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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Ive Seféek, naslova

ANALIZA VARIJANTI U BROJU KOPIJA U GENOMU PASKE OVCE

Varijante broja kopija (engl. Copy Number Variants, CNVs) predstavljaju jedan od najéeséih
oblika genetske varijacije, kako u smislu brzine mutacije, tako i udjela genoma koji obuhvacaju.
Ove varijacije mogu znacajno utjecati na razlicite fenotipske osobine i imaju klju¢nu ulogu u
prilagodbi, zdravlju i proizvodnim karakteristikama Zivotinja. Paska ovca je poznata po svojoj
prilagodljivosti te visokokvalitetnom mesu i mlijeku, s osobitostima poput visoke masnoce u
mlijeku i specifi¢ne, finije vune. Ciljevi ovog rada bili su detektirati CNV-ove i CNV regije (CNVR-
ove) specifi¢ne za populaciju paske ovce, povezati CNVR-ove s genima i njihovim funkcijama,
te identificirati QTL regije koje se preklapaju s CNVR-ovima. U istraZivanju su koriSteni
genotipovi (Ovine Infinium® HD SNP BeadChip) 25 jedinki paske ovce te 75 jedinki drugih
pasmina (istarska ovca, dalmatinska pramenka i dubrovacka ruda). Pomocu bioinformatickih
alata za detekciju CNV-ova i njihovo povezivanje s funkcionalnim genima, ukupno je
identificirano 955 CNVR-ova, od kojih je 18 bilo jedinstveno za pasku ovcu. Ove regije sadrze
gene koji su kljuéni za osobine poput otpornosti na vanjske uvjete, metabolizma hranjivih tvari
i reprodukcije. Takoder, prisutni su u bioloSkim putevima koji pruzaju uvid u genetske osnove
prilagodljivosti paske ovce na specificne okolisne uvjete. Dodatno, identificirani su QTL-ovi
povezani s finocom vune, koagulacijskim svojstvima mlijeka i proizvodnjom mesa. Ova
saznanja mogu znacajno doprinijeti daljnjem unapredenju uzgojnih programa, optimizaciji
prehrane i postizanju vece produktivnosti, osiguravajuéi visoku kvalitetu proizvoda poput
mlijeka i sira, po kojima je paska ovca nadaleko poznata.

Kljucne rijeci: Varijante broja kopija (CNV-ovi), regije varijanti broja kopija (CNVR-ovi), paska

ovca, genetska osnova prilagodljivosti.



Summary

Of the master’s thesis - student Iva Seféek, entitled

ANALYSIS OF COPY NUMBER VARIANTS IN THE GENOME OF PAG ISLAND SHEEP

Copy number variants (CNVs) are one of the most common forms of genetic variation, both in
terms of mutation rate and the proportion of the genome they cover. These variations can
significantly affect various phenotypic traits and play a crucial role in the adaptation, health
and production traits of animals. The Pag Island sheep is known for its adaptability as well as
for its high-quality meat and milk with specific traits such as high milk fat content and fine
wool. The objectives of this study were to detect CNVs and CNV regions (CNVRs) in the Pag
Island sheep genome that are specific to the population, to map CNVRs to genes and their
functions, and to identify QTL regions that overlap with CNVRs. Genotypes (Ovine Infinium®
HD SNP BeadChip) of 25 Pag Island sheep and 75 individuals of other breeds (Istrian sheep,
Dalmatian Pramenka and Dubrovnik Ruda) were used for the study. Using bioinformatics tools
to detect CNVs and functional gene association, a total of 955 CNVRs were discovered, 18 of
which were unique to the Pag Island sheep. These regions contain genes critical for traits such
as resistance to environmental conditions, nutrient metabolism and reproduction, and are
present in biological pathways that provide insights into the genetic basis of the Pag sheep's
adaptation to specific environmental conditions. In addition, QTLs associated with wool
fineness, milk coagulation traits and meat production have been identified. These findings can
make an important contribution to further improvements in breeding programs, optimizing
nutrition and achieving higher productivity, thus ensuring the high quality of products such as
milk and cheese for which the Pag Island sheep is known.

Keywords: Pag Island sheep, Copy number variants (CNV),CNV regions (CNVR), genetic basis
of adaptability.



1 Uvod

Varijante broja kopija (engl. Copy number variations; CNV) podrazumijevaju vrstu
genetske varijacije koja se odnosi na promjene u broju kopija specifi¢nih dijelova DNK unutar
genoma, a broj kopija moze biti razli¢it izmedu jedinki iste vrste. CNV moZe utjecati na
ekspresiju gena i imati razlicite bioloSke ucinke. Na primjer, moze utjecati na funkciju proteina,
regulaciju gena, osjetljivost na bolesti ili prilagodljivost organizma na okolis. (Zhang i sur.,
2009.) i posljedi¢no izazivaju fenotipske varijacije kod ljudi, Zivotinja i biljaka. Kao takvi,
najcesce dolaze u obliku dviju razli¢itih mutacija — insercija (duplikacije), delecija (brisanja) ili
skupni proces insercija i delecija, tzv. ,indeli“. Insercije podrazumijevaju umetanja novih
sekvenci dok delecije oznacavaju brisanje postojecih sekvenci. Uzroci pojeve CNV-a mogu biti
pogreske DNK polimeraze ili neto¢an popravak DNK. CNV-ovi mogu nastati kao ,de novo“
(spontano) ili mogu biti naslijedene Sto znaci da se tada mogu otkriti u stanicama potomaka
(Mohajeri M.H. isur., 2018., Poole A.C. i sur., 2019., Greenblum S. i sur., 2015.). Ujedno mogu
biti i vazan izvor normalnih, ali i $tetnih varijacija u genomu. Stetni su, za razliku od normalnih
varijacija, puno vedi i sadrze viSe gena ukljucenih u razvoj (Redon R. i sur., 2006.). CNV u
genomima mogu posluziti kao biomarkeri za razli¢ita patoloska stanja, kao Sto je rak (Arlt M.F.
i sur., 2014.). Danas se koriste dva glavna nacina za detekciju CNV-ova a to su: komparativna
genomska hibridizacija i sekvenciranje sljedece (nove) generacije (engl. Next generation
sequencing; NGS) (Gonzalez E. i sur., 2005.). Razumijevanje i identifikacija CNV regija sluzi kako

bi se bolje razumjele bolesti ali i evolucija i prilagodba kod Zivotinja. (Huang i sur., 2021.).

1.1 Ciljistrazivanja

Primarni cilj ovog istraZivanja je istraziti pojavu CNV-a u genomu paske ovce, razumijevanje
njihove uloge u genetskoj raznolikosti i potencijalne povezanosti s ekonomski vaznim
svojstvima. U ovom istraZivanju koristit ¢e se DNK informacija 25 paskih ovaca koje su
genotipizirane s ,,Ovine Infinum HD SNP BeadChipom®. CNV ée se detektirati i analizirati te
povezati s genima i lokusima kvantitativnih osobina (engl. Quantitative trait loci; QTL) putem

adekvatnih bioinformatickih alata.



2 Pregled literature

2.1 Varijanta broja kopija (CNV)

Varijante broja kopija uvelike utje¢u na fenotip Zivotinja te na ekspresiju i funkciju gena
(Elder P.J.D. i sur., 2018; Harteveld C.66L. i sur., 2010.; Mohajeri M.H. i sur., 2018.). Kako je
navedeno u uvodu, one su prije svega strukturne mutacije (delecije, insercije i oboje — indeli).
lako joS nesvjesni pojma CNV, znanstvenici poc¢etkom i sredinom 20. stoljeéa opazaju genetske
varijacije koje ukljucuju delecije i duplikacije na tada najvise koriStenom model organizmu —
vinskoj musici (,Drosophila melanogaster”). Calvin Bridges, u¢enik Thomasa Hunta Morgana,
1936. objavljuje rad (Bridges C.B., 1936.) u kojem navodi kako prijasnja istraZivanja Morgana i
Sturtevanta (Sturtevant, A.H. i Morgan T.H., 1923; Sturtevant A.H., 1925) na BAR genu vinske
musice govore o neocekivanoj vezi izmedu pojave kopija BAR gena i veli¢ine o€iju musice. On
dalje opisuje kako musice koje muhe koje naslijede duplikat kopije gena BAR razvijaju vrlo
male i deformirane oci i pojavu naziva ,,BAR fenotip“. To se smatra prvim opisanom primjerom
utjecaja duplikacije na fenotipsku promjenu, sto je kasnije povezano s pojmom varijacije broja
kopija gena. Dvadesetak godina kasnije, Jér6me Lejeune (Lejeune J. i sur., 1959) otkriva da
Downov sindrom, prvotno klasificiran od strane J. L. H. Downa 1866. godine, nastaje zbog
trisomije 21, sto znaci da osobe s Downovim sindromom imaju tri umjesto dvije kopije
kromosoma 21. Kraj 20. i pocetak 21. stolje¢a oznacavaju vrijeme intenzivnog rada na
sekvenciranju humanog genoma i objavljivanju sekvence. Objavljivanje sekvence humanog
genoma 2001. otkriva kako oko 5% genetskog koda cine redundantni segmenti koji su
visSestruko prisutni na razli¢itim lokacijama u genomu. Postojanje tih dijelova DNK, nazvanih
segmentalne duplikacije (Bailey J.A. i sur., 2002), sugeriralo je da su se veliki segmenti mijenjali
u broju kopija tijekom posljednjih 20 milijuna godina evolucije. Danas su te duplikacije
prepoznate kao "Zarista" za CNV kod ljudi i ¢ine osnovu za veéinu CNV-ova povezanih s
bolestima (Eichler, E.E., 2008).

Velicina CNV-ova se trenutno krec¢e od 50 bp (baznih parova) do nekoliko Mb (Megabaza)
(MacDonald J.R. i sur., 2014; Werdyani S. i sur., 2017.). Kao Sto je spomenuto, CNV-ovi
najéesce nastaju tijekom procesa rekombinacije, replikacije i popravaka DNK (Pds i sur., 2021.),
te ponavljanja sekvenci mogu biti ponavljanja s malom koli¢cinom kopija ili ponavljanja s

velikom koli¢inom kopija (Chen L. i sur., 2014.).



Varijante broja kopija - CNV tipovi

Delelcije Duplikacije

} Gen A

Slika 2. Prikaz tipova CNV-a: delecije i duplikacije

(Izvor: https://accugenomics.com/copy-number-variants/)

Kako navode Bhanuprakash i sur. (2018.) CNV-ovi su postali iznimno interesantan izvor
genetske varijacije upravo zato Sto pokrivaju vise genomskih regije za razliku od polimorfizma
jednog nukleotida (engl. Single nucleotide polymorphism; SNP). Dokazano je kako uzrocnici
CNV-a mogu biti i vanjski stresori kao $to su kemijski mutageni (Arlt M.F. i sur., 2012.) ali uz
kemijske mutagene, spominju se fizicki mutageni kao Sto je ionizirajuée zracenje koje
posljediéno mozZe zapoceti pucanje DNK lanca replikacijske vilice (Arlt M.F. i sur., 2014.).
Takoder je otkriveno kako zracenje podjednako uzrokuje insercije i delecije dok kemijski
mutageni vise utjeCu na gubitke (delecije) broja kopija i pogadaju specificne genomske regije
(Hovhannisyan i sur., 2019.). Prema Beroukhimu i sur. (2010.) kod ljudi je utvrdena poveznica
patogenih CNV-ova s genomskim poremeéajima kao Sto su rak, kardiovaskularne bolesti i
neurodivergentni poremecaji. CNV se takoder moze pojaviti i u obliku multifaktorijalnih
bolesti, koje povezuju razli¢ite geneticke i okoliSne utjecaje a medu njima je najpoznatija
upalna bolest crijeva, s ¢ak visSe od 200 povezanih lokusa (de Lange K.M. i sur., 2017.).
Znanstvenici su jos 1980-ih godina otkrili povezanost delecija kromosoma s bolestima poput

Prader Wilijev sindrom, Duchenneov misi¢ni sindrom i njihovog uzroc¢nika, a to je varijanta
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broja kopija (Zhang i sur., 2009.). Kako bi se CNV-ovi uspjesno identificirali, potrebno je
poznavati njihov nastanak. Ukoliko su nastali ,de novo” replikacijom , nalaze se u mitoti¢kim
stanicama, dok ponavljaju¢i CNV-ovi u mejotickim stanicama nastaju homolognom
rekombinacijom (Sekar A. i sur., 2016.). Takoder, Stankiewicz i Lupski (2010.) utvrduju
povezanost nasljedenih CNV-ova s Mendelovskim i sloZzenim osobinama bolestima.

lako je istraZivanje varijanta broja kopija prvo zapocelo na ljudima, proteklih godina se
uveliko okrenulo i prema Zivotinjama, poglavito domacim Zivotinjama poput goveda, koza,
ovaca, svinja, pasa, kokosi i druge peradi. Kako navode Clop i sur. (2012.) glede fenotipske
ekspresije, u Zivotinja su CNV-ovi najvise povezani s pigmentacijom dlake (npr. bijela dlaka kod
konja, svinja i ovaca), ali i slabijeg imuniteta na odredene bolesti i razvojnih poremecaja
(osteoporoza, degeneracija Cunji¢a oka, itd.). Nadalje, nakon vinske musice prvo pravo
postignuée u otkrivanju CNV-a postignuto je 1958. godine kada je znanstvenik Knudsen otkrio
kromosomsku translokaciju u govedu, sto je i dovelo do citogenetske karakterizacije vecine
domacdih Zivotinja 1970-ih godina. U posljednjih dvadesetak godina, NGS (,Next generation
sequencing”) je uvelike olak$ao identifikaciju ogromnog broja varijanti kopija. Postoji nekoliko
metoda za identifikaciju CNV kod domacdih Zivotinja, iako se kod goveda koristilo sekvenciranje
cijelog genoma i niz genotipa te su tako otkrivene dvije regije CNV-a visoke pouzdanosti

(CNVR) (Butty i sur., 2020.).

2.2 Nacini nastanka varijanti broja kopija

Kako navode znanstvenici Hastings P.J. i sur. (2009.) postoje Cetiri glavha mehanizma
nastanka CNV-a sto ukljucuje: A) nealelnu homolognu rekombinaciju (NAHR) u regijama koje
sadrze velike sli¢nosti sekvenci, zatim B) mehanizme pogreske replikacije Sto ukljucuje zastoj
replikacijske vilice i prebacivanje Sablona (FoSTeS), C) nehomologno spajanje krajeva (NHEJ),
te D) spajanje krajeva posredovano mikrohomologijom (MEI). Liu P. i sur. (2011.) smatraju
kako je upravo NAHR trenutno jedan od najbolje istrazenih mehanizama nastanka varijanti
broja kopija te je ujedno i odgovoran za ponavljajuée preraspodjele u ZariSnim tockama

homologne rekombinacije.
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Slika 2.1. Prikaz Cetiri glavna mehanizma nastanka CNV-a

(Izvor: Bickhart D., Liu G., 2014.)

2.3 Varijante broja kopija u domacdih Zivotinja

Znanstvenici Matukumalli i sur. (2009.) su otkrili da je ¢ak oko 50 % govedih CNV-a u
goveda razli¢ito izmedu razli¢itih jedinki i pasmina Sto oznacava da je CNV uistinu izvor
diferencijacije pasmina. Kod goveda je CNV uzroénik i renalne tubularne displazije, zbog koje
dolazi do zastoja u rastu (Hirano i sur., 2000.) Prva karta malih prezivaca je izradena 2010.-
2011. godine (Fontanesi i sur., 2010.-2011.). Upravo te karte su pokazale preklapanje kod
goveda, ovaca i koza, jednako kao Sto su CNV karte pokazale preklapanja kod Eovjeka i
¢impanze (Lee i sur., 2008.). Fontanesi (2011.) otkriva povezanost CNV-a kod ovaca s glavnim
kompleksom gena tkivne podudarnosti ( engl. major histocompatibility complex; MHC), a Sto
se tice metabolickih produkata, zamijecena je povezanost CNV-a gena s lipidima i transportom
$to bi znacilo da CNV mogu posluziti kao identifikatori lokusa za sadrzaj masti u mlijeku
(Schook i Lamont, 1996.). CNV uvelike utjece i na fenotipske varijacije kod domacih Zivotinja,
posebno na pigmentaciju i boju dlake, stoga kod ovaca, na primjer, je dominantna bijela dlaka

koja je povezana s tandemskom genomskom duplikacijom te obuhvada tri gena: Aguti



signalizacijski gen za protein (ASIP), homolog proteinske ligaze ubikvitin (E3) i lokus
adenozilhomocisteinaza (AHCY) (Norris i Whan, 2008.). Danas znanstvenici predlaZu izdvajanje
CNV-ova odredene pasmine $to bi znacilo da Ce biti potrebno istraziti viSe populacija kako bi
se dobila Sto preciznija CNV karta (Ramayo i sur., 2010; Liu i sur., 2010.). Znanstvenici Ségurel
i sur. (2012.) su otkrili da zadrzavanje CNV-a moze biti znacajnije kod nekih vrsta Zivotinja te
da ¢ée zajednicke genomske regije izmedu blisko povezanih vrsta stvoriti specificne CNVR
(regije varijanti broja kopija) mehanizme, tzv. CNV “vruée tocke”. Upravo zato su i prezivaci
odlican model za istrazivanje CNV regija, zbog bliskog srodstva ali i zbog visokokvalitetnih
sekvenci genoma (Huang i sur., 2021.).

Hunag i sur. (2021.) su napravili studiju koja je ukljucivala 886 genoma Zivotinja, od toga je
412 pripalo ovcama, a uzorci su pokrili Afriku, Ameriku, Australiju i Europu. Kod spomenutih
domacdih ovaca, otkriveno je 24 534 CNVR-a s prosje¢nom duljinom od 3 854 bp. Prema obliku
varijanti, podijelili su ih u tri kategorije: a) brisanje (delecija), b) dupliciranje (insercija) i c) oba
dogadaja. Za razumijevanje CNVR-a i evolucijskih prilagodbi, koristili su povezanost na cijelom
genomu (GWAS) uz odredene parametre kao $to su meteoroloski okolis, nadmorska visina,
temperatura i oborine. Kod ovaca je pronaden CNV na kromosomu 9 koji je uvelike povezan s
godisnjim prosjekom oborina (NDPR) i preklapao se s genom CSMD3. Otkrili su i znacajnu
povezanost imuniteta i CNV prema informacijama dobivenih iz QTL-a. Takoder, Sharp i sur.
(2005.) su otkrili kako su CNV “vruée tocke” povezane s genomskim nestabilnostima upravo
radi duplikacija unutar kromosomskih segmenata Sto dovodi do kromosomske reorganizacije.
Te zariSne tocke sudjeluju i u formiranju varijanti kopija zajednickih vrsta. U tim regijama je
pronadenigen CFG, za koji se smatra da je povezan s vidom a vaZan je zbog procesa prilagodbe
na okolis. Upravo gore spomenute “vruée to¢ke” doprinose CNV-ovima specificnim za vrstu ali
imaju ograni¢enu ulogu u CNV regijama, no balansirajuca selekcija se pokazala kao bitnija u

odrzavanju zajednic¢kih CNV regija medu vrstama. (Baird i sur., 2008.)

2.4 Nacini detekcije i utjecaji varijanti broja kopija u domacih Zivotinja

CNV-ovi prikazuju veliku varijabilnost koja uvelike utjeCe na razli¢ita fenotipska svojstva
$to ukljuéuje rast, reproduktivna svojstva, pigmentaciju i otpornost na bolesti. S obzirom da
su domace Zivotinje danas esencijalne za odrzavanje ljudskih potreba u vidu proizvoda poput:
mlijeka, mesa, jaja itd. , iznimno je bitno razumjeti genomske varijacije poput varijacija broja
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kopija (CNV). Prije istraZivanja CNV-ova su se uvelike koristili SNP-ovi kao primarni utjecaji,
putem njih se vrsi i genomska selekcija provodi na skoro svim domacim Zivotinjama kako bi se
poboljSala gospodarska svojstva (Solzer i sur., 2022.; Junior L.P. i sur., 2023.). Ipak, kako
vidimo, varijabilnost u svojstvima ovisi i 0 varijabilnosti CNV-a. Postoje dva tipa mehanizma za
detekciju CNV-ova : a) komparativna hibridizacija genoma i b) sekvenciranje cijelog genoma.
CNV nastaje kao reorganizacija genoma u smislu gubitka kopija (delecije) ili povecdanja kopija
(insercije) segmenta genoma duljine 1 kb ili viSe. CNV-ovi koji se djelomi¢no preklapaju u istoj
genomskoj regiji mogu stvoriti jedan klaster CNV-a ili CNVR (Fernandes i sur., 2021.). Takoder,
znanstvenici su otkrili znacajnost CNV-ova na evolucijsku fenotipsku raznolikost ali i na
otpornost na bolesti (Freeman J.L. i sur., 2006; P6s i sur., 2021.).

Smatra se kako je usporedna genomska hibridizacija (aCGH) vrlo uspjesSna tehnika za
identificiranje CNV-a (Pinkel i sur., 2005). Nacin na koji funkcionira aCGH je taj da se prvo DNK
mora oznaciti i zatim se analizira putem kontrolne fluorescentne boje te koriste dvije sonde,
bakterijska umjetna i oligonukleotidna. Ove spomenute sonde pokazuju iznimnu tocnost i
rezoluciju. Tehnologija detekcije putem SNP ¢ipova €ini drugu metodu za identifikaciju CNV-a,
i za razliku od prve metode, zahtijeva samo jednu hibridizaciju. Takoder, ova metoda je i
isplativija jer se lakSe otkrivaju CNV-ovi velikih razmjera. Softveri koji se koriste za detekciju su
trenutno: CNVPartition, PennCNV i QuantiSNP.

S obzirom da su goveda bitna kako s ekoloSke tako i s ekonomske strane, preferencija ljudi
se okrenula prema govedem mesu s viSe bjelancevina i manje masti, a tu se detekcija CNV-a
pokazala krucijalnom jer je otkrivena njihova povezanost s kvalitetom govedih trupova (Liu i
sur., 2023.). Nadalje, Sun i sur. (2023.), otkrili su 2944 CNV regije kod simentalskih bikova koje
se moglo povezati s reprodukcijom, imunitetom i plodnos¢u.

Kod koza, znanstvenici su uspjeli identificirati i 127 CNV regije kod ¢etiri pasmine koza sto
je znacilo i uspostavu prve karte CNVR za koze (Fontanesi L. i sur., 2010.). Zanimljivo je da je
otkrivena povezanost CNVR-ova s olfaktornim receptorima, a poznata je Cinjenica koliko se
Zivotinje oslanjaju na svoj njuh u svim aspektima Zivota, pogotovo pri lociranju hrane,

identifikaciji Stetnih tvari, odabiru partnera itd. (Spehr i Munger., 2009.).



2.5 Varijante broja kopija u ovaca

U istrazZivanju kojeg su proveli Jenkins i sur. (2016.) proucene su varijante broja kopija u
ovaca, koristeci nekoliko platformi za otkrivanje i identifikaciju: CGH nizove, SNP Cipove i
sekvenciranje cijelog genoma (WGS). Otkrivena je povezanost sedam gena s CNV-ovima koji
se preklapaju s lokusima kvantitativnih svojstava (,,Quantitative trait loci“, QTL) u koje spadaju
svojstva duzine trupa, debljina lednog sala i trbusna mast itd. (Chen C. i sur, 2012.). Takoder
je zamijecen jedan CNV (duplikacija) povezan s utjecajem na boju dlake (Norris B.J. i sur.,
2008.). Pomocu CGH niza je ispitano ukupno 36 ov¢jih genoma te jos 6 referentnih. Dobiveno
je 3488 CNVR-ova na autosomima ovaca s rasponom od 1 kb do 3,6 Mb. Nadalje, veéina
varijanti broja kopija je sadrzavala brisanja, njih 58 %, dok je 38 % sadrzavalo dupliciranja, a
ostatak, 4 % oba dogadaja. U ovoj studiji je otkriveno da su CNVR-ovi bili grupirani zajedno u
genomu, Sto upucuje na povecanu mutacijsku aktivnost u ponavljaju¢im regijama i olakSava
razumijevanje nealelne homologne rekombinacije. Nealelna homologna rekombinacija
(NAHR) je mehanizam koji se koristi za popravak slomljenih kromosoma a cesto dovodi do
velikih preuredenja u strukturi genoma. (Conrad D. F. i sur., 2010.) Nadalje, drZi se da su CNV-
ovi koji obuhvaéaju sekvence gena zacijelo nastali duplikacijom a ne brisanjem. Razlog tome
je Sto delecije viSe ometaju funkciju gena nego dupliciranja i samim time su sklone veéem
selekcijskom pritisku (Conrad D.F. i sur., 2010.). Platforma koja se pokazala kao najboljom za
identifikaciju varijanti broja kopija je bila sekvenciranje genoma, s ¢ak 61 % potvrdenih CNV-
ova.

Liu i sur., (2023.) utvrduju kako su najbitniji ovéji proizvodi (meso, mlijeko, vuna i kasmir)
pod utjecajem varijante broja kopija, ali CNV-ovi utjeCu i na otpornost na bolesti i
reprodukciju. Upravo, zahvaljujuci znanstvenicima danas postoji mapa CNV-a unutar genoma
ovce kako bi se bolje razumjelo djelovanje CNV-a na gore spomenute karakteristike.
Znanstvenici Ma Y. i sur. (2015.) su uspjeli identificirati 111 CNV regija koriste¢i SNP50K Cip te
su na taj nacin mapirali CNV-ove unutar autosomnih kromosoma. Nadalje, znanstvenici Yang
L. i sur. (2018.) su identificirali cak 24 558 CNV-a kod ovaca iz razlicitih geografskih podneblja
i na taj nacin povezali CNV-ove s prilagodbom na podneblje.

Znanstvenici Igoshin A.V. i sur. (2018.) su ¢ak otkrili i povezanost CNV-ova s olfaktornim

receptorima i imunitetom na 12 pasmina ovaca, a takoder postoji povezanost CNV i s nekim



fizickim karakteristikama kao Sto su kratkorepost i dugorepost, masnorepost i masnotrti¢nost

za $to je jasno da su pasminske osobine (Taghizadeh S. i sur.,2022.).

2.6 Domestikacija ovaca

lako je domestikacija Zivotinja zapocela jo$ prije otprilike 11,500 godina, za ovce se
smatra kako su se domesticirale prije 9000. - 8000. godina prije Krista na podrucju Bliskog
istoka, preciznije od podrucja sredisnje Turske pa do sjeverozapadnog Irana (Arbuckle B.S. i
sur., 2014.). Prvobitna namjena ovaca je bila za proizvodnju mesa i mlijeka a tek tijekom 4. i 3.
tisucljeca pr. Kr. je i ov¢ja vuna dobila svoju namjenu (Schoop i sur., 2014.). Smatra se kako je
pripitomljavanje ovaca nastalo kroz viSestruke dogadaje, Sto proizlazi iz dokaza za postojanjem
razli¢itih haplogrupa mitohondrijske DNK u modernih ovaca koje su bile prisutne vec prije
pripitomljavanja (Pedrosa i sur., 2005.). Znanstvenici navode kako je zapravo rana umjetna
selekcija pridonijela oblikovanju domacih skupina (Chen i sur., 2021.; Lv i sur., 2022.; Cheng i
sur., 2023.). Danas se ovce smatraju jednom od glavnih vrsta domadih Zivotinjama, upravo
zbog svoje Sarolike primjene u vidu izvora mesa, koze, vune i mlijeka, a ono $to ih Cini
posebnima je njihova fenotipska raznolikost izmedu pasmina koja je nastala kao posljedica
uzgoja u razli¢itim staniStima, proizvodnim sustavima ali i zbog razlicitih uzgojnih ciljeva

(Kruska 1996., 1988.).

2.7 Paskaovca

Kako navode Pavic i sur. (2005.) Paska ovca nastala je na otoku Pagu koji se nalazi usred
dviju hrvatskih Zupanija; Licko senjske i Zadarske. Smatra se da je paska ovca nastala jos 1870.
godine kada je osnovana udruga ,Uzor stado” kako bi se stvorila ovca finije vune. Paska ovca
je prepoznatljiva prema svojoj zbijenoj i ¢vrstoj tjelesnoj gradi sa Sirokim trupom. Zahvaljujuci
geografskom polozaju i mikroklimi otoka Paga, istoimena ovca se hrani specificnim
mediteranskim biljem koji daje poseban okus proizvodima poput mesa i mlijeka. Paska ovca je
nastala oplemenjivanjem autohtone pramenke s ovnovima pasmine negretti i bergamo iz
Spanjolske s ciljem aklimatizacije pasmine merino na Dalamtinsku klimu i priobalje. Danas
vecina paskih ovaca ima svoje ovcarnike i hranidbu tijekom cijele godine te su prepoznatljive

po svojem paskom tvrdom punomasnom siru i janjadi.



Slika 2.7. Prikaz Paske ovce

(Izvor: https://www.agroportal.hr/ovcarstvo/25797)
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3 Materijali i metode

U ovoj studiji cilj je bio otkriti i karakterizirati varijacije broja kopija (CNV) kod pasmine
paske ovce koristec¢i podatke genotipizacije SNP-a. S obzirom da CNV predstavljaju znacajan
izvor genetske varijacije i da su povezani s fenotipskim svojstvima stoke, identificiranje CNV-
ova paske ovce moglo bi pruziti uvid u njihove jedinstvene prilagodbe i osobine. Za ovu analizu
koriSteni su genotipovi 100 jedinki Cetiri pasmine ovaca s istone obale Jadrana (istarska ovca,
paska ovca, dalmatinska pramenka i dubrovacka ruda, 25 jedinki po pasmini) prikupljeni i
pohranjeni u projektu Hrvatske zaklade za znanost ,Primjena NGS metoda u procjeni
genomske varijabilnosti preZivaca“ - ANAGRAMS (IP-2018-01-8708). Zivotinje su
genotipizirane pomocu ,,0vine Infinium® HD SNP BeadChip“ SNP ¢ipa, koji uklju¢uje 606.006
SNP-ova. Kontrola kvalitete SNP podataka provedena je koristenjem softvera PLINK 1.9 (Chang
i sur.,, 2015.), s parametrima: postotak uspjesnih genotipova > 0,9, odstupanje od Hardy-
Weinbergove ravnoteze na razini 0,001, stopa nedostajuc¢ih genotipova < 0,05 i stopa
nedostajuéih podataka < 0,1. KoriSteni su samo markeri s GenCall vrijednostima veé¢ima od
0,7. Detekcija CNV segmenata provedena je pomocu PennCNV softverskog paketa (Wang i
sur., 2007.), koji koristi Hidden Markov Model (HMM) za integraciju signala iz Log R omjera
(LRR), frekvencije B alela (BAF) i informacija o genotipu radi identifikacije CNV segmenata.
Analiza je provedena prema standardnom PennCNV protokolu. Koristena je skripta
“detect_cnv.pl”“ za detekciju CNV segmenata na temelju LRR i BAF signala. Prilagodeni su
parametri HMM modela kako bi se postigla optimalna osjetljivost i specificnost detekcije.
Koristili smo uzorke visoke kvalitete, sa standardnom devijacijom LRR signala manjom od 0,30
te zadanim parametrima: BAF drift od 0,01 i ,waviness” faktorom izmedu -0,05 i 0,05. U
PennCNV su ukljucene prilagodbe LRR signala temeljene na GC modelu iz Oar_v3.1 genoma,
uz minimalnu udaljenost trening markera od 500 kb. Nakon pocetne detekcije, CNV segmenti
su filtrirani prema duljini, broju SNP-ova u segmentu i kvaliteti signala. Osim toga, koriStena je
opcija “lastchr 26” u argumentu “detect” za specificne CNVR-ove. CNVR-ovi su odredeni
agregiranjem preklapajuc¢ih CNV-ova iz razliCitih jedinki. Nakon filtriranja, identificirani CNVR-
ovi su klasificirani u tri kategorije: 'Gubitak' (CNVR sadrzi deleciju), 'Dobitak' (CNVR sadrzi
duplikaciju) i 'Oboje' (CNVR sadrzi i deleciju i duplikaciju).
Nakon rezultata dobivenih softverom PennCNV, uslijedila je post analiza varijanti broja kopija
(CNV-a) putem programskog paketa HandyCNV 1.1.7 (Zhou i sur., 2021.). u statistickom
programu R Studio (RStudio Team, 2022.). Podaci vezani za pasku ovcu su morali sadrZavati
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identifikacijski broj jedinke, dvadeset i Sest autosomnih kromosoma, pocetne i krajnje pozicije
CNV-a, te CNV vrijednost dobivenu kao diskretni segment koji sadrzi genomsku poziciju (dugu
nekoliko kb ili Mb) gdje se ocituje odstupanje od ocekivanog diploidnog stanja, kako bi se
uspjesno izveo tijek rada paketa HandyCNV. Prvo je dobiven CNV saZetak koristeci funkciju
cnv_clean, zatim preko funkcije cnv_visual su uspjesno izvedeni CNV-ovi na svakom od 26
autosomnih kromosoma. Nakon toga, koristeéi funkciju call_cnvr_penn dobiveni su i CNVR-
ovi (regije varijanti broja kopija) koji su ujedno bili usporedeni s referentnim setom podataka

»,Sheep_Oar_v3.1_UCSC.txt“ preuzetim s UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/).

Preko iznad navedene funkcije dobiven je i sazetak CNVR-ova te ujedno i broj regija po
odredenom kromosomu. Nadalje, kako bi se izdvojilo Sto cini pasku ovcu specificnom
koristena je funkcija compare_cnvr gdje su se podaci usporedili s podacima sljedeéih pasmina
ovaca: dubrovacka ruda, dalmatinska pramenka te istarska ovca takoder dobiveni preko
programa PennCNV. Dobiveni rezultati su prikazali CNV regije paske ovce koja se ne javljaju u
ostalim navedenim pasminama (Zhou i sur., 2021.). Upravo su ti podaci nepreklapajuéih CNVR-
ova bili potrebni za sljedeéi korak kako bi se otkrilo koji se sve geni nalaze u dobivenim
regijama. Za otkrivanje gena je koristen program Golden Helix Genome Browse 3.1.0 (Golden
Helix, Inc.), a potrebni podaci za program su bili to¢an kromosom na kojem se nalaze otkrivene
regije te njihove pocetne i krajnje pozicije. Promatrana regija prosirena je za 1Mb od pocetka
i kraja. Nakon toga je koristen paket Gallo, verzija 1.5 (Fonseca i sur., 2024.) koji olakSava
integraciju i vizualizaciju rezultata kvantitativnih svojstava lokusa (QTL-ova) na razini GWAS-a
(Studije povezanosti genoma) (Cardoso F.R., 2020.). S obzirom da QTL-ovi pokrivaju Sire
podruéje genoma, uspjesno su dobiveni rezultati specificnih gena koji pridonose odredenom
kvantitativnom svojstvu.

U paket Gallo su uvedeni dobiveni rezultati iz paketa HandyCNV koji su sadrzavali CNVR regije
prisutne samo kod paske ovce. Kako bi se odredili tipovi QTL-ova u program se uvela
referentna baza podataka za ovce ,,QTLdb_sheepOAR3.gff“ s Animal QTL Database-a (QTLdb)
(https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index) , te su uspje$no pronadeni QTL-ovi
putem funkcije find_genes_qtls_around_markers. U konacnici je koristen bioinformaticki alat
DAVID (Baza podataka za biljeSke, vizualizaciju i integrirano otkrivanje) koji je pruzio
funkcionalne biljeSke za dobivene gene te efikasno prikazao na koji nacin su oni povezani

(Sherman B.T. i sur. 2022.; Huang D.W. i sur., 2009.).
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4 Rezultati

4.1 Varijante broja kopija (CNV)

Nakon kontrole kvalitete, a prije detekcije CNV-ova podaci su sadrzavali 531 918 SNP-
ova i 98 jedinki (zbog loSe kvalitete genotipova izbacena je jedna jedinka iz populacije
dubrovacke rude i jedna iz populacije dalmatinske pramenke). Rezultati dobiveni paketom
PennCNV, dalje su analizirani paketom CNV ciji rezultati slijede u nastavku. U tablici 4.1. je
vidljivo koji se CNV tipovi nalaze u podacima i prikazani su kao 1 — koji objasnjava pojavu
delecija kojih je bilo ukupno 4896, zatim 0 — koji objasnjava neutralnu pojavu kojih je ujedno
bilo i najvise (16052) i konacno 2 — koji objasnjava pojavu duplikacija kojih je bilo najmanje

(62). Takoder su izraCunate i prosje¢ne, minimalne i maksimalne duzine.

Tablica 4.1. Sazetak CNV segmenata detektiranih u 98 jedinki iz etiri populacije (dalmatinska
pramenka, dubrovacka ruda, istarska ovca, paska ovca). Duljine su izrazene u baznim

parovima.
CNV vrijednost | Broj CNV-a Prosjfeéna MiniTaIna Maksivr.nalna
duzina duZina duZina
1 (delecija) 4896 296658 437 4873436
0 (neutralno) 16052 1587380 437 4981849
2 (duplikacija) 62 69510 2983 269490

|II

Putem funkcije “cnv_visual” koristene u paketu HandyCNV, izraden je graficki prikaz
(Slika 4.1.1.) ukupnog broja CNV-ova prema njihovoj duljini baza, te je ujedno i vidljiv
prevladavajudi tip CNV-ova, neutralna pojava ili 0 obojan rozom bojom, te 1, obojan tirkiznom
bojom koji predstavlja delecije odnosno gubitke kopija. Sivom bojom obojane su duplikacije.
Najveci broj delecija ¢ine mali CNV-ovi veli¢ine do 50kb, a neutralni CNV-ovi su veéinom veci

od 1Mb. Duplikacije su takoder manje duljine (max 270kb).
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Slika 4.1.1. Graficki prikaz broja CNV-ova

4.2 Regije varijanti broja kopija (CNVR)

A2 28

U nastavku su kreirane regije CNV-a ili CNVR putem funkcije “call_cnvr” i “chr_set 26”.

One su dijelovi genoma koji sadrze jedan ili vise CNV koji se preklapaju za barem jedan bazni

par. Stoga se CNVR-ovi medusobno nikada ne preklapaju. Prvi rezultat je kratka sazeta tablica

koja prikazuje broj CNVR-ova po duljini i tipu (delecija, duplikacija i oboje.). Tip “oboje” znaci

da su i duplikacije i delecije prisutne unutar istog CNVR-a. U Tablici 4.2. je prikazan sazetak

dobivenih CNVR-ova kojih je ukupno bilo 955, a prevladavajuci tip CNV-a je delecija odnosno

gubitak postojeéih sekvenci.

Tablica 4.2. Sazetak CNVR-ova detektiranih u 98 jedinki iz Cetiri populacije (dalmatinska
pramenka, dubrovacka ruda, istarska ovca, paSka ovca). Duljine su izrazene u baznim

parovima.

Tip Ukupna
CNVR-a | BrojCNVR-a | Prosjecnaduzina Min. Duzina Maks. Duzina duzina
Delecija
(gubitak) 955 1282122 437 4981849 1224426162
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4.3 Regije varijanti broja kopija (CNVR) po kromosomu

U Tablici 4.3. prikazuju se rezultati za CNVR-ove po kromosomu, odnosno distribucija
navedenih 955 regija na dvadeset i Sest autosomnih kromosoma. Vidljivo je kako je drugi
kromosom sadrzavao najvise CNVR-ova, njih sto i jedan, dok je kromosom 21 imao najmanje
CNVR-ova, samo sedam. Prema slici 4.3.1. vidljiv je i vizualni prikaz spomenutih regija prema

svakom kromosomu.

Tablica 4.3. Tablica CNVR-ova po kromosomima u u 98 jedinki iz ¢etiri populacije (dalmatinska
pramenka, dubrovacka ruda, istarska ovca, paska ovca). Duljine su izrazene u baznim

parovima.

Kromosom | Ukupna duzina | Broj CNVR-a | Kromosom | Ukupna duzina | Broj CNVR-a
1 117741005 71 14 22779308 17
2 134622526 101 15 53986799 44
3 98520527 81 16 33197342 20
4 79339454 50 17 32390409 37
5 47431574 35 18 34627616 40
6 28507013 14 19 32379591 19
7 71462729 66 20 45363234 37
8 65040129 48 21 17013182 7
9 47142840 31 22 39667343 47
10 29814759 19 23 32992894 24
11 34914316 41 24 13729238 10
12 52727956 42 25 14068981 15
13 23939534 24 26 21025863 15
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Slika 4.3.1. prikazuje dijagram CNVR distribucijske mape dobivene preko funkcije
cnvr_plot u paketu HandyCNV. Dijagram prikazuje kako kromosom 20 (chr20) ima najvedi
postotak CNV-ova s 88,7 % pokrivenosti, dok kromosomi 21, 25 i 26 (chr21, chr25, chr26)
pokazuju puno manji postotak pokrivenosti. Kromosomi 1,2 i 3 (chrl, chr2, chr3) pokazuju
takoder znacajnu pokrivenost u rasponu od 40-60 %. Nadalje, kromosom 20 (chr20) ima
najvecu pogodenost s delecijama (gubitkom broja kopija), dok kromosomi 21, 24 i 26 (chr21,

chr24, chr 26) pokazuju puno manju pogodenost delecijama.
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Slika 4.3.1. Dijagram CNVR distribucijske mape
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4.4 Geniu CNVR regijama specificnim za pasku ovcu

CNVR regije specificne za pasku ovcu dobivene su putem funkcije compare_cnvr u
paketu HandyCNV. Jedinstvene regije su iznimno korisne i bitne jer prikazuju po kojim se to¢no
regijama i genima paske ovce razlikuju od ostalih pasmina ciji su podaci koristeni u svrhu ove
komparacije. Slika 4.4. prikazuje kako kromosom 17 ima najvecu prekrivenost CNV regijama
sa 16.9 %, dok peti kromosom ima najmanju pokrivenost s 0.3 %. U Tablici 4.4.1. prikazano je
ukupno 18 CNVR-ova specificnih za pasku ovcu. Tablica sadrzi identifikacijski broj CNVR-ova,
njihove pocetne i krajnje regije, te kromosom na kojem se nalaze. Takoder je za sljedeci korak
analize prikazana i prosirena regija u kojoj se razmatra CNVR te 1Mb genoma prije njegovog
pocetka i 1IMb nakon njegovog kraja. U svih 18 regija prevladava delecija odnosno gubitak
broja kopija. Koristenjem alata Golden Helix Genome Browse 3.1.0 (Golden Helix, Inc.) dobiven
popis gena detektiranih u 18 CNVR-ova i njihovih prosirenih regija (Tablica 4.4.2.). Ukupno je

pronadeno 160 gena. Njihov popis i funkcije nalaze se u Prilogu 1.
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Slika 4.4. Slika distribucijske mape CNVR-ova jedinstvenih za pasku ovcu.
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Tablica 4.4.1. Tablica CNVR-ova jedinstvenih za pasku ovcu i proSirenih regija za £1Mb.

CNVRID Krom. Pocetak Kraj VF.’oEetak . Kraj profsirene
prosirene regije regije
1.| CNVR322 5 61103130 61296265 60103113 62296265
2. | CNVR454 8 54868792 56304604 53868792 57304604
3. | CNVRA455 8 56308522 59190435 55308522 60190435
4. | CNVR456 8 59193803 60126125 58193803 61126125
5.| CNVR457 8 60128909 60136251 59128909 61136251
6. | CNVR458 8 60138526 62201087 59138526 63201087
7.| CNVRA475 9 28597870 29348322 27597870 30348322
8. | CNVR476 9 29372419 29385721 28372419 30385721
9. | CNVR602 13 7694349 7706057 6694349 8706057
10. | CNVR 623 13 74264468 77259870 73264468 78259870
11. | CNVR 715 17 8094418 11075996 7094418 12075996
12. | CNVR 716 17 11079219 11097267 10079219 12097267
13. | CNVR717 17 18157183 18215953 17157183 19215953
14. | CNVR718 17 18225614 18657878 17225614 19657878
15. | CNVR 722 17 26724346 26814959 25724346 27814959
16. | CNVR 736 17 39201820 40103811 38201820 41103811
17. | CNVR 737 17 40104582 42821030 39104582 43821030
18. | CNVR 738 17 42833602 42873392 41833602 43873392
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Tablica 4.4.2. Tablica gena u CNVR proSirenim regijama prisutnih samo kod paske ovce.

CNVRID Geni

1. CNV3 322 | SLC36A2, SLC36A1, FAT2, SPARC, ATOX1, G3BP1, GLRA1, NMUR2

2. CNVR 454 | LAMA2, ARHGAP18, L3MBTL3, SAMD3, TMEM200A, EPB41L2, AKAP7
L3MBTL3, SAMD3, TMEM200A, EPB41L2, AKAP7, ARG1, MED23, ENPP3,

3. CNVR 455 | ENPP1, CCN2(CTGF), MOXD1, STX7, TAARY, TAAR2, TAAR1, VNN1, VNN2,
SLC18B1, EYA4, TCF21, TBPL1, SLC2A12, SGK1, ALDH8A1, HBS1L
EYA4, TCF2(HNF1B), TBPL1, SLC2A12, SGK1, ALDHSA1, HBS1L, MY,

a. CNVR4S6 | 0 poevs

5. CNVR 457 | TBPL1, SLC2A12, SGK1, ALDH8A1, HBS1L, MYB, AHI1, PDE7B
TBPL1, SLC2A12, SGK1, ALDH8A1, HBS1L, MYB, AHI1, PDE7B,

6. CNVR 458 | FAM54A (MTER2), BCLAF1, MAP7, MAP3K5, PEX7, SLC35D3, IL20RA,
IL22RA2, IFNGR1, OLIG3, TNFAIP3, PERP, KIAA1244 (ARFGEF3)
TRIB1, NSMCE2, KIAAO196 (WASHC5), SQLEZNF572, MTSS1, NDUFBS,

7. CNVR 475 | TATDN1, RNF139, TRMT12, FERIL6, FAM91A1, ANXA13, KLHL3S,
FBX032, ATAD2, ZHX1, FAMS83A, ZHX2
MTSS1, NDUFB9, TATDN1, RNF139, TRMT12, TMEMG65, FERILE,

8. CNVR 476 | FAM91A1, ANXA13, KLHL38, FBXO32, ATAD2, ZHX1, FAMS3A,
ZHX2
MTSS1, NDUFB9, TATDN1, RNF139, TRMT12, TMEMG65, FERILE,

9. CNVR 602 | FAM91A1, ANXA13, KLHL38, FBXO32, ATAD2, ZHX1, FAMS3A,
ZHX2
TKDP1, WFDC2, EPPIN, WFDC8, WFDC13, WFDC3, DNTTIPI,
UBE2C, TNNC2, SNX21, ACOTS, ZSWIM3, SPATA25, NEURL2,
CTSA, PLTP, PCIF1, ZNF335, MMP9, SLC12A5, NCOAS5, CD4O0,

10. CNVR 623 | CDH22, SLC35C2, ELMO2, OCSTAMP, SLC13A3, TP53RK, SLC2A10,
EYA2, ZMYNDS, NCOA3, SULF2, PREX1, ARFGEF2, CSE1L, STAU1,
DDX27, ZNFX1, KCNB1, PTGIS, BAGALTS, SLC9AS, SPATA2, RNF114,
SNAI1, CEBPB, PTPN1, PARD6B

11 CNVR 715 | LRBA DCLK2, NR3C2, ARHGAP10, EDNRA, TTC29, POU4F2, SLC10A7,
LSM6

12. CNVR 716 | ARHGAP10, EDNRA, TTC29, POUA4F2, SLC10A7, LSM6

13, CNVR717 | MAML3, MGST2, SETD7, RAB33B, NAALS, NDUFCI, MGARP, ELF2,
SLC7A11

1a. CNVR 718 | MAML3, MGST2, SETD7, RAB33B, NAALS, NDUFCI, MGARP, ELF2,
SLC7A11

15. CNVR722 |-

16. CNVR 736 | RAPGEF2, FNIP2, PPID, ETFDH, RXFP1, TMEM144

17, CNVR737 | RAPGEF2, FNIP2, PPID, ETFDH, RXFP1, TMEM144, GRIA2, GLRB, PDGFC,
CTSO, TDO2, ASIC5, ZNF605, ZNF26, ZNF84, ZNF10

18, cNVR 738 | GLRB, PDGFC, CTSO, TDO2, ASICS, ZNF605, ZNF26, ZNF84, ZNF10,

ZNF268
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4.5 QTL-ovi u nepreklapaju¢im regijama CNVR-ova

Koristeéi paket Gallo u statistickom programu R, dobiveni su rezultati QTL-ova (lokusi
kvantitativnih svojstava (Tablica 4.5.). Upotrebom funkcije
“find_genes_qtls_around_markers” dobiveno je deset QTL-ova (QTL) na kromosomima: 8, 9 i
13. Takoder, uz tablicu, na slici (Slika 4.5.1.) je vidljiv i QTL tip , a izdvojila su se tri najbitnija
vuna s 50 %, te mlijeko i meso s 25 %. Uz QTL tip, dobivena su i imena QTL-ova: srednji promjer

vlakna, vrijeme zgrusavanja nakon dodavanja sirila i tjelesna teZina.

Tablica 4.5. Tablica QTL-ova iz Animal QTLdb baze pronadenih u CNVR regijama specificnim za
pasku ovcu.

QTLID Krom. QTL tip Start pozicija | Kraj pozicija Ime QTL-a
1. 263603 8 Vuna 35247461 84539654 Srednji promjer
vlakna
2. 263603 8 Vuna 35247461 84539654 Srednji promjer
vlakna
3. 263603 8 Vuna 35247461 84539654 Srednji promjer
vlakna
4, 263603 8 Vuna 35247461 84539654 Srednji promjer
vlakna
5. 263603 8 Vuna 35247461 84539654 Srednji promjer
vlakna
6. 263605 9 Vuna 16528100 48994813 Srednji promjer
vlakna
7. 263605 9 Vuna 16528100 48994813 Srednji promjer
vlakna
8. 224815 9 Mlijeko 29414681 29414685 Vrijeme zgrusavanja
sirila
9. 224815 9 Mlijeko 29414681 29414685 Vrijeme zgrusavanja
sirila
10. 263625 13 Meso 58406417 85702745 Tjelesna tezZina
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Mlijeko
Meso 25% 25%

Vuna

50%

Slika 4.5.1. KruZzni dijagram QTL tipova iz CNVR-ova jedinstvenih za pasku ovcu

Slijededi rezultati su dobiveni integrirajuéi rezultate iz paketa Gallo s Animal QTL
Database-om da bismo potvrdili QTL tip s ontologijskom osobinom proizvoda i sa drugim
pasminama. Rezultati su se podudarali s imenom QTL-ova i s ontologijskom osobinom
proizvoda. Navedeni QTL-ovi prije su detektirati kod merino pasmine te Spanjolske pasmine

Churra (Tablica 4.5.2.).

Tablica 4.5.2. Tablica QTL-ova povezanih s ontologijskim osobinama proizvoda i pasminama

Ontologija . .
QrLid osobine QTL detek.tlfan Simbol
. u pasmini
proizvoda
1| 263603 Promjer Merino MFDIAM
vunenog vlakna
2. | 263605 Promjer Merino MFDIAM
vunenog vlakna
3. Vrijeme
224815 zgruSavanja Churra RCT
mlijeka
4. 263625 Tjelesna teZina Merino BW
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5 Rasprava

Varijante broja kopija (CNV-ovi) su dijelovi DNK koji se razliku po broju kopija medu
pojedincima i na taj nacin pridonose genetskoj raznolikosti, Sto ih ¢ini iznimno bitnim za
istrazivanja. Postoje tri tipa glavnih CNV-ova a to su: delecije, duplikacije i sloZene
preraspodjele ¢ime utje¢u na ekspresiju gena ali i na fenotipska svojstva. Dobiveni rezultati su
prikazali kako je kod paske ovce prevladavala delecija odnosno gubitak broj kopija. Delecije
kod ovaca mogu signifikantno utjecati na razliita svojstva ovisno o zahvaéenim genima.
PonajviSe su to svojstva vezana uz opce zdravlje kao $to su problemi u razvoju ili poveéana
osjetljivost na bolesti. Nadalje, mogu utjecati na svojstva vezana uz proizvodnju vune, zatim
svojstva vezana uz proizvodnju mlijeka Sto bi uvelike negativno utjecalo na pasminu poput
paske ovce, koja se povezuje s proizvodnjom punomasnog tvrdog sira i proizvodi otprilike 150
kg mlijeka po laktaciji s prosje¢nim udjelom masti od 7,3 % i udjelom bjelancevina od 5,8 % po
¢emu se izdvaja od ostalih pasmina ovaca s kojima je bila usporedena u ovom radu (Barac Z. i
sur., 2013.). lako vecina delecija ima negativnih utjecaja na odredena svojstva, u nekim
slu¢ajevima oni mogu poboljsati svojstva ovisno u funkciji izbrisanih gena (Zhang F. i Lupski J.
R., 2011.). Nadalje, CNVR-ovi su bitne regije varijanti broja kopija, a rezultati su prikazali 955
CNV regija Sto bi se moglo interpretirati kao znacajna kolicina regija. S obzirom da je kromosm
20 pokazao najvecu prekrivenost s CNV regijama , u postotku od cak 88,7 %, moglo bi se
sugerirati da ovaj kromosom igra klju¢nu ulogu u genetskoj raznolikosti ali i na fenotipskoj
razini kod paske ovce. Sljededi rezultati, dobiveni usporedbom paske ovce s tri autohtone
hrvatske pasmine ovaca: dalmatinskom pramenkom, dubrovackom rudom i istarskom ovcom,
istaknuli su znacaj paske ovce kroz osamnaest jedinstvenih CNV regija koje se ne preklapaju.
Upravo se iz tih osamnaest CNV regija putem Golden Helix Genome Browse 3.1.0 (Golden
Helix, Inc.) otkrilo koji se geni nalaze u tim regijama te ujedno i da je glavni tip CNV delecija.
Identificirani geni u CNVR regijama kod paske ovce imaju kljuéne uloge u razlicitim bioloskim
procesima koji utjecu na proizvodniju, zdravlje, prilagodljivost i plodnost ovaca. CNVR regije su
vazne jer se povezuju s genetskom varijacijom koja mozZe doprinositi adaptaciji na specificne
uvjete okolisa, kao i proizvodnim osobinama ovaca (Tablica 8.1.). Geni povezani s
proizvodnjom su SLC36A1 i SLC36A2. Oni su dio obitelji transportera aminokiselina i igraju
vaznu ulogu u metabolizmu. Mogu utjecati na iskoriStavanje hranjivih tvari i energetsku
ucinkovitost, sto moZe poboljsati prinos mesa i mlijeka (Bréer S., 2008.). FAT2 je povezan s
regulacijom adhezije stanica i potencijalno utjece na razvoj masnog tkiva i kvalitetu mesa (Jiao
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i Zhang, 2013.). SGK1 je uklju€en u regulaciju ionskog transporta i ravnotezu vode i soli, Sto
moze imati utjecaj na mlije¢nu proizvodnju i odrZavanje homeostaze (Langisur., 2019.). CCN2
(CTGF) potice rast vezivnog tkiva, Sto moze igrati ulogu u kvaliteti mesa i strukturi misi¢nog
tkiva (Aguilar-Garcia i sur., 2022.). U detektiranim regijama nalaze se i geni odgovorni za
zdravlje i imunoloski odgovore. SPARC regulira remodeliranje tkiva i ima vaznu ulogu u
ozdravljenju rana i odrzavanju koZe, sto moZe biti vazno za otpornost na vanjske ozljede i
bolesti (Bradshaw, A.D., 2009.). IL20RA i IL22RA2 su receptori za interleukine ukljuceni u
imunoloski odgovor. Pomazu u zastiti od infekcija i podrZavaju imunoloski sustav (Ouyang i
sur., 2011.). TNFAIP3 je inhibitor upalnih odgovora smanjuje rizik od kroni¢ne upale (Zhang i
sur., 2021.), a CD40 je bitan za regulaciju imunoloskog sustava i odgovor na infekcije (Gossner
i sur., 2017.). Posebno su zanimljivi i geni koji se mogu povezati s adaptabilnoséu na okolis koji
je za pasku ovcu prilicno surov. VNN1 i VNN2 su geni koji reguliraju antioksidativni odgovor i
pomazu ovci da se nosi sa stresom izazvanim okolisnim faktorima kao $to su hladnoéa, vruéina
ililosa ishrana (Berruyerisur., 2004.). HNF1B je povezan s regulacijom metabolizma, $to moze
biti vazno za prilagodbu ovaca na razli¢ite hranidbene rezime (Yamaguchi i sur., 2021.).
RAPGEF2 i RAB33B reguliraju stani¢nu signalizaciju i mogu biti vazni za odgovor na stres (Emery
i sur., 2013.; Zheng i sur., 1998.). Kod uzgoja paske ovce vazno je da ovce svake godine ostanu
brede kako bi potom krenule u laktaciju, a i kako bi dale janjad koja se vrlo cijenjena u
gastronomiji. Stoga su bitni geni koji su povezani s reprodukcijom. Gen RXFP1, receptor za
relaksin, igra klju¢nu ulogu u reproduktivnhom procesu, ukljuCujuéi pripremu maternice za
gravidnost (Hsuisur., 2002.). TAAR geni (TAAR1, TAAR2, TAAR9) povezani s percepcijom mirisa
i mogu stoga utjecati na reproduktivno ponasanje (Liberles, S. D., 2015.). Gen EYA2 vazan je
za razvoj jajnika i regulaciju reproduktivnog ciklusa kod Zenki, a SPATA2 je ukljucen u
spermatogenezu i kljuéan za plodnost muskih jedinki (Masola i sur., 2022.). Funkcije
spomenutih gena vec¢ su detaljno proucavane u razli¢itim vrstama Zivotinja i uglavhom su
istrazene u drugim modelima sisavaca ukljucujuci i ovce i goveda, no studije za pasku ovcu jos
nisu objavljene.

Koristenjem paketa ,Gallo” (Fonseca i sur., 2024.) u programu R, osamnaest CNVR regija
integrirano je s QTL-ovima. Nedavna istrazivanja pokazala su kako je mapiranje CNVR-ova s
QTL-ovima iznimno bitno za razumijevanje genetskih varijacija ali i za razumijevanje kako te
varijacije doprinose i korisnim i Stetnim osobinama u populaciji ovaca (Xu L. i sur., 2016.).

Rezultati dobiveni u navedenom paketu dokazali su kako prevladavaju tri glavna tip QTL-ova
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u CNVR-ovima jedinstvenim za pasku ovcu, a to su oni povezani s vunom , proizvodnjom
mlijeka i proizvodnjom mesa, pri ¢emu dva QTL (50 %) otpadaju na vunu, dok se za meso i
mlijeko CNVR regije preklapaju s po jednim QTL-om. Koristeé¢i Animal QTLdb i dobivene QTL
identifikacijske brojeve dobivena je povezanost paske ovce s ontologijskim svojstvima osobina
alii s ostalim pasminama (Ramos Z. i sur., 2023.; Marina H. i sur., 2021. ). Za promjer vunenog
vlakna identican QTL naden je kod merino ovce $to potvrduje oplemenjivanje paske ovce
ovom pasminom. Takoder i povezanost vidimo i preklapanje QTL-a sa Spanjolskom churra
pasminom, koja se kao i paska ovca istice kao mlije€na pasmina. Konacno, lista gena iz CNVR
regija  specificnih  za  pasku ovce provucena je kroz alat DAVID
(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) kako bi se dobiveni geni stavili u kontekst metabolickih
puteva. Dobivene su Cetiri glavne putanje koje povezuju gene s bioloSkim procesima. Prva je
sinteza pantotena (vitamin B5) i koenzima A povezanih s genima VNN1, VNN2, ENPP3 i ENPP1
(Slika 5.1.). Obzirom da je pantotenska kiselina neophodna za sintezu koenzima A, ovaj put je

iznimno bitan za razgradnju masnih kiselina ali i za metabolizam glukoze kod ovaca.
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Slika 5.1. Sinteza pantotena i koenzima A.
Crvenim kvadratom oznacena su mjesta na koja utjecu geni od interesa (3.5.1.92 — VNN1,
VNN2i3.6.1.9 - ENPP3, ENPP1)
(Generirano putem: https://david.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?annot=52)
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Drugi put je interakcija neuroaktvinog ligand receptora koji je povezan s genima EDNRA,
GRIA2, GLRA1, GLRB, NMUR2, RXFP1, TAAR1, TAAR9 (Slika 5.2.). Neuroaktivni ligand-receptor
sustav omogucuje komunikaciju izmedu stanica i koordinaciju fizioloSkih procesa, posebno
onih povezanih s ponasanjem, emocionalnim stanjem i odgovorom na vanjske podrazaje.
Posreduje u komunikaciji izmedu Ziv€anog i imunoloSkog sustava, a ova veza naziva se

neuroimunoloska interakcija (Levite M., 2008.).
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Crvenim kvadratom oznacena su mjesta na koja utje€u geni od interesa (TAR — receptor
povezan s aminom u tragovima, EDNR — endotelinski receptor tipa A, NMUR — neuromedin U
receptor, RXFP — peptidni receptor obitelji relaksina, GR/ — glutamatni ionotropni receptor
AMPA tip, GLR — glicin receptor alfa)

(Generirano putem: https://david.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?annot=52)
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Treci put je metabolizam riboflavina koji je povezan s genima ENPP1 i ENPP3 (Slika 5.3.).
Riboflavin (vitamin B2) je bitan u proizvodnji energije u stani¢cnom disanju, a njegova
optimalna razina utjece i na odrzavanje razine proizvodnje mlijeka Sto je iznimno bitno za
pasku ovcu koja je poznata po svome siru, nedostatak s druge strane, moZe dovesti do
metaboli¢kih poremecdaja. Ovaj vitamin je posebno vazan u osiguravanju energetske
ucinkovitosti, Sto je presudno za stvaranje mlijeka i odrZzavanje zdravlja mlijecnih Zlijezda (Ren

N. isur., 2023.).

Metabolizam riboflavina
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Slika 5.3. Metabolizam riboflavina
Crvenim kvadratom oznacena su mjesta na koja utjecu geni od interesa (3.6.1.9 — ENPP3,
ENPP1 ektonukleotid pirofosfataza / fosfodiesteraza 1)
(Generirano putem: https://david.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?annot=52)
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Cetvrti put je TNF signalni put koji je povezan s genima CEBPB, TNFAIP3, MMP9 i MAP3K5
(Slika 5.4.). Ovaj put je klju¢an u regulaciji imunoloskih odgovora i upala ali i u regulaciji
stani¢ne smrti (apoptoze) koja je neophodna za odrzavanje zdravog tkiva u ovaca. Takoder,
prekomjerna aktivacija ovog puta moZe dovesti do poremedaja poput kronicnih upala

(Sherman B.T. i sur. 2022.; Huang D.W. i sur., 2009).
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Slika 5.4. TNF signalni put

Crvenim kvadratom oznacena su mjesta na koja utjecu geni od interesa (ASK1 — mitogen
aktivirana protein kinaza 5, CEBPB — CCAAT pojacivac vezujuéeg proteina beta, MMP9 —
matri¢na metalopeptidaza 9, TNFAIP3 — TNF alfa inducirani protein 3)
(Generirano putem: https://david.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?annot=52)

Istrazivanje varijacija broja kopija (CNV) kod paske ovce otkrilo je genetske ¢imbenike koji
igraju kljuénu ulogu u razli¢itim bioloskim procesima, ukljuéujuci proizvodnju mlijeka, zdravlje,
prilagodbu okoliSu i plodnost. U kombinaciji, ovi putevi pruzaju uvid u genetsku osnovu
prilagodljivosti paske ovce na specificne uvjete okolisa, te omogucuju poboljsanje selekcijskih
uzgojnih programa za povecanje proizvodnje i otpornosti, ¢ime ¢e se osigurati visoka kvaliteta

proizvoda poput mlijeka i sira, po kojima je paska ovca poznata.
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6 Zakljucak

U kontekstu genetike, varijacije broja kopija sugeriraju kako genom nije jednostavna
kombinacija roditeljskih gena, nego je podloZan promjenama zbog nejednakih prijeloma
kromosoma tijekom stvaranja spolnih stanica. Ove varijacije mogu uzrokovati dodavanje ili
gubitak dijelova genetskog materijala, Sto moze imati znacajan utjecaj na nasljedni rizik za
bolesti. Geneticari su prepoznali da rijetke, velike strukturne varijante mogu igrati klju¢nu
ulogu u nastanku cestih bolesti poput autizma ili Sizofrenije, sto ukazuje na dinamicniju i
prilagodljiviju prirodu ljudskog genoma nego Sto se ranije mislilo. Varijante broja kopija
predstavljaju klju¢nu ulogu i u odredenim kvantitativnim svojstvima kao Sto su rast,
reprodukcija, kvaliteta vune i otpornost na bolesti koja su iznimno bitna kod ovaca. Takoder
proucavanje CNV-ova kod ovaca nam daje uvid u identificiranje genetskih markera koji su
povezani s ekonomski vaznim svojstvima koji ¢e u konacnici posluziti kao smjernica s
selektivne uzgojne programe. S obzirom da je paska ovca jedna od glavnih hrvatskih
autohtonih pasmina ovaca, proucavanje CNV-ova na ovoj pasmini je iznimno bitno, posebno
iz razloga Sto se ona prilagodila jedinstvenom kamenitom okoliSu otoka Paga. Geni
identificirani u CNVR regijama kod paske ovce igraju vaznu ulogu u kljuénim procesima koji
utjecu na njihovu proizvodnju, zdravlje, prilagodbu na okolis i plodnost. Ovi geni mogu pomodi
u daljnjem razumijevanju genetskih osnova produktivnosti i otpornosti, Sto je od znacaja za
unapredenje uzgojnih programa i poboljSanje uc¢inkovitosti u stocarstvu. Istrazivanje CNV-ova
na Paskoj ovci moZe pridonijeti otkrivanju genetskih ¢imbenika koji su zasluzni za njezine
visokokvalitetne proizvode kao Sto je mlijeko i njegov pod proizvod sir kao i otpornost na

stresne faktore iz okolisa.
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8 Prilozi

8.1 Prilog1

Tablica 8.1. Geni, njihove funkcije i vezani poremecaji u prosSirenim CNVR regijama specifi¢nim

za pasku ovcu

Ime gena Funkcija gena Bolest/mutacija
povezana s genom
1. SLC36A2 Protein koji sadrzi transmembransku Mogucda osjetljivost
domenu prijenosnika AK na apsorpciju
(glicin,alanin,prolin) hranjivih tvari/bolesti
povezane s
metabolizmom
2 SLC36A1 Protein koji sadrzi transmembransku Mogucda osjetljivost
domenu prijenosnika AK na apsorpciju
hranjivih tvari/bolesti
povezane s
metabolizmom
3. FAT2 Protein koji funkcionira kao molekula
stani¢ne adhezije — kontrolira stani¢nu
proliferaciju i sudjeluje u razvoju malog
mozga
4. SPARC Regulira rast stanica kroz interakcije s Mutacije mogu
izvanstani¢nim matriksom i citokinima (VeZe | utjecati na razvoj
Ca, Cu, albumin itd.) koze ili vune
5. ATOX1 VeiZe i isporucuje citosolni bakar u proteine
bakrene ATP-aze
6. G3BP1 Protein koji je ukljuéen u mnoge procese —
stvaranje granula stresa i urodeni imunitet
7. GLRA1 Protein kodiran ovim gen je podjedinica Neuroloska stanja
pentamernog inhibitornog receptora glicina | poput poremedaja
drhtanja
8. NMUR2 Gen receptor za neuropeptide: neuromedin-
U i neuromedin-S — rasprostranjen u
crijevima, regulira unos hrane i tjelesne
teZine
9. LAMA2 Izvanstanicni protein koji je glavna Potencijalni
komponentna bazalne membrane, poremedaji na
posreduje u vezivanju i migraciji stanica kostima ili na razvoj
tkiva tijekom embrionalnog razvoja
10. ARHGAP18 Gen koji ukljucuje regulaciju polimerizacije
aktinskog filamenta
11. L3MBTL3 Gen koji kodira ¢lana obitelji malignih
tumora mozga, moze regulirati
hematopoezu
12. SAMD3 Gen za kodiranje proteina
13. TMEM200A Nepriznat protein, predviden kao sastavni
dio membrane
14. EPB41L2 Protein koji veZe citoskelet i strukturne
molekule
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15.

AKAP7

Gen koji usmjerava CAMP ovisnu protein
kinazu (PKA) na plazma membranu i spaja L-
tip Ca kanala

16.

ARG1

Klju¢an gen za ciklus ureje koji pretvara L-
arginin u ureu i L-ornitin koji nakraju
pokrecu sintezu kolagena, metabolizam
arginina je klju¢an regulator imunoloskih
odgovora

Potencijalni
metabolicki
poremedcaji

17.

MED23

Gen koji je potreban za aktivaciju
transkripcije nakon sastavljanja
predinicijacijskog kompleksa, radi s
koaktivatorima kako bi usmjerili inicijaciju
transkripcije pomocu RNA polimeraze Il

18.

ENPP3

Protein koji pripada nizu ektoenzima,
ukljuéen u hidrolizu izvanstanicnih
nukleotida — posjeduju aktivnosti ATP-aze i
ATP pirofosfataze

19.

ENPP1

Dio je pirofosfataze/fosfodiesteraze (ENPP),
cijepa fosfodiesterske veze, djeluje na
mineralizaciju kostiju i kalcifikaciju mekog
tkiva

20.

CCN2

Mitogen koji izlu€uje vaskularne endotelne
stanice, bitan u proliferaciji i diferencijaciji
hondrocita

Povezanost sa
poremedajima
vezanima uz razvoj
tkiva koja su bitna
kod otpornosti na
bakterijskih infekcija

21.

MOXD1

Omoguduje vezanje iona bakra i aktivnost
dopamin beta-monooksigenaze

22.

STX7

Membranski receptor koji je uklju¢en u
transport vezikula, posreduje u endocitnom
prometu

23.

TAAR9

Receptor povezan s proteinom rodopsina G,
receptor za amine u tragovima

24,

TAAR2

Omoguduje aktivnost receptora amina u
tragovima

25.

TAAR1

G-protein spregnuti receptor aktiviran
tragovima amina, receptor za amine u
tragovima

26.

VNN1

Aminohidrolaza koja hidrolizira jednu od
karboamidnih veza D-panteteinu

27.

VNN2

Aminohidrolaza koja hidrolizira jednu od
karboamidnih veza D-panteteinu, ¢ime
reciklira panotensku kiselinu i oslobada
cisteamin

28.

SLC18B1

Protonski poliaminski antiporter ukljucen u
translokaciju poliamina iz citosola u
sekretorne vezikule, olakSava spremanje
spermina i spermidina u astrocitima

Moguca osjetljivost
na apsorpciju
hranjivih tvari/bolesti
povezane s
metabolizmom
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29.

EYA4

Djeluje kao aktivator transkripcije putem
aktivnosti proteinske fosfataze, vazan za
razvoj oka i funkciju zrelog Cortijevog
organa

30.

TCF21

Gen koji je ukljucen u epitelno-
mezenhimalne interakcije u morfogenezi
bubrega i plu¢a

31.

TBPL1

Gen koji kodira ¢lana obitelji TATA box-
povezani protein , vazan u transkripciji
pomocu RNA polimeraze Il i spermatogenezi

32.

SLC2A12

Djeluje kao prenositelj koji katalizira unos
glukoze putem olaksane difuzije

Moguca osjetljivost
na apsorpciju
hranjivih tvari/bolesti
povezane s
metabolizmom

33.

SGK1

Serin/treonin protein kinaza koja je
uklju¢ena u regulaciju ionskih kanala,
membranskih transporta, stani¢nih enzima
itd., vazan kao odgovor na stres

34.

ALDH8A1

Gen koji kodira aldehid dehidrogenazu

35.

HBS1L

Gen koji kodira ¢lana obitelji GTP vezujuéih
faktora elongacije , najveéu ekspresiju ima u

.....

podrucje ovog gena je identificirano kao QTL

36.

HNF1B

Protein koji se veZze na DNK kao homodimer
ili heterodimer ,bitan u razvoju nefrona

37.

MYB

Protein koji ima bitnu ulogu u regulaciju
hematopoeze

38.

AHI1

Gen koji je uklju¢en u promet vezikula i
bitan je za ciliogenezu i diferencijaciju
neurona

39.

PDE7B

Gen koji kodira cAMP-specifi¢nu
fosfodiesterazu , regulator mnogih
fizioloSkih procesa

40.

MTFR2

Vazna ulogu u aerobnom disanju i fisiji
mitohondrija

41.

BCLAF1

Gen koji kodira transkripcijski represor,
prekomjerna ekspresija gena uzrokuju
stani¢nu smrt (apoptozu)

Potencijalni
poremedaji na
kostima ili na razvoj

42.

MAP7

Protein vaZan za stabilizaciju mikrotubula
tijekom reorganizacije mikrotubula

43.

MAP3K5

Serin-treonin kinaza koja djeluje kao
prijenos signala MAP kinaze, vazan u
stani¢nim odgovorima izazvanih tokom
promjena u okolisu

Potencijalni
poremedaji na
kostima ili na razvoj

44,

PEX7

Receptor za peroksisomalni uvoz proteina
koji sadrzi C terminalni PTS2 tip

45,

SLC35D3

Sudjeluje u transportu ugljikohirata i
pirimidin nukleotida i Secera

Moguca osjetljivost
na apsorpciju
hranjivih tvari/bolesti
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povezane s
metabolizmom

46.

IL20RA

Kodirani protein koji je podjednica
receptora citokina tip Il, vazan u funkciji
epidermisa

47.

IL22RA2

Kodirani topljivi protein koji spada u
citokinske receptore tipa ll

48.

IFNGR1

Interferon tip I, vazan u antimikrobnim,
antivirusnim i antitumorskim odgovorima na
nacin da aktivira imunoloske stanice

Povezanost sa
imunoloskim
odgovorom na
prionske bolesti

49.

OLIG3

Gen koji je ukljucen u diferencijaciju
neurona i regulira transkripciju pomocu RNA
polimeraze Il

50.

TNFAIP3

Gen cija ekspresija inducira faktor nekroze
tumora, enzim je za uredivanje ubikvtina

Potencijalni utjecaj na
autoimune ili upalne
bolesti poput
mastitisa

51.

PERP

Gen koji je aktivan u endopeptidazi
cisteinskog tipa, bitan u stani¢nim spojevima

52.

ARFGEF3

Gen koji omoguéuje izmjenu gvanil
nukleotida, bitan u organizaciji aktinskog
citoskeleta

53.

TRIB1

Gen koji uklju€uje mitogen aktiviranu
aktivnost vezanja protein kinaze

54.

NSMCE2

Gen koji je povezan s ubikvitinom, ukljuéen
u nuklearni transport, transkripciju i
segregaciju kromosoma

55.

WASHC5

Najvecu ekspresiju ima u skeletnim

.....

intermedijator tijekom preslagivanja
endosoma

56.

SQLE

Sudjeluje u stvaranju lipidnih kapljica,
omogucuje aktivnost vezanja FAD, regulira
proliferaciju stani¢ne populacije

57.

ZNF572

Uklju€en je u regulaciju transkripcije
pomocu RNA polimeraze Il

58.

MTSS1

Veie monomer aktin i signalne receptore,
ukljucen je u razvoj urogenitalnog sustava

59.

NDUFB9

Podjedinica je mitohondrijskog kompleksa
oksidativne fosforilacije

60.

TATDN1

Gen koji je uklju¢en u metabolicki proces
DNK i hidrolizu fosfodiesterske veze
nukleinske kiseline, vazan u kromosomskoj
segregaciji

61.

RNF139

Membranski protein koji sadrzi RING-H2,
djeluje kao negativni regulator stanic¢ne
proliferacije

62.

TRMT12

Hipermodificrani gvanozin koji stabilizira
interakcije kodon — antikodon tijekom
dekodiranja na ribosomu
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63. FER1L6 Omoguduje aktivnost vezanja metalnih iona,
sudjeluje u organizaciji membrane

64. FAM91A1 Ukljucen u transport proteina i veZze vezikule
za Golgijev aparat

65. ANXA13 Gen koji veze fosfolipine ovisne o kalciju te
regulira stanicni rast

66. KLHL38 Neprepoznat protein

67. FBX032 Gen koji kodira ¢lana obitelji F-box proteina,
posreduje u ubikvitinaciji

68. ATAD2 Obavlja funkciju Saperona koji pomaze u
sastavljanju i rastavljanju proteinskih
kompleksa

69. ZHX1 Djeluje kao transkripcijski represor

70. FAMS83A Omoguduje identi¢nu aktivnost vezanja
proteina, veze protein kinazu

71. ZHX2 Gen koji stvara homodimere i djeluje kao
transkripcijski represor

72. TASP1 Gen koji kodira endopeptidazu koja cijepa
supstrate nakon aspartatnih ostataka

73. ESF1 Omoguduje aktivnost vezanja RNA, regulira
bazalnu transkripciju

74. NDUFAF5 Kompleks NADH-ubikinon oksidoreduktaza
respiratornog lanca mitohondrija,

75. SEL1L2 Sudjeluje u aktivnosti ubikvitin protein
tranferaze

76. MACROD?2 Gen koji uklanja ADP-ribozu iz ostataka
aspartata i glutamata u proteinima koji nose
jedan dio ADP-riboze

77. TKDP1 Djeluje inhibitorno na proteinazu

78. WFDC2 Gen koji sadrzi osam cisteina koji tvore Cetiri
disulfidne veze u jezgri proteina i djeluju kao
inhibitor proteaze, moze sudjelovati u
sazrijevanju spermija

79. EPPIN Gen koji kodira ihbitor proteaze epididimisa
, posjeduje antimikrobno djelovanje protiv
E. coli

80. WFDC8 Gen koji sadrZi osam cisteina koji tvore Cetiri
disulfidne veze u jezgri proteina i djeluju kao
inhibitor proteaze

81. WFDC13 Gen koji sadrzi osam cisteina koji tvore Cetiri
disulfidne veze u jezgri proteina i djeluju kao
inhibitor proteaze

82. WFDC3 Gen koji sadrzi osam cisteina koji tvore Cetiri
disulfidne veze u jezgri proteina i djeluju kao
inhibitor proteaze

83. DNTTIP1 Gen koji povecava aktivnost
deoksinukleotidiltranferaze (DNTT)

84. UBE2C Gen koji prihvada ubikvitin iz kompleksa E1 i

katalizira njegovo kovalentno vezanje na
druge proteine
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85. TNNC2 Troponin (Tn) je kljuéni protein kompleks
koji regulira kontrakcije poprec¢no prugastih
misica

86. SNX21 Gen koji veze fosfoinozitide, specifi¢na
funkcija nije utvrdena

87. ACOT8 Protein koji je kodiran ovim genom je
peroksisomalna tioesteraza, ukljucen je u
oksidaciju masnih kiselina

88. ZSWIM3 Omoguduje aktivnost vezanja iona cinka

89. SPATA25 Gen koji je uklju¢en u speramtogenezu

90. NEURL2 Protein koji je ukljuéen u regulacije
organizacije miofibrila

91. CTSA Gen koji kodira ¢lana obitelji peptidaza S10
serin karboksipeptidaza

92. PLTP Protein koji prenosi fosfolipide iz
lipoproteina bogatih trigliceridima u
lipoprotein visoke gustoée

93. PCIF1 Omoguduje aktivnost vezanja fosfosrina C-
terminalne domene RNA polimeraze Il,
ukljucen i u metilaciju mRNA

94. ZNF335 Protein koji je kodiran ovim genom pojacava
transkripcijsku aktivaciju receptorima
nuklearnog hormona vezanog za ligand

95. MMP9 Protein koji je ukljuéen u izgradnju Mutacije bi mogle
izvanstani¢nog matriksa u normalnim utjecati na rast ili
fizioloskim procesima (embrionalni razvoj, razvoj misica
reprodukcija itd.)

96. SLC12A5 Gen koji posreduje elektorneutralni Moguca osjetljivost
kotransport kalij-klorid u zrelim neuronima, | na apsorpciju
bitan je za homeostazu neurona CI(-) hranjivih tvari/bolesti

povezane s
metabolizmom

97. NCOA5 Nuklearni hormonski receptor, posjeduje
koaktivatorsku i korepresijsku funkciju

98. CD40 Gen koji je bitan za posredovanje Sirokog
spektra imunoloskih i upalnih odgovora

99. CDH22 Protein koji je ovisan o kalciju i vazan je u
morfogenezi te stvaranju tkiva u Zivéanim i
neziv€anim stanicama tijekom razvoja

100. SLC35C2 Gen koji je prijenosnik trioza-fosfata,
reguliran je preko napetosti kisika

101. ELMO2 Gen koji je ukljuc¢en u preuredenje
citoskeleta potrebnih za fagocitozu
apoptotskih stanica

102. OCSTAMP Gen koji je receptor na stani¢noj povrsini i
vazan je u stani¢noj fuziji i diferencijaciji

103. SLC13A3 Kotransporter natrij-dikarboksilata u
sisavaca

104. TP53RK Gen koji je ukljucen u fosforilaciju proteina

105. SLC2A10 Kodirani protein koji ima ulogu u regulaciji

homeostaze glukoze
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106. EYA2 Protein koji moze biti post translacijski Povezanost sa
modifciran i vazan je u razvoju oka razvojnim defektima
107. ZMYND8 Protein koji je kodiran ovim genom je
receptor za protein aktivirane C-kinaze
108. NCOA3 Koaktivator nuklearnih receptora koji se
izravno veZe za nuklearne receptore
109. SULF2 Heparan sulfat proteoglikan koji djeluje kao
koreceptor za brojne faktore rasta i citokine
koji se veZu za heparin
110. PREX1 Protein koji djeluje kao ¢Cimbenik izmjene
gvanin nukleotida (GEF)
111. ARFGEF2 Gen koji poti¢e izmjenu guanin nukleotida
na ARF1 i ARF3
112, CSE1L Proteini koji nose nuklearni lokalizacijski
signal
113. STAU1 Staufen je protein koji veZze dvolancanu RNA
uklju¢enu u transport mRNA
114. DDX27 Protein za ATP-ovisnu RNA helikazu
115. ZNFX1 Gen koji omogucuje vezanje RNA, potreban
je za ogranicavanaje replikacije RNA virusa
116. KCNB1 Naponski uvjetovan kalijev kanal koji
posreduje transmembranski transport kalija
u membranama u mozgu i gusteraci
117. PTGIS Gen koji katalizira biosintezu i metabolizam
eikosanoida
118. B4GALT5 Gen koji katalizira sintezu laktoazilceramida
(LaCer) putem prijenosa galaktoze
119. SLC9AS8 Djeluje kao Na/H antiporter i kao izmjenjiva¢ | Moguca osjetljivost
u trans Golgijevom aparatu na apsorpciju
hranjivih tvari/bolesti
povezane s
metabolizmom
120. SPATA2 Gen koji je uklju¢en u deubikvitinaciju
proteina
121. RNF114 Omoguduje aktivnost ubikvitin protein ligaze
122, SNAI1 Gen koji je ukljuc¢en u indukciju prijelaza
epitela u mezenhim te odrZavanje
embrionalnog mezoderma, zaustavlja rast i
migraciju stanica
123. CEBPB Gen koji je bez introna te kodira faktor
transkricpcije
124. PTPN1 Tirozin-protein fosfataza koja djeluje kao
regulator odgovora proteina
125. PARD6B Adapterski protein koji je ukljucen u
asimetri¢nu stani¢nu diobu i u procese
polarizacije stanica
126. LRBA Gen koji je ukljucen u spajanje transdukcije

signala i prometa vezikulama
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127.

DCLK2

Protein kodiran ovim genom sadrzi dvije N-
terminalne dvokortinske domene koje veze
mikrotubule

128.

NR3C2

Receptor za mineralkortikoide — aldosteron i
glukokortikoide — kortikosteron , povecava
transport iona i vode

129.

ARHGAP10

Ukljucen je u organizaciju citoskeleta i u
negativnu regulaciju apoptoze

130.

EDNRA

Peptid koji je vazan u snaznoj i dugotrajnoj
vazokonstrikciji, receptor za endotelin-1

131.

TTC29

Ukljucen je u kretanje cilija i u organizaciju
cilija i vazan je za pokretljivost spermija

132.

POUA4F2

Gen koji odrzava neuron vidnog sustava u
retini

133.

SLC10A7

Ukljucen je u homeostazu iona kalciju,
transport glikoproteina i proces biosinteze
heparina

Moguca osjetljivost
na apsorpciju
hranjivih tvari/bolesti
povezane s
metabolizmom

134.

LSM6

Vazan za spajanje pre mRNA

135.

MAML3

Ukljucen je u Notch signalni put i u pozitivnu
regulacije transkripcije pomoc¢u RNA
polimeraze Il

136.

MGST2

Katalizira nekoliko razli¢itih reakcija ovisnih
o glutationu

137.

SETD7

Histon metiltranferaza koja specificno
monometilira 'Lys-4' histon H3

138.

RAB33B

Gen koji kodira mali GTP vezujudi protein iz
obitelji RAB GTP-aze

139.

NAA15

N-alfa acetilacija, translacijski modificirani
protein u eukariotskim stanicama

140.

NDUFC1

Gen koji je podjedinica NADH-ubikinon
oksidoreduktaze prvog enzimskog
kompleksa u lancu prijenosa elektrona u
unutarnjoj mitohondrijskoj membrani

141.

MGARP

VaZan u prometu mitohondrija duz
mikrotubula, stani¢ni odgovor na hormonski
podraZaj

142.

ELF2

Omoguduje transkripciju vezanja DNK, veZe
specificnu DNK za RNA polimerazu Il

143.

SLC7A11

Protein koji je dominantni posrednik
spajanja herpes virusa

Moguca osjetljivost
na apsorpciju
hranjivih tvari/bolesti
povezane s
metabolizmom

144.

RAPGEF2

Funkcionira kao faktor izmjene guanin
nukleotida

145.

FNIP2

Gen koji kodira protein koji se veze na
tumor supresorski folikulin i na AMP-
aktiviranu protein kinazu
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146. PPID Protein koji spada u peptidil-prolil cis-trans
izomeraze, ubrzava savijanje proteina

147. ETFDH Gen koji prenosi elektrone u mitohondrijima
i neophodan je za prijenos dehidrogenaze

148. RXFP1 Receptor za relaksine, vaZan je za
pokretljivost spermija

149. TMEM144 Omoguduje aktivnost transmembranskog
prijenosa ugljikohidrata

150. GRIA2 Glutamatni receptor koji sluzi kao
neurotransmiterski receptor u mozgu
sisavaca i aktvira neurofizioloske procese

151. GLRB Receptor koji funkcionira kao ionski kanal
odreden neurotransmiterom

152. PDGFC Gen koji ima vaznu ulogu u regulaciji rasta,
stani¢ne proliferacije i stanicne migracije

153. CTSO Protein kodiran ovim genom je cistein
proteinaza i razgraduje sinteticke peptide

154. TDO2 Gen koji ima kljuénu ulogu u metabolizmu
triptofana

155. ASIC5 Pripada obitelji Na+ kanala osjetljivih na
amilorid, to¢na funkcija nije utvrdena

156. ZNF605 Omoguduje aktivnost transkripcije vezanja
za DNK specificnu RNA polimerazu Il

157. ZNF26 Omoguduje aktivnost transkripcije vezanja
za DNK specificnu RNA polimerazu Il

158. ZNF84 Omoguduje aktivnost transkripcije vezanja
za DNK specificnu RNA polimerazu Il

159. ZNF10 Djeluje kao transkripcijski represor

160. ZNF268 Omoguduje aktivnost transkripcije vezanja

za DNK specificnu RNA polimerazu Il
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