Abstract (PL)

Tytul pracy: Wplyw wielonienasyconych kwasow tluszczowych w diecie na watrobg §win poprzez analizg
zréznicowanej ekspresji gendw oraz analize sieci wazonej koekspresji genow danych miRNA u $win rasy polskiej
biatej zwistouchej i krzyzowki polskiej biatej zwistouchej z duroc.

Wprowadzenie: Celem pracy byto okreslenie wptywu kwasow tluszczowych omega-6 i omega-3 na profil
transkryptomu w watrobie $§win, oraz charakterystyka interakcji w ekspresji genow w watrobie, okreslenie jej
zalezno$ci od genotypu §win oraz jej wplywu na szlaki metaboliczne. Cho¢ potencjalny zdrowotny wptyw WNKT
zostal ustalony, to ich oddzialywanie na na ekspresje genow na poziomie calego transkryptomu weigz dostarczy¢
moze niowych cennych informacji, dotyczacych indukowanej przez nie regulacji ekspresji genow. Dla potrzeb
niniejszych badaf wykorzystano $winie zréznicowane pod wzgledem rasy oraz zastosowano wzbogacong i
zroznicowang pod wzgledem iloSci i stosunku kwasow tluszczowych omega-6 i omega-3 pasze. Po uboju na
pobranych probkach watroby przeprowadzono sekwencjonowanie RNA, ktore miato na celu ogreslenie
globalnych zmian w ekspresji genéw. Uzyskane wyniki postuzyly do bioinformatycznego opracowania wptywu
diety omega-6 i omega-3 na transkryptom w tym koekspresj¢ genéw w watrobie u §win, ktore to dostarczyto
nowych cennych informacji charakteryzujacych potencjalny wplyw wielonienasyconych kwaséw thuszczowych
na prawidtowe funkcje watroby a tym samym stan zdrowia zwierzat, oraz optymalizacj¢ zywienia i poprawe
efektywnosci produkcji $wit.

Metodyka: Na bazie danych pochodzacych z sekwencjonowania micro RNA (miRNA-Seq) z watroby §win rasy
Polish Landrace (PL) (n=6) i Landrace x Duroc (PLxDuroc) (n=6) przeprowadzono analiz¢ sieci wazonej
koekspresji gendw (WGCNA). Do sekwencjonowania miRNA-Seq wykorzystano platformg MiSeq Illumina
(ICNT, UMK, Torufi), zmapowanie odczytow wykonano z wykorzystaniem oprogramowania miRDeep2 i bazy
danych miRBase w wersji 22. W ramach analizy zrdznicowanej ekspresji miRNA (DE-miRNA) wykonano 6
pordéwnan, pomiedzy dietami (kontrolna i wzbogacona w PUFA) i rasami (PL i PLxDuroc) identyfikujacymi
miRNA o zwickszonej i o zmniejszonej ekspresji w watrobie $win w zaleznosci od rasy i diety. Nastgpnie za
pomocg pakietu R/Bioconductor WGCNA wykonano analiz¢ wazonej koekspresji genéw. Natomiast przy uzyciu
oprogramowania ClueGO v 2.2.0 Cytoscape v.3.1.0 oraz bazy danych GO-BiologicalProcess-EBI-UniProt-GOA
dla ludzkich genéw, scharakeryzowano interakcje biologiczne migdzy sieciami gendw a szlakami metabolicznymi
gendw miRNA.

Wyniki: W ramach eksperymentu NGS z wykorzystaniem platformy MiSeq Illumina wygenerowano 12 plikow
fastq z sekwencjami miRNA w watrobie §win. Diugosci odezytow wynosily od 135 842 do 401 8483 w sekwencji.
Najnizsza i najwyzsza zawarto§¢ GC wynosita odpowiednio 46% i 49%. Wyniki mapowania ujawnily macierz
535 miRNA dla 12 probek zmapowanych odczytow, ktore nastepnie wykorzystano w analizie DEGs i WGCNA
transkryptomu watroby §wifi rasy PL i mieszancéw PLxDuroc. Badanie zréznicowanej ekspresji miRNA zostato
podzielone na cztery grupy, reprezentujace diet¢ kontrolng i diety wzbogacone w PUFA u swin PL oraz dietg
kontrolng i diety wzbogacone w PUFA u $win PLxDuroc. Wykonano tacznie sze$¢ porownan miRNA DEGs. W
pierwszym pordwnaniu miedzy dieta kontrolna a dieta PUFAs u $win PLxDuroc zidentyfikowano 1256
transkryptéw miRNA o zréznicowanej ekspresji, ktore byly wspolne dla obu grup. Poréwnujac diet¢ kontrolng i
diete PUFAs u $win PLxDuroc, zidentyfikowano 13 istotnie statystycznych (p < 0,05) transkryptow miRNA o
zroznicowanej ekspresji, w tym 5 o zwiekszonej ekspresji (10g2FC > 2) i 10 o obnizonej (log2FC > 5). W drugim
poréwnaniu miedzy dietami kontrolnymi PL i PLxDuroc zidentyfikowano 1060 transkryptow miRNA o
zréznicowanej ekspresji, charakterystycznych dla rasy, ktore byly wspdlne dla obu grup. Poréwnujgc diete
kontrolng i diet¢ PUFAs u $win PLxDuroc, zidentyfikowano 10 istotnie statystycznych (p < 0,05) transkryptow
miRNA o zréznicowanej ekspresji, w tym 21 o wyzszej ekspresji (log2FC > 3) i 31 o nizszej (log2FC > 5). W
trzecim poréwnaniu migdzy dietg kontrolng $win PLxDuroc a diet3 PUFAs swin PL, zidentyfikowano 1380
transkryptow miRNA o zréznicowanej ekspresji, ktore wspolnie wystgpowaty zaréwno w diecie kontrolnej, jak i
w diecie PUFAs dla $win PL i PLxDuroc. Poréwnujac diete kontrolng $win PLxDuroc z dieta PUFA u $win PL,
zidentyfikowano 54 statystycznie istotne transkrypty miRNA o zréznicowanej ekspresji (p < 0,05), 29 o
podwyzszonej (log2FC > 2) i 64 obnizonej (log2FC > 5) ekspresji. W czwartym poréwnaniu migdzy dietg
kontrolng $win PL a dieta PUFAs $win PLxDuroc zidentyfikowano 696 transkryptow miRNA o zréznicowanej
ekspresji, ktore wspolnie wystgpowaly zaréwno w diecie kontrolnej, jak i w diecie wzbogaconej o PUFA dla $§win
PL i PLxDuroc. Porownujac diete kontrolng $wift PL z dieta wzbogacong o PUFA u $win PLxDuroc,
zidentyfikowano 56 statystycznie istotnych transkryptow miRNA o zroznicowanej ekspresji (p < 0,05), 5 o
podwyzszonej (log2FC > 2) i 10 o obnizonej (log2FC > 5) ekspresji. W pigtym poréwnaniu migdzy dietami
wzbogaconymi w PUFA $win PL i PLxDuroc zidentyfikowano 986 transkryptéow miRNA o zréznicowanej
ekspresji, ktore wspolnie wystepowaty w dietach PUFA zaréwno u $win rasy PL i PLxDuroc. Poréwnujgc diety
wzbogacone w PUFA pomiedzy $winiami PL vs PLxDuroc, 27 statystycznie istotnych transkryptow o



zrbéznicowanej ekspresji zostalo zidentyfikowanych (p < 0,05), 5 o podwyzszonej ekspresji (log2FC > 2)1 10 o
obnizonej(log2FC > 5) ekspresji. W szostym poréwnaniu diety kontrolnej z dieta wzbogacong w PUFA u $win
PL, zidentyfikowano 1019 transkryptow miRNA o zréznicowanej ekspresji, ktore wystgpowaly w diecie
kontrolnej i diecie wzbogaconej w PUFA u $win PL. Poréwnujac diet¢ kontrolng z PUFAs u $win PL,
zidentyfikowano 34 statystycznie istotne transkrypty miRNA o zréznicowanej ekspresji (p < 0,05), 29 o
podwyzszonej (log2FC > 2) i 27 o obnizonej (log2FC > 5) ekspresji.

W analizie WGCNA, odczyty dla 94 miRNA zostaly znormalizowane przy uzyciu funkcji
,varianceStabilizing Transformation” z biblioteki DESeq2, a zmienna moc progowa zostata ustalona na poziomie
=18 w celu skonstruowania sieci gendéw typu Topological Overlap Matrix (TOM). Na podstawie TOM, miRNA
ulegajace koekspresji o najwyzszych zaleznosciach, zostaly zgrupowane w moduly, ktére reprezentowane sg przez
kolory. W analizie WGCNA zidentyfikowano Iacznie 9 modutéw zwigzanych z cechami, ktore sg istotnie
zwigzane z badanymi cechami fenotypowymi. Ponadto, analiza wewnatrz modutowa dla MEM (miRNA w
modutach o danym kolorze) zidentyfikowata cztery cechy fenotypowe istotnie zalezne od diety PUFAs u $§win PL
i PLxDuroc: kolor miesa (a*), grubo$é thuszczu podskornego w topatce, przewodnos$¢ 24 godziny post mortem
(PE24) i popibt. Z cechami istotnie statystycznie, skorelowana jest inna liczba wykrytych modutéw (9, 7, 2, 8).
Mapowanie targetow miRNA ujawnito, ze zidentyfikowane 44 miRNA (z 94 miRNA) mialy 6719 statystycznie
targety z wynikiem docelowym >90. Najwickszg liczbe targetow w ssc-miR-30e-5p (520) w module o kolorze
magenty, nastepnie ssc-miR-30b-5p (518) w module o kolorze ré6zowym i ssc-miR-30¢-5p (518) w module o
kolorze z6ttym. Najmniej genow docelowych znaleziono dla ssc-miR-126-3p i ssc-miR-423-3p (po 1) w modutach
o kolorach fioletowym 1 brgzowym.

Na podstawie zidentyfikowanych modutéw istotnie skorelowanych z cechami fenotypowymi przeprowadzono
analize GO/pathway z wykorzystaniem bazy GO-BiologicalProcess-EBI-UniProt-GOA dla genéw ludzkich,
Analiza ClueGO zidentyfikowata najwyzszg liczbe funkcji GO/szlakéw powigzanych z targetami modutow
miRNA w module o kolorze zielonym (90). Drugg najwyzszg liczbe funkcji GO/szlakéw wykryto dla targetow
miRNA modutu z6ttego. Najnizsza liczbe funkcji GO/szlakoéw powiazanych z targetami, wykryto dla modutéw:
fioletowego (16), turkusowego (14), brazowego (6) i magenty (4).

Whioski: Opracowana w trakcie badan baza danych profilu ekspresji genow miRNA watroby $win moze zosta¢
wykorzystana do dalszych badafi nad zalezno$ciami pomigdzy ekspresja miRNA a cechami uzytkowymi §wifi.
Przeprowadzone badania wskazaly na zroznicowana ekspresjg miRNA pomi¢dzy typami diety i rasami. Ponadto,
moduty/grupy zidentyfikowane w analizie WGCNA wskazuja na silne powigzania pomigdzy ekspresjag miRNA.
miRNA bedgce weztami klastrow mozna uznaé za kandydujace geny miRNA zwigzane z PE24, barwa migsa,
gruboscia podskérnego thuszczu lopatki i popiofem. Dodatkowo, miRNA ulegajace koekspresji wplywajg
poérednio na inne szlaki funkcjonalne, poprzez regulacj¢ ich targetow. Zidentyfikowane geny docelowe dla
klastréw miRNA odgrywaja znaczaca role w takich funkcjach biologicznych, jak i) rozwdj uktadu migSniowego,
ii) procesy rozwoju komérki, iii) procesy rozwoju organizmu, iv) procesy metaboliczne, v) rozwdj tkanki
migSniowej.
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