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micro RNA application to livestock
Summary

Post-transcriptional gene regulation guided by micro RNAs has emerged as
one ofthe major gene regulatory mechanisms in higher eukaryotes, micro RNAs
regulate gene translation through the recognition of complementary sequences
between micro RNAs and their target genes. Recent studies in livestock have re-
vealed that many micro RNAs are species- and tissue-speci?c, indicating that
micro RNAs play important roles in essential physiological processes in live-
stock, such as metabolism, and muscle and organ development. It is anticipated
that many micro RNAs will be linked to phenotypic differences or quantitative
trait variations of livestock. The role of micro RNA in developmental decisions
that affect animal biology is of significant interest, yet the current literature on
livestock models is limited. In this review, we summarize the current micro RNA
studies undertaken in livestock.
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1. Wprowadzenie

Zwierzeta gospodarskie sg hodowane od tysiecy lat pod
katem specyficznych cech fenotypowych. Miesnos¢ i mlecznosé
sq przykladem ilosciowej cechy ekonomicznej, na ktora bydto
jest selekcjonowane. Poszukiwanie loci cech ilosciowych (QTL,
ang. Quantitative Trait Loci), odpowiedzialnych za te cechy polega na
~Skanowaniu” catych genomoéw zwierzat gospodarskich i identy-
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fikacji w nich mutacji funkcjonalnych, czyli takich, ktére majg wptyw na dang ceche.
QTL o duzym efekcie na mase miesniowag zostalo zmapowane na chromosomie 2
bydta, w poblizu genu miostatyny (Mstn). Utrata genu Mstn prowadzi do fenotypu po-
dwadjnego umiesnienia, zatem gen ten stat sie oczywistym kandydatem do poszukiwa-
nia w nim mutacji funkcjonalnych, réwniez u innych gatunkéw zwierzat gospodar-
skich. Przyktadowo, w przypadku owcy, nie znaleziono mutacji w czesci kodujacej
biatko, tylko w 3'UTR, a mutacja ta utworzyta miejsca wigzania dla mikro RNA (miRNA)
skutkujace obnizeniem poziomu transkryptu Mstn i wzrostem masy miesniowej.

Globalna analiza ekspresji genéw zwierzat gospodarskich na poziomie tran-
skryptow (transkryptomika) lub biatek (proteomika) ma wazny aspekt praktyczny,
gdyz pomaga wytypowac geny decydujace o cechach produkcyjnych - predyspozy-
cji do wydajnej produkcji miesa lub mleka o pozgdanej jakosci i skladzie. Poszuki-
wanie genéw wykazujacych zréznicowang ekspresje u zwierzat réznych ras, réz-
nigcych sie genotypem czy potencjatem produkcyjnym, moze doprowadzi¢ do uzy-
skania nowych sposob6w wykorzystania markeréw genetycznych w hodowli i selek-
cji zwierzat gospodarskich, np. dzieki wykryciu tzw. ekspresyjnych QTL (eQTLs, ang.
expression Quantitative Trait Loci), (1,2).

Na poziom transkrypcji genéw wptywajg przede wszystkim mutacje w ich rejonach
regulatorowych - promotorach, enhancerach, silencerach, a takze posrednio muta-
cje w innych genach, ktérych produkty biatkowe, np. czynniki transkrypcyjne, moga
regulowaé ekspresje wielu réznych genéw. Scisly zwigzek z poziomem transkrypcji
genu majg réwniez mechanizmy epigenetyczne, przebiegajace bez zmiany sekwenciji
nukleotydéw w DNA. Najlepiej poznanymi, epigenetycznymi mechanizmami regulacji
transkrypcji jest genomowy imprinting (wybidrcza ekspresja alleli matczynych lub oj-
cowskich) i metylacja cytozyn w DNA, ktéra prowadzi do blokady transkrypcji oraz
modyfikacje histondw (np. fosforylacja, czy acetylacja), ktére tworza strukture nukle-
osomowag chromatyny. Na podstawie najnowszych badan z zakresu genomiki funkcjo-
nalnej, wskazuje sie na potranskrypcyjna regulacje ekspresji genéw przez miRNA, jako na
wazny mechanizm regulacji ekspresji gendéw cztowieka i zwierzat. Zjawiska zwigzane
z aktywnoscig miRNA, w tym polimorfizm sekwencji rejondw niepodlegajgcych trans-
lacji, ktore sg celem dla miRNA, moga wptywacé na aktywnos¢ szlakow fizjologicznych
i tym samym na wydajnos¢ produkcyjng zwierzat gospodarskich.

2. Wptyw mikro RNA na procesy fizjologiczne istotne z punktu widzenia
produkcji zwierzecej

miRNA sg zaangazowane w wiele proceséw zwigzanych z rozwojem i fizjologig
organizméw (3,4). Szacuje sie, ze okoto 40% genéw posiada w swoich transkryptach
sekwencje, ktore sg celem dla miRNA. Niektére z miRNA majg podobny poziom eks-
presji w wielu tkankach, ale czes¢ z miRNA moze mie¢ charakterystyczny poziom
ekspresji dla danej tkanki lub nie ulega¢ wcale ekspresji w danej tkance (5,6). jednak
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dla wiekszosci miRNA i u wszystkich badanych do tej pory gatunkéw ekspresja miRNA
okazata sie tkankowo-specyficzna i zmieniata sie w zaleznosci od etapu rozwoju da-
nej tkanki, co moze odgrywac istotng role réwniez w biologii zwierzat hodowlanych
(7,8). Przyktadowo miRNA-122 (miR-122) kontrotuje watrobowy metabolizm lipidéw
(9,10), miR-1 i miR-123 rozwdj tkanki miesniowej (11-13). R6znicowanie sie miesni
podlega epigenetycznym mechanizmom kontroli, m.in. przez interferencje RNA
(12). miR-1 oddzialuje na transkrypt genu HDAC4, ktory gtdwnie ulega ekspresji
w mézgu, sercu i miesniach szkieletowych oraz odpowiada za represje réznicowa-
nia sie komorek miesniowych (12,14,15). W ostatnich badaniach nad miR-26a wyka-
zano, ze zmniejsza ono ekspresje Ezh2 (ang. Enhancer ofzeste homolog-2), ktéry me-
tyluje lizyne w histonie H3, co promuje rdéznicowanie sie miocytéw (16).
miR-181 i -214 regulujg roznicowanie sie prekursorowych komodrek miesnio-
wych, mimo ze nie sg tkankowo-specyficzne. Specyficzne dla tkanki miesniowej
miR-1, miR-133 razem z miR-206 reguluja rézne etapy miogenezy (12,17-19).
miR-133 powoduje proliferacje mioblastéw C2C12 poprzez inhibicje SRF (ang. Se-
rum Response Factor), ale juz miR-1 i -206 odpowiadaja za r6znicowanie sie komorek
miesniowych poprzez oddziatywanie na deacetylazy histonowe (12,20).

Obok mieséni, réwniez tkanka tluszczowa, wazna m.in. dlatego ze wplywa na ce-
chy jakosci miesa i spetnia role endokrynna, cechuje sie wystepowaniem specyficz-
nych miRNA. Réznicowanie i metabolizm adipocytow u cziowieka i D. melanogaster
znajduja sie pod kontrolg miRNA. miR-14 jest supresorem $mierci komorkowej re-
gulujagcym cykl komérkowy, oraz metabolizm tluszczu poprzez wplyw na poziom
diacylogliceryddw i trigliceryddéw (21). miR-143 bierze udziat w réznicowaniu komé-
rek tluszczowych, a zahamowanie ekspresji miR-143 skutkuje zahamowaniem rézni-
cowania preadipocytow (22).

Tak szeroki wachlarz dziatanh miRNA i udziat w procesach fizjologicznych, coraz
czesciej skfania badaczy zajmujgcych sie genomikg funkcjonalng zwierzgt gospodar-
skich do prowadzenia badan uwzgledniajacych biologie miRNA. Poniewaz wiele ge-
nowych szlakéw regulatorowych znajdujacych sie pod kontrolg miRNA jest konser-
watywnych miedzygatunkowo, to zwierzeta gospodarskie stanowig roéwniez cenny
model do badan nad miRNA z zakresu nauk biomedycznych.

3. Metody badan nad mikro RNA zwierzat gospodarskich

3.1. Identyfikacji genéw, ktorych ekspresja jest regulowana przez mikro RNA

Istnieje kilka algorytméw pozwalajacych na przewidywanie genéw regulowa-
nych przez mikro RNA. Wiekszo$¢ miRNA tgczy sie z docelowymi transkryptami po-
przez 7 nukleotydéw w pozycji 2-8, korica 5 miRNA. Na podstawie rzadkich przy-
padkéw parowania niekompletnego sugeruje sie, ze doktadnos$¢ kornca 5 miRNA
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jest podstawowa do rozpoznania docelowego transkryptu (23-25). Parowanie z do-
celowym mRNA skutkuje jego degradacjg w przypadku petnej komplementarnosci
(26), natomiast niepetna komplementarnos¢ powoduje hamowanie translacji (27).
Algorytmy stuzgce do detekcji celéw dla miRNA lub detekcji odpowiednich miRNA
dla mRNA bazuja na ocenie stopnia i sity komplementarnosci duplekséw miRNA:mRNA.
Dobrze rozbudowane bazy danych i algorytmy do przewidywania genéw regulowa-
nych przez miRNA to miRanda (http://www.microrna.org), TargetScan (http://www.
targetscan.org) i PicTar (http://www.pictar.org). Geny regulowane przez miRNA cze-
sto zawierajg miejsca wigzania dla kilku r6znych miRNA (28). Dlatego tez, do poszu-
kiwania miRNA odpowiednich dla danego genu, wykorzystuje sie dane o profilach
ekspresji miRNA. Zidentyfikowane grupy miRNA ulegajace koekspresji wzbogacajg
algorytmy do predykcji genow, ktére sg celem dla miRNA. Istnieja réwniez dowody,
ze ekspresja intronowego miRNA jest skorelowana z ekspresja genu w, obrebie kt6-
rego znajduje sie sekwencja dla danego miRNA (29). Wysoka ekspresja miRNA kore-
luje z niska ekspresja genu, ktory reguluje i odwrotnie. Bazujac na tych obserwa-
cjach opracowano algorytm HOCTAR (ang. Host-gene Oppositely Correlated Targets;
http://hoctar.tigem.it/), ktéry korzystajac z danych mikromacierzowych, identyfikuje
geny, ktérych ekspresja odwrotnie koreluje z odpowiednimi miRNA (30). Tego typu
przewidywanie, przydatne jest tylko do identyfikacji intronowych miRNA, przy czym
wiele miRNA jest kodowanych w eksonach.

Kolejng strategig jest stosowanie metody knock-down dla danego miRNA, lub
transfekcja lini komérkowych odpowiednimi miRNA i nastepnie ocena profilu eks-
presji gendw. Jednakze przy tym podejsciu nie mozna bezposrednio odrézni¢ ge-
now, ktére sg bezposrednim celem danego miRNA od gendw, ktére sg regulowane
posrednio, na zasadzie interakcji sieci genowych.

3.2. Analizy profili mikro RNA

Technologie umozliwiajagce wykrywanie i badanie aktywnosci transkrypcyjnej
mMiRNA takie jak gotowe zestawy real-time PGR (TagMan, SybrGreen) i mikromacierze
sa komercyjnie dostepne, jednak ograniczajg sie do gatunkow: czlowieka (H. sapiens),
myszy (M. musculus) lub szczura (R. norvegicus) i mozliwosci zastosowania ich do ga-
tunkéw hodowlanych sg ograniczone. Profilowanie ekspresji lub identyfikacja bydle-
cych miRNA sprowadza sie zatem do projektowania wlasnych sond, badz starteréw
na podstawie dostepnych sekwencji w bazach danych. Podejscie takie jest jednak
bardzo utrudnione ze wzgledu na dostepnos¢ sekwencji oraz optymalizacje warun-
kéw reakciji.

Obecnie, wiele badan prowadzonych jest w kierunku charakterystyki profili miRNA
tak jak to ma miejsce w przypadku profili transkryptomu mRNA. Pomimo depono-
wania w bazach danych coraz wiekszej liczby miRNA, listy gatunkowo i tkanko-
wo-specyficznych miRNA sg w dalszym ciggu niekompletne. W przypadku kregow-
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céw najlepiej przebadany zostat cztowiek, mysz i szczur, a w mniejszym stopniu
inne gatunki. Nowe, bydiece miRNA sg identyfikowane poprzez sekwencjonowanie
utworzonych bibliotek miRNA i homologie z innymi gatunkami. Uzytecznos$¢ algo-
rytméw stuzacych identyfikacji miRNA przez homologie z innymi gatunkami jest
ograniczona do miRNA konserwatywnych miedzygatunkowo. Liczba zdeponowa-
nych miRNA w bazie danych miRBase (Wersja 14, http://microrna.sanger.ac.uk/) wy-
nosi dzisiaj dla bydta 615, swini 77°, kury 615 i owcy 4.

jedyne dostepne na rynku bydlece mikromacierze miRNA zapewniat Affymetrix.
Czipy te pozwalaly na zbadanie ekspresji ponad 400. bydlecych miRNA jednakze fir-
ma wycofatla z produkcji tego typu macierze. Zsekwencjonowanie genomu kury
(C. gallus) pozwolito na opracowanie mikromacierzy zawierajacej 44 000 sond
w tym 150 sond dla kurzych miRNA (31). W przypadku $wini (S. scrofa) stosowano
mikromacierze heterologiczne, zawierajace sondy 19. réznych gatunkéw (32). Brak
opracowanych mikromacierzy ekspresyjnych profilowanych na miRNA w przypadku
sSwini, wigze sie rdwniez z tym, ze genom tego gatunku nie zostat jeszcze zsekwen-
cjonowany.

Z tych powodéw, do badan nad miRNA zwierzat gospodarskich niezbedna staje
sie technologia sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. Next Generation Sequ-
encing), ktéra pozwala na analize jakosciowa i iloSciowa potencjalnie wszystkich
matych RNA obecnych w analizowanej tkance. NGS ma te przewage nad tradycyjna
metoda Sangera, ze nie traci sie w procesie przygotowywania biblioteki klonéw
tych miRNA, ktére ulegajg ekspresji na niskim poziomie.

Zastosowanie NGS nie ogranicza sie do znanych sekwencji miRNA, a pozwala na
wykrywanie nowych, wszystkich aktywnych w danej tkance miRNA, oraz na jedno-
czesne, globalne profilowanie ich ekspresji. Jest to jedyna metoda pozwalajgca na
identyfikacje wszystkich miRNA w danej tkance. NGS pozwala na przeprowadzenie
kilku milionéw odczytow sekwencji, co znacznie zwieksza wydajnos¢ metody w po-
réwnaniu z metoda Sangera, gdzie jednoczesnie mozna przeprowadzi¢ ,tylko” 96
odczytow. Dla poréwnania sekwencjonowanie catego genomu D. melonogaster moz-
na wykona¢ metodg NGS w jeden dzien, a nie w jeden miesigc, tak jak by to miato
miejsce w przypadku metody Sangera. W metodzie NGS zastgpiono klonowanie
fragmentéw DNA w wektorach poprzez bezposrednie sekwencjonowanie pofrag-
mentowanego i zamplifikowanego DNA lub cDNA (odczyty do 400 pz). Wysoka prze-
pustowos¢ (~7500M pz) oraz wysoka doktadnos¢ (do 99,999%), pozwalajg na szero-
kie zastosowanie NGS do sekwenjonowania i analizy ilosciowej cDNA w tym profilo-
wania matych RNA. Wynikiem sekwencjonowania cDNA metoda NGS jest wysokiej
rozdzielczosci mapa transkryptomu z nie scharakteryzowanymi dotychczas miRNA
oraz tkankowo-specyficznymi cSNP. Przy zastosowaniu wariantu NGS, tzw. cyfrowej
analizy ekpresji (DGE, ang. Digital Gene Expression), mozna oceni¢ wartosci absolutne

' Dane nie uwzgledniaja wynikéw sekwencjonowania miRNA, metoda NGS, w tkankach $wini prze-
prowadzonego przez Reddy i wsp. (44) opisanego w dalszej czesci artykutu.
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ilosci kopii kazdego RNA w badanej prébie. Co wiecej, DGE jest bardzo obiecujgca,
alternatywnag dla mikromacierzy metodg badania profili transkryptomicznych ponie-
waz pozwala oming¢ powazne niedogodnosci technologii mikromacierzy zwigzane
z techniczng strong eksperymentow.

4. Aktualny stan badan nad mikro RNA gatunkéw gospodarczych

4.1. Profile ekspresji mikro RNA

Wiekszos$¢ miRNA w przypadku zwierzat gospodarskich jest identyfikowanych
z wykorzystaniem metod sekwencjonowania cDNA i poprzez homologie uzyskanych
sekwencji z miRNA cziowieka, myszy i szczura. Metody bioinformatyczne poréwny-
wania sekwencji wszystkich znanych miRNA w bazach danych pozwolito na identyfi-
kacje 249 bydlecych, homologicznych do innych gatunkéw miRNA (33). Poréwnywa-
nie ludzkich sekwencji miRNA z genomem bydlecym pozwolito zidentyfikowac¢ 334
bydlecych miRNA, natomiast sekwencjonowanie bibliotek cDNA otrzymanych z by-
dlecych tkanek ptodowych, grasicy, jelita i weztéw chionnych dalo 129 sekwenciji
odpowiadajgcych dojrzatym miRNA, z ktérych 107 odpowiadato ludzkim miRNA, 22
przedstawialo charakterystyczng dla miRNA strukture drugorzedowa lub bylo ho-
mologiczne do miRNA innych kregowcéw (34). Na podstawie tych wynikéw pokazano,
ze wiekszos¢ miRNA jest tkankowo-specyficzna, np. ekspresja: miR-107, miR-151,
miR-18a, miR-193a, miR-199a, miR-21, miR-22-5p, miR-380-3p, MiR-545 i miR-545-3p
jest charakterystyczna dla tkanek uktadu immunologicznego bydta. Natomiast miRNA
takie jak: miR-26a i miR-103, ulegajg ekspresji we wszystkich zbadanych tkankach.
Autorzy tych badan sugerujg, ze miRNA odgrywa podstawowg role w regulacji ak-
tywnosci mRNA u bydia.

Kolejnych 59 miRNA zidentyfikowano w tkance ttuszczowej i gruczole mleko-
wym poprzez klonowanie i sekwencjonowanie uzyskanego z tych tkanek bibliotek
cDNA, z ktérych piec, jak sie okazato, nie bytlo homologiczne z innymi znanymi miRNA
(35). Opisano co najmniej siedem klastréw miRNA w genomie bydlecym: miR-15b,
miR-16; miR-17, miR-19a, miR-19b; let-7a, let-7f, miR-23a, miR-24; miR-23b, miR-27b;
miR-497, miR-195; miR-99b, let-7e, miR-125. Podobnie jak w przypadku koekspresji
genow lezacych blisko siebie na chromosomie, zauwazono koekspresje miRNA zalez-
ng od stanu fizjologicznego bydta lub badanej tkanki. Analizujgc profile ekspres;ji
wykazano, ze wysoki poziom transkryptéw miR-21, miR-23a, miR-24 i miR-143 jest
charakterystyczny dla gruczotu mlekowego, co wskazuje na role, konkretnych miRNA,
w rozwoju i fizjologii tego organu.

Réwniez w ostatnich badaniach wykazano, ze bydlece miRNA sg pogrupowane
w genomie bydta w klastry, podobnie jak to ma miejsce u innych gatunkéw. Przy-
ktadem jest toci miRNA miR-368, miR-654, miR-376b, miR-376a oraz loci miR-409-5p,
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miR-409-3p, miR-412, miR-369-5p, MiR-369-3p, MiR-410 znajdujace sie na krotkim
ramieniu chromosomu 21 (36). Klastry miRNA obserwuje sie rOwniez w genomie
D. melanogaster (37), D. reiro (38), M. iimsculus, H. sapiens (39) i niektérych naczelnych
(40), co pokazuje, ze miRNA jest pogrupowane w klastry w genomach wielu gatun-
kéw. Identyfikacja gendéw docelowych dla miRNA, charakterystyka profili ekspresiji
oraz identyfikacja tkankowo-specyficznych miRNA moze pomd&c w zrozumieniu po-
wodu, dla ktérego miRNA sg w genomie pogrupowane w klastry oraz wskazac¢ na te
z nich, ktére moga odgrywac istotng role w fizjologii poszczegdlinych narzadow.

W przypadku technologii mikromacierzy, czipy produkowane komercyjnie sg
projektowane gtéwnie do badan transkryptomu miRNA cztowieka, myszy i szczura.
Poniewaz wiekszo$¢ miRNA jest wysoce konserwatywna miedzygatunkowo to mi-
kromacierze z sondami komplementarnymi dla wymienionych gatunkéw sg stoso-
wane rowniez do profilowania ekspresji miRNA gatunkéw gospodarskich. Tesfaye
i wsp. (41) zbadali ekspresje miRNA pochodzgcego z niedojrzatych i dojrzatych by-
dlecych oocytow stosujac macierz z 454. sondami dla czlowieka, myszy i szczura.
Wykazano, ze 59 miRNA ulega zrdznicowanej ekspresji pomiedzy niedojrzatymi
i dojrzatymi bydlecymi oocytami. 31 miRNA ulega wiekszej ekspresji w niedojrza-
tych natomiast 28 w dojrzatych oocytach. W przypadku $wini, stosowano heterolo-
giczne macierze zawierajgce sondy dla 1260 miRNA 19. r6znych gatunkéw. W ten
spos6b okreslono profil ekspresji 293. miRNA w nasieniu knura (32).

Swinia jest nie tylko waznym ekonomicznie gatunkiem z punktu widzenia pro-
dukcji zywnosci, ale takze jest modelowym organizmem w naukach biomedycz-
nych z powodu wielu podobienstw anatomicznych i biochemicznych do cziowie-
ka. Modele swirniskie stuzg do badan nad otytoscia, nowotworami, reprodukcjg czy
ksenotransplantacjg. Uzywajac narzedzi bioinformatycznych w 2005 r. Werners-
son i wsp. zidentyfikowali 55 konserwatywnych miRNA analizujgc dostepne se-
kwencje swiriskiego genomu (42). W roku 2008 za pomoca technik bioinforma-
tycznych opisano kolejnych 17 miRNA w genomie Swini, jednak dane te byly nie-
wystarczajgce zwazywszy, ze znanych jest setki konserwatywnych miRNA zwierzat
(43). Poniewaz sekwencjonowanie genomu $wini nie zostalo zakonczone Reddy
i wsp. (44) zastosowali technologie NGS do komplesowej charakterystyki jakoscio-
wej i ilosciowej transkryptomu miRNA 14 tkanek. Wytypowano miR-22, miR-26b,
miR-126, miR-29c i miR-30c jako obecne we wszystkich badanych tkankach oraz
let-7, miR-98, miR-16 i miR-130a jako ulegajace ekspresji we wszystkich tkankach
oprécz trzustki. Na podstawie tych danych sugeruje sie wazng role wymienionych
miRNA w regulacji konstytutywnych proceséw fizjologicznych w réznych narza-
dach. Kilka miRNA takich jak miR-1, miR-133, miR-499, miR-208, miR-122, miR-194,
miR-18, miR-142-3p, miR-101 i miR-143, wykazato zr6znicowany profil ekspres;ji
w zaleznosci od badanej tkanki. Wymienione miRNA reguluja ekspresje wielu ge-
néw, ktére z kolei kodujg czynniki transkrypcyjne, co oznacza, ze zidentyfikowa-
ne miRNA lezg u podstaw funkcjonalnych sieci genowych regulujgcych fizjolo-
gie/homeostaze danego narzadu.
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Profile ekspresji miRNA u innych gatunkéw zwierzat gospodarskich sg jak do-
tychczas mato scharakteryzowane, jednakze, w ostatnich badaniach zidentyfikowa-
no 159 miRNA w tkance skérnej kozy i owcy, z czego 105 miRNA rozpoznano jako
charakterystyczne dla obu gatunkéw (45). Kilku ze zidentyfikowych miRNA, wysoce
homologicznych miedzygatunkowo (let-7, miR-17, miR-30, miR-15, miR-8) przypisa-
no funkcje dotyczaca réznicowania sie i funkcjonowania komorek skéry oraz tore-
bek wlosowych. Wskazano réwniez na miR-720 i miR-199b jako determinujgce ro-
dzaj wetny.

4.2. Polimorfizm mikro RNA i sekwencji docelowych mikro RNA

jednym z mechanizméw dziatania miRNA jest blokowanie procesu translacji
mRNA. Miesniowo-specyficzne miRNA uwaza sie za czynniki wptywajgce na cechy
produkcyjne zwierzat. Tranzycja G na A w 3’'UTR owczej miostatyny tworzy miejsce
dla miogennych miRNA miR-1 i miR-206 (13). Ropoznanie allelu A miostatyny przez
miR-1 i miR-206 skutkuje spadkiem ekspresji miostatyny i hipertrofig miesni owiec
rasy Belgian Texel. Wyniki te zrodzily pytanie, na jaka skale tego typu mutacje sa
rozprzestrzenione w genomach zwierzat hodowlanych. Poprzez analizy poréwnaw-
cze genomu cztlowieka i szympansa zidentyfikowano ponad cztery tysigce mutacji
typu SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism) wptywajacych na tworzenie lub znie-
sienie miejsc wigzania dla miRNA, co dowodzi, ze regulacja ekspresji gendw po-
przez mechanizm zwigzany z miRNA jest powszechny w genomach ssakéw, jedno-
czesnie, analizy te uwidocznity nowa klase mutacji regulatorowych, ktére lezg
u podstaw QTL.

Mutacje DNA moga potencjalnie wptywacé na site wigzania i tworzenie duplek-
sow miIRNAmMIRNA. Z kolei SNP wystepujacy w miRNA moze zmienic jego strukture
drugorzedowa, a tym samym wptyng¢ na dojrzewanie danego miRNA. W przypadku
gdy miRNA reguluje transkrypcje kilku genéw, ekspresja polimorficznego miRNA
moze mie¢ istotny efekt fenotypowy. Mutacje miRNA moga tworzy¢ nowe interakcje
z mRNA lub zmienia¢ stabilnos¢ duplekséw miRNA:mRNA. Na podstawie analizy bio-
informatycznych przeprowadzonych na 474. ludzkich pre-miRNA wykazano 65 mu-
tacji typu SNP w 49 pre-miRNA (46). Okoto 250 mutacji typu SNP w 3'UTR gendw,
ktére sg celem dla miRNA, wykazuje mutacje funkcjonalne, ktére tworza nowe inte-
rakcje miRNA:mRNA.

W ostatnich badaniach wskazuje sie, ze zréznicowanie alleliczne w sekwencjach
wigzacych miRNA ma wplyw na zrdéznicowane fenotypowe zwierzat hodowlanych.
Przyktadem jest ulegajaca imprintingowi domena DIkl-Gtl2 zawierajaca locus calli-
pyge (Clpg) owcy, ktére jest powiazane z hipertrofig miesni u tego gatunku. Anty-
sensowy transkrypt ulegajacy ekspresji z allelu matczynego zawiera miejsca wigza-
nia dla miR-431, miR-433, miR-127, miR-434 i miR-136. Wykazano, ze ojcowski allel
jest preferencyjnie transkrybowany w miesniach szkieletowych zwierzat heterozy-
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gotycznych, natomiast u homozygot transkrypcja jest blokowana przez miRNA po-
chodzace z allelu matczynego (47).

W przypadku bydta, polimorfizm w 3’'UTR genu synaptojaniny {Synjl), wptywa na
tworzenie dupleksu z miRNA let-7 i miR-98, co skutkuje cechg bezroznosci u bydta
(48). Ciekawg obserwacja jest rowniez fakt, ze rozktad sekwencji miRNA w genomie
bydia jest istotnie rézny w grupach osobnikéw o szybkim i wolnym metabolizmie
przy nie zréznicowanym rozktadzie sekwencji promotorowych, co sugeruje, m.in.,
ze miRNA determinuje te ceche u bydta (49).

W genomie bydla obserwuje sie wiele prekursoréw tego samego miRNA. To
samo zatem, dojrzate miRNA prawdopodobnie jest transkrybowane z wiecej niz jed-
nego genu (36). Przykladem jest bydlecy let-7a, ktéry moze byé transkrybowany
z gendw chromosomow 5, 15 i 16 oraz miR-29b, ktéry ulega ekspresji z chromoso-
mow 4 i 16. Wskazuje to na specyficzne dojrzewanie poszczegdinych transkryptéw,
a tym samym regulacje genéw docelowych przez nieznane mechanizmy.

W wyniku poréwnywania sekwencji bydlecych miRNA pochodzacych z tkanki
tluszczowej i gruczotu mlekowego wykazano, ze miRNA czesto zawierajg rézne wa-
rianty koncow 3' i 5°. Zatem to samo miRNA moze byé réznie modyfikowane w pro-
cesie biogenezy i tym samym moze odgrywac rézng role w regulacji ekspresji doce-
lowych gendéw (50). Podobne zjawisko zaobserwowano w tych samych tkankach
cztowieka, myszy i szczura (51). Transkrypty miRNA moga ulega¢ edycji A-l oraz U-C
i zjawisko to moze znies¢ wtasciwosci danego miRNA do rozpoznawania genu doce-
lowego, a nawet kontrolowa¢ potranskrypcyjne zachowanie danego miRNA, wig-
czajgc w to wplyw na lokalizacje w komérce (52,53). Oprocz tkankowo-specyficznej
ekspresji, dane miRNA o réznych wariantach koricéw moze wykazywac rézng funk-
cje w komorce (36).

5. Podsumowanie

Badania z zakresu genomiki funkcjonalnej pokazujg jak wazny i zr6znicowany
wplyw majag zjawiska zwigzane z miRNA na aktywnos$¢ szlakow fizjologicznych zwie-
rzat gospodarskich. Profile ekspresji miRNA, alleliczne zr6znicowanie i zidentyfiko-
wane polimorfizmy typu SNP rejonéw 3’UTR gendw, ktére sa celami dla miRNA sg
powigzane z wieloma waznymi cechami fenotypowymi. Obserwacje te pozwalajg
sadzi¢, ze w miare postepu badan, rola miRNA w determinowaniu cech produkcyj-
nych bedzie rosnaé. Technologia sekwencjonowania nowej generacji jest kolejnym
etapem prowadzacym do poznania i zrozumienia mechanizmow, jakimi rzadza sie
genomy zwierzat gospodarskich, dla ktérych metody badawcze zwigzane z miRNA
sq bardzo ograniczone. Wyniki badan nad sekwencjonowaniem i ekspresjg miRNA
prawdopodobnie przyczynig sie do racjonalnego, opartego na znajomosci moleku-
larnych mechanizméw, wskazania kandydatéw na genetyczne markery zwigzane
z cechami produkcyjnymi. Geny miRNA wykazujgce miedzyosobnicze roznice
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w Strukturze i poziomie ekspresji, obok genéw kodujgcych biatka, moga sie okazac
markerami cech produkcyjnych. Badania nad miRNA pozwolg réwniez poznac¢ przy-
czyny réznic w wydajnosci i jakosci produktéw, jakie wystepuja pomiedzy rasami
i typami produkcyjnymi zwierzgt gospodarskich.
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