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POVZETEK

V pricujo¢i disertaciji so opredeljeni genski mehanizmi, odgovorni za kompleksne la-
stnosti pri domacih Zivalih z uporabo razli¢nih bioinformacijskih pristopov. Komple-
ksne so obi¢ajno tiste lastnosti, na katere vpliva ve¢je $tevilo genov, ki med seboj de-
lujejo vzajemno, nanje pa vplivajo tudi okoljski dejavniki. V nasprotju s preprostimi,
mendelskimi oziroma enogenskimi lastnostmi klasi¢ne genetike so vzorci dedovanja
kompleksnih lastnosti zaradi vpletenosti ve¢ dejavnikov tezavnejsi za razumevanje in
raziskovanje, a so kompleksne lastnosti v resnici bolj pogoste. Zahvaljujo¢ hitremu
napredku razvoja visokozmogljivostnih tehnologij sekvenciranja in genotipizacij lahko
hitro zberemo ogromne koli¢ine genomskih podatkov, nov izziv pa je nacin, kako iz
zbrane kopice podatkov u¢inkovito raz¢leniti biolosko pomembne informacije o pre-
ucevanih fenotipskih lastnostih.

Disertacija sestoji iz treh $tudijskih primerov: populacijsko-genetske raziskave, ana-
lize genske bolezni ter analize transkriptoma laboratorijskega modela kuzne bolezni. V
vseh treh raziskavah smo poskusali, ¢eprav na razli¢nih ravneh genoma, odkriti genske
dejavnike ter opisati in razloziti kompleksne genske vzorce, ki vplivajo na preucevane
lastnosti. V tem delu naslavljamo bioloske probleme in pri tem izkoris¢amo razli¢-
ne racunske pristope. V okviru populacijsko-genetske raziskave na primeru pastirskih
pasem psov razkrivamo presenetljivo mocan vpliv genskega zdrsa na sliko genskih od-
nosov znotraj majhnih populacij. V naslednjem poglavju opisujemo, kako smo omejen
genski sklad pasme kraskega ov¢arja izkoristili za preucevanje uhajanja seca, asociacij-
sko preiskavo celotnega genoma ter kartiranje homozigotnosti ter katere sugestivne
genomske lokuse za nagnjenost k ektopiji se¢evodov pri tej pasmi smo odkrili. V okvi-
ru tretjega raziskovalnega primera se posvetamo eksperimentalnemu modelu kuzne
agalakcije ter prikazujemo Casovne vzorce transkriptoma patogenega in gostiteljevega

organizma v prvih 24 urah okuzbe na osnovi podatkov sekvenciranja RNA. V okviru



Povzetek E. Ceh

vseh treh preudevanih primerov smo odkrili kandidatne vzroéne dejavnike, ki ponuja-
jo vpogled v specifiéne populacijske oziroma fenotipske lastnosti, pa tudi kompleksne
lastnosti na sploh ter predlagali izto¢nice za prihodnje raziskave ter uporabo pridoblje-

nega znanja v rejski praksi.

Kljucne besede: kompleksne lastnosti, bioinformacijska analiza, domace Zivali, sekven-

ciranje RNA, preiskava celotnega genoma, populacijska genetika
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ABSTRACT

In this thesis, we focus on the characterization of the genetic mechanisms responsible
for the complex traits in domestic animals using a variety of bioinformatics approaches.
Complex traits are usually considered to be affected by a number of interacting genes,
as well as by environmental factors. In contrast to simple Mendelian traits, inheri-
tance patterns of complex traits are more difficult to study and understand, but are
in reality more common. Thanks to the rapid progress of the development of high-
throughput sequencing and genotyping technologies, huge amounts of genomic data
can be quickly gathered. Therefore we are now faced with a new challenge of inter-
preting huge collections of genomic data and dissection of biologically relevant infor-
mation.

This dissertation consists of three case studies: population genetics study, analysis
of a genetic disease and a transcriptomic analysis of a laboratory model of an infec-
tious disease. In all three studies we attempt to identify the underlying genetic factors
and interpret the complex genetic patterns that affect the studied traits. We address
biologically relevant problems using different computational approaches. The popu-
lation genetics study of livestock guard dog breeds from the Western Balkans reveals a
surprisingly strong influence of genetic drift on the resolution of genetic relationships
of studied breeds. In the next section we take advantage of a limited gene pool of the
Karst Shepherd breed for the purpose of a genome-wide scan and homozygosity map-
ping of ureteral ectopia. We further present suggestive genomic loci for susceptibility
to ureteral ectopia in this breed. In the third case study we investigate the experimen-
tal model of contagious agalactia based on RNA sequencing data and show temporal
transcriptomic profiles of the pathogen and host organisms during the first 24 hours
of infection. We identify possible causal genetic factors in all three study cases, offer

insight into the specific population characteristics or phenotypic traits as well as com-
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plex traits in general, and also lay foundation for future research and implementation

of the acquired knowledge in breeding practices.

Key words: complex traits, bioinformatics analysis, domestic animals, RNA-Sequencing,

genome-wide association study, population genetics
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1 Uvod E. Ceh
1.1 Motivacija

Do nedavnega je bila genetika ozko usmerjena, skoraj nekoliko ezoteri¢na znanost.
Njen domet je bil omejen na iskanje mutacij z mo¢nimi ucinki, ki so prisotne pri manj-
$em $tevilu osebkov in povzrodajo redke lastnosti. Se desetletje nazaj je bilo poznanih
le malo genskih razli¢ic, ki so v populacijah pogoste in vplivajo na lastnosti, ki ne sle-
dijo preprostim mendelskim vzorcem dedovanja in jih ne opredeljujejo aleli le enega
genskega lokusa. Taksne lastnosti pojmujemo kot kompleksne. Vecina fenotipov, ki so
pomembni v medicinskem, bioloskem ali ekonomskem smislu, kot so npr. Zivljenjska
doba, telesna teza ter viSina ali tveganje za sladkorno bolezen, je kompleksnih. Ne-
kateri od dejavnikov, ki vplivajo na kompleksnost lastnosti, so nepopolna penetranca,
ve¢gensko dedovanje, medsebojni vplivi genov in vplivi okolja. Da bi bolje spoznali
vzroke in posledice fenotipske raznolikosti v populacijah, predvidevali nagnjenost k
pogostim boleznim in gojili rastline ter vzrejali Zivali, s katerimi bi lahko izpolnjevali
potrebe sveta, je klju¢no razumevanje kompleksnih lastnosti.

Zakaj so genske razlic¢ice, ki vplivajo na pojav bolezni, prisotne v populaciji? Kako
populacijska struktura vpliva na razlikovanje odnosov med sorodnimi populacijami?
Koliko lokusov in kaksni genski mehanizmi vplivajo na dano lastnost? Kaksni so u¢in-
ki teh lokusov? Katere bioloske poti so odgovorne za pojav kompleksnih lastnosti? To
so samo nekatera od vpraanj, ki si jih zastavljamo v tem doktorskem delu in empiri¢no,
z uporabo razli¢nih bioinformacijskih pristopov, odkrivamo odgovore na osnovi treh
Studijskih primerov: raziskave populacijske strukture in genskih odnosov med pastir-
skimi pasmami psov Zahodnega Balkana, raziskave, usmerjene k odkrivanju genskih
dejavnikov, ki vplivajo na pojav ektopije secevodov pri kraskem ovcarju ter analize
transkriptoma celi¢nega modela medsebojnih vplivov med patogenom in gostiteljem

med kuzno agalakcijo.
1.2 Prispevki k znanosti

V disertaciji so predstavljeni naslednji prispevki k znanosti:

= Ocena genske pestrosti pastirskih pasem psov Zahodnega Balkana na osnovi mi-
krosatelitnih oznacevalcev in mitohondrijske DNA (mtDNA). Z gensko pestro-
stjo, ocenjeno na osnovi mikrosatelitnih oznacevalcev, smo doloili prispevke k
celokupni pestrosti ter prispevke k pasemski oziroma medpasemski raznolikosti.

Gensko pestrost pri kraskem ovéarju smo ocenjevali tudi glede na ¢asovni vidik.
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Raznolikost D-zanke mtDNA smo analizirali v $irfem smislu pastirskih pasem,

dolotili porazdelitve haplotipov v pasmah, odkrili dva nova haplotipa in potrdili

genski tok med krasevcem in Sarplanincem.

= Analiza rodovnikov. Dolo¢ili smo ustanovitelje trenutne populacije kraskega
ov¢arja ter njihove prispevke glede na pasmo ali izvor. Dolo¢ili smo tudi popu-
lacijske parametre kot npr. efektivno velikost populacije, koeficient inbreedinga,
efektivno velikost ustanoviteljev, ki potrjujejo hipotezo o pomembni vlogi gen-

skega zdrsa pri tej pasmi.

= Razlikovanje pastirskih pasem psov Zahodnega Balkana in njihova populacijska
struktura. Kljub skupni preteklosti sorodstveni odnosi med nekaterimi pasmami
danes niso ve¢ ocitni (kraski ov¢ar - arplaninec), po drugi strani pa je bilo ne-
katere druge pasme v nasi raziskavi gensko tezje razloditi (Sarplaninec - kavkaski

ovéar).

= Doloditev nekaterih lastnosti fenotipa ektopije se¢evodov in analiza dedovanja
po rodovniku kraskega ov¢arja. V triletnem obdobju smo zbirali diagnosti¢ne
podatke o tej razvojni bolezni pri kraskem ovcarju ter tako opredelili nekate-
re tipi¢ne znadilnosti. Z rodovniSko analizo smo predlagali kompleksen vzorec

dedovanja.

= Asociacijska preiskava celotnega genoma in kartiranje homozigotnosti za ekto-
pijo secevodov pri kraskem ovcarju. Odkrili smo kandidatne gene za ekopijo
se¢evodov ter jih potrdili s pregledom mendelskih neskladij in doloditvijo ge-
notipov pri drugih pasmah, ki nimajo visoke pogostosti ekopi¢nega sec¢evoda.

Njihovo vlogo pri razvoju secil smo potrdili z analizo funkcij genov.

= Doloitev transkriptoma celic mle¢ne Zleze koze med okuzbo z bakterijo Myco-
plasma agalactiae s strategijami, ki uporabljajo referenéni genom in strategijami,

ki ga ne. S kombiniranim pristopom smo izkoristili prednosti obeh nacinov.

= Odkritje moZznih novih fragmentov prepisov, ki lahko sluzijo za strukturno ano-

tacijo genoma koze.

= Odkritje diferencialno izrazenih genov med okuzbo celi¢nega modela kuzne aga-

lakeije ter odkritje potencialnih virulentnih dejavnikov M. agalactiae.
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= Dolocitev ¢asovnih vzorcev izrazanja ter doloditev biologkih poti s spremenjenim

uravavanjem med okuzbo.
1.3 Pregled vsebine

V disertaciji raziskujemo kompleksne lastnosti domacih Zivali na treh $tudijskih pri-
merih. V vsakem od poglavij $tudijskih primerov v posameznih odsekih predstavljamo
ozadje, metode in rezultate ter diskusije s prihodnjimi izzivi. V poglavju 2 predsta-
vljamo populacijsko genetiko kraskega ovcarja, $arplaninca in tornjaka ter raziskujemo
genske mehanizme, ki vplivajo na njihove sorodstvene odnose. Poglavje 3 prikazuje
postopek in rezultate odkrivanja genske nagnjenosti k ektopi¢nemu sec¢evodu pri kra-
$kem ov¢arju. V poglavju 4 preucujemo razli¢ne pristope za odkrivanje transkriptoma
in opazujemo ¢asovne vzorce izrazanja genov med okuzbo celi¢nega modela kuzne aga-
lakeije. Poglavje s s pregledom znanstvenih prispevkov povzema zakljucke doktorskega

dela in ponuja smernice za prihodnje raziskave in dejavnosti v rejski praksi.
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2.1 Ogzadje

Pes (Canis familiaris) je eden najboljsih modelov za raziskave znotrajvrstne genske pe-
strosti, saj velja za fenotipsko najbolj raznolikega sesalca. Veliko $tevilo pasem omogoca
medsebojne primerjave, saj je mozno ve¢ino rodovniskih psov na osnovi genskih po-
datkov razvrstiti glede na pasmo [1-3]. To je posledica nedavnega izvora pasem psov,
ki so nastale iz omejenega Stevila ustanoviteljev (angl. founders) in predstavljajo zaprte
genske sklade z majhnimi efektivnimi populacijskimi velikostmi. Glede na podatke
mikrosatelitov [2, 4], SNP-jev [5] in CNV-jev [6] je mozno razli¢ne pasme psov raz-
vr$¢ati tudi glede na telesno zgradbo (konformacijo) oz. pasemski tip. Na razlikovanje
(diferenciacijo) sodobnih pasem psov poleg njihovih zgodovinskih sorodnosti vplivajo
tudi sedanje rejske prakse. Delovne pasme psov se na primer uvricajo blizje vaskim
psom me$ancem kot pa pasmam, pri vzreji katerih je v ospredju telesna zgradba [7].
Nadrtno parjenje (angl. assortative mating) ustvarja pasemske podskupine, ki se ne
ujemajo s pasemskimi podtipi, kot jih prepoznavajo kinoloske organizacije. Slednjih
podtipov v nekaterih primerih (npr. velikostne skupine pudljev [8] ali $navcerjev [9])
gensko ni mozno razlikovati. Algoritmi za razvr$¢anje v skupine (angl. clustering)
prav tako vedno ne razlikujejo niti psov sorodnih pasem (npr. mali in veliki vendejski
ostrodlaki baset [4], bulterier in pritlikavi bulterier [5]). Nekatere raziskave razkriva-
jo tudi zdruZevanje nesorodnih pasem (npr. shih-tzu v skupini lovskih pasem v [2]),
kar zbuja vprasanja o utemeljenosti tak$nega razvr$¢anja. Prav tako so veje v filogenet-
skih drevesih, ki razlikujejo pasme, obicajno kratke, podpora s samovzorcenjem (angl.
bootstrap) pa nizka, kar je skladno z mrezno evolucijo razli¢nih pasem psov, na ka-
tero pomembno vplivajo medpasemska krizanja in populacijska nihanja, ki otezujejo
razkrivanje odnosov med pasmami.

Pastirske pasme psov Zahodnega Balkana so dober primer domacih zivali s komple-
ksnim vzorcem genske pestrosti, ¢eprav so fenotipsko le velikostne in barvne razlicice
pastirskega tipa psa, ki ima dolgo zgodovinsko prisotnost v tem predelu sveta [ro-12].
Tornjak, bosansko-hercegovski hrvaski pastirski pes, je bil priznan s strani Mednaro-
dne kinoloske zveze (FCI) $ele v letu 2007. Predniki kraskih ovéarjev in Sarplanincev
so bili vodeni v skupni rodovni knjigi kot ena pasma z dvema podtipoma, FCI pa jih
je uradno priznala kot pasmo leta 1939. Pasmi sta bili mednarodno loceni v letu 1968,
vendar pa je do takrat velikost populacije kraskega ov¢arja ze nevarno padla, zaradi ce-

sar so v pasmo vkriZali tudi dva novofundlandca [13]. Ceprav je tudi farplaninec po
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obeh svetovnih vojnah postal redkeje zastopan, se je vse do danasnjih ¢asov ohranila
tudi lokalna populacija pastirskih psov, ki jih redno vklju¢ujejo v vzrejo pasme. Prav
tako so v Sarplaninca domnevno vkrizali kavkaske ovcarje. Kljub relativno nedavni
uradni loéitvi v posamezne pasme odkrivamo v tej raziskavi presenetljivo raznoliko po-
pulacijsko dinamiko pri pasmah kraskega ov¢arja, $arplaninca in tornjaka. Nase delo
razkriva velik pomen genskega zdrsa (drifta) in omejenega genskega toka za populacij-

sko strukturo ter gensko razlikovanje pastirskih pasem Zahodnega Balkana.
2.2 Metode in rezultati

2.2.1  Vzorci in izgolacija DNA

Zbrali smo vzorce krvi in dlake 493 psov treh pastirskih pasem psov Zahodnega Balka-
na (kraski ov¢ar, $arplaninec, tornjak) in dveh dodatnih pasem (kavkaski ovéar, novo-
fundlandec), ki sta bili vkrizani v nekatere od preucevanih pasem Zahodnega Balkana.
Vzorce smo pridobili preko pasjih razstav, pasemskih klubov, lastnikov in vzrediteljev,
socasno z njihovim soglasjem za uporabo vzorcev za namene populacijsko-genetske
raziskave. Vzorci so bili zbrani v skladu z evropskimi smernicami za uporabo Zivali
v raziskavah, krvne vzorce pa so odvzeli veterinarji v skladu z Zakonom o zaiiti zi-
vali. Raziskavo je odobril odbor za nego in uporabo Zivali v znanosti in raziskavah
na Oddelku za zootehniko Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. Kadar so bili
na voljo rodovniski podatki, smo se izogibali vklju¢evanju sorodnih Zivali. V primeru
pasme kraskega ov¢arja smo v analizi uporabili dve tretjini podatkov zbirke DNA, ki
se z namenom preverjanja star$evstva vzdrzuje na Oddelku za zootehniko Biotehniske
fakultete. DNA smo izolirali iz polne krvi in meSi¢kov dlake. Genomsko DNA iz za-
mrznjene krvi smo izolirali z uporabo komercialnega kita Gentra Puregene Blood kit
(Qiagen). Za pridobivanje DNA iz dlake smo odrezali mesicke od pet do petnajstih
dlak posameznega psa priblizno pet milimetrov od konca korenine in jih obdelali v
pufru za lizo (1 M Tris-HCI (pH 8,3), 2 M MgCl2, 1 M KCl, o,5% Tween 20) z 1,5
ul proteinaze K (20 mg/ml). Vzorce smo hranili preko no¢i pri 54°C in nato $e deset

minut pri 94°C .
2.2.2  Genska pestrost na osnovi mikrosatelitnih oznaclevalcev

Osemnajst mikrosatelitnih oznacevalcev, ki jih priporo¢a Mednarodno zdruZenje za

zivalsko genetiko (International Society for Animal Genetics, ISAG), smo pomnoZili
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na kapilarnem sekvenatorju ABI3130xl z uporabo komercialnega kita (Canine Geno-
typesTM Panel 1.1, Finnzymes). Za analizo genske pestrosti smo uporabili opaZeno
(Hp) in pri¢akovano (HE) heterozigotnost ter koeficient molekularnega sorodstva (an-
gl. coancestry, f) v programu Molkin v 3.0 [14]. Ker so bile velikosti vzorcev razli¢ne,
smo v tej analizi uporabili naklju¢no podmnozico 30 osebkov vsake pasme. Stevilo
alelov na lokus (angl. allelic richness, AR) in zasebno Stevilo alelov na lokus (angl.
private allelic richness, pAR) smo ocenili s postopkom razredéitve (angl. rarefaction)

v programskem paketu ADZE [15] (slika 2.1).
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Parametri pasemsko-specifi¢ne genske pestrosti so prikazani spodaj (tabela 2.1). Ana-
liza molekulske variance je pokazala, da se 72% raznolikosti nahaja znotraj pasem. Kra-
$ki ovéar izkazuje najniZjo heterozigotnost (0,5997), medtem ko imajo druge pasme
vi§je ocene heterozigotnosti. Najvisjo sorodnost, kot jo dolo¢a koeficient molekular-
nega sorodstva, smo ugotovili pri kraskem ovéarju (0,3936) in najniZjo pri $arplanincu
(0,2098). Enako teznjo smo opazili tudi z razred¢enimi $tevili alelov na lokus: najvis-
je Stevilo alelov na lokus smo odkrili pri Sarplanincu (5,9429) in najnizje pri kraskem

ovéarju (3,3268). Sarplaninec in kavkaki ov¢ar imata najvigje §tevilo zasebnih alelov.

Tabela 2.1: Povzetek genske pestrosti pasem glede na mikrosatelitne podatke.

Pasma N Hp Hg AR f

Kraski ovéar 326 0,997 0,5775  3,3268  0,3936
Sarplaninec 109 0,7579 0,7703  §,9429  0,2098
Kavkaski ovéar 10 0,7661  0,6916  4,7839  0,270T1
Tornjak 36 0,7603  0,7062  5,7164  0,2666
Novofundlandec 13 0,6013  0,5909  4,2183  0,3757
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S programom Molkin v 3.0 smo dolo¢ili tudi prispevke vseh treh pasem k pasemski,
medpasemski in celokupni pestrosti glede na metodi Caballera in Tora [16] in Petita
ter sodelavcev [17] (tabela 2.2). Izguba $arplaninca bi predstavljala najvecje zmanijsa-
nje celotne genske pestrosti. Nasprotno pa bi zaradi nizke pasemske genske pestrosti
kraskega ovéarja odstranitev te pasme imela za posledico relativen doprinos k celotni
pestrosti. Izguba tornjaka bi povzrocila zmanj$anje celotne pestrosti, in sicer v vedji

meri na ra¢un medpasemske kot pa znotrajpasemske raznolikosti pasme.

Tabela 2.2: Prispevki pasem k genski pestrosti in $tevilu alelov na lokus. Porast ali
izgubo pestrosti smo izracunali z metodama Caballera & Tora [16] in prispevke k
$tevilu alelov na lokus z metodo Petita in sodelavcev [17]. GDyy: porast ali izguba
genske pestrosti znotraj populacij, ¢e se pasma odstrani. GDjp: porast ali izguba
genske pestrosti med populacijami, ¢e se pasma odstrani. GDy: porast ali izguba
celotne genske pestrosti, ¢e se pasma odstrani. ARyy: prispevek vsake populacije k
$tevilu alelov na lokus znotraj populacije. ARp: prispevek vsake populacije k Stevilu

alelov na lokus med populacijami. ARy: prispevek vsake populacije k celotnemu

$tevilu alelov na lokus.

Pasma GDyy, GDy GDr ARy ARy ARy
Kragki ovéar 8,080  -5,772 2,308 -15,686 9,930 -5,756
Sarplaninec -7,026  -0,435  -7,460 14,491 5,178 19,669
Tornjak -0,885  -1,855 -2,741 1,195 1,904 3,099

V ¢asovnem okvirju, ki ga dopusca zbran genski material kraskega ov¢arja, ni opazno

izrazito spreminjanje heterozigotnosti pri tej pasmi (slika 2.2).
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2.2.3  Genska pestrost na osnovi mitohondrijske DNA

Z zaletnimi oligonukleotidi in pogoji, opisanimi v [18], smo v 94 vzorcih pomnozili
obmodje mitohondrijske D-zanke dolzine 680 bp. Podatke zaporedij mitohondrijskih
D-zank pastirskih psov Zahodnega Balkana smo dopolnili z 231 zaporedij $e 14 pastir-
skih pasem psov iz podatkovne zbirke GenBank. Zaporedja smo skrajsali na nukleoti-
dne poloZaje 15458 — 16030 in s tem omogo¢ili poravnave vseh objavljenih zaporedij.
Vse mitohondrijske haplotipe smo odkrili s primerjavo z referenénim zaporedjem kot
opisano v [19]. Odkrili smo 42 razli¢nih haplotipov. V sekvenciranih vzorcih smo od-
krili dva nova haplotipa in ju vloZili v podatkovno zbirko GenBank pod dostopnima
$tevilkama KF241537 in KF241538. Haplotip H30 (B3+, KF241538), ki se razlikuje
v enem nukleotidu od haplotipa B3 (15636T->C), smo odkrili pri osebku Sarplanin-
ca, haplotip H21 (KF241537), ki se razlikuje v enem nukleotidu od haplotipa H23
(1912C->T), pa smo odkrili pri Sestih psih pasme tornjak. Kar 86% raznolikosti mi-
tohondrijske DNA (mtDNA) je znotraj pasem (Ogy = 0,141, P < 0,0001). Sestnajst
(38%) haplotipov si je delilo ve¢ osebkov razli¢nih pastirskih pasem (slika 2.3).

Za pasme z vsaj osmimi zaporedji smo s programom Arlequin v 3.5 [20] dolo¢ili
nukleotidno pestrost in pestrost haplotipov. Stevilo haplotipov (k) znotraj pasem se je
gibalo od enega haplotipa do triindvajset haplotipov in pestrost haplotipov je bila od
ni¢ pri kraskem ovcarju, pri katerem smo odkrili le en haplotip (A9), do 0,883 + 0,011

pri Sarplanincu (tabela 2.3).
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Tabela 2.3: Pestrost haplotipov in nukleotidna pestrost.
Pasma N k  Pestrost haplotipov.  Nukleotidna pestrost

Krasi ovéar
Sarplaninec

Kavkaski ovcar
Tornjak

Kangal

Akbas

Bernski plansarski pes
Pirenejski planinski pes

11
129
12
20
114
20

I0

I

Is

0,000 + 0,000
0,883 + 0,011

0,712 + 0,105

H

0,858 + 0,047

H

0,840 + 0,028

0,073
0,467 + 0,132

H+

0,800

0,679 + 0,122

0,000 * 0,000
0,014 % 0,007
0,011 * 0,006
0,012 + 0,007

0,015 + 0,008

H+

0,008 + 0,004

H+

0,002 * 0,002

H+

0,013 + 0,008

Porazdelitev haplotipov med pasmami smo dolo¢ili z algoritmom zdruZevanja me-

dian (angl. median-joining) v programu NETWORK v 4.6.1.1 (Fluxus Technology

Led)!. Najbolj pogost haplotip (B1) smo opazili pri 71 osebkih petih razli¢nih pa-

sem, ki sta mu sledila dva druga haplotipa (Ar1 in Cs), oba prisotna pri 28 osebkih.

Mreza haplotipov (slika 2.4) kaze, da vsi pastirski psi Zahodnega Balkana pripadajo

haplo-skupinam A, B in C.

Iwww.fluxus-engineering.com




Slika 2.4
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. AT1a
A17

Nobeno od zaporedij pastirskih pasem Zahodnega Balkana se ni uvrstilo v haplo-
skupino D. Klada B in C sta pri $arplanincu in tornjaku bolj pogosta kot v splo$ni
populaciji psov (slika 2.5). Pri tornjaku smo odkrili tri haplo-skupine A, eno haplo-
skupino B in tri haplo-skupine C. Sarplaninec ima deset haplo-skupin A, §tiri haplo-
skupine B in eno haplo-skupino C. Sarplaninec si tudi deli deset od petnajstih haploti-
pov z drugimi pastirskimi pasmami, medtem ko se trije od sedmih odkritih haplotipov
tornjaka ujemajo s haplotipi drugih pastirskih pasem. Dva od sedmih haplotipov tor-
njaka sta prisotna tudi pri kavkaSem ov¢arju. Dva haplotipa tornjaka (B1o in Cs),
Stirje odkriti haplotipi kavkaskega ov¢arja (Ar1, A18, Bro, Cs) in haplotip kraskega
ov¢arja (A9) so vsi prisotni tudi pri Sarplanincu, ki ima haplotipe porazdeljene po ce-
lotni mrezi, kar kaze na raznoliko materinsko poreklo pasme. V skladu s pri¢akovanji
smo odkrili haplotip krasevcev tudi v osebku Sarplaninca, kar potrjuje genski tok med

predniki kraskega ov¢arja in Sarplaninca.
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2.2.4 Analiza rodovnikov

Rodovnika pasme kraskega ov¢arja in tornjaka smo analizirali z uporabo programov
ENDOG v 4.8 [22] in PEDIG [23]. Metode so podrobneje opisane v literaturi, na
primer v [24]. Opredelili smo referen¢ni populaciji psov, rojenih med letoma 2000 in
2012. Za kraskega ovcarja je znasala ta 860 Zivali, za tornjaka pa 3534 Zivali. Rodov-
niske podatke kraskega ov¢arja smo pridobili s pomo¢jo Drustva ljubiteljev in vzre-
diteljev kraskih ov¢arjev (DLVKOS) in so javno dostopni v informacijskem sistemu?,
ki ga drustvo vzdrzuje v sodelovanju z Oddelkom za zootehniko Biotehniske fakulte-
te. Vkljuceni so skoraj vsi psi, ki jih je registrirala biv§a Jugoslovanska kinoloska zve-
za in kasneje Kinoloska zveza Slovenije. Rodovniske podatke tornjaka smo pridobili
iz spletne podatkovne zbirke rodovnikov® te pasme, ki predvidoma vklju¢uje pribli-
Zno tri Cetrtine psov, registriranih na Hrvaskem in tretjino psov, registriranih v Bosni
in Hercegovini (G. Viskovi¢, osebna komunikacija). Trenutna populacija kraSevcev
temelji na 19 ustanoviteljih, katerih poreklo ni znano, in dveh psov z enim znanim
starSem. Trenutna populacija tornjaka ima 218 ustanoviteljev in 14 psov z enim zna-
nim starSem. Povpre¢na globina rodovnika znaa za kraskega ov¢arja 12,8 povpre¢nih
enakovrednih generacij in le 4,2 povpre¢ne enakovredne generacije za tornjaka, kar je
skladno z nedavnim uradnim priznanjem te pasme. Vendar pa nizka globina rodov-
nika pomeni, da populacijski parametri tornjaka niso nujno primerljivi parametrom
krasevca. Efektivna velikost ustanoviteljev kraskega ov¢arja je 8,8, povprecen koefici-
ent sorodstva 0,29, povprecen koeficient inbreedinga pa 0,27 in Se naras¢a (slika 2.6).

Tako se kraSevec uvri¢a v druzbo pasem z najvisjo dokumentirano stopnjo inbreedin-

2htep:/lwww.dlvkos.si/
3http://tornjak.pedigre.net/
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Slika 2.5

Porazdelitev haplo-skupin.
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in s povpre¢nimi delezi v
splosni populaciji psov kot
navedenimi v [21].
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ga. Povprecen koeficient inbreedinga irskega setra na osnovi 10 generacij znasa 16%
[25], povprecen koeficient inbreedinga novoskotskega prinasalca na osnovi 13 gene-
racij znasa 26% [24], povpre¢en koeficient inbreedinga poljskega gonica pa kar 37%
[26]. Zaradi relativne narave koeficienta inbreedinga se pogosto raje uporablja stopnja
inbreedinga (AF) in realizirana efektivna velikost populacije (1/2AF). V navedenem
¢asovnem obdobju ocenjujemo realizirano efektivno velikost populacije kraskega ov-
Carja na 19,3 zivali. Za primerjavo, realizirana efektivna velikost populacije tornjaka je
98,3 osebkov. V splo$nem znada priporo¢ena minimalna efektivna velikost populacije
pasme 100 zivali. Efektivna velikost populacije pod 100 Zivali je v smislu ohranjanja
pasme zaskrbljujo¢a. Ce pa je niZja od 50 osebkov, velja na dolgi rok za nevzdrino.
Najvi$ja stopnja inbreedinga, ki e omogoca nadomestitev izgubljene genske pestrosti,
je 0,5 do 1 odstotna [27]. Pri kraSevcu znasa 2,6% in kaze na to, da pasma izgublja
gensko pestrost hitreje, kot jo lahko nadoknadi. Prav tako so genski prispevki usta-
noviteljev pasme kraskega ovcarja strogo neenakomerni. Deset ustanoviteljev prispeva
87% genskega sklada v referen¢ni populaciji. S samo tremi ustanovitelji lahko razlozi-
mo kar 52% genske pestrosti v referen¢ni populaciji in s samo enim ustanoviteljem kar

36% genskega sklada. Tabela 2.4 prikazuje genske prispevke vseh psov ustanoviteljev.

03 200
180
0.25 160
YAl 10
02 N
120 §
5 3
goas 100 2
80
01 .
005 a0
. 20
Sllkﬂz'ﬁ o +———F—""7—7T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T o
P N T
B RN NI RRR e B850 0R38858385883885888¢:¢%
- . 885550 bho00008838883088a088a38888a08800088838883838
Koeficient inbreedinga QAAAAAAAAAAAARRRRARRRRTFTTRRTT99333333333888¢%
-~ P i leto
(COI) ter stevilo mladicev
kraskega ovéarja skozi ¢as. —col st mladicev

Glede na pasmo ustanoviteljev izvira kar 43% genskega sklada iz novofundlandcev,
26% iz psov, uvozenih iz Sarplanine, 24% iz lokalnih psov Krasa in 7% iz psov negoto-
vega porekla. V trenutni populaciji obstaja samo ena materinska linija, kar je skladno z
odkritim enim haplotipom mtDNA v tej pasmi. Od leta 2008 ima skoraj celotna po-
pulacija kraskega ovéarja rutinsko potrjene rodovnike s testom starSevstva. To pomeni,
da je moZnost za napake v zadnjih letih mo¢no znizana. Napako rodovnikov smo oce-

nili s pristopom ABC (angl. approximate Bayesian computation) [28] na povpre¢no
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Tabela 2.4: Genski prispevki ustanoviteljev populacije kraskih ov¢arjev, rojenih med

letoma 2000 in 2012.

Ustanovitelj Spol  Leto Prispevek Pasma / Izvor Prispevek
rojstva ustanovite- glede na
lja izvor usta-
novitelja
BrkI M @357 Novofundlandca 0,428
Brk IT M 1973 0,071
Karamashi I M 1926 0,054
Bili¢ M 1945 0,049
Sarija F 1945 0,049
Bistra F 1955 0,038
Kandil F 1933 0,019
Lisi¢ Mirnski M 1937 0,018 psi s Sarplanine 0,263
Fafila F 0,011
Karaba§ Gare M 0,011
Vidra F 1929 0,009
Karamashi I M 1927 0,003
Cura F 1929 0,002
Loro M 1946 0,089
Ziva F 1952 0,062
Baba F 1946 0:045 lokalni psi s Krasa 0,241
Sama F 0,022
Pikolo F 1920 0,012
Marko M 1920 0,012
Zarko M 1976 0,057 .
. negotov izvor 0,067
Siva F 1946 0,010

vrednost 6,6% (interval zaupanja 0—18%), kar nakazuje prisotnost napak v rodovnikih
v generacijah pred uvedbo testiranja star$evstva. Velikost in razpon napake sta podobna
ocenam napak pri drugih pasmah psov [28].

Ceprav v celotnem rodovniku pasme odkrijemo le tri parjenja med brati in sestrami

(0,09% vseh paritev), 25 parjenj med polbrati in polsestrami (0,77% vseh paritev) ter
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Slika 2.7

Porazdelitev Zivali glede na
Stevilo potomcev. Kar 87%
psov, rojenih po letu 2000,
nima potomcev.
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12 paritev med starSem in njegovim mladi¢em (0,37% vseh paritev), podatki kaZejo
na neenakomerno uporabo psov v reprodukciji tudi po letu 2000 (slika 2.7). Velika
vedina psov ni vklju¢ena v vzrejo (87%), ali pa je imela manj kot 10 mladicev (9%). Po
drugi strani je 12 psov (1%; 7 samcev, 5 samic) imelo ve¢ kot 20 mladi¢ev. Najvecje
$tevilo potomcev posameznega plemenskega psa oz. psice, rojene(ga) po letu 2000, je

30. Povprecno Stevilo potomcev na plemenjaka je 9,7, na plemenko pa 9,5 mladicev.

1%

mo

m1:10

w11:20

=21:30

Delez zivali celotne populacije, ki je bil vkljuéen v vzrejo, je bil za samce nizji kot
za samice. Mednarodna kinoloska zveza (FCI) v splosnem priporoca, da se iz rejskega
programa ne izkljuci ve¢ kot 50% pasme. Od krasevcev, rojenih po letu 2000, je bilo
v povpredju v vzrejo vkljuéenih 18% samic. Pri samcih je ta delez 13%. Kasneje sta se
deleza za oba spola nekoliko povecala. Na primer, od psov, rojenih leta 2008, je bilo
do danes vklju¢enih 24% samic in 16% samcev (slika 2.8). V nasprotju pa je bil v letih
osamosvojitve Slovenije, kljub velikemu $tevilu rojstev psov, delez psov, rojenih v tem
¢asu, ki so bili vkljuceni v vzrejo, relativno nizek. Kot primer, od Zivali, rojenih leta
1991, je bilo v vzrejo vkljucenih le 7% samcev in le 3% samic.

Posledica parjenja v sorodstvu se obi¢ajno najprej izrazi v pojavu depresije zaradi
inbreedinga (inbreeding depresija). Povpre¢na velikost legel kraskih ovéarjev od leta
2000 naprej znasa 5,3 mladi¢ev (SD=0,52), podatki o velikostih legel pred tem letom
pa so manj zanesljivi (npr. registracije samo 6 mladicev v leglu). Prav tako je nizko

Stiriletno povpredje uspesnosti paritev, saj znasa 56,6%. Neredko se pri vzreji kraseveev
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uporablja tudi umetno oploditev. Za ugotavljanje trendov vpliva genske pestrosti na
fitnes pasme bi bilo potrebno tovrstne podatke zasledovati v dalj$em ¢asovnem okviru,

kot je bilo mogoce v tej raziskavi.

2.2.5  Razlikovanje pasem

Gensko razlikovanje med pasmami smo analizirali glede na vrednosti koeficientov Fgr
(10 000 permutacij) v programu Arlequin v 3.5 [20]. Za predstavitev razdalj med
pari pasem smo uporabili ve¢dimenzijsko lestvicenje (angl. multidimensional scaling,
MDS) (slika 2.9). Ocene genskega razlikovanja so vse znacilne (P < 0,05), kar potrjuje,
da lahko preucevane pasme veljajo za kot gensko neodvisne. Vrednosti Fgy razkriva-
jo najnizje razlikovanje med Sarplanincem in kavkaskim ovéarjem. Kraski ovéar in
novofundlandec sta bolj oddaljena od drugih, preostale pasme pa se zdruzujejo blizje
skupaj. Povpre¢ne vrednosti Fsr so v negativni soodvisnosti z opazenimi heterozigo-
tnostmi pasem (r = -0,923). Prav tako smo analizirali koeficiente Fgy na ravni mtDNA
(slika 2.9 B). Pasmi z najnizjim $tevilom haplotipov (kraski ov¢ar in bernski plansarski
pes) sta v prikazu MDS umes¢eni lo¢eno, druge pasme pa imajo vmesni polozaj in so
medsebojno blizje povezane.

Nei-jeve razdalje (D4) med pasmami smo izracunali s programom POPULATI-
ONS v 1.2.32 [29]. Za izris filogenetskega drevesa pasem s pomo¢jo razdalj D4 smo
uporabili metodo Neighbor-Net [30] s programom SplitsTree4 v 4.12.6 [31]. Rezultati
te analize podpirajo ocene genskega razlikovanja. Kraski ovéar se loci od sredis¢a kot
neodvisna in bolj oddaljena veja, Sarplaninec in kavkaski ov¢ar pa kazeta medsebojno

blizino (slika 2.10).

7

Slika 2.8

Delez zivali, vklju¢enih v
vzrejo, glede na leto rojstva.
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Slika 2.9

Analiza ve¢dimenzijskega
lestvi¢enja (MDS), ki smo
ga izvedli na osnovi vre-
dnosti (A) mikrosatelitnih
Fgr in (B) mtDNA Fgr.
Kratice pasem so enake kot
v sliki mreze haplotipov
(slika 2.4).

Slika 2.10

Drevo analize Neighbor-
Net za pet preucevanih
pasem.
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2.2.6  Populacijska struktura

Za predstavitev odnosov med osebki smo uporabili metodo zdruZevanja sosedov (angl.
neighbor-joining, NJ) s programom PHYLIP [32] in uporabo razdalj med aleli na lo-
kusu (angl. DAS, shared allele distances). Razdalje DAS med osebki smo izratunali s
programom POPULATIONS v 1.2.32 [29] in jih predstavili v obliki drevesa (dendro-
grama). Vecina Zivali posamezne pasme je blizu skupaj, vendar so prisotne tudi izjeme
(slika 2.11). Topologijo drevesa jasno dolocata dve skupini: kraski ov¢arji in preostale
pasme. Kavkaski ovéarji ne oblikujejo lastne veje, ampak so razprseni v vejah Sarpla-
ninca. En osebek je v skupini kraskih ovéarjev. Tudi nekaj Zivali drugih dveh pasem je
napa¢no umescenih v skupino Sarplanincev. Najverjetnejsi razlog za to je visoka gen-
ska pestrost te pasme ter manjse Stevilo oznacevalcev v analizi. Nekaj $arplanincev tvori
lo¢ene veje, ki so nekoliko odmaknjene od glavne skupine $arplanincev, kar namiguje

na moznost populacijske razslojenosti vzorcev $arplanincev.

Nenadzorovano razvri¢anje v genetsko-populacijske skupine smo ugotavljali s pro-
gramom Structure v 2.3.4 [33]. Simulacije smo izvedli brez vhodnih podatkov o pa-
semski pripadnosti Zivali z modelom, ki predpostavlja krizanje in soodvisne alelne po-
gostosti v razli¢nih populacijah, s 50 000 zadetnimi koraki, izlo¢enimi iz analize (angl.
burn-in) in 100 000 koraki MCMC (Monte Carlo Markove verige). Za vsako do-
mnevno $tevilo skupin (K) smo opravili deset neodvisnih simulacij s K od dva do pet.
Najbolj verjetno $tevilo skupin v naSem vzorcu smo dolo¢ili za K=4 z metodo Evanna

in sodelavcev [34]. Pri tem K se locijo vse pasme razen Sarplaninca in kavkaskega ov-

9

Slika 2.11

Drevo zdruZevanja sose-
dov, izrisano na osnovi
razdalj DAS med vsemi
zivalmi. Vsaka barvna pika
predstavlja posamezno
7ival. Pasme pripadajo
slede¢im barvam: rumeno,
sarplaninec; rdece, kraski
ovéar; vijoli¢no, tornjak;
oranzno, kavkaski ovéar;
¢&rno, novofundlandec.
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Slika 2.12

Bayesovo zdruzevanje
skupin pastirskih pasem
psov Zahodnega Balkana
in dveh dodatnih pasem,
pomembnih v zvezi z
vkrizanjem. (A) Analiza
s programom Structure
za vrednosti K od dva do
pet. (B) Locena analiza s
programom Structure za
pasmo tornjak kaze dve
skupini. Kratice pasem
so enake kot v mrezi

haplotipov (slika 2.4).
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¢arja (slika 2.12). Kraski ov¢ar je odstopil od preostalih pasem Ze po drugem izracunu
skupin (K=3). Nasprotno pa algoritem ni uspel razlikovati med $arplanincem in kav-
kaskim ov¢arjem niti pri K=5. Preostale pasme so ostale v lo¢enih skupinah z ocenami
pripadnosti >85%. Ko smo izlo¢ili $arplaninca in kavkaskega ov¢arja iz celotnega na-
bora podatkov ter ju analizirali lo¢eno pri K=2, se pasmi $e vedno nista razdelili v dve
skupini. Analizo smo ponovili s podmnozicami podatkov, da bi ocenili populacijsko
strukturo posameznih pasem. Odkrili smo razslojenost v vzorcih tornjaka (slika 2.12
B), kar bi lahko bila posledica razli¢ne predniske sestave dveh skupin. Tornjak je tu-
di edina pasma z znacilnimi odkloni od Hardy-Weinbergovega ravnotezja (P < 0,005
z Bonferronijevim popravkom). Heterozigotnost je v tej pasmi viSja od pricakovane,
kar bi lahko bila posledica krizanja predhodno lo¢enih populacij, na primer hrvaske in

bosanske populacije pasme.

Verjetnost, da bo osebek dodeljen v eno izmed petih pasem, smo ocenili s koefi-

cientom pripadnosti pasmi (Q) v programu Structure in s pristopom [35] programa
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Geneclass2 [36]. Z dodeljevanjem v pasme [3 5] smo 98,6% (489 od 496) psov dodelili
v pravilno pasmo. DeleZi pravilne dodelitve so bili v razponu od 90% (kavkaski ovcar)
do 100% (kraski ovcar) (tabela 2.5). Kljub temu so trije kavkaski ov¢arji in dva tornja-
ka (sicer pravilno dodeljeni) izkazovali >10% posteriorno verjetnost pripadanja pasmi

$arplaninca in $est Sarplanincev pasmi kavkaskega ovéarja.

Tabela 2.5: Pripadnost pasemski skupini in dodeljevanje pasmam.

Pasma Pripadnost ~ pasemski  Dodeljevanje s pristo-
skupini (Q) (Structure) pom Rannala & Moun-

tain (1997) [35] (Gene-
class2) (%)

Kraski ovéar 0,9523 100

Sarplaninec 0,6078 99,7
Kavkaski ovcar 0,5535 90,5
Tornjak 0,8482 99,9
Novofundlandec  0,8708 93,4

Opravili smo tudi diskriminantno analizo glavnih komponent (angl. discriminant
analysis of principal components, DAPC) z uporabo paketa ADEGENET [37]. Raz-
vr$¢anje z zaporednimi k-povpredji (angl. k-means) smo izvedli z Bayesovim informa-
cijskim kriterijem (BIC) in tako dolo¢ili ustrezno Stevilo skupin. Nato smo opravili
diskriminantno analizo glavnih komponent za K=4 in ohranili 40 komponent analize
glavnih komponent (angl. principal component analysis, PCA) (87,9% celotne vari-
ance) in tri osi diskriminantne analize. DAPC analiza, ki ni odvisna od predpostavke o
Hardy-Weinbergovem ravnoteZju, je potrdila razvrstitev pasem v skupine s programom
Structure. Pasme in skupine so se skoraj popolnoma ujemale, razen pri $arplanincu in
kavkasem ov¢arju, ki sta pripadala eni skupini in se ju ni dalo razlo¢iti (slika 2.13).
Vodoravna os DAPC analize je lo¢ila kraskega ov¢arja od preostalih pasem, navpi¢na

os pa je razdelila preostale tri skupine.
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Slika 2.13

Diskriminantna anali-

za glavnih komponent
(DAPC). Na sliki je prika-
zan graf prvih dveh glavnih
komponent DAPC. Ana-
liza DAPC je razkrila 4
skupine. Modra, novo-
fundlandeg; vijoli¢na,
farplaninec in kavkaski ov-
¢ar; zelena, tornjak; rdeca,
kraski ovéar.
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2.3 Diskusija in prihodnji izzivi

V tem poglavju smo z namenom boljSega razumevanja strukture populacij in osnovnih
genskih mehanizmov, ki vplivajo na razlo¢evanje sorodstvenih odnosov med pasmami,
z uporabo razli¢nih pristopov analizirali podatke mikrosatelitnih oznadevalcev, zapore-
dij meDNA in rodovniskih podatkov. Pastirske pasme Zahodnega Balkana so primer
ucinkov relativno sodobne spremembe v nacinu vzreje psov. Navkljub verjetnemu
skupnemu izvoru pasem smo odkrili velike razlike v genski pestrosti teh sorodnih pa-
sem. Glede na podatke mikrosatelitov in mtDNA izkazuje kraski ovéar nizjo gensko
pestrost in se ostro razlikuje od drugih pasem. Izlocitev kraskega ov¢arja iz nabora
podatkov povzrodi relativno povecanje celokupne pestrosti, kar $e dodatno predstavlja
to pasmo kot gensko neraznoliko v primerjavi z drugimi preucevanimi pastirskimi pa-
smami Zahodnega Balkana. Kot kaze analiza rodovnikov kraskih ovéarjev, je bil mo¢an
ustanoviteljev u¢inek (angl. founder effect) $e oja¢an z majhno efektivno velikostjo po-
pulacije in neenakomernimi prispevki Zivali v vzreji preko generacij, kar potrjuje, da se
je genska erozija zgodila z genskim zdrsom. V izogib nadaljnji izgubi genske pestrosti
bi bilo potrebno poveéati Stevilo psov v vzreji, izenaciti njihove reprodukcijske dopri-
nose ter omejiti Stevilo mladi¢ev na vzrejno zival in tako povecati celokupno Stevilo
plemenskih psov. Povpre¢no Stevilo potomcev na plemensko Zival je 9 mladicev. Pri-
porodljivo je, da posamezen pes v vzreji ne prispeva mnogo ve¢ potomcev od povpredja.
Priporodljivo bi tudi bilo, da se omogoc¢i raznolikost pasme z izogibanjem selekciji za
fenotipske lastnosti, ki niso pomembne za zdravje in fitnes Zivali (npr. barva dlake
in o¢i). Smiselno bi bilo razmisiliti o vzpostavitvi rednega genskega toka v to pasmo.
Ceprav je kraski ovéar izmenjeval svoj genski material s $arplanincem do leta 1968 in

eprav kar 43% genskih prispevkov izvira iz novofundlandcev, vpliv teh pasem na gen-
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ski sklad kraskega ov¢arja ni oditen iz trenutne populacijske strukture ali razlikovanja
pasem. Razhajanje te pasme od preostalih potrjujejo ocene razlikovanja, polozaj pasme
v drevesu Neighbor-Net, razlocitev z analizama Structure in DAPC, kot tudi lo¢enost
kraskih ov¢arjev od osebkov vseh drugih pasem v drevesu zdruZevanja sosedov. Prav
tako smo v pasmi odkrili le en redek haplotip mtDNA (A9). Rezultati torej poudar-
jajo, da so za populacijsko strukturo redkih pasem ve¢jega pomena stohasti¢ni kot pa
deterministi¢ni demografski procesi. Na osnovi ocen razlikovanja so si $arplaninec,
tornjak in kavkaski ovéar gensko blizji. Se posebej §ibko je razlikovanje Sarplaninca
in kavkaskega ovéarja, kar podpirajo tudi analiza Structure, visoka stopnja navzkriznih
dodelitev in slaba lo¢itev pasem v drevesu zdruzevanja sosedov. To je v skladu z Ze
odkrito nizko gensko razdaljo med $arplanincem in kavkaskim ovcarjem [38]. Vendar
pa je bilo $tevilo vzorcev kavkaskega ov¢arja in novofundlandca v raziskavi nizko, saj
sta bili pasmi vkljuceni v analizo z namenom preverjanja moznosti zaznavanja medpa-
semskega krizanja. V kombinaciji z manj$im $tevilom mikrosatelitnih oznacevalcev bi
lahko bila tudi majhna velikost vzorcev odgovorna za tezavno razlikovanje med $arpla-
nincem in kavkaskim ov¢arjem in nezaznan signal vkrizanja novofundlandcev v pasmo
kraskega ov¢arja. Vendar pa skladnost razli¢nih analitskih pristopov kaze na relativno
zanesljivost naih ocen. Sibko gensko razlikovanje je bilo odkrito tudi pri portugalskih
pastirskih pasmah, ki jo avtorji razlagajo kot posledico dejstva, da ta tip psov ne pred-
stavlja zaprtih populacij, saj se v pasmo e vedno vnasa tudi neregistrirane zivali [3].
Podobna razlaga drzi tudi za pastirske pasme Zahodnega Balkana, saj imata tako tor-
njak kot Sarplaninec $e vedno aktivni populaciji lokalno prilagojenih psov pastirskega
tipa, ki se s pogojnimi rodovniki vklju¢ujejo v vzrejo registriranih pasem. Prekrivanje
vseh haplotipov mtDNA kavkaskega ovcarja s haplotipi $arplanincev potrjuje, da je po-
vezava med balkanskimi pasmami in kavkaskimi pastirskimi psi obstajala vsaj ob&asno
v zgodovini, oziroma je rezultat nedavnega krizanja. Sarplaninec in tornjak imata viso-
ko gensko pestrost, raznoliko materinsko poreklo in novo odkrite haplotipe D-zanke
mtDNA. Negativna soodvisnost med pasemsko gensko pestrostjo in razlikovanjem pa-
sem je skladna z ugotovitvijo povezanosti pasemske heterozigotnosti in genske razdalje
do drugih pasem [2]. Kljub temu so Huson in sodelavci [39] odkrili edinstven gen-
ski podpis (angl. genetic signature) celo v populaciji aljaskih vle¢nih psov krizancev.
Zato sklepamo, da spremembe alelnih pogostosti proti bolj ekstremnim vrednostim,
ki povzrodajo mocno razhajanje pasem, niso posledica samo zniZane heterozigotnosti,

temve¢ v majhnih populacijah v vedji meri tudi genskega zdrsa. V primeru krizanj z
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ved razli¢nimi pasmami, kot je to v primeru kraskega ovcarja, je tak$no mesanje pasem
$e tezavneje razloditi. Poleg genskega zdrsa so za razhajanja pasem lahko odgovorna
tudi dodatna nedokumentirana krizanja pasem, ki jih v tej raziskavi nismo preiskovali.
Kadar so genski oznadevalci vezani z lokusi pod razdiralno selekcijo (angl. disrupti-
ve selection), lahko to dodatno napihne oceno genskega razlikovanja. Za preudevanje
razli¢nih procesov, ki vplivajo na porazdelitev genske pestrosti in odkrivanje njihovih
prispevkov k strukeuri populacij, bi bilo informativno analizirati tudi lokuse pod selek-
cijo. Dodatna razjasnitev izvorasil, ki vodijo k razhajanju populacij, je nujna, ¢e zelimo
razumeti populacijske vzorce in njihove genske vplive. Za izboljsanje trenutnega znanja
o demografski zgodovini, odnosih med populacijami psov in raznolikosti pasem bodo
klju¢ne prihodnje raziskave z uporabo visokozmogljivostnih genotipizacij, sodobnih
metod sekvenciranja v kombinaciji z novimi statisti¢nimi in raunskimi metodami za

odkrivanje in ugotavljanje preteklih dogodkov genskega mesanja [40—43].
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3 Odkrivanje genskega ozadja ektopije se¢evodov pri kraskem ovcarju E. Ceh
3.1 Ogzadje

Ektopija se¢evodov je najbolj pogost vzrok uhajanja seca pri mladih psih [44]. Razlog
je nepravilen embrionalni razvoj ledvi¢nih (metanefri¢nih) in praledvi¢nih (mezone-
fri¢nih) vodov, pri ¢emer se ustje se¢evoda pripenja kavdalno od trikotnika se¢nega me-
hurja v se¢ni mehur (intravezikularno) ali v se¢nici, prostati, semenovodu, noZnici ali
maternici (ekstravezikularno). Glede na potek se¢evoda v grobem razlo¢imo ektopi¢ne
seCevode, ki potekajo ob steni mehurja kavdalno od trikotnika mehurja (intramural-
ne), in se¢evode, ki mehur popolnoma obidejo (ekstramuralne). Obstaja pa tudi ve¢
drugih oblik ektopije se¢evodov (slika 3.1). Pogosto so prisotne tudi druge nepravilno-
sti se¢nih organov, npr. razdirjen se¢evod zaradi zastajanja se¢a (hidroureter), razsirjen
ledvi¢ni meh in ledvi¢ne ¢asice zaradi zapore odtekanja seca (hidronefroza), gnojno
vnetje ledvi¢nega meha (pielonefritis), zaostanek v razvoju mehurja (hipoplazija me-
hurja). Ve¢ ektopi¢nih seevodov so opazili pri mnogih pasmah [45—49], vendar pa
so vzro¢ne genske spremembe Se vedno ve¢inoma nepoznane. Glede na spol in starost
osebka, mesto pripenjanja in potek se¢evodov ter vpletenost enega ali obeh secevodov
so klini¢ni znaki lahko raznoliki. V vedcentri¢ni presejalni raziskavi ektopije se¢evodov
v evropski populaciji pasme entlebuski plansarski pes je imelo le 36% psov ustja sec¢evo-
dov v fiziolosko pravilnem polozaju, vendar pa je od 308 pregledanih psov kazalo znake
uhajanja seca le 25 psov [48]. Podobne rezultate kaze nedavna raziskava 552 psov te
pasme, v kateri so ugotovili, da ima pri 47,3% psov vsaj eden od se¢evodov intraveziku-
larno ektopi¢no ustje, pri 19,8% psov pa vsaj eden od secevodov ekstravezikularno ustje
[s0]. V primeru severnoameriske populacije te pasme so raziskovalci prav tako odkrili
ve¢ primerov psov brez klini¢nih znakov s potrjeno diagnozo ektopije se¢evodov in kot
temeljni mehanizem predlagali nizko stopnjo penetrance genov [47]. V zadnjih dveh
desetletjih je bilo odkritih ve¢ primerov ektopije seevodov pri pasmi kraski ovéar. Kot
opisano v poglavju 2 znasa efektivna velikost populacije kraskega ov¢arja manj kot 20
zivali, zaradi esar je pasma $e toliko bolj dovzetna za genska obolenja. Po drugi strani
predstavljajo ravno pasme psov z majhnim genskim skladom dober model za raziskave
enogenskih (monogenih) in kompleksnih genskih bolezni, saj je vezavno neravnoves-
je (angl. linkage disequilibrium, LD) znotraj pasem veliko, haplotipi pa dolgi, kar
omogoca asociacijske preiskave celotnega genoma (angl. genome wide association stu-
dies, GWAS) z manjsim $tevilom SNP-jev in manj$im Stevilom osebkov kot pri enakih

raziskavah na ljudeh, kjer je genska raznovrstnost obic¢ajno mnogo ve¢ja.
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Slikea 3.1

Razli¢ni tipi ektopi¢nih
se¢evodov: (A) intramural-
ni, (B) ekstramuralni, (C)
dvojne uretralne odprtine,
(D) uretralna korita. Vir
slike: [51].

3.2 Metode in rezultati

3.2.1 Izjava o etiki

Raziskavo smo opravili v skladu z narodnimi in mednarodnimi smernicami za dobro
pocutje zivali v raziskavah. Delo je odobril odbor za nego in uporabo Zivali v znanosti in
raziskavah na Oddelku za zootehniko BiotehniSke fakultete Univerze v Ljubljani. Vsi
psi, udeleZeni v tej raziskavi, so last zasebnih lastnikov in so bili vkljuceni v raziskavo
izklju¢no z njihovo privolitvijo. Vse krvne vzorce so odvzele usposobljene osebe na
veterinarskih klinikah, pridobili pa smo jih s pomo¢jo Drustva ljubiteljev in vzrediteljev

kraskih ov¢arjev (DLVKOS).

3.2.2  Fenotipski podatki in analiza rodovnikov

Fenotipske podatke in diagnosti¢no gradivo smo zbirali s pomo¢jo lastnikov psov, vzre-
diteljev in veterinarjev v obdobju treh let (2010 - 2013). Mediana starosti ob diagnozi
je pri dokumentiranih primerih kraskega ovcarja tri mesece, skladno z navedbami iz
literature, da je ektopija se¢evodov tipi¢no ugotovljena pri mlajsih psih [44]. Razmerje
med spoloma med dokumentiranimi primeri ektopije se¢evodov kraskega ov¢arja je 5:2
(n=14) z ve¢jim deleZzem samic. Vedina dokumentiranih primerov obis¢e veterinarske
klinike s klini¢nimi znaki uhajanja se¢a (slika 3.2 D). Spodaj (slika 3.2 A) je prikazan

preéni posnetek vijaéne ra¢unalniske tomografije (angl. computer tomography, CT)
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Slika 3.2

Ektopija se¢evodov in
nekatera druga obolenja
secil pri kraskem ovéarju.
(A) Pre¢ni posnetek vija¢ne
racunalniske tomografije
primera desnega intrave-
zikularnega ckropicnega
seCevoda. Oba se¢evoda se
je dalo slediti do kranio-
lateralnega podro¢ja pred
trikotnikom se¢nega me-
hurja, vendar pa je bilo
izlo¢anje kontrastnega sred-
stva vidno samo iz levega
secevoda (slika uporabljena
z dovoljenjem I. Firm).

(B) Policisti¢na ledvica pri
sedemmesec¢nemu kraseveu
(slika uporabljena z dovo-
ljenjem C. Mezgec). (C)
Hidronefroza in pielonefri-
tis pri dvomesecni kradevki
z ektopijo se¢evodov. (D)
Ceprav se ektopija sede-
vodov ne izrazi vedno kot
uhajanje seca, pa je to
najbolj pogost znak, zaradi
katerega se privede priza-
dete Zivali na veterinarsko
kliniko. (E) Normalen po-
lo7aj ustja levega se¢evoda
in (F, G) nepravilen polo-
7aj ustja desnega se¢evoda
kavdalno od trikotnika
se¢nega mehurja (slike E-G
uporabljene z dovoljenjem
A. Domanjko-Petri¢).

X
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kavdalnega se¢nega mehurja prizadete dvomese¢ne samicke kraskega ovcarja s sumom
diagnoze intravezikularnega ektopi¢nega sec¢evoda. Izlocanje kontrastnega sredstva je
vidno iz levega, normalno umes¢enega se¢evoda, a ni opazno iz desnega secevoda, kar
namiguje na to, da se desni se¢evod odpira ektopi¢no. Spodnji primer (slika 3.2 E-G)
prikazuje desni ektopi¢ni sec¢evod pri dvomesec¢ni psicki z nezmoznostjo zadrzevanja
sefa (inkontinenco), pri kateri je opravljena posmrtna preiskava trupla (nekropsija)

potrdila kavdalni polozaj ustja desnega se¢evoda glede na levi secevod.

Acc:
Img Tm: 31.01.2011 16:23:41

ABDOMEN

120 Jav
200 mA

5 mm
Tilt: 0
1500 ms
W 5

Poleg ektopi¢nih se¢evodov so v pasmi pogoste tudi druge uroloske bolezni, npr.
okuzbe secil, pojav kamnov v secilih (urolitiaza), policisti¢na bolezen ledvic (slika 3.2
B), razdirjen ledvi¢ni meh in ledvi¢ne caSice (hidronefroza) in gnojno vnetje ledvic

(piclonefritis) (slika 3.2 C), razsirjen se¢evod (hidroureter), kroni¢na okvara ledvic...



Bioinformacijski analitski pristopi

Pogosto so prisotni tudi le blagi klini¢ni znaki, npr. pogosta Zeja in uriniranje, ki pa
z urogenitalnim razvojem mladih Zivali nemalokrat tudi prenehajo. Poleg nagnjeno-
sti k boleznim secil je pasma dovzetna za nekatere bolezni okostja (npr. hipertrofi¢na
osteodistrofija, kortikalna hiperostoza, displazija kolkov), zobovja (napake pri ugrizu,
napacno Stevilo in polozaj zob), o¢i (distihiaza, entropij, ektropij), spolnih organov
(kriptorhidizem, rak na modih, rak prostate, distocija, mrtvorojeni mladici), imun-
skega sistema (levkemije, avtoimuna obolenja koZe, piodermija, alergije na hrano) in
epilepsijo.

Rodovniske podatke pasme je zagotovilo Drustvo ljubiteljev in vzrediteljev kraskih
ov¢arjev (DLVKOS)!, dodatno pa njihovo pravilnost preverjamo z uporabo 19 mikro-
satelitnih oznacevalcev, ki jih priporo¢a Mednarodno zdruZenje za Zivalsko genetiko
(International Society for Animal Genetics, ISAG) in smo jih uporabili tudi pri po-
pulacijski analizi kraskega ov¢arja in sorodnih pasem (poglavje 2). Velgeneracijski

rodovnik 111 psov z znanimi fenotipi (slika 3.3) smo pripravili z uporabo programa

GenoPro?.
? g9 ?ﬂmﬂwﬁ P ¢ godém
$8080 48 AMBLLINL 5 14d M
oYt &bt én
o wolatey o minisks O dantaiva
O repesdneivns O chusma 0 akslama

V rodovniku so prikazani psi z obolenji in psi, ki so imeli oz. imajo prizadete po-
tomce glede na navedene fenotipske skupine bolezni. Sorodni psi z normalnim ali ne-
znanim fenotipom so za namen enostavnejSega izrisa v rodovniku izpus¢eni. Od 111
psov v analizi rodovnikov jih je 19 (13 samic, 6 samcev) imelo obolenje se¢il. Taksno
stanje lahko preskakuje generacije in prizadeti psi imajo ve¢inoma starse brez klini¢-
nih znakov, a je z uhajanjem se¢a pogosto prizadetih ve¢ mladicev v leglu. Obstajajo

tudi manj zanesljivi in nepotrjeni dokazi, da naj bi bili z uhajanjem seca prizadeti tudi

Twww.dlvkos.si

ZWWW.genopro.com
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Slitea 3.3

Primer rodovnika s 111
kraskimi ov¢arji z obolenji
secil in drugimi predvido-
ma dednimi stanji. Sorodni
psi iz legel z normalnim

ali nepoznanim fenotipom
so zaradi enostavnejSega
izrisa izpusceni. Simboli
rodovnika so standardni za
samca (kvadrat) in samico
(krog). Definicije fenotip-
skih skupin so v legendi
pod rodovnikom.
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psi krizanci kraskih ovéarjev, kar namiguje na nedefinirano raven dominantnega dedo-
vanja. NajbliZji skupen prednik (angl. the most recent common ancestor, TMRCA)
psov z uhajanjem seca je enak kot za celotno populacijo. To je psica, skotena leta 1968,
kar govori proti enostavnemu enogenskemu dedovanju. Dokumentiran je tudi primer
prizadete samice s potomci brez znakov bolezni secil, pri ¢emer pa se je ektopija sece-
vodov pojavila v generaciji F2. Poleg tega analiza rodovnikov kaze, da nekateri psi z
boleznimi se¢il oz. njihovi bliznji sorodniki izkazujejo znake nekaterih drugih bolezni,
kar kaze na kompleksno gensko ozadje in vlogo genov, ki spreminjajo izrazanje drugih
genov (angl. modifier genes). Tudi v primeru, &e bi bila za ektopijo se¢evodov odgo-
vorna mutacija enega gena, je precej verjetno, da na penetranco in raznoliko izrazitost

obolenja vplivajo Se drugi dejavniki.
3.2.3  Asociacijska preiskava celotnega genoma in kartiranje homozigotnosti

DNA smo izolirali iz vzorcev krvi petih prizadetih (en samec, §tiri samice) in petih
psov brez klini¢nih znakov (trije samci, dve samici). Vzorci so vkljucevali trojico: sam-
ca in samico brez klini¢nih znakov ter njunega prizadetega potomca. Vsi prizadeti psi
so imeli potrjeno diagnozo veterinarja, vsi psi brez klini¢nih znakov pa so bili starejsi
od $tirih let in niso imeli zgodovine bolezni se¢il. Vzorci DNA so bili hibridizirani
na SNP-¢ip CanineHD Beadchip (Illumina, 9885 Towne Centre Drive, San Diego,
CA 92121, ZDA) v genomskem centru kalifornijske univerze Davis (DNA Technolo-
gy Core, UC Davis Genome Center). Asociacijsko preiskavo celotnega genoma smo
opravili s programskim paketom Plink v 1.07 [52] in pri tem uporabili alelni test ter
Cochran-Armitage test. Po izlo¢anju SNP-jev z ve¢ kot 10% stopnjo manjkajocih ge-
notipov ter SNP-jev s pogostostjo manj pogostega alela v populaciji (angl. minor allele
frequency, MAF), ki je niZja od 0,01, je v analizi ostalo 98 723 informativnih SNP-
jev. Celokupna stopnja genotipizacije za vse osebke je bila > 0,99. Genomski dejavnik
inflacije (glede na vrednost mediane hi-kvadrat) z vrednostjo 1 potrjuje odsotnost po-
pulacijske razslojenosti v analiziranih vzorcih. Z uporabo alelnega testa smo odkrili
povezavi na kromosomih CFA11 (rs8971641) in CFA18 (BICF2S3655583) (P4 =
0,00026) (slika 3.4 A). SNP 1s8971641 je v obmod¢ju introna gena COL23A1 (Can-
Fams3.1, CFA11: 3 242 754), SNP BICF253655583 pa je 23 kb pred zacetkom gena
MLLs (CanFam3.1, CFA18: 15 331 404). Z uporabo Cochran-Armitage testa smo
najmoc¢nej$e povezave odkrili na kromosomih CFA11 in CFA20 (P,,, = 0,0016), za

katere so bili vsi prizadeti psi v homozigotnem in vsi psi brez znakov bolezni v hetero-
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zigotnem stanju (slika 3.4 B in slika 3.8 B).
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Vezavno neravnovesje smo preiskovali s Stiri-gametnim pravilom v programu Ha-
ploview [53]. Dva sosednja SNP-ja na CFA11 sta opredelila 214 kb obmodje povezave
(CanFam3.1, CFA11: 5 838 742, CFAI1: 6 011 599), ki prekriva gen COMMD1o0.
Deset SNP-jev na CFA20 je opredelilo $tiri sklope (CanFams3.1, CFA20: 53 791 049~
53 816 416, CFA20: 54 128 525—54 171 359, CFA20: 54 245 061—54 246 894,
CFA20: 54319 793—54 345 648), ki so znotraj dveh blokov vezavnega neravnovesja
(slika 3.5). Prvi sklop prekriva gen CLPP, drugi prekriva gen RANBP3, tretji je 4 kb
stran od zadetka gena NRTN in Cetrti prekriva gene LONPr, HSDr1B1L in crgorf7o.
SNP-ji z najbolj zna¢ilnimi signali in njihovi genotipi v obolelih psih in psih brez kli-
ni¢nih znakov so prikazani spodaj (slika 3.6).

Gene iz odkritih obmodij in njihove povezave s fenotipom se¢il navajamo v spodnji
tabeli (tabela 3.1). Zaradi problematike testiranja povezav posameznih lokusov smo
dodatno uporabili ve¢lokusni mesani model (MLMM) [54] v programu SNP & Vari-
ation Suite (SVS) 7 (Golden Helix Inc., Bozeman, MA, ZDA) in z visoko statisti¢no

znacilnostjo potrdil vse ugotovljene povezave, razen SNP-ja na CFA18.
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Slika 3.4

Grafa asociacijske preiskave
celotnega genoma za
ektopijo se¢evodov, ki
predstavljata —log19
surovih P-vrednosti za vsak
SNP v analizi obolelih
proti psom brez klini¢nih
znakov z (A) alelnim in (B)
Cochran-Armitage testom.
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Slika 3.5

(A) Obmogje odkrite
povezave z anotacijami
genov na kromosomu
CFA20. (B) Deset SNP-jev
na CFA2o0, ki dolo¢ajo

Stiri signale povezav in so
znotraj (C) dveh blokov

vezavnega neravnovesja .

Slika 3.6

Stirinajst znacilnih SNP-jev
in njihovi genotipi pri psih
brez znakov bolezni in pri
prizadetih psih.
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Tabela 3.1: Kandidatni geni za nagnjenost k ektopiji se¢evodov.

Simbol gena  Obmogje (bp) v CanFam3.1  Povezava s fenotipom secil

COL23A1 11: 3048578-3320226 visoko izrazanje gena v medce-
li¢cnem prostoru ledvi¢ne sredice
[55]

MLLs 18: 15240543—15308087 visoko izrazanje gena v mezenhi-

mu razvijajo¢ih ledvic okrog ko-

nic se¢evodovega brstica [5 5]

COMMDro  11: 5§800336—5984594 nepoznana
CLPP 20: 53788312—53794384 nepoznana
RANBP3 20: §4122903—54177083 zniZano izrazanje gena v zgo-

dnjem razvoju ledvic med Ero,5

in E13,5 v mi§jem modelu [56]

NRTN 20: §4212282—-54242456 avtokrini rastni fakror, ki uravna-
va razvoj ledvi¢nih zbirnih vodov
[57]

LONPr 20: §4313027—54334405 nepoznana

HSDriBrl  20: 54337038—54339544 visoko izrazanje gena v ledvicah
[58]

cxgorf7o 20: §4342064—54343467 nepoznana

Kartiranje homozigotnosti smo izvedli s Plink ukazom “~homozyg-density 100 —
homozyg-group” in tako odkrili 5,27 Mb kriti¢no obmod¢je na kromosomu CFA11,
ki se razprostira preko signalov povezav in je homozigotno pri vseh prizadetih psih in

nobenem od psov brez znakov bolezni (slika 3.7).

Slika 3.7

Kartiranje obmo¢ja homo-
zigotnosti na kromosomu
CFA11 pri petih psih z
cktopijo secevodov. Vsi
prizadeti psi (in nobeden

: ==
I o od psov brez Klinicnih

s O ] i3 |

znakov) so homozigotni za
5,27 Mb kriti¢ni odsek, ki
se razteza preko signalov
wET mmT = povezav.
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Slika 3.8

(A) Mendelska neskladja
dveh SNP-jev, odkritih

z alelnim testom. (B)
Deset SNP-jev na CFA20,
heterozigotnih pri starsih
in homozigotnih pri
potomcu in odkritih z

Cochran-Armitage testom.
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S programom Plink smo preverjali tudi mendelska neskladja genotipov. Preverjanje
za mendelska neujemanja je razkrilo 167 napak. Od tega dve mendelski neujemanji
ustrezata signaloma SNP-jev rs8971641 na kromosomu CFA11 in BICF253655583
na kromosomu CFA18 (slika 3.8 A). Z matriko podobnosti IBS (angl. identity-by-
state) smo potrdili, da je oboleli pes trojice najbolj podoben svojim star§em in zato

mendelsko neskladje najverjetneje ni posledica nenamerne zamenjave vzorcev.

A B

: I:1
rs8971641: AA rs8971641: AA
BICF253655583: CC BICF253655583: TT

III:1

OPPPOO> A0
—“000-4>000
OPP>POOP A0
“H0OOH>»000+

Il:1
rs8971641: CC
BICF253655583: CC

OPPPOOP+4—0
O>>>00> -0

Kandidatne gene iz obmodij signalov smo uporabili kot vhodne podatke v analizi
funkcij genov z uporabo programa Ingenuity Pathway Analysis Software (Ingenuity
Systems, Inc., Redwood City, CA, ZDA). Kandidatne gene smo analizirali glede na
funkcije njihovih ortologov pri ¢loveku. Najbolj znadilni bioloski procesi so bili ce-
li¢ni cikel, embrionalni razvoj ter podvojevanje DNA, rekombinacija in popravilo, vsi

kandidatni geni pa so bili zdruZeni znotraj skupne genske mreze (slika 3.9).
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Za 14 najbolj znadilnih zadetkov (slika 3.6) smo preverili pogostost genotipov v do-
datnem kontrolnem naboru genotipov 409 psov pasem veliki pudelj in bradati $kotski
ovéar. Odkrili smo raznolike porazdelitve genotipov s prisotnimi homozigotnimi ter
heterozigotnimi genotipi za 6 SNP-jev. Presenetljivo je, da pri ostalih 7 SNP-jih homo-
zigotnih genotipov za alele prizadetih kraskih ovéarjev nismo odkrili v nobenem od ve-
likih pudljev (n=122) ali bradatih $kotskih ovcarjev (n=287). Sest od teh SNP-jev se je
znotraj enega bloka vezavnega neravnovesja. Preucitev 14 najbolj znacilnih SNP-jev v
populaciji kraskega ov¢arja je predmet nadaljnjih raziskav. Zacetni rezultati namiguje-
jo, da nobeden od SNP-jev na kromosomih CFA11, CFA18, niti SNP BICF2P812496
na CFA20 ne razlikuje primerov brez znakov bolezni od primerov z ektopijo se¢evodov
v popolnosti. Kot primer prikazujemo spodaj (slika 3.10) gel agarozne elektroforeze
dolo¢anja alelov SNP-ja BICF2P812496 v dodatnem vzorcu kraskih ov¢arjev z dia-
gnozo ektopije seevodov z metodo ARMS (angl. Amplification Refractory Mutati-
on System). Reakcije PCR smo izvedli v namiznem mikroprocesorsko vodenem ter-
mostatu GeneAmp PCR System 2720 (AB Applied Biosystems). Zaporedji zunanjih
zacetnih oligonukleotidov sta bili -CTGCTTGTAGAGGAAAAGAGCAGTGGAT-
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Slikea 3.9

Mreza kandidatnih genov
(prikazani s sivo barvo) iz
obmodij signalov povezav.
Mreiza je obogatena za
bioloske procese celi¢nega
cikla, embrionalnega
razvoja in podvojevanje
DNA, rekombinacije in
popravila.
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3’ in §-CCTCAGGTAGGACAATCTTCTTGGTCTG-3’, zaporedji notranjih zace-
tnih oligonukleotidov pa 5>-AAGGAAAGTGGAAGGGCTTTCTCGAT-3’ za alel T
in 5>-GTGCAAACAGATGCTACACAGAGAGTTG-3’ za alel C. Genomsko DNA
(priblizno 50 ng) smo pomnozili v konéni prostornini 10 pl, ki je vsebovala 10 pmo-
lov vsakega zaletnega oligonukleotida, 100 pM mesanico dNTP-jev, 2,5 mM MgCla,
1 mM PCR pufra in 0,5 enote Taq polimeraze (Fermentas). Po dvominutni zade-
tni denaturaciji pri 95°C je sledilo 35 ciklov pomnoZevanja, ki so obsegali 6o sekund
denaturacije pri 95°C, 60 sekund prileganja zacetnih oligonukleotidov pri 68°C in
60 sekund podalj$evanja pri 72°C, ki jim je sledilo $e desetminutno podaljSevanje pri
72°C. Produkte PCR smo analizirali na 2,5% agaroznem gelu. Genotipizacija tega
SNP-ja je pokazala, da vloge tega obmo¢ja pri razvoju ektopi¢nega se¢evoda ne mo-
remo trajno potrditi. Poskusi genotipizacije ve¢jega $tevila SNP-jev s kompetitivno
alelno-specifi¢no reakcijo PCR (KASP by Design, LGC Genomics) so bili tehni¢no
neuspesni, koli¢ina DNA vzorcev psov z diagnozo pa omejena za vedje $tevilo posku-
sov izboljSanja ucinkovitosti reakcije. Eksonom kandidatnega gena NRTN smo po-
skusili dolo¢iti zaporedje krasevcev brez bolezenskih znakov ter krasevcev z boleznijo,
vendar je bilo kljub preizkusom razli¢nih pogojev PCR sekvenciranje neuspesno oz.
razmerje signala proti Sumu prenizko za zanesljiv rezultat. V ¢asu nasih preiskav je bil
ta gen v genomu CanFam2.0 anotiran kot podvojitev, med paralogoma tega gena pa
je bila prisotna vrzel v referenénem zaporedju. Poleg tega so se razlikovale tudi anota-
cije eksonov v razli¢nih podatkovnih zbirkah (Ensembl in NCBI). V trenutni anotaciji
pasjega genoma (CanFam3.1) je anotirana ena kopija gena NRTN, spremenile so se
tudi anotacije eksonov, a so v zaporedju referen¢nega gena e vedno prisotne vrzeli. Za
dokon¢no dolo¢itev vloge kandidatnih genov bo pomembna tudi nadaljnja izbolj$ava

anotacije genoma psa.
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2 ZNAKaY BILEZMI

l_v_J

PSI BREZ ZNAKV BOLEZNI

3.3 Diskusija in prihodnji izzivi

V tem poglavju predstavljamo zaletne rezultate dolgoro¢nejse raziskave ektopije se-
¢evodov in sindroma uhajanja se¢a pri pasmi kraski ov¢ar. Rodovniski rezultati so
skladni s kompleksnim genskim ozadjem bolezni kot tudi epidemioloske in klini¢ne
znacdilnosti bolezni pri tej pasmi. Analiza rodovnikov nakazuje, da je najbolj verjetna
razlaga za raznolike fenotipske izrazitosti bolezni seil pri kradevcih vecgensko dedova-
nje, oziroma je v primeru enogenskega dedovanja pomembna vloga genov, ki vplivajo
na izrazanje drugih genov. Kot je razvidno iz rodovnika ene od druzin kraskih ov-
carjev, se lahko znotraj posameznih legel pojavljajo bolezni sedil, mrtvorojeni mladici
pa tudi psi brez znakov bolezni. Med obolelimi Zivalmi prevladujejo samice, samci z
ektopijo se¢evodov pa so odkriti bolj redko in obicajno kasneje kot samice. Najver-
jetnejsa razlaga je, da je moska se¢nica daljsa in dovoljuje povratno polnjenje se¢nega
mehurja [59]. Poleg tega se dednost ektopije se¢evodov prepleta z genskim ozadjem
ve¢ drugih dednih bolezni pri tej pasmi. Z namenom, da bi odkrili kandidatne lokuse,
ki vplivajo na nagnjenost pasme k temu obolenju, smo opravili asociacijsko preiskavo
celotnega genoma. Z genotipizacijo petih prizadetih ter petih psov brez znakov bole-
zni na 170k SNP-¢ipu smo odkrili ve¢ polozajskih in funkcijskih kandidatnih genov na
kromosomih CFA11, CFA18 in CFA20 ter predlagali kompleksen vzorec dedovanja,
ki smo ga predpostavili Ze na osnovi analize rodovnikov. Z iskanjem mendelskih ne-
skladij, kartiranjem obmotij homozigotnosti ter uporabo genotipskih podatkov drugih
pasem smo dodatno potrdili mozne lokuse, ki vplivajo na nagnjenost k obolenju. Ta
raziskava predstavlja za¢etna odkritja, da je v pojav ektopi¢nega se¢evoda pri kraskem

ov¢arju najverjetneje vpleteno ve¢ genov iz skupnih bioloskih poti celi¢nega cikla in
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embrionalnega razvoja. Pomanjkljivost raziskave je, da so bili kontrolni psi izbrani na-
klju¢no, na podlagi odsotnosti klini¢nih znakov. Veterinarski pregled secil za te pse
pred vkljuditvijo v analizo ni bil opravljen. Da sta dva od petih kontrolnih psov da-
la potomca z ektopi¢nim se¢evodom v generaciji F1, eden pa potomca z ektopi¢nim
se¢evodom v generaciji F2, smo odkrili kasneje in nato testirali mendelsko skladnost.
V praksi je diagnostika ektopije se¢evodov problemati¢na in pogosto ni nedvoumno
potrjena tudi v primerih uhajanja se¢a pri tej pasmi. Ceprav nobeden od ugotovlje-
nih SNP-jev ni bil statisti¢no znacilen po prilagoditvi za veckratno testiranje, je za to
lahko odgovoren tudi majhen vzorec. Tako imenovan problem “velik p, majhen n” je
Ze poznana tezava asociacijskih preiskav celotnega genoma. Ker za obolenje ni nujno
odgovoren en sam lokus, ampak je zaradi populacijske strukture in vezavnega nerav-
novesja lahko z danim stanjem povezanih ve¢ vzro¢nih alelov, smo dodatno uporabili
$e veclokusni mesani model (MLMM) in potrdili skoraj vse odkrite povezave z viso-
ko statisti¢no znacilnostjo. Testiranje mendelskih neskladij je razkrilo, da sta genotipa
dveh najmocnejsih signalov, ugotovljenih z alelnim testom, pri potomcu nezdruzljiva z
genotipi starSev. Matrika IBS je potrdila, da napake niso posledica naklju¢ne zamenja-
ve vzorcev in nakazala, da so poleg naklju¢nih napak genotipizacije mozen vzrok tudi
razlicice v Stevilu kopij (angl. copy-number variation, CNV) - npr. odkritje hemizi-
gotne delecije kot homozigotnega stanja. Oba kandidatna gena, COL23Ar in MLLs,
sta znacilno diferencialno izraZena med razvojem ledvic in se¢evodov [55]. Raziskave
SISH (angl. high resolution in situ hybridization) razvoja ledvice v mi$jem modelu
od embrionalnega dneva (E) 15,5 naprej so dokazale obogateno izrazanje COL23A1 v
medceli¢nini ledvi¢ne sredice in obogateno izrazanje MLLs v ledvi¢nem mezenhimu
okrog konic se¢evodovega brstica. Poleg tega dodatno podpirajo signal na kromosomu
CFA11 rezultati kartiranja obmo¢ij homozigotnosti. Odsotnost genotipov prizadetih
psov v 409 kontrolnih psih podpira odkritje sedmih SNP-jev na kromosomu CFA20
in ponuja razlago z usmerjeno selekeijo proti tem genotipom ali njihovo gensko pove-
zanost z drugimi genotipi, ki vplivajo na fitnes Zivali. Medtem ko gen NRTN kodira
avtokrini rastni faktor, ki uravnava razvoj ledvi¢nih zbirnih vodov [57], drugi geni $e
nimajo znane specifi¢ne funkcije pri razvoju secil. Kljub temu vsi odkriti geni med-
sebojno vplivajo in uravnavajo celi¢ni cikel in poti razvoja organov in so tako mozni
kandidatni geni za ektopijo se¢evodov. Ceprav je bilo Stevilo vzorcev v tej analizi pre-
majhno za prepricljive dokaze o na¢inu dedovanja, rezultati namigujejo, da ektopija

se¢evodov ni preprosta enogenska bolezen, temveé k penetranci in nagnjenosti za to
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obolenje pri kraskem ov¢arju prispeva ve¢ genov. Zato je verjetno, da bo za analizo
genske nagnjenosti k razvojnim obolenjem secil pri tej pasmi v prihodnje potrebna
raziskava v ve¢jem merilu. Za primerjavo naj omenimo, da so asociacijsko analizo ce-
lotnega genoma te bolezni Ze opravili v okviru raziskav ektopije se¢evodov pri pasmi
entlebuski plansarski pes in z vkljucitvijo 48 psov z cktopijo se¢evodov in 48 kontrol-
nih psov odkrili povezavo na kromosomu CFA7 (P = 0,088), vendar pa nameravajo
raziskovalci za ve¢jo zanesljivost rezultatov analizo opraviti na okvirno 300 Zivalih (I.
Reichler, osebna komunikacija). Pri kraSevcu bi bila koristna natan¢nej$a epidemio-
loska in fenotipska opredelitev razli¢nih oblik te bolezni. Glede na nizko penetranco
bolezni bi bili smiselni presejalni testi populacije krasevca po zgledu raziskav pri entle-
buskem plansarskem psu. Pri tej pasmi razlikujejo in razvri¢ajo fenotip kot normalna
ustja se¢evodov v trikotniku mehurja (EU-A), ektopi¢na ustja v podro¢ju vratu se¢ne-
ga mehurja (EU-B) in ekstravezikularne ektopi¢ne secevode (EU-C). Veliko pogostost
bolezni pri tej pasmi so ugotovili predvsem na ra¢un primerov EU-B, ki pa so v smislu
razlikovanja od fiziolosko normalnih primerov EU-A diagnosti¢no tezavni. Se posebej
zato, ker diagnosti¢na opredelitev temelji na meritvah razdalj ustij se¢evodov in se¢ni-
ce, ki pa so mo¢no odvisne od polnosti se¢nega mehurja, velikosti psa in referen¢ne
mejne vrednosti, ki jo predpostavimo kot fiziolosko $e normalno. Zato so v tej razi-
skavi uporabili kontrolno skupino apencelskih plansarskih psov, pasme, pri katerih je
ektopi¢ni se¢evod manj pogost, fizionomija pa podobna tisti pri entlebuskih plansar-
skih psih. Na podlagi ugotovljenih polozajev ustij se¢evodov so bila oblikovana vzrejna
pravila. Nemsko drustvo entlebuskih planarskih psov je na primer iz vzreje izlocilo
pse z diagnozo EU-C, pse z diagnozo EU-B pa se lahko pari v kombinaciji s psi z dia-
gnozo EU-A. Paritve dveh psov z diagnozo EU-B so dovoljene le ob zavezi vzreditelja,
da poskrbi za veterinarski pregled seil celotnega legla v starosti Sestih do dvanajstih
mesecev ter druStvu preda podatke o novih lastnikih mladicev, saj klini¢ni pomen teh
paritev $e ni znan. Izvedba tak$nega vzrejnega programa je od leta 2008 Ze obcutno
znizala pojavnost ektopi¢nega secevoda pri tej pasmi (R. Fritsche, osebna komunika-
cija). Z nadaljnjim zbiranjem tkivnih vzorcev, ki smo ga zaceli zbirati ob primerih
evtanaziranih kraSevcev z ektopijo se¢evodov, bi v prihodnosti bile mozne tudi histo-
patoloske raziskave ter raziskave izraZanja genov ali epigenetike. V zadetni raziskavi
smo tako pripravili osnovo za nadaljnje genske raziskave ektopi¢nih se¢evodov pri kra-
$kem ov¢arju. Preucitev odkritih SNP-jev in uporaba dodatnih analiti¢nih postopkov

(npr. komparativna genomska hibridizacija na ¢ipih, sekvenciranje celotnega genoma
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ali tar¢nega obmodja) ponujajo moznosti za nov vpogled v razvojna obolenja secil pri
psih. Odkritje vzro¢nih mutacij bi omogocilo boljse razumevanje fiziologije te bolezni,
dolotitev pogostosti alelov v $irsi populaciji krasevca, primerjavo vzro¢nih mehanizmov
pri drugih pasmah, nagnjenih k ektopiji se¢evodov, potrjevanje vzro¢nega mehanizma
z dodatnimi preiskavami (npr. celi¢cnim modelom ali analizo na ravni beljakovin) ter
ne nazadnje udinkovitej$o diagnostiko, zdravljenje in prepre¢evanje tovrstnih obolen;j

z ustreznimi rejskimi ukrepi.
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4 Analiza transkriptoma celic mle¢ne Zleze koze po okuzbi z bakterijo Mycoplasma agalactiae in
E. Ceh

4.1 Ozadje

Do nedavnega so bile raziskave izrazanja ve¢jih naborov genov omejene le na modelne
organizme, vendar pa je hiter razvoj visokozmogljivostnega sekvenciranja sproZil pre-
obrat na podrodju ugotavljanja transkriptomov. Omogoc¢il je natan¢no in cenovno
ugodno dolodanje, ugotavljanje znadilnosti in koli¢ine izrazenih prepisov ter dolo¢a-
nje vzorcev spajanja in tako uveljavil sekvenciranje RNA kot zelo ustrezno tehniko za
preucevanje transkriptomov prakti¢no vseh bioloskih vrst.

V javnih podatkovnih zbirkah je $e vedno omejena koli¢ina podatkov o izrazanju
genov koze (Capra hircus). Vendar pa se to dejstvo hitro spreminja, saj se tudi koza hitro
uveljavlja kot pomemben model na podro¢jih biomedicine in molekularne biologije
[60—62]. Pred kratkim je bilo objavljeno zaporedje referenénega genoma koze [63],
ki odpira $e dodatne moznosti za raziskovanje genoma koze na razli¢nih raziskovalnih
podrogjih.

Kuzna agalakcija je ena od gospodarsko najpomembnejsih bolezni drobnice v sve-
tovnem merilu. Pri kozah je glavni povzroditelj, ki je odgovoren za priblizno 9o%
vseh izbruhov bolezni, bakterija Mycoplasma agalactiae [64], vendar pa je znanje o zgo-
dnjih stopnjah gostiteljevega odziva Se vedno skromno. Klini¢no se bolezen po okuzbi
mle¢ne Zleze lahko izrazi kot nenadni mastitis, vendar pa obicajno napreduje v zmerno
obliko. Klini¢ni znaki vklju¢ujejo upad ali popolno prenchanje izlo¢anja mleka, mo-
zen je tudi razvoj artritisa in keratokonjunktivitisa. Mikoplazma se spro$¢a v mleko se
dolgo po tem, ko se klini¢ni znaki izbolj$ajo.

M. agalactiae spada v razred Mollicutes, za katerega je znacilna odsotnost celi¢ne ste-
ne, skromen genom in omejene metabolne sposobnosti, saj se za svoje prezivetje zanasa
na tesen stik z gostiteljevimi epitelnimi celicami. O njenih virulentnih dejavnikih in
medsebojnem vplivanju med mikoplazmo in gostiteljem je $e vedno malo znanega.
Tovrstno znanje bo klju¢no za nadzor, zdravljenje in prepre¢evanje bolezni, pri kateri
je uporaba klasi¢nih antibiotikov neucinkovita, uporaba cepiv, ki so trenutno na voljo,
pa zaenkrat $e vedno tudi le delno uspesna. Ker lahko dolo¢itev nabora prepisov, ki se
izrazajo med okuzbo celic mle¢ne Zleze koze, olajsa razumevanje fiziologije in mnogo-
licnosti odnosov med gostiteljem in bakterijo, posredno pa pripomore k u¢inkovitejim
selekcijskim in zdravstvenim ukrepom, smo se v tej raziskavi z analizo podatkov pre-
pisovanja RNA okuzenih celic in vitro posvetili izbolj$anju anotacije genoma koze in

vpogledu v odziv celic mle¢ne zleze koze na okuzbo z M. agalactiae.
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4.2 Metode in rezultati

4.2.1  Opis eksperimentalnih podatkov

Aanaliza transkriptoma temelji na laboratorijskem delu Ogorevca in sodelaveev [65,
66]. Njihovi surovi podatki so dostopni v podatkovni zbirki Gene Expression Omni-
bus z oznako GSE30379. V tej raziskavi so po prilagojenem protokolu [67] vzpostavili
celi¢no kulturo, obogateno z epitelno celi¢no populacijo iz priblizno 500 g zacetne-
ga materiala mle¢ne zleze sanske koze v lakraciji. Celice so nasadili v rastni medij
RPMI-1640 z dodanimi amino kislinami (metionin (0,1 mM), lizin (0,4 mM), gluta-
min (2mM)), natrijevim bikarbonatom (2g/L), natrijevim piruvatom (0,01mM), 10%
zarodnim govejim serumom ter me$anico hormonov, ki spodbujajo nastajanje in iz-
lo¢anje mleka (inzulin (1 pg/ml), prolaktin (1 pg/ml), hidrokortizon (1 pg/ml)) na
plasti¢no podlago prevleceno z beljakovinskim izvle¢kom bazalne membrane (Geltrex,
Life Technologies). Po prvi pasazi so bile celice gojene v celi¢ni kulturi do 90% prera-
$¢enosti dna gojitvene posodice (konfluence) (ca. 8 x 10° celic/ 75 cm?). Bakterijsko
kulturo Mycoplasma agalactiae so pripravili kot opisano v [68]. Po 13 dneh od vzpo-
stavitve celi¢ne kulture mle¢ne Zleze so bile celice okuzene z M. agalactiae (sev PG2),
nato pa so s komercialnim kitom (RNA miRNeasy kit, Qiagen) izolirali celokupno
RNA v $tirih ¢asovnih to¢kah: oh, 3h, 12h in 24h po okuzbi. Vse analize so opravili
v trojnikih. Koli¢ino RNA so doloili spektrofotometri¢no (nanoVue, GE Healthcare
Life Sciences), v postopku priprave knjiZznice za sekvenciranje pa so uporabili komerci-
alna kita mRNA-Seq Sample Prep Kit (Illumina) in Multiplexing Sample Preparation
Oliogonucleotide Kit (Illumina). Po sintezi komplementarne DNA (cDNA) in ligaci-
ji oligonukleotidnih adapterjev so iz gela izolirali fragmente dolZine 200 baznih parov
(bp). Koncentracija knjiznice cDNA so dolo¢ili s fluorometrom Qubit (Invitrogen),
velikost in ¢istost pa z aparatom Agilent 2100 Bioanalyzer in komercialnim kitom Agi-
lent DNA 1000 Kit. Vseh 12 vzorcev (4 ¢asovne tocke po 3 vzporedne ponovitve) so
hkrati sekvencirali petkrat. Sekvenciranje RNA so izvedli na sekvenatorju druge ge-
neracije Illumina Gene Analyzer IIx. Podatki so zapisani v formatu fastq (phred+64).
Kakovost dolo¢enih zaporedij vseh petih prog smo preverili in potrdili s programskim
paketom ShortRead [69]. V celoti je bilo dolo¢enih 67 589 924 zaporedij dolZine 50
bp.
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4.2.2  Kartiranje zaporedij na referencni genom

Kratke od¢itke RNA smo kartirali na referen¢ne genome koze (Capra hirvus), goveda

(Bos taurus), ovee (Ovis aries) in bakterije M. agalactiae seva PGz.

Z uporabo algoritma programskega paketa CLC Genomics Workbench (CLC Bio,
Aarhus, Danska) smo kartirali zaporedja na genome goveda (Btau4.0), ovce (OviArix)
in M. agalactiae (ASM6360v1). Pri tem smo uporabili privzete parametre za kazen
neujemanja (angl. mismatch), ki je bila enaka 2, in kazen insercij in delecij, ki je bila
enaka 3. Najmanjsi odsek od¢itka, ki se je moral ujemati z referen¢nim zaporedjem
(angl. length fraction), je bil enak 0,5. Meja identitete tega odseka z referenénim zapo-
redjem (angl. similarity) je bila postavljena na 80%. Od vseh 68 milijonov dolo¢enih
zaporedij se je 48 745 998 (72,1%) zaporedij prilegalo na genom ovce in 41 942 390
(62,1%) na genom goveda (tabela 4.1), kar kaze na ve¢jo podobnost ortolognih zapo-
redij ovce in koze in je skladno z blizjo sorodnostjo ovce in koze glede na molekularno
filogenetske analize [70—73]. Kljub ekstrakciji informacijske RNA (mRNA) smo za-
znali izrazanje 473 genov M. agalactiae (59,6% od 794 anotiranih). Od¢itkom, ki smo
jih kartirali na referen¢ni genom goveda, smo dolo¢ili gensko lokacijo. Vecina zapore-
dij je kartirala v celoti v eksonih (68%), hkrati pa smo 21% zaporedij odkrili na mejah
med eksoni, 10% v intronih in 0,4% na mejah med introni in eksoni (slika 4.1). Od-
¢itki, ki kartirajo v intronih, lahko predstavljajo eksone, ki v Btaug.0 niso anotirani,
ali pa primarne prepise. Od¢itki, ki kartirajo na mejah eksonov, so znak alternativnega
spajanja eksonov, od¢itki, ki kartirajo na mejah med introni in eksoni, pa najverjetneje

predstavljajo primarne prepise.

Tabela 4.1: Stevilo in dele od&itkov, ki je kartiral na razli¢ne genome.

Vista Bos taurus Bos taurus Ovis aries Capra hircus
Algoritem CLC Bio TopHat2 CLC Bio TopHat2
Zdruzek geno- Btaug.o UMD3.1 OviAri1.o CHIR1.0
ma (NCBI) (Ensembl) (NCBI) (NCBI)

St. genov vano- 27 368 26 719 / 21 389
taciji

St.  kartiranih 41 942 390 42 768 101 48 745 998 55585 971
od¢itkov

% vseh od¢itkov  62,1% 63,3% 72,1% 82,3%
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ekson-intron
0,4%

ekson

Z uporabo odprtokodnih orodij zbirke Tuxedo smo od¢itke kartirali tudi na genoma
koze (CHIR1.0) in goveda (UMD3.1). Z orodjem TopHat2 [74] smo zaporedja naj-
prej poravnali na referenéne genome z algoritmoma Bowtie 1 [75] in Bowtie 2 [76], ki
uporabljata Burrows-Wheelerjev indeks genoma za hitro poravnavo kratkih zaporedij.
TopHat na podlagi poravnav oceni najverjetnej$e meje med eksoni in introni in odkrije
zaporedja, ki prilegajo na meje. Kazen za neujemanja je znasala 2, kazen za insercije ter
delecije pa 3. Tudi ostalim parametrom kartiranja od¢itkov nismo spreminjali privze-
tih vrednosti. Na genom koze je z algoritmom Bowtie 1 kartiralo 55 157 565 (81,7%)
zaporedij, z algoritmom Bowtie 2 pa 55 585 971 (82,3%) zaporedij. Na genom goveda
(UMD3.1) je z algoritmom Bowtie 1 uspesno kartiralo 41 645 385 (61,7%) zaporedij,
z algoritmom Bowtie 2 pa 42 768 101 (63,3%) zaporedij. Algoritem Bowtie 1 je bil
izdan leta 2009 in je namenjen predvsem poravnavi relativno kratkih od¢itkov (do so
bp) in iskanju poravnav brez vrzeli. Nasprotno pa Bowtie 2 podpira poravnavo zapo-
redij z vrzelmi in temu prilagaja kazni vrzeli. Ker so bili v tej raziskavi od¢itki dolgi
50 bp, smo uporabili oba algoritma. Po pri¢akovanjih sta oba algoritma dala primer-
ljive rezultate (tudi v primerjavi s CLC Bio), vendar smo v nadaljnjih korakih analize
uporabili poravnave z Bowtie 2, saj je v primeru obeh genomov kartiral nekoliko ve¢
od¢itkov. Za spajanje anotacij zdruzkov (angl. assembly) transkriptoma, primerjavo
zaznanega prepisovanja z obstoje¢imi anotacijami genomov in ugotavljanje razlik iz-
razanja genov med razli¢nimi ¢asovnimi to¢kami smo uporabili dodatne programe iz
paketa Cufllinks [77]. ZdruZevanje sosesk (angl. contigs) v nove in znane izooblike
smo podprli z datotekami anotacij referen¢nih genomov in s tem izboljsali kakovost
zdruZevanja zaporedji. Na ta nacin smo pripravili anotacijo celotnega transkriptoma,
ki je predstavljala 58 593 fragmentov prepisov. Od teh se 9 % popolnoma ujema z ano-

tacijo genoma C. hircus (slika 4.2), 19% prepisov je med geni, 11% pa jih predstavlja
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Porazdelitev kartiranih
odcitkov na razli¢na
podrodja genov.
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Slika 4.2

Porazdelitev razli¢nih tipov
prepisov in fragmentov
prepisov.
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mozne nove izooblike.
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Z namenom iskanja moznosti izbolj$ave trenutne strukturne anotacije genoma koze
smo s programskim paketom Cufflinks pridobili skupino fragmentov prepisov, zgra-
jenih iz odcitkov, ki glede na poravnavo na genom predstavljajo soseske, vendar so
med geni (oznaceni so z razredno kodo "u”), v intronih (oznaceni so z razredno kodo
”1”), ali predstavljajo nove anotacije eksonov (oznaceni so z razredno kodo ”0”) oziro-
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ma nove izooblike (oznaceni so z razredno kodo ?j”). Iz izhodne datoteke anotacije

» » M N »

smo raz¢lenili vse fragmente prepisov, oznacene z razrednimi kodami ”u”, ”i”, 70” in
”j”. Zbranih je bilo 8 732 novih prepisov, ki smo jih nato uporabili za napovedovanje
odprtih ¢italnih okvirjev z orodjem TransDecoder’. Za 6 110 (70%) zaporedij smo do-
lo¢ili, da predstavljajo dobra kandidatna kodirajo¢a obmoéja. Z namenom anotacije
zaporedij smo z algoritmom blastn poiskali njihove ortologe pri govedu in ¢loveku z
najvisjo oceno identitete. Za ugotavljanje moznih genov prenasalne RNA (tRNA) smo
uporabili orodje tRNAscan-SE [78] in odkrili 24 genov tRNA, od katerih je 21 pred-
vidoma psevdogenov. Preostala zaporedja prepisov najverjetneje predstavljajo krajse

¢italne okvirje, nekodirajo¢e RNA ali napake sekvenciranja.

lwww.transdecoder.sourceforge.net
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4.2.3  Dolocitev transkriptoma s pristopom de novo

Ceprav je strategija kartiranja na referenéni genom bolj obcutljiva in lahko z njo ugota-
vljamo prepise z nizjim izrazanjem ter celo odkrivamo nove prepise, je ta na¢in odvisen
od kakovosti zaporedja referenénega genoma in so mozne tudi napake (npr. odcitki,
ki zajemajo vedje introne so lahko izpu$¢eni). Zato smo v programu CLC Genomics
Workbench uporabili program za doloditev zaporedij prepisov s pristopom de novo, ki
ne izkoris¢a zaporedij referen¢nih genomov ali anotacij in na ta nacin odkrili 267 498
sosesk s povpre¢no dolzino 197 bp, sestavljenih iz od¢itkov, ki so se v vsakem vzorcu
pojavili vsaj dvakrat. Najdalj$a dolZina soseske je znasala 14 605 bp, dolZina znatnega
$tevila sosesk pa je presegala 2 kb (tabela 4.2). V povpre¢ju je bila soseska sestavljena iz
6,4 od¢itkov (SD=77,2). Iz od¢itkov, ki so se v vsakem vzorcu pojavili vsaj desetkrat,
smo sestavili 49 815 sosesk. Nato smo jih funkcijsko anotirali v programu Blast2GO
[79] ter jih uporabili kot referen¢ni transkriptom v nadaljnjih analizah. Pri tem smo
uporabili algoritem blastx, v primeru, ko ni bilo zadetkov za dano sosesko, pa smo po-
gnali e algoritem blastn. Nanj smo kartirali zaporedja z algoritmom programa CLC
Bio. Zaporedja, ki niso kartirala na referen¢ni genom goveda (Btau4.0), smo prav tako
zdruzili v soseske s pristopom de nove. 1z odtitkov, ki so bili prisotni v vsakem od
vzorcev vsaj dvakrat, smo sestavili 91 tiso¢ sosesk. Iz odcitkov, ki so bili prisotni v
vsakem od vzorcev vsaj desetkrat, pa smo sestavili 86 tiso¢ sosesk. Te soseske morebiti
predstavljajo prepise genov, ki so specifi¢ni za transkriptom koze ali pa prepise, ki v
genomu goveda Btau4.0 Se niso anotirani. Kar 63 245 (73,5%) sosesk se ujema z refe-
ren¢nim transkriptomom koze. Kljub temu pa se 23 tiso¢ sosesk ne ujema z nobeno
od referen¢nih sosesk, kar je verjetno posledica nizke globine sekvenciranja in algori-
temsko teZavnega razlikovanja izooblik in podobnih prepisov s sekvenciranjem kratkih
zaporedij samo iz ene od §” in 3’ smeri (angl. single-end). S pristopom de novo lahko
odkrivamo prepise kakr$negakoli izvora, prav tako pa ta na¢in ni odvisen od napovedo-
vanja spojitvenih mest. Tako smo s tem pristopom poleg prepisov koze in mikoplazme
odkrili tudi ribosomalno RNA ter prepise drugih organizmov, npr. gliv in bakterij,
ki so bile ocitno prisotne v okuZenih vzorcih, in jih samo s pristopom kartiranja na
referen¢ne genome ne bi odkrili. Primer je na celi¢no steno vezana hidrolaza (angl.
cell wall-associated hydrolase), ki glede na homologijo najverjetneje izvira iz bakterije
Staphylococcus aureus ali drugega mikroorganizma, ki je prestal izpostavljenost peni-

cilinskim antibiotikom. Vendar pa je ta strategija obcutljiva na napake sekvenciranja
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ter je nagnjena k zdruZevanju od¢itkov podobnih prepisov v eno sosesko. Z uporabo
obeh strategij lahko premostimo nekatere od pomanjkljivosti posameznih pristopov in

pridobimo celovitejsi vpogled v dinamiko transkriptoma.

Tabela 4.2: Statistika zaporedij prepisov, dolocenih s pristopom de novo.

Stevilo sosesk 267 498
Pokritost (od¢itkov/sosesko)
Povprecje 6,3
Standardni odklon 77,2
Mediana 3
Minimum 1
Maksimum 4332
DolZina (bp)
Povprecje 196,5
Standardni odklon 380,0
Mediana 93
Minimum 25
Maksimum 14 60§
Nso 345

4.2.4  Diferencialno izrazanje genov

Ker je znatno Stevilo od¢itkov kartiralo v obmog¢jih genoma koze, kjer ni anotacij,
smo za ugotavljanje izrazanja genov in nadaljnje analize uporabili le genom goveda.
Analiza glavnih komponent (PCA) kaze, da se ponovitve zdruzujejo relativno blizu
skupaj in torej tri ponovitve za namene splo$nega opisa raziskovanih pojavov zados¢ajo.
Raznolikost med tehni¢nimi ponovitvami je najvi$ja za neokuZzene vzorce in se s ¢asom
po okuzbi manj$a. Najbolj podobno izrazanje imajo neokuZeni vzorci in vzorci 12h po
okuzbi, vzorci preostalih dveh ¢asovnih to¢k pa so bolj odmaknjeni (slika 4.3). Vzrok
za ve¢jo podobnost izrazanja genov neokuzenih celic z izrazanjem genov 12h po okuzbi
ni jasen. Mozno je, da 12h okuzbe predstavlja vimesno to¢ko med odzivom genov
za nenadni in hiter odgovor na okuzbo ter odzivom genov, ki na okuzbo odgovorijo
kasneje.

Diferencialno izrazanje genov smo analizirali z uporabo razli¢nih programskih pa-



Bioinformacijski analitski pristopi

PC2

PC1

ketov. Raven mRNA smo dolo¢ili v smislu Stevila od¢itkov na gen s programoma DE-
Seq2 [80] in edgeR [81] in v smislu $tevila odéitkov na 1000 bp eksonskega modela
na milijon kartiranih od¢itkov (angl. Reads Per Kilobase of exon model per Milli-
on mapped reads, RPKM) s programoma Cufflinks in CLC Genomics Workbench.
Mera genskega izrazanja RPKM uposteva dolzino gena/prepisa in omogoca bolj na-
tan¢ne primerjave ravni izrazanja preko genov/prepisov znotraj posameznega vzorca.
Programa DESeq2 in edgeR zahtevata kot vhodni podatek $tevilo od¢itkov na gen, ki
smo ga za vsak vzorec izra¢unali s programom Htseq-count® z vhodnima datotekama
poravnave (v obliki zapisa BAM) in anotacije genoma. S programom CLC Genomics
Workbench smo statisti¢no razliko v ravni izrazanja ocenili z Baggerlyevim testom [82],
ki podatke prilagaja beta-binomski porazdelitvi. Kot diferencialno izraZene gene smo
opredelili gene s P-vrednostjo, niZjo od 0,05, in dvakratno razliko v izrazanju. Na ta-
kSen nacin smo odkrili 28 diferencialno izraZenih genov med neokuZzenimi vzorci in
vzorci 3h po okuzbi, 47 diferencialno izrazenih genov med vzorci 3h in 12h po okuz-
bi ter 16 diferencialno izraZzenih genov med vzorci 12h in 24h po okuzbi. DESeq2,
edgeR in CuffDiff ocenjujejo statisti¢no znacilnost diferencialnega izrazanja s prilaga-
janjem podatkov negativni binomski porazdelitvi, za katero je bilo Ze dokazano, da

omejuje statisti¢ne napake prvega tipa in predstavlja izbolj$avo glede na teste razmerja

2www-huber.embl.de/users/anders/HT Seq/
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Slika 4.3

Analiza glavnih kompo-
nent za neokuzene vzorce
(CTL), vzorce 3h po okuz-
bi (3h), 12h po okuzbi
(12h) in 24h po okuzbi
(24h).
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Slika 4.4

Vennovi diagrami dife-
rencialno izrazenih genov,
kot smo jih odkrili s tremi
razli¢nimi statisti¢nimi
metodami.
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verjetij (angl. likelihood ratio). Znalilne razlike v izraZanju smo ugotovili, ko je bila
g-vrednost glede na Benjamini-Hochbergov postopek FDR (angl. false discovery rate)
ni%ja od 0,05. Ce primerjamo metode med seboj, so edgeR, DESeq2 in CuffDiff v
tem zaporedju dolo¢ili 751, 597 in 817 diferencialno izrazenih genov med neokuze-
nimi vzorci in vzorci 3h po okuzbi; 1875, 1429 in 642 diferencialno izrazenih genov
med vzorci 3h in 12h po okuzbi ter 1373, 952 in 289 diferencialno izrazenih genov
med vzorci 12h in 24h po okuzbi (slika 4.4). Smiselno $tevilo genov je bilo odkrito
kot diferencialno izrazeno z vsemi tremi programi, ve¢ja skladnost pa je opazna med

paketoma edgeR in DESeq2.

Neokuzeno : 3h po 3h po okuzbi : 12h po 12h po okuzbi : 24h
okuzbi okuzbi po okuzbi

Diferencialno izraZanje genov smo testirali tudi za zaporedja, kartirana na transkrip-
tom, dolocen s pristopom de novo. V tem primeru smo Stevilo kartiranih zaporedij
normalizirali glede na celotno Stevilo kartiranih zaporedij ter glede na dolzino soseske
na podoben nacin, kot to dolo¢a RPKM. Za diferencialno izrazene gene smo opredelili
prag vsaj dvakratne razlike. S tem pristopom smo odkrili 62 diferencialno izrazenih ge-
nov koze med neokuzenimi vzorci in 3h okuZenimi vzorci, 88 diferencialno izrazenih
genov med vzorci 3h in 12h po okuzbi in 66 diferencialno izrazenih genov med vzorci
12h in 24h po okuzbi. Prav tako smo odkrili 13 in 2 diferencialno izrazena mikopla-
zemska gena med vzorci 3h in 12h po okuzbi in med vzorci 12h in 24h po okuzbi v
tem zaporedju.

Ceprav je bil poskus zasnovan z namenom analize evkariontskega transkriptoma,
smo kartirali zaporedja, ki jih nismo uspeli poravnati z zaporedjem genoma goveda,

tudi na genom M. agalactiae, prav tako pa smo gene mikoplazme odkrili s pristopom
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de novo. Odkrili smo znacilno povi$ano izraZanje genov vpmaX, vpmay, rmucC in adhT
3h, 12h in 24h po okuibi (slika 4.5). Lokus Vpma kodira druzino variabilnih povr-
$inskih lipoproteinov. Pomemben element izogibanja imunskemu sistemu gostitelja je
namre¢ ravno raznolikost povrsinskih antigenov M. agalactiae in zanjo je odgovorna
rekombinacija, specifi¢na za zaporedja (angl. site-specific recombination) znotraj tega
lokusa. Rekombinacijski protein rmucC je nukleaza in ima najverjetneje vlogo v re-
kombinaciji DNA. Povi$ano izraZanje gena alkoholne dehidrogenaze (a/hT) prav tako
namiguje na povezavo s patogenostjo M. agalactiae. Raziskave kazejo, da je alkoholna
dehidrogenaza klju¢na za oksidacijo izopropanola v aceton, vendar pa ni jasno, kakSen

je pomen te aktivnosti za patogenost bakterije [83].
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Ti rezultati kaZejo na pomembne virulentne dejavnike mikoplazme, kljub temu pa
ne predstavljajo celotne slike prepisovanja RNA bakterije. Westermann in sodelavci
[84] ocenjujejo, da je razmerje bakterijske in evkariontske RNA v vzorcih okuzenih
celic priblizno enako razmerju 1 proti 20. Tako bo za bolj celovit vpogled v proces
okuzbe na strani bakterij nujno potrebna ve¢ja globina sekvenciranja brez selekcije za

specifi¢ne prepise RNA.

ST

Slika 4.5

Casovno odvisno izrazanje
prepisov nekaterih moznih
virulentnih dejavnikov
mikoplazme.
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Slika 4.6

Casovni vzorci prepisova-

nja RNA.
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4.2.5  Analiza funkcij diferencialno izrazenih genov

Casovne vzorce izrazanja posameznih prepisov smo razvrstili in grafiéno predstavili s
programom STEM (Short Time series Expression Miner) v 1.3.8 [85]. Za vhodne
podatke smo uporabili normalizirana povpre¢na $tevila zaporedij, kot jih podaja paket
edgeR. Podatki smoi prilagodili 50 moznim modelom ¢asovno odvisnega izrazanja in
zdruzili v pet razliénih sklopov vzorcev ¢asovno odvisnega izrazanja. Program STEM
nato izracuna statisti¢no znacilnost vsakega sklopa glede na razmerje stevila genov, do-
deljenih danemu profilu, proti $tevilu pri¢akovanih genov in dolo¢i genske ontologije,
ki so v vegji meri zastopane znotraj posameznih sklopov. Odkrili smo pet glavnih
sklopov profilov ¢asovno odvisnega izrazanja (slika 4.6). Prvi sklop vkljucuje 3492
genov z ostrim padcem izraZanja 3h po okuzbi in postopnim porastom izrazanja po
tej ¢asovni tocki. Ti geni so obogateni za od ubikvitina odvisne procese razgradnje,
aktivnost ubikvitinske ligaze, znotrajceli¢ni prenos beljakovin in vzdrzevanje mati¢nih
celic. Drugi sklop vklju¢uje 1465 genov, ki se jim 3h po okuzbi izrazanje mo¢no zniza
in so obogateni za oblikovanje migetalk. Rezultat je smiseln, saj motnje v delovanju
migetalk lahko upocasnijo podaljSevanje mle¢nih vodov in lobularno-alveolarni razvoj
med nastajanjem in izlo¢anjem mleka [86]. V tretjem sklopu je 945 genov, ki kodirajo
beljakovine, sposobne vezave na ubikvitinsko ligazo. Njihovo izrazanje se niza vse do
12h po okuzbi, nato pa zaéne postopno naras¢ati. V Cetrtem sklopu je 922 genov, ki

kodirajo domene za vezavo nukleotidov.

DEEEVHHEEREL LS

A Ak A J
Y Y Y Y

- PR~ G0:0031625 ubiquitin GO0:0000166
60’0.006511‘ qmqultm»dependem G0:0042384 protein ligase binding nucleotide binding
protein catabolic process cilium assembly
G0:0004842, ubiquitin-protein ligase
activity

G0:0005794, Golgi apparatus
G0:0005634, nucleus

G0:0006886, intracellular protein
transport

G0:0005737, cytoplasm
G0:0019827, stem cell maintenance

Gene smo glede na podobne vzorce izrazanja razdelili v skupine Se s postopkom
k-tih povpretij (angl. k-means) v programu CLC Genomics Workbench. Glede na

izrazanje smo jih razvrstili v $tiri skupine (slika 4.7). Najve¢ genov v poskusu ni bistve-
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no spremenilo izrazanja. V drugi skupini so geni, ki imajo povi$ano izrazanje 3h po
okuzbi, nato pa njihovo izraZanje pade. To so geni, ki kodirajo beljakovine citoskeleta,
beljakovine toplotnega $oka in druge beljakovine, pomembne za odziv organizma ob
stresu. V tretji skupini so geni, ki se jim je med okuzbo izrazanje (skoraj eksponentno)
povisevalo. To so geni, pomembni za oblikovanje ribosomov, podaljsevanje in preva-
janje beljakovin, geni za beljakovine ubikvitinske skupine, kalcij-vezavne beljakovine
za imunski odziv in beljakovine, ki uravnavajo homeostazo in celi¢no smrt. V &etrti
skupini so geni za nekatere keratine, pomembne kot prva fizi¢na prepreka okuzbe, na
kateri je obi¢ajno sloj bakteriocidnih snovi. Keratini kaZejo teznjo nizanja izrazanja

med okuzbo z mikoplazmo.

Diferencialno izrazene gene smo analizirali glede na gensko ontologijo (GO). Anali-
zo za ugotavljanje obogatenosti s pripisi GO in bioloskimi potmi iz podatkovne zbirke
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) smo izvedli s paketom Goseq
[87], ki popravlja izbor genov glede na njihovo dolZino, saj ta vpliva na varianco ocen
genskega izraZanja. Analizo smo opravili za diferencialno izraZene gene, ki smo jih

odkrili s paketoma edgeR in DESeq2. Rezultati obeh vhodnih naborov podatkov so
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Slitea 4.7

Skupine genov glede na
algoritem k-tih povpredij.
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bili primerljivi, zato v nadaljevanju predstavljamo bioloske poti diferencialno izraze-
nih genov, odkritih s paketom edgeR. V spodnjih tabelah predstavljamo bioloske poti
s P-vrednostjo niZjo od 0,05 (tabela 4.3, tabela 4.4, tabela 4.5).

Tabela 4.3: Bioloske poti s spremenjenim uravnavanjem med neokuZzenimi celicami
in celicami 3h po okuzbi.
N(D): $tevilo diferencialno izrazenih genov v poti KEGG, N(I): $tevilo izrazenih

genov v poti KEGG, N: $tevilo anotiranih genov v poti KEGG.

Pot KEGG P-vrednost FDR N(D) NI N
Cell cycle 1.57E-05 3.51E-03 21 118 124
Ribosome biogenesis in eukaryo-  4.62E-04 4.98E-02 13 70 85
tes

ps3 signaling pathway 6.66E-04 4.98E-02 11 58 68
Complement and coagulation 1.98E-03 9.55sE-02 6 20 68
cascades

TGF-beta signaling pathway 2.13E-03 9.55sE-02 11 6o 80
Steroid biosynthesis 3.62E-03 1.35E-01 5 16 20
Amyotrophic lateral sclerosis  2.31E-02 6.75E-01 6 37 51
(ALS)

Small cell lung cancer 2.51E-02 6.75E-0o1 10 70 86
Leukocyte transendothelial mi-  3.09E-02 6.75E-01 9 63 118
gration

Bile secretion6 3.28E-02 6.75E-01 6 32 72
Phagosome 3.31E-02 6.75E-o1 11 92 158

Tabela 4.4: Bioloske poti s spremenjenim uravnavanjem med celicami 3h in 12h po
okuzbi.

N(D): $tevilo diferencialno izrazenih genov v poti KEGG, N(I): $tevilo izrazenih
genov v poti KEGG, N: $tevilo anotiranih genov v poti KEGG.

Pot KEGG P-vrednost FDR ND) NI N

Cell cycle 4.42E-08 9.91E-06 43 120 124

Se nadaljuje na naslednji strani...
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Tabela 4.4 — nadaljevanje
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Pot KEGG P-vrednost FDR NMD) N({J) N
DNA replication 1.52E-05 1.31E-03 16 34 38
ps3 signaling pathway 1.75E-05 1.31E-03 22 58 68
Pyrimidine metabolism 7.82E-04 4.12E-02 24 86 105
Ribosome biogenesis in eukaryo-  9.20E-o04 4.12E-02 22 70 8s
tes

Tight junction 4.42E-03 1.35E-o1 25 86 134
Circadian rhythm 4.74E-03 1.35E-o1 8 19 30
Oocyte meiosis 4.80E-03 1.35E-01 25 93 110
TGF-beta signaling pathway 5.75E-03 1.43E-01 18 59 80
Wt signaling pathway 8.93E-03 2.00E-o1 26 101 139
Phagosome 1.25E-02 2.55E-o1 23 91 158
Leukocyte transendothelial mi-  1.39E-02 2.60E-o1 18 62 118
gration

Bladder cancer 1.53E-02 2.63E-0o1 10 31 38
Bacterial invasion of epithelial  2.11E-02 3.16E-01 15 53 76
cells

Homologous recombination 2.13E-02 3.16E-01 9 26 28
MAPK signaling pathway 2.26E-02 3.16E-01 39 172 259
Hematopoietic cell lineage 2.41E-02 3.17E-o1 8 23 88
Mismatch repair 2.87E-02 3.s7E-01 7 20 23
RNA polymerase 3.29E-02 3.88E-o1 8 27 32
Gap junction 4.58E-02 5.08E-o1 15 58 89
Non-homologous end-joining 4.76E-02 5.08E-0o1 5 12 13
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Tabela 4.5: Bioloske poti s spremenjenim uravnavanjem med celicami 12h in 24h

po okuzbi.

N(D): $tevilo diferencialno izrazenih genov v poti KEGG, N(I): tevilo izrazenih

genov v poti KEGG, N: $tevilo anotiranih genov v poti KEGG.

Pot KEGG P-vrednost FDR ND) NI N
Spliceosome 9.89E-13 2.01E-10 42 118 131
DNA replication 1.79E-12 2.01E-10 21 34 36
RNA transport 1.45E-09 1.08E-07 40 130 164
Ribosome biogenesis in eukaryo-  1.67E-08 9.37E-07 26 70 85
tes

Steroid biosynthesis 8.62E-08 3.86E-06 11 16 20
Cell cycle 7.32E-07 2.72E-05 33 120 124
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 8.49E-07 2.72E-05 16 37 66
Proteasome 1.22E-05 3.41E-04 15 42 44
Mismatch repair 1.97E-05 4.90E-04 10 20 23
Base excision repair 3.25E-04 7.28E-03 11 31 33
Taste transduction 3.79E-04 7.72E-03 6 10 53
ps3 signaling pathway 6.10E-04 1.14E-02 16 60 68
Terpenoid backbone biosynthesis  1.44E-03 2.48E-02 6 13 21
Nucleotide excision repair 1.98E-03 3.17E-02 12 43 47
Valine, leucine and isoleucine de-  2.82E-03 4.21E-02 10 34 44
gradation

Chagas disease (American trypa-  3.92E-03 5.49E-02 16 69 104
nosomiasis)

Chemokine signaling pathway 4.57E-03 6.02E-02 19 89 189
Gap junction 5.45E-03 6.78E-02 14 58 89
Ribosome 6.01E-03 6.87E-02 17 89 135
Alanine, aspartate and glutamate ~ 6.26E-03 6.87E-02 7 21 32
metabolism

Nitrogen metabolism 6.44E-03 6.87E-02 5 12 17
Phagosome 8.97E-03 9.13E-02 19 95 158
GnRH signaling pathway 9.40E-03 9.15E-02 14 61 92

Se nadaljuje na naslednji strani...
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Pot KEGG P-vrednost FDR NMD) N({J) N
Antigen processing and presenta-  1.08E-02 9.89E-02 9 35 82
tion

African trypanosomiasis 1.14E-02 9.89E-02 5 13 34
Pyrimidine metabolism 1.15E-02 9.89E-02 17 86 105
Protein processing in endopla-  1.39E-02 1.15E-o1 25 143 167
smic reticulum

Rheumatoid arthritis 1.58E-02 1.22E-01 9 37 93
Metabolic pathways 1.59E-02 1.22E-01 109 814 1180
Osteoclast differentiation 1.83E-02 1.32E-01 15 75 132
Aldosterone-regulated ~ sodium  1.83E-02 1.32E-01 7 25 39
reabsorption

Selenocompound metabolism 1.94E-02 1.32E-01 5§ 15 17
Long-term depression 1.95E-02 1.32E-01 9 36 60
Homologous recombination 2.39E-02 1.58E-01 7 26 28
Cysteine and methionine meta-  2.52E-02 1.61E-o1 7 27 34
bolism

NOD-like receptor signaling pa-  2.65E-02 1.65E-o1 9 39 57
thway

mRNA surveillance pathway 2.83E-02 1.72E-01 13 64 91
Synthesis and degradation of ke-  3.13E-02 1.82E-01 3 7 9
tone bodies

Progesterone-mediated ~ oocyte  3.24E-02 1.82E-01 13 66 86
maturation

Pathways in cancer 3.29E-02 1.82E-01 36 229 327
Purine metabolism 3.34E-02 1.82E-01 20 117 171
Leishmaniasis 3.68E-02 1.93E-o1 9 41 76
Vascular smooth muscle contrac-  3.76E-02 1.93E-01 13 66 131
tion

ECM-receptor interaction 3.79E-02 1.93E-01 11 48 86
Butanoate metabolism 4.21E-02 2.10E-01 5§ 18 26

Se nadaljuje na naslednji strani...
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Tabela 4.5 — nadaljevanje
Pot KEGG P-vrednost FDR ND) NI N
Propanoate metabolism 4.54E-02 2.19E-o1 6 24 32
Salivary secretion 4.60E-02 2.19E-01 9 41 90

Tri ure po okuzbi je bilo moteno uravnavanje 11 biologkih poti, med 3h in 12h
po okuzbi je bilo moteno uravnavanje 21 poti in med 12h in 24h po okuzbi je bi-
lo moteno uravnavanje 47 bioloskih poti. Ce za prag statisti¢ne znatilnosti izberemo
vrednost FDR, ki je niZja od 0,05, lahko potrdimo spremembe v uravnavanju poti ce-
licnega cikla, oblikovanja ribosomov, signalne poti beljakovine ps3 in podvojevanja
DNA, po 24 h okuZbe pa tudi poti spajalnega telesca (angl. spliceosome), prenosa
RNA, proteasoma, biosinteze steroidov in mehanizmov popravljanja DNA. Poti ce-
licnega cikla, signalna pot beljakovine ps3, pot oblikovanja ribosomov in fagosoma
50 bile motene v vseh testiranih ¢asovnih presledkih po okuzbi. Stevilne raziskave so
pokazale, da kroni¢ne okuzbe celi¢nih kultur z mikoplazmo lahko povzrotijo gensko
nestabilnost in maligne spremembe celic [88—90]. Okuzbe mikoplazem so pogoste
tudi v tkivnih vzorcih predrakavih sprememb ter $e bolj v samih malignih tkivih (kot
podrobneje opisano v preglednih ¢lankih [91] in [92]). V nasprotju z vecino raziskav,
v katerih je bila onkogena narava mikoplazemske okuzbe testirana v humanih in mi$-
jih celi¢nih linijah, ki so nagnjene k spontanemu pojavu mutacij, smo v tej raziskavi
odkrili onkogeno zmoznost M. agalactiae celo v celi¢ni kulturi prve pasaze pri Zivalski
vrsti z redko dokumentiranimi tumorji mle¢ne Zleze. Poleg tega smo moteno urav-
navanje celi¢nega cikla opazili Ze 3h po okuzbi, kar kaze na to, da se patogenost M.
agalactiae ne izrazi le preko kroni¢ne okuzbe in fenotipskih sprememb celic, temvec se
lahko hitro sprozi preko inhibicije aktivnosti beljakovine ps3. Kljub temu je postopno
kopicenje obogatenosti za podvojevanje DNA, popravljanje neujemanja, homologno
rekombinacijo in podobne bioloske poti razvidno Ze iz ¢asovnega okvirja 24h okuzbe.
Ze 3h po okuibi so bile glede na P-vrednost znatilne tudi poti bolezni, kot sta npr.
amiotrofi¢na lateralna skleroza in drobnoceli¢ni pljuéni rak. Ceprav sta rezultata lazno
pozitivna ter imata vrednost FDR nad 0,05, je zanimivo, da sta to nekatere od bolezni,
za katere se domneva, da pri njihovem pojavu igrajo vlogo tudi mikoplazme [93, 94].
Moten nastanek ribosomov je prav tako povezan s tumorigenostjo in napredovanjem

tumorjev, saj povzroa spremembe v ribosomalnem nadzoru prevajanja beljakovin v
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rakavih celicah [95]. Motnje te poti, skupaj s potmi proteasoma, spajalnega telesca in
drugih poti procesiranja RNA in beljakovin, so v tej raziskavi med okuzbo postajale
vedno bolj izrazite. Obogatenost za pot fagosoma med celotnim poskusom kaze na
fagocitno delovanje celic mle¢ne Zleze in vitro. Glede na druge znadilne bioloske poti
je bila ta aktivirana s sistemom komplementa, kemokini in diferenciacijo levkocitov
iz krvotvorne celi¢ne linije. Kljub temu ni popolnoma jasno, ali gostitelj s fagocito-
zo u¢inkovito odstranjuje patogeni mikroorganizem, ali pa M. agalactiae uporablja ta
znotrajcelini mehanizem kot strategijo za izogibanje imunskemu odzivu na podoben
nadin, kot je bilo to potrjeno za vztrajno ohranjanje bakterije Mycoplasma bovis v plju-
¢ih okuZenih telet [96]. V skladu s tem je bil v eksperimentalno vzpostavljeni kuzni
agalakciji antigen M. agalactiae imunohistokemi¢no zaznan tudi v citoplazmi dege-
neriranih epitelnih celic mle¢ne zleze [64]. V prid temu prica $e obogatenost za poti
bakterijskega vdora v epitelne celice in obogatenost za poti znotrajceli¢nih parazitskih
bolezni, kot sta tripanosomiaza in leishmanioza. Podatki o prepisovanju RNA 3h pro-
ti 12h po okuzbi kazejo na mozno vlogo signalnih poti TGF-beta, Wnt in MAPK pri
odzivu na okuzbo z M. agalactiae. Nadalje obogatenost za signaliziranje preko NLR
(angl. NOD-like) receptorjev 12h proti 24h po okuzbi kaze, da so bili mikoplazemski
ligandi prepoznani znotrajceli¢no. Obogatenost za procesiranje in predstavljanje anti-
genov dokazuje sposobnost aktivacije ne samo prirojenega, ampak tudi pridobljenega
imunskega sistema. Prekinjeni presledkovni stiki in tesni stiki, kot tudi medsebojno
delovanje med zunajceli¢nim matriksom in celi¢nimi receptorji 12h in 24h po okuzbi,
so pomemben del vnetnega procesa. Medceli¢na prestopanja krvnih telesc (paracelu-
larna diapedeza) in iztekanje imunskih snovi preko epitelnih celic spremenijo zgradbo
in poskodujejo epitelne celice. Sprememba v prepustnosti tesnih stikov je tudi naj-
bolj pogost vzrok za neravnovesje elektrolitov, na katerega kaze tudi z aldosteronom
uravnavana pot prehajanja natrija preko celi¢ne membrane. Pot kréenja gladkega mi-
$i¢evja pri¢a o motenem mehanizmu iztiska mleka mioepitelnih celic. Spremenjeno je
bilo uravnavanje tudi drugih poti, pomembnih za vsebnost mle¢nih mascob in lipidni
metabolizem, kot so npr. biosinteza steroidov in terpenoidov, sinteza in razgradnja ke-
tonskih telesc ter metabolizem butanoata in propanoata. Razgradnjo in metabolizem
mnogih amino kislin smo zaznali po 12h okuZbe in ti bi lahko bili posledica proteo-
litske aktivnosti mikrobnih organizmov in fagocitov. Vendar pa je bilo prepisovanje
genov CSN2, LGB, LALBA, LTF, PLG in drugih podobnih genov pod zaznavno mejo

ze v neokuzenih celicah in tako nismo mogli dolo¢iti nedvoumnega ucinka okuzbe z

59




60

vitro

4 Analiza transkriptoma celic mle¢ne Zleze koze po okuzbi z bakterijo Mycoplasma agalactiae in

E. Ceh
M. agalactiae na sestavo mle¢nih beljakovin. Zanimivo je, da so Ogorevc in sodelavci
[65] z uporabo PCR z obratnim prepisom (qQRT-PCR) zaznali prepisovanje gena za
beta-kazein v drugi pasaZi celi¢ne kulture. Tako ni jasno, ali je za to razliko v detekciji
odgovorna tehnika ugotavljanja izrazanja ali dejanska sprememba v izraZanju gena med

prvo in drugo pasazo celic.
4.3 Diskusija in prihodnji izzivi

V okviru tega dela smo odkrili dinami¢ne spremembe transkriptoma v organizmih
gostitelja in bakterije v celitnem modelu kuZne agalakcije, nakazali mozne virulentne
dejavnike M. agalactiae, odkrili znacilne bioloske poti z motenim uravnavanjem v celi-
cah mle¢ne Zleze gostitelja in odkrili veliko zbirko podatkov o prepisovanju RNA, ki se
jo lahko nadalje uporabi za anotacijo genoma koze. V nadaljevanju pa naj se dotakne-
mo nekaterih to¢k poskusa, ki dajejo prostor nadaljnjim raziskavam ter izbolj$avam pri
tovrstnih analizah transkriptoma.

Gene, ki smo jih odkrili kot diferencialno izrazene z metodo sekvenciranja RNA, bi
bilo v nadaljevanju raziskav nujno ovrednotiti in potrditi $e z metodo kvantitativnega
PCR z obratnim prepisom (QRT-PCR). U¢inki kuzne agalakcije 7 vivo so odvisni od
izrazitosti okuzbe ter sekundarnih fizioloskih in sistemskih sprememb organizma, ki jih
ni mogoce preucevati z metodami iz vitro. Raziskave tudi kaZejo, da je transkriptom
mle¢ne Zzleze okuzene in vivo bistveno drugacen od transkriptoma eksperimentalno
okuzene celi¢ne kulture [97], saj se eksperimentalna in naravna pot okuzbe razlikujeta.
Slednja namre¢ povzrodi poleg lokalnih tudi sistemske vplive na organizem. Tako bi
v prihodnjih raziskavah zasnovo poskusa lahko izboljsali z uporabo laserskega mikro-
skopskega razreza (mikrodisekcije) posameznih celi¢nih tipov iz mle¢ne Zleze okuzene
in vivo, ali pa celo z uporabo vzor¢enja mleka in preucili odzive prepisovanja RNA v
razli¢nih celi¢nih populacijah gostitelja. Predvsem bi bilo pomembno preuditi odziv
celic, ki izrazajo mle¢ne beljakovine, kar v tej raziskavi ni bilo mogoce. Se ve&, ker je
okuzba izredno dinamicen proces ter ker niso niti celi¢ne kulture niti tkiva homoge-
na, bi bilo za razkrivanje odzivov celic razli¢nih tipov najbolje transkriptom preucevati
na ravni posameznih celic. Ceprav je bil poskus namenoma zasnovan s ¢im manjsim
Stevilom spremenljivk, brez testiranja vnaprej zastavljenih hipotez, bi robustnost in-
trinzi¢ne spremenljivosti izrazanja in ponovljivost rezultatov $e izboljsali z bioloskimi
ponovitvami. Ker je Stevilo poti s spremenjenim uravnavanjem med poskusom vztraj-

no naras¢alo, bi bilo v prihodnje smiselno opraviti raziskave v $irSem ¢asovnem okviru.
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Ker je analiza razkrila pomembno vlogo spajalnega telesca, bi bilo zanimivo podobno
raziskavo opraviti tudi s sekvenciranjem iz obeh (s’ in 3’) smeri (angl. paired-end), s
katerim lahko dolo¢imo zaporedja obeh koncev fragmentov RNA in tako omogodi-
mo boljse odkrivanje alternativnega spajanja eksonov. Glede na to, da nasa in mnoge
druge raziskave kaZejo onkogeno zmoznost mikoplazme, bi lahko prihodnje raziskave
z uporabo visokozmogljivostnega sekvenciranja DNA razkrile tudi specifi¢ne kromo-
somske in genske spremembe, ki so vzrok motnjam celi¢nega cikla. Za hkratno opazo-
vanje ¢asovne dinamike izrazanja bakterije in celic gostitelja bi bilo koristno raziskavo
vnaprej zasnovati brez selekcije za specifi¢ne prepise, ki vodi v delno izgubo celoku-
pnega transkriptoma. S tem bi omogo¢ili ugotavljanje izrazanja vedjega Stevila genov
mikoplazme in posledi¢no $e bolj poglobljeno razumevanje medsebojnih vplivov med
evkariontskim gostiteljem in prokariontskim patogenom.

Ceprav ima sekvenciranje RNA mnogo prednosti pred ugotavljanjem izrazanja ge-
nov z mikromrezami in nima napak, ki so povezane s hibridizacijo prepisov, pa je e
vedno prisoten ra¢unski izziv hkratnega testiranja ve¢ hipotez. Ker z metodo sekven-
ciranja RNA opazujemo izrazanje velikega Stevila genov, je moznost, da bodo nekate-
ti od teh izrazeni diferencialno zgolj po naklju¢ju, toliko ve¢ja. Z iskanjem bioloskih
mehanizmov izmed mnozice kandidatnih bioloskih poti postane ta statisticna pomanj-
kljivost $e bolj resna. Analiza bioloskih poti, v katere so vklju¢eni geni s spremenjenim
izrazanjem, je v nasem delu poleg biolosko smiselnih dala tudi bioloske poti, ki so
najverjetneje lazno pozitivne, kot so npr. signalne poti gonadoliberina, diferenciacije
osteoklastov, dozorevanja in mejoze oocit, depresije in druge poti. V to analizo so bili
namre¢ vkljuceni vsi diferencialno izrazeni geni, ki so imeli vrednost FDR nizjo od
0,05. To pomeni, da smo hkrati z ve¢jo ob¢utljivostjo testiranj, ki jo omogoca FDR,
v analizo bioloskih poti vkljucili tudi 5% genov, ki so bili najverjetneje lazno pozi-
tivni. Na raven napacnih rezultatov vplivajo tudi vsi predhodni koraki analize, npr.
kartiranje od¢itkov koze na genom goveda in uporaba funkcije, ki popravlja dolzine
genov goveda pri analizi obogatenosti poti, pri ¢emer smo se torej zanasali na podob-
nost ortolognih genov obeh Zivalskih vrst. Kljub temu se je ve¢ina odkritih bioloskih
poti diferencialno izrazenih genov, kot smo jih odkrili s paketom edgeR, skladala z bi-
oloskimi potmi, ki smo jih odkrili na osnovi diferencialno izrazenih genov, odkritih s
paketom DESeq2. Od zgoraj navedenih, verjetno lazno pozitivnih poti, je bila z upo-
rabo podatkov izrazanja genov, ugotovljenih s paketom DESeq2, ponovno odkrita le

pot diferenciacije osteoklastov. V preucevanem poskusu ni bilo spremenjeno izrazanje
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genov, ki so specifiéni za osteoklaste (npr. geni CTSK, TRAP, CTR, INTB3), ven-
dar pa so bili diferencialno izrazeni nekateri geni celi¢nega cikla, signalne poti MAPK
in imunskih receptorjev, ki so vpleteni tudi v diferenciacijo osteoklastov in tako vsaj
deloma pojasnjujejo tak$en rezultat. Razvoj algoritmov, ki bi imeli ¢im vedjo obcutlji-
vost za resni¢no pozitivne rezultate, hkrati pa bi omejevali lazno pozitivne napake, bo
obvezen za uspeh analiz obogatenosti genov, hkrati pa bo tudi v naprej za natan¢nost
rezultatov pomembno zadostno $tevilo bioloskih in tehni¢nih ponovitev ter potrditev

rezultatov z dodatnimi eksperimentalnimi tehnikami ugotavljanja izrazanja genov.
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V doktorski nalogi se posvecamo genetiki kompleksnih lastnosti pri domacih Zivalih
in jih analiziramo z razli¢nimi ra¢unskimi pristopi. Soo¢amo se z izzivi zasnove ekspe-
rimentov kot tudi njihove analize, pomanjkljivimi anotacijami genomov preucevanih
organizmov ter analizami funkcij genov. Kot fenotipsko najbolj raznolika vrsta je pes
dober modelni organizem za raziskovanje genske pestrosti in znotrajvrstno primerja-
vo pasem. Pastirske pasme Zahodnega Balkana so dober primer kompleksnega vzorca
genske raznolikosti, saj kazejo, kljub skupnemu geografskemu izvoru, podobnemu fe-
notipu in relativno pozni lo¢itvi v posamezne pasme, razli¢ne znacilnosti populacijske
dinamike. Z namenom ocene genske pestrosti in razlikovanja pasem ter odkrivanja
evolucijskih mehanizmov, ki vplivajo na odnose med pasmami, smo uporabili razli¢ne
analitske metode populacijske genetike. Rezultati nade raziskave kazejo, da stohasti¢ni
dogodki v majhnih populacijah izrazito vplivajo na sorodstvene odnose in spreminjajo
populacijsko strukturo ter s tem tudi gensko razlikovanje, prav tako pa imajo lahko
fenotipske uéinke, npr. pojav dednih boleznih kot posledica depresije zaradi inbree-
dinga.

V poglavju 3 raziskujemo gensko ozadje ektopije se¢evodov, ki je najbolj pogosta
razvojna napaka uhajanja se¢a pri mladih psih, klini¢ni znaki bolezni pa so kot posle-
dica nepopolne genske penetrance lahko izredno raznoliki. PoviSano pojavnost smo
opazili pri kraskem ovéarju. Da bi odkrili kandidatne lokuse, smo analizirali rodovni-
ke ter opravili asociacijsko preiskavo celotnega genoma. Z genotipizacijo petih psov z
ekopi¢nimi se¢evodi ter petih psov brez klini¢nih znakov na 170k SNP-¢ipu smo od-
krili ve¢ polozajskih in funkcijskih kandidatnih genov na kromosomih CFA11, CFA18
in CFA20 ter potrdili kompleksen vzorec dedovanja, kot ga je nakazala Ze analiza ro-
dovnikov. Odkrivanje mendelskih neskladij, kartiranje homozigotnosti in uporaba ge-
notipskih podatkov psov drugih pasem so dodatno nakazali mozne vloge teh lokusov.
Z analizo funkcij genov smo razkrili, da so vsi kandidatni geni udeleZeni v bioloskih
poteh celi¢nega cikla in embrionalnega razvoja. Zaradi majhnega $tevila analiziranih
vzorcev so rezultati zaenkrat $e nedokonéni vendar sugestivni.

V poglavju 4 prikazujemo rezultate dolo¢itve transkriptoma celi¢ne kulture mle¢ne
zleze koze okuzene in vitro z bakterijo Mycoplasma agalactiae 7 uporabo referen¢nih
zaporedij genomov in s pristopom brez tak$ne uporabe. Odkriti prepisi lahko sluzijo
kot vir za izbolj$avo strukturne anotacije genoma koze, diferencialno izrazanje genov
pa je razkrilo pomembne virulentne dejavnike bakterije, dinamiéne vzorce transkripto-

mov ter $tevilne spremembe v uravnavanju bioloskih poti v gostiteljevem organizmu,
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ki zahtevajo nadaljnje raziskave.
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