rs28296350 150,480 0,58 0,544 0,827
Tnik mmu-mir-466q rs52368901 15|0,498 0,53 0,536 0,827
Zbtb40 Gm23834 rs27573671 15|0,498 0,51 0,646 0,826
Fam69a Snord21 rs32052896 15|0,391 0,71 1,262 0,824
Decrl mmu-mir-6400 rs27737396 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Tmem245 Gm?22300 rs27854379 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Eda mmu-mir-676 rs29080583 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Gm5134 mmu-mir-6409 rs30045452 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Slmap Gm?24031 rs36257887 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Ppp2r3a Gm24338 rs36462019 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Rps16 AF357399 rs36618044 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Rcll mmu-mir-101b rs37852090 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Pax2 mmu-mir-6405 rs38439039 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Slc16al10 Gm25613 rs46768869 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Fgf12 mmu-mir-690 rs52187776 15|0,320 0,88 1,463 0,823
Slit3 Gm26070 rs28234988 150,480 0,54 0,584 0,820
Srcap Snora30 rs32325060 15|0,444 0,58 0,909 0,817

se nadaljuje




nadaljevanje

Gostiteljski gen ncRNA SNP Stevilo | PIC | Delez | Ocena razlik | LPlyay
linij povezav | med aleloma
9030624J02Rik | Gm26147 rs31060731 150,498 0,47 0,590| 0,816
Thsd4 Gm22099 rs30521782 150,480 0,54 0,454 | 0,816
Pabpc4 Gm25788 rs27532712 15]0,391 0,72 0,913| 0,815
Erollb Gm25483 rs47738618 14 10,459 0,67 0,759| 0,814
Gpc3 mmu-mir-717 rs30372501 150,444 0,56 0,862| 0,812
Csmd1 Gm25278 rs32830939 15]0,391 0,68 1,055| 0,811
I1dh3b Snord57 rs27275806 15]0,391 0,68 1,007| 0,810
Dars2 Gm26224 rs33754948 150,498 0,45 0,506 | 0,809
Olfr322 Gm22599 rs49680173 15]0,391 0,67 1,055| 0,809
Rfx1 mmu-mir-709 rs46835154 150,498 0,47 0,356 | 0,809
Ccdc88c mmu-mir-1190 rs29188975 150,444 0,56 0,719| 0,807
Zfp286 Gm24151 rs26970180 150,480 0,47 0,622 | 0,807
Sfmbt2 mmu-mir-467b rs51808091 14 10,500 0,51 0,758 | 0,805
N4bp2 Gm24346 rs29734309 150,444 0,58 0,491| 0,804
Ank2 Gm25501 rs30557782 13]0,426 0,65 1,649| 0,791
Rpsa Gm26448 rs47613192 150,444 0,50 0,468 | 0,787
Rnf41 Gm26347 rs29336106 150,444 0,46 0,627 | 0,783
Ap2bl Snord7 rs28226268 150,444 0,42 0,890| 0,783
Hebpl Gm22881 rs46613404 150,444 0,44 0,691| 0,781
Uvrag Gm23479 rs45929231 150,444 0,47 0,384| 0,778
Inpp5b mmu-mir-698 rs27569360 15]0,231 0,90 1519| 0,776
Dockb mmu-mir-6539 rs31156374 15]0,231 0,90 1519| 0,776
Hs3st4 Gm25759 rs32845448 15]0,231 0,90 1519| 0,776
Trp73 Gm26036 rs33033206 15]0,231 0,90 1519| 0,776
Negrl Gm24373 rs37101821 15|0,231 0,90 1519| 0,776
Lats2 Gm26440 rs49369889 15]0,231 0,90 1519| 0,776
OlIfr849 Gm23048 rs51172844 15]0,231 0,90 1519| 0,776
Cnot3 mmu-mir-3572 rs31571372 15(0,480 0,35 0,326| 0,772
Gsr Gm24727 rs30229782 15]0,391 0,53 0,713| 0,769
Ubr5 Gm22353 rs33175111 15]0,231 0,90 1,285| 0,769
Fig4 Gm25526 rs36408037 15]0,231 0,90 1,285| 0,769
Oospl Gm26183 rs37711756 15]0,231 0,90 1,285| 0,769
Atp5b Gm25206 rs38518404 15]0,231 0,90 1,285| 0,769
Lrrigl Gm25376 rs45941407 15|0,231 0,90 1,285| 0,769
Ptprb Gm26495 rs50219045 15]0,231 0,90 1,285| 0,769
1700028P14Rik | Gm22144 rs30450380 15]0,391 0,53 0,459| 0,761
Ndufb10 Snora64 rs47826253 14 10,500 0,37 0,292| 0,760
Ell2 Gm23127 rs29244315 1510,320 0,67 0,841| 0,760
Zfp84 mmu-mir-1964 rs36922258 15(0,320 0,64 1,020| 0,759
Rabif Gm25612 rs30866897 15]0,231 0,81 1,502| 0,757
Prdm2 Gm22039 rs27591003 14 10,500 0,36 0,235| 0,757
Cctba Gm23245 rs46881057 15]0,391 0,51 0,424| 0,755
BC031181 Gm23301 rs38756114 15]0,391 0,48 0,614| 0,755
Rbl mmu-mir-687 rs49403636 15|0,391 0,47 0,524 0,750
Trnaulap Snora44 rs27556392 15(0,320 0,60 0,935| 0,748
Eif4g3 mmu-mir-6399 rs27576349 13]0,473 0,42 0,899| 0,747
Rbks mmu-mir-3473e | rs49531270 15(0,320 0,54 1,295| 0,747
Eng Gm26236 rs27208064 15]0,231 0,78 1,247 0,742
Wfdcéb Gm24473 rs27316088 15]0,231 0,78 1,247 0,742
Tmem212 Gm26040 rs29594328 150,231 0,78 1,247 0,742

se nadaljuje




nadaljevanje

Gostiteljski gen ncRNA SNP Stevilo | PIC | Delez | Ocena razlik | LPlyay
linij povezav | med aleloma
5830418K08Rik | Gm22620 rs37481432 150,231 0,78 1,247 | 0,742
Atg5 mmu-mir-1929 rs46329746 150,231 0,78 1,247 | 0,742
Cdh18 Gm24656 rs47118937 150,231 0,78 1,247 | 0,742
Galnt7 Gm25379 rs31373694 150,231 0,77 1,285| 0,741
Adamts3 Gm25758 rs37104876 140,408 0,51 0,284 | 0,735
Zfp407 uc.440 rs48294219 150,320 0,55 0,773 | 0,732
Pcdhga9 Gm24401 rs31761166 140,459 0,35 0,210 0,729
Wdr43 Snord92 rs48564915 150,231 0,72 1,191| 0,728
Dcps Gm24262 rs36892210 130,355 0,72 0,340 0,722
Pfas mmu-mir-3062 rs26905641 150,124 0,95 1,446| 0,720
Igf2bpl mmu-mir-3063 rs27086902 15|0,124 0,95 1,446 | 0,720
Mrrf uc.267 rs27159946 15|0,124 0,95 1,446 0,720
Abhd12 Gm23598 rs27353129 150,124 0,95 1,446| 0,720
Fbxo3 Gm?24644 rs27378144 15|0,124 0,95 1,446 0,720
Tgsl Gm22541 rs27697513 15|0,124 0,95 1,446 0,720
Mms22I uc.195 rs27769969 150,124 0,95 1,446| 0,720
Mpped?2 Gm22813 rs28330308 150,124 0,95 1,446| 0,720
Prpf38b uc.36 rs29685768 15]0,124 0,95 1,446| 0,720
Prmt2 mmu-mir-678 rs30049312 15|0,124 0,95 1,446 0,720
1700007G11Rik | Gm24279 rs31911362 150,124 0,95 1,446| 0,720
2810403A07Rik | Gm25945 rs32897087 150,124 0,95 1,446| 0,720
Clenbs mmu-mir-501 rs33335695 150,124 0,95 1,446| 0,720
lars Gm25394 rs36303967 150,124 0,95 1,446| 0,720
Mgat5 Gm23734 rs36379733 150,124 0,95 1,446| 0,720
Brsk2 mmu-mir-3104 rs38006026 15|0,124 0,95 1,446 0,720
Cpsf3 Gm25821 rs45756758 150,124 0,95 1,446| 0,720
Anxa2 mmu-mir-3109 rs46515841 15|0,124 0,95 1,446 0,720
Nudt4 mmu-mir-3058 rs48058754 150,124 0,95 1,446 | 0,720
Itfg3 Gm23123 rs48128267 150,124 0,95 1,446 | 0,720
Olfr165 Gm25762 rs48427556 15|0,124 0,95 1,446 0,720
2010111101Rik mmu-mir-23b rs49196631 150,124 0,95 1,446 | 0,720
Dgkh Gm26251 rs49329742 150,124 0,95 1,446 | 0,720
Acat3 Snora20 rs50667971 150,124 0,95 1,446 0,720
Lrplb mmu-mir-6336 rs27126190 15|0,124 0,90 1587| 0,714
Taf4b uc.426 rs31128319 15|0,124 0,90 1,587 0,714
St18 uc.237 rs36307162 150,124 0,90 1,587| 0,714
Map3k4 Gm24794 rs47133854 130,473 0,31 0,557 | 0,714
Map?2 Gm24729 rs51347904 150,320 0,48 0,619| 0,713
Kifl6b Gm22310 rs27188622 130,355 0,66 0,408 | 0,711
Vps13b Gm24771 rs46145808 120,444 0,48 0,703 0,710
Mcm7 mmu-mir-25 rs49082844 15|0,124 0,84 1,847 0,710
Sf3a3 mmu-mir-697 rs27569440 150,231 0,67 0,716 | 0,702
BC017158 mmu-mir-3103 rs33212236 150,320 0,43 0,554 | 0,700
Lrba uc.149 rs31283097 150,320 0,40 0,571 | 0,694
Manlcl mmu-mir-6403 rs28291831 130,260 0,78 0,764 0,691
Rock?2 Gm22303 rs29154152 130,426 0,36 0,303 | 0,688
Cd74 mmu-mir-5107 rs8255114 15|0,124 0,80 1,375 0,686
Btrc uc.308 rs47973723 150,320 0,38 0,307 | 0,682
Mertk Gm23172 rs51671082 100,480 0,40 1,334| 0,681
Lama?2 Gm23353 rs48204878 140,133 0,85 1,552 | 0,681

se nadaljuje




nadaljevanje

Gostiteljski gen ncRNA SNP Stevilo | PIC | Delez | Ocena razlik | LPlyay
linij povezav | med aleloma
Dhx15 uc.141 rs13469695 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Pdss1 Gm25544 rs27126836 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Lrsaml Snora65 rs27171152 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Med?22 Gm22879 rs27185445 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Mapkapl uc.270 rs27192054 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Zdhhc15 Gm22430 rs29078780 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Htr2c mmu-mir-764 rs29276186 15|0,124 0,82 0,942 0,677
Eeflb2 Snora4l rs30000017 150,124 0,82 0,942 | 0,677
St3gal2 Gm26132 rs31273843 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Acpt Gm26247 rs32347966 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Tshz3 uc.452 rs32568344 15|0,124 0,82 0,942 0,677
Lmin mmu-mir-1947 rs32577509 15|0,124 0,82 0,942 0,677
Ccarl uc.285 rs37005101 150,124 0,82 0,942 0,677
Tcfl2 uc.388 rs37191576 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Pole Gm26277 rs47248803 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Cep55 Gm23300 rs47982488 150,124 0,82 0,942| 0,677
Bncl Gm25907 rs49135114 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Simol Gm24900 rs49323706 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Gsk3b Gm25617 rs50788165 150,124 0,82 0,942 | 0,677
Ttll10 mmu-mir-429 rs33219725 15|0,231 0,54 0,684 0,674
Serpine3 Gm25162 rs31279090 150,231 0,44 0,936 | 0,661
Psmb5 mmu-mir-686 rs8244167 15|0,231 0,44 0,936 0,661
Rnfl44a mmu-mir-6538 rs48713816 150,231 0,46 0,736 0,659
Skap2 uc.211 rs29806600 120,278 0,48 1,491| 0,635
Cdhr4 Gm24944 rs33278878 120,278 0,53 1,049| 0,631
Ccdc7 Gm22545 rs32856583 150,231 0,28 0,922 | 0,627
Zfpm2 uc.245 rs3707261 15|0,231 0,28 0,922| 0,627
Extl uc.246 rs46759302 150,231 0,28 0,922 | 0,627
2210408I121Rik uc.171 rs30279798 150,124 0,60 0,771| 0,625
Eif5 Snora28 rs29211536 150,124 0,50 0,766 | 0,604
Odcl Gm22748 rs3720247 150,124 0,35 1,078 | 0,582
Adam3 Gm26208 rs51194685 150,124 0,35 1,078 | 0,582
Lrrc4c Gm22957 rs51082624 150,124 0,26 0,636 0,549
D19Ertd737e uc.311 rs48287107 150,124 0,28 0,428 | 0,547
Zbtb20 uc.121 rs48914854 150,124 0,24 0,500 0,541

PIC: informacijska vrednost polimorfizma (angl. polymorphism information content); LPI: indeks za
razvr§¢anje lokusov po prioriteti (angl. locus prioritization index)




Priloga U: Rezultat genotipizacije bikov lisaste pasme

Oznaka vzorcev | rs41761412 [rs41761413 [rs41761414 |rs41761415 |
Ocetje

01 GA CT GA GT
02 GA cC GA GT
03 GG TT GG GG
04 GA CT GA GT
05 AA cC AA TT
06 TG cC GG GG
07 AA cC AA TT
08 GA cC GA GT
09 TG CT GG GG
010 AA cC AA TT
011 AA cC AA TT
012 GA cC GA GT
013 GA CT GA GT
014 GG CT GG GG
015 TG cC GG GT
016 GG TT GG GG
017 GG CT GG GG
018 GG cC GG GG
019 GA CT GA GT
020 GA CT GA GT
021 GA CT GA GT
022 GG CT GG GG
023 AA cC AA TT
024 TG CT GG GG
025 AA cC AA TT
026 GG CT GG GG
027 TA CT GG GG
Potomci

P1 GA TT GG GG
P2 TG CT GG GG
P3 GG CT GG GG
P4 GG CT GG GG
P5 GG TT GG GG
P6 GG TT GG GG
P7 GA CT GA GT
P8 TA CC GA GT
P9 TA CC GA GT
P10 GA CT GA GT
P11 GA CC GA GT
P12 GG TT GG GG
P13 AA CC AA TT
P14 GG CT GG GG
P15 GT cc GG GG
P16 AG CT GA GT
P17 GA CC GA GT
P18 GG CT GG GG
P19 GG CT GG GG

se nadaljuje



nadaljevanje

Oznaka vzorcev |rs41761412 |rs41761413 |rs41761414 |rs41761415
P20 GA CT GA GT
P21 GA CcC GA GT
P22 GA CcC GA GT
P23 TG cC GG GG
P24 GG TT GG GG
P25 GA CT GA GT
P26 GG CT GG GG
P27 TT CcC GA GT
P28 TA CcC GA GT
P29 GA CT GA GT
P30 GG TT GG GG
P31 GG TT GG GG
P32 GA CcC GA GT
P33 AA CcC AA TT
P34 AA CcC AA TT
P35 GG CT GG GG
P36 GA CT GA GT
P37 AA CcC AA TT
P38 TG CcC GG GG
P39 AA CcC AA TT
P40 TA CcC GG GG
P41 GA CT GA GT
P42 GG CT GG TT
P43 TG CT GG GG
P44 TG CcC GG GG
P45 GG TT GG GG
P46 GA CT GA GT
P47 GG CT GG GG
P48 TA CcC GA GT
P49 TT CcC GA GT
P50 TA CcC GA GT
P51 GG CT GG GG
P52 GA CT GA GT
P53 GA CcC GA GT
P54 GA CT GA GT
P55 GA CcC GA GT
P56 TT CcC GG GG
P57 GG CT GG GG
P58 TA CcC GA GT
P59 TG CcC GG GG
P60 TG CcC GG GG
P61 GG CT GG GG
P62 AA CcC AA TT
P63 TG CT GG GG
P64 GG TT GG GG
P65 AA CcC AA TT
P66 GG CT GG GG
P67 GA CcC GA GT
P68 GA CT GA GT
P69 GG CT GG GG
P70 GG CcC GG GG

se nadaljuje




nadaljevanje

Oznaka vzorcev |rs41761412 |rs41761413 |rs41761414 |rs41761415
P71 GG CT GG GG
P72 AA CcC AA TT
P73 GA CT GA GT
P74 TG CT GA GT
P75 GA cC GA GT
P76 GA CT GA GT
P77 GA CT GA GT
P78 GA cC GA GT
P79 GA CT GA GT
P80 AA CcC AA TT
P81 GA cC GA GT
P82 AA CcC AA TT
P83 AA CcC AA TT
P84 TA CcC GA GT
P85 GA CcC GA GT
P86 GA CT GA GT
P87 AA CcC AA TT
P88 TG CcC GG GG
P89 GA CcC GA GT
P90 GA CT GA GT
P91 GA CT GA GT
P92 GA CT GA GT
P93 GA CT GA GT
P94 TG CT GG GG
P95 GG TT GG GG
P96 GG TT GG GG
P97 GA CT GA GT
P98 GA CT GA GT
P99 TA CcC GA GT
P100 GA CT GA GT
P101 GG TT GG GG
P102 GA CcC GA GT
P103 GA CcC GA GT
P104 AA CcC AA TT
P105 GA CcC GA GT
P106 GA CcC GA GT
P107 GG TT GG GG
P108 GG CT GG GG
P109 GA CT GA CT
P110 GG CT GG GG
P111 GA CT GA GT
P112 GA CT GA GT
P113 TA CcC GA GT
P114 AA CcC AA TT
P115 GA CcC GA GT
P116 GA CcC GA GT
P117 AA CT AA GT
P118 GG CT GG GG
P119 GA CT GA CT
P120 GG CT GG AG

se nadaljuje




nadaljevanje

Oznaka vzorcev |rs41761412 |rs41761413 |rs41761414 |rs41761415
P121 GA CcC GA GT
pP122 TA ccC GA GT
P123 GA ccC GA GT
P124 GG TT GG GG
P125 GG CT GG GG
P126 GA CT GA GT
pP127 TG CT GG GG
P128 GA cC GA GT
P129 GA CT GA GT
P130 GA CT GA GT
P131 TA cC GA GT
P132 GA CT GA GT
P133 GG TT GG GG
P134 GG CcC GG GG
P135 TG CcC GG GG
P136 GA CcC GA NA
P137 GA CT GA GT
P138 GA CT GA GT
P139 AA CcC AA TT
P140 GA CT GA GT
P141 GA CT GA GT
P142 GA ccC GA GT
P143 GG CT GG GG
P144 GG TT GG GG
P145 TG CcC GG GG
P146 GA CT GA GT
P147 TT cC GG GG
P148 TG cC GG GG
P149 GG TT GG GG
P150 TG CT GG GG
P151 TA cC GA GT
P152 GG TT GG GG
P153 TG CT GG GG
P154 GA CT GA GT
P155 GG TT GG GG
P156 AA cC AA TT
P157 GA cC GA GT
P158 GT cC GG GG

NA: podatek ni na voljo




Priloga V: Matrika korelacij med lastnostmi izmerjenimi pri lisastem govedu

dl dm m_zakol mitp 5_loj dt pg kl ik m_pc m_zc d_pc d zc mm mi _mki mko dvtd dmvid dmim dml
di 1,0000 -0,8923 01448 -0,0157 04377 0,0437 0,0475 -0,3219 -0,0622  -0,1041 0,0838 -0,3628 02628 -0,3192 09161 -0,0168 -0,2276 -0,5346 -0,1134 -0,6838 -0,9612
dm -0,8922 1,0000 -0,0614 01379 -0,3718 -0,0034 -0,0646 0,4352 01842 0,2211 0,0224 04091 -0,4092 04618 -0,7743 -0,0892 0,0163 03746  -0,0414 0,8070 08882
m_zakol 0,1448  -0,0614 1,0000 0,8999  -0,0400 0,6683 0,2782 0,0917 05497 0,8324 0,8920 0,1090  -0,1090 0,7762 04877 0,4956 0,6724 -0,2773 -0,2248 0,0130 -0,1384
mtp -0,0157 0,1379 0,8999 1,0000 -0,0622 0,6305 0,2612 0,5159 06786 0,9553 0,9638 02298 -0,2298 0,9358 03784 0,5372 0,7086 -0,2165 -0,2672 0,3873 0,0176
s_loj 04377 -0,3718 -0,0400 -0,0632 1,0000  -0,1001 01121  -0,0711  -0,1003  -0,1548 0,0175 -0,3454 02454  -0,1892 03770 -0,0457 -0,1917 -0,1023 0,1029 -0,2526 -0,4006
dt 0,0437  -0,0034 0,6683 0,6305  -0,1001 1,0000 0,3776 0,1269 00717 0,5877 0,6253 00798 -0,0797 0,5584 0,2925 0,3297 05146 -0,1561 -0,1305 0,0729  -0,0642
pg 0,0475  -0,0646 02782 0,2612 0,1121 03776 1,0000 0,0525 -0,4752 0,2345 0,2673 0,0045  -0,0045 0,2086 0,1477 0,1466 0,2708  -0,0597 0,0135 -0,0145 -0,0236
Kl -0,3219 0,4352 0,0817 05159  -0,0711 0,1269 0,0525 1,0000 04684 0,5356 0,4406 03085 -0,2065 0,6026  -0,0980 0,2576 0,2902 00587 -0,1615 0,8601 0,3160
ik -0,0622 0,1842 05497 06786  -0,1003 00717 -04752 0,4684 41,0000 0,6630 0,6370 02169 -0,2170 0,6667 0,2070 0,2598 04109 -01433 -0,2511 0,3912 0,0554
m_pc -0,1041 02211 08324 0,9553  -0,1548 05877 0,2345 0,5356 0,6630 1,0000 0,8700 04863 -0,4863 0,9376 0,2865 0,5066 0,6976 -0,2818 -0,4300 04721 0,0986
m_zc 0,0838 0,0224 0,8920 0,9638 0,0175 06253 0,2673 0,4406 06370 0,8700 1,0000 -0,0056 0,0056 0,8756 04615 0,5843 0,6959 -0,1680 -0,1270 03030 -0,077
d_pc -0,3628 0,4091 0,1080 02298  -0,3454 0,0798 0,0045 0,3065 02169 04863 -0,0056 1,0000  -1,0000 03502 -0,23T1 0,0074 0,1834 -0,2665 -0,6445 04221 03424
d_zc 03628 -04092 -01090 -02298 03454 -0,0797 -0,0045 -0,3065 -0,2170 -04863 0,0056  -1,0000 1,0000 -0,3502 02372 -0,0074 -0,1833 0,2665 0,6445 -0,4222  -0,3425
mm -0,3192 04618 07762 09358 -0,1892 05584 0,2086 0,6026 0,6667 0,9376 0,8756 03502 -0,3502 1,0000 0,0758 0,4689 06474 -00717 -0,2621 0,6392 03178
ml 09161 -07742 04877 03784 03770 0,2925 01477  -0,0980 02070 0,2865 04615 -0,2371 02372 0,0758 1,0000 0,2162 00777 -05822 -02158 -04728 -0,8783
_mki -0,0168  -0,0892 0,4956 05372  -0,0457 03297 0,1466 0,2576 03598 0,5066 0,5843 0,0074 -0,0074 0,4689 02162 1,0000 0,4996 -0,0591  -0,0064 01522 0,0096
mko -0,2276 0,0163 06724 07086  -0,1917 05146 0,2708 0,2902 04109 0,6976 0,6959 01834 -0,1833 0,6474 00777 0,4996 1,0000 00680 -0,0301 0,2077 0,1704
dvtd -0,5346 03746 -0,2773 -0,2165 -0,1023 -0D,1561  -0,0597 0,0587 -0,1433 -0,2818 -0,1680 -0,2665 02665 -0,0717 -0,5822  -0,0591 0,0680 1,0000 07785 0,2289 05331
dmvtd -0,1134  -0,0414 -0,2248 -0,2672 0,1029  -0,1205 0,0135 -0,1615 -0,2511 -04300 -0,1270 -0,6445 06445 -0,2621 -0,2158 -0,0064  -0,0301 07785 1,0000 -0,1378 0,1349
dmtm -0,6838 0,8070 0,0130 03872 -0,2526 00729 -0,0145 0,8601 03912 04721 0,3030 04221 -04222 0,6392 -04728 0,1522 0,2077 02289 -0,1378 1,0000 06784
dml -0,9612 0,8882 -01284 0,0176 -0,4006 -D,0642 -0,0236 0,3160 0,0554 0,0986  -0,0773 03424 -0,2425 03178 -0,8783 0,0096 0,1704 05331 0,1349 0,6784 1,0000

_mki: masa kit, d pc: delez prednje Cetrti, d zc: delez zadnje Cetrti, dl: delez loja, dm: delez mesa, dml: razmerje med mesom in lojem, dmtm: masa manjvrednih
telesnih delov, dmvtd: masa vecvrednih telesnih delov, dt: dolzina trupa, dvtd: delez veévrednih telesnih delov, ik: indeks konformacije, KI: klavnost, m_pc: masa
prednje Cetrti, m_zakol: masa ob zakolu, m_zc: masa zadnje Cetrti, mko: masa kosti, ml: masa loja, mm: masa mesa, mtp: masa toplih polovic, pg: prsna globina,
s_loj: subjektivna ocena loja



Priloga Z: Matrika lastnih vektorjev

Prin1 Prin2 Prin3 Prind Prins PrinG Prin7 Pring Prin9 Prin10 Prin11 Prin12 Prin13 Prin14 Prin15 Prin16 Prin17 Prin18 Prin19 Prin20 Prin21
dl 0,39533 015767 020492 021589 019988 -0.21827 -036274 029407 036967 048388
dm 0,139 -0,37071 -0,31597 -0,26027 ( -0,21541 0,19769 -0,18733 064104 -0,18778
m_zakol 0,28302 021184 -0,20682 -0,21287 0,189 -0,12977 0 g -0,23375 056194 -0,29936 042022
mtp 0,34354 -0,30037 -0,27168 -0,57557 053727
s_loj 0,18543 0,14304 0,53035 073072 -0,18482 026085
dt 021134 013915 -0,35268 -0,30955 -0,20564 0,74943 0,19485
pa -0,60393 041410 -0,43350 -0,15882  -0,17313  0,32250 0,20240
kl 0,22696 0,25717 047419 020458 -0,31960 0,29358 -0,14974 0,23432  -0,40523 014253 -0,34812
ik 0,24609 053346 -021423 -0,23485 -0,28254 0,52088 032480
m_pc 035712 021508 -0,31242 -0,61724 019935 -0,42405 -0,20846
m_zc 031135 018296 0,25408 g 053036 -033857 -0,49109 -0,26045
d_pc 017 043111 -0 ] 0,20576 020620 012877 024217 0,15158 070628
d_zc -0,17339 04311 -0,20574 -0,20607 -0,12861 -0,24242 -0,15060 070672
mm 0,35636 -0,17244 016017 -0,33287 -0,15544 -0,22295 0,69129 -0,29343
ml 041607 0,147 60 02151 021906 0231277 0,39975 042124 -034277 -0,19529 0,27596
_mk 0,19501 0,17025 071786 -0,53677 018657 018877
mko 0,26315 0 -0,23917 026441  0,21577 034308 -0,62206 D,13724 032071 0,14557
dvtd -0,23788 042911 017495 036263 014811 03231705 -0,67479
dmvtd -0,13562 051516 027325 035251 0,69161 -0,14550
dmim 022126 -0,27910 017189 034099 -0,21061 -0,23341 045157 0,21865 0,26485 053983
dml -0,38962 -0,20155 017455 0,78834 0,30554

_mki: masa kit, d pc: delez prednje Cetrti, d zc: delez zadnje Cetrti, dl: delez loja, dm: delez mesa, dml: razmerje med mesom in lojem, dmtm: masa manjvrednih
telesnih delov, dmvtd: masa veévrednih telesnih delov, dt: dolzina trupa, dvtd: delez ve¢vrednih telesnih delov, ik: indeks konformacije, kI: klavnost, m_pc: masa
prednje Cetrti, m zakol: masa ob zakolu, m_zc: masa zadnje Cetrti, mko: masa kosti, ml: masa loja, mm: masa mesa, mtp: masa toplih polovic, pg: prsna globina,
s_loj: subjektivna ocena loja



