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1. Wykaz skrotow

GWAS — (ang. genome-wide association studies) — analizy asocjacyjne calego genomu
CNV — (ang. copy number variation) — zmienno$¢ liczby kopii

ddPCR — (ang. droplet digital PCR) — emulsyjno-cyfrowa reakcja tancuchowa polimerazy
DEGs — (ang. differently expressed genes) - geny o zréznicowanej ekspresji

FDR — (ang. false discovery rate) — wspotczynnik fatszywych odkry¢

GO — (ang. gene ontology) — ontologia genow

p-value — (ang. probability value) — warto$¢ prawdopodobienstwa

padj. — (ang. adjusted p-value) — skorygowana wartos¢ prawdopodobienstwa

PCR — (ang. polymerase chain reaction) — fancuchowa reakcja polimerazy

PCR-RFLP — (ang. polymerase chain reaction - restriction fragment length
polymorphism) — tancuchowa reakcja polimerazy - polimorfizmu dlugosci fragmentow

restrykcyjnych

RIN — (ang. RNA Integrity Number) — wskaznik integralnosci RNA

RNA-seq — (ang. RNA sequencing) — sekwencjonowanie RNA

QTL — (ang. quantitative trait loci) — loci cech ilosciowych

SNP — (ang. single nucleotide polymorphism) — polimorfizm pojedynczego nukleotydu
UH - (ang. umbilical hernia) — przepuklina p¢gpkowa

UTR — (ang. untranslated region) — region nie podlegajacy translacji



2. Streszczenie

Przepuklina pepkowa $win jest jedng z najczesciej wystepujacych wad rozwojowych w
produkcji trzody chlewnej, prowadzaca do powaznych strat ekonomicznych oraz
pogorszenia dobrostanu zwierzat. Pomimo wielu przeprowadzonych badan, etiologia tej
wady nadal nie zostata w pelni wyjasniona, co utrudnia wdrozenie skutecznych dziatan
hodowlanych. Praca doktorska koncentruje si¢ na identyfikacji markerow genetycznych
1 epigenetycznych zwigzanych z ryzykiem wystepowania przepukliny pepkowej swin. Do
badan wykorzystano probki pochodzace od swin bedacych mieszancami réznych ras,
podzielonych na dwie grupy — osobniki u ktorych zaobserwowano przepukling pepkowa
oraz osobniki kontrolne (bez przepukliny). Zastosowano metody klasyczne
(sekwencjonowanie Sangera, ddPCR, PCR w czasie rzeczywistym), jak 1 nowoczesne
techniki biologii molekularnej i bioinformatyki (sekwencjonowanie RNA-seq czy analiza

metylacji DNA poprzez pirosekwencjonowanie).

W ramach uzyskanych wynikdw wykazano m.in. zwigzek pomig¢dzy wariantami w
genach CAPNY9, OSM, ITGAM a ryzykiem wystapienia przepukliny. Zidentyfikowano
takze roznice w poziomie ekspresji genow MMP13 i VIT. W badaniu z wykorzystaniem
RNA-seq po raz pierwszy wykonano analiz¢ wylacznie dla tkanki mig$niowej
pochodzacej z pierscienia pepkowego 1 zidentyfikowano potencjalne geny kandydujace
zréznicowane pod wzgledem poziomu ekspresji pomigdzy badanymi grupami.
Najciekawsze wyniki uzyskano dla genu METTL21C, dla ktorego stwierdzono zmieniony
poziom mRNA oraz zrdéznicowanie pod wzgledem metylacji DNA, a dodatkowo
zidentyfikowano wariant DNA w regionie regulatorowym tego genu, mogacy wptywac
na przytaczanie czynnikdw transkrypcyjnych i potencjalnie regulowaé jego poziom

transkryptu.

Przeprowadzone badania poszerzyly dotychczasowa wiedz¢ odno$nie molekularnych
mechanizmow odpowiedzialnych za rozwoj przepukliny pepkowej §win, podkreslajac
zaré6wno role wariantow genetycznych, jak i regulacji epigenetycznej. Wyniki moga w
przysztosci postuzy¢ do opracowania markerow selekcyjnych oraz strategii hodowlanych

majacych na celu ograniczenie wystepowania tej wady w populacjach trzody chlewne;.



3. Abstract

Umbilical hernia is one of the most frequently occurring developmental defect in pigs,
leading to significant economic losses and influencing animal welfare. Despite numerous
studies, the etiology of this defect has not yet been fully explained, making it difficult to
implement effective breeding strategies. This doctoral thesis focuses on the identification
of genetic and epigenetic markers associated with the risk of umbilical hernia in pigs. The
study utilized samples from pigs that were crossbreeds of various breeds, divided into
two groups — individuals with observed umbilical hernia and control individuals (without
hernia). Both, classical methods (Sanger sequencing, ddPCR, real-time PCR) and modern
molecular and bioinformatics techniques (RNA-seq sequencing and DNA methylation

analysis through pyrosequencing) were applied.

The obtained results revealed, among others, associations between variants in the CAPN9Y,
OSM, and ITGAM genes and the risk of hernia occurrence. Differences were also
identified in the expression levels of the MMP13 and VIT genes. In the RNA-seq-based
study, for the first time, an analysis was performed exclusively on muscle tissue derived
from the umbilical ring, identifying potential candidate genes differentially expressed
between the examined groups. The most interesting findings were obtained for the
METTL2IC gene, which showed altered mRNA level and differences in DNA
methylation. Additionally, a DNA variant was identified in the regulatory region of this
gene, which may influence on transcription factor binding and potentially regulate its

transcript level.

The conducted research has expanded the existing knowledge about the molecular
mechanisms responsible for the development of umbilical hernia in pigs, highlighting the
role of both genetic variants and epigenetic regulation. The obtained results may, in the
future, contribute to the development of selection markers and breeding strategies aimed

at reducing the incidence of this defect in pig populations.



4. Wprowadzenie

4.1 Charakterystyka problemu badawczego 1 jego znaczenie

4.1.1 Znaczenie produkcji trzody chlewnej w sektorze rolniczym

Produkcja zwierzat gospodarczych odgrywa coraz wigksza rolg w sektorze
rolniczym na catym $wiecie. Jest to wynik rosngcej w duzym tempie populacji ludzkiej,
ktéra prowadzi do zwigkszonego zapotrzebowania na produkty pochodzenia
zwierzecego. Hodowla zwierzat niesie ze sobg wiele pozytywnych aspektow, zarowno
ekonomicznych, jak 1 spotecznych. Wsréd nich mozemy wyrdzni¢ wspieranie
spoteczno$ci wiejskiej poprzez tworzenie nowych miejsc pracy 1 tym samym
przyczynianie si¢ do rozwoju obszaréw rolniczych, dostarczanie zywnos$ci bogatej w

biatko oraz potencjalne magazynowanie wegla w srodowisku (Rauw i in., 2020).

Wsrod réznych zwierzat gospodarskich $winie zajmuja istotne miejsce, ze wzglgdu na
wiele korzysci jakie niesie ich hodowla. W Polsce hodowla §win stanowi istotne wsparcie
dla gospodarki wiejskiej. Wedtug danych Gtownego Urzedu Statystycznego, na poczatku
czerwca 2024 r. poglowie trzody chlewnej wyniosto az 9132 tys. sztuk (Glowny Urzad
Statystyczny, 2024). Wieprzowina stala si¢ bardzo popularnym mig¢sem, ceniona zar6wno
za swoje walory smakowe, jak i jako zrddto wysokiej jakosci biatka zwierzecego. Jednym
z czynnikow, ktory przyczynit si¢ do jej popularnosci na miedzynarodowym rynku migsa,
jest krotszy cykl produkcyjny $win w porownaniu do bydla i malych przezuwaczy.
Dodatkowo, usprawnienia produkcyjne zwigzane ze zmianami w zarzadzaniu oraz
selekcja genetyczna pozwalajg na szybkie zwigkszenie efektywnosci produkcji (Nova 1

Gonzalez-Schnake, 2014).

Pomimo licznych korzys$ci, rozwoj produkcji trzody chlewnej niesie ze sobg takze istotne
wyzwania. Kluczowym aspektem staje si¢ konieczno$¢ zrownowazenia jakosci produkcji
migsa z rosngcym zapotrzebowaniem na ziemie¢, wode 1 energie oraz dbanie o zdrowie i
dobrostan zwierzat (Davoli i in., 2008, Rauw i in., 2020, Thorslund i in., 2017). Dla
producentéw zty stan zdrowia zwierzat moze mie¢ wpltyw na wydajnos¢ wzrostu, a

choroby wynikajace z niewlasciwych warunkéw wymuszajg zwigkszenie uzycia
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antybiotykéw. Konsumenci z kolei coraz czg$ciej zwracaja uwage na dobrostan zwierzat,
traktujac go jako kluczowy element jakosci produktéw spozywczych. W rezultacie sg
sktonni zaptaci¢ wiecej za migso pochodzace od zwierzat hodowanych w lepszych

warunkach (Gomez i in., 2021).

4.1.2 Wpltyw rozwoju genetyki na produkcje¢ trzody chlewne;j

Genetyka odgrywa kluczowa role w hodowli zwierzat, poprzez zwigkszenie
wydajnosci 1 jakosci produkcji migsa. Zastosowanie selekcji genetycznej umozliwia
poprawe parametréw produkcyjnych, jako$ci migsa, zmniejszenie zuzycia zasobow,
takich jak pasza, a takze lepsze przystosowanie zwierzat do zmian klimatycznych (Rauw
1in., 2020). Rozwoj technologii, wykorzystujacych markery DNA, pozwolit na bardziej
precyzyjnag selekcje zwierzat pod katem pozadanych cech, w tym jako$ci migsa,

odpornosci na choroby czy wydajnosci reprodukeji (Beuzen i in., 2000).

Wsrod réznych zwierzat hodowlanych §winie zajmuja jedna z najwazniejszych pozycji.
Ich znaczenie wynika z rozwoju i synergii wielu technologii, w tym genetyki (Rodrigues
11in., 2021). Szczegodlne miejsce w produkcji trzody chlewnej zajmujg wysitki zmierzajace
do poprawy jakosci migsa. Jest to odpowiedZz na rosnace oczekiwania konsumentow
dotyczacych jego smaku, zdrowotnos$ci i warto$ci odzywczych. Genetyka molekularna
oferuje nowe mozliwosci w osiggnieciu tego celu, umozliwiajac analize zmiennos$ci
genetycznej na poziomie DNA. Rozwd¢) technologii wykorzystujacych markery
genetyczne pozwolit na wzbogacenie map genomowych $§win oraz identyfikacje¢ loci cech
ilosciowych (QTL; ang. quantitative trait loci) (Davoli 1 in., 2008). W ostatnich latach
rozpoczgto rowniez badania z wykorzystaniem narzedzi do edycji genomu w celu
przeprowadzenia precyzyjne] modyfikacji genetycznej. Takie podejScie moze w
przysztosci zastapi¢ tradycyjna selekcje hodowlana, stanowigcg podstawe nowoczesnego
rolnictwa i sprosta¢ nowym wyzwaniom, takim jak rosnaca populacja ludzka oraz zmiany

klimatyczne (Whitworth 1 in., 2022).

Chociaz poprawa jakos$ci migsa oraz efektywno$¢ wykorzystania paszy pozostaja
priorytetami dla hodowcow, w ostatnich latach zaczgto zwraca¢ uwage na inne aspekty.
Badania koncentrujg si¢ na poszerzaniu wiedzy na temat chordb utrzymujacych si¢ w

populacji 1 prowadzacych do znacznych strat ekonomicznych (Roderigues 1 in., 2021).
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Glownym celem jest zatem poznanie genetycznego podtoza takich wad oraz opracowanie
metod selekcji, ktére umozliwig ich ograniczenie lub eliminacje. Jednym z najczesciej
wystepujacych probleméw w produkeji trzody chlewnej sa przepukliny pgkowe oraz

przepukliny pachwinowe i/lub mosznowe (Grindflek i in., 2018).

4.1.3 Wplyw przepukliny pgpkowej §win na produkcje i dobrostan zwierzat

Przepuklina pgpkowa (UH; ang. umbilical hernia) $win jest jedng z najczgstszych
wad wrodzonych wystepujacych u tego gatunku (Savoldi i in., 2021) (Rycina 1).
Charakteryzuje si¢ przemieszczeniem zawarto$ci jamy brzusznej, najczesciej jelit, do
worka przepuklinowego poprzez pierscien pgpkowy (Grindflek i in., 2018, Vigneshwaran
1 in., 2018). Powstawanie przepukliny pepkowej jest wynikiem ostabienia struktur
mig$niowych oraz powigziowych wokdt pepka, co moze by¢ spowodowane zar6wno
czynnikami wrodzonymi, takimi jak niepelne uformowanie powiezi, jak i nabytymi, np.

przewlektym zwigkszeniem ci$nienia wewnatrzbrzusznego lub  nadmiernym

rozcigganiem tkanek (Coste 1 in., 2024).

Rycina 1. Poréwnanie fenotypu zwierzecia z przepuklina pepkowa (lewe) i zdrowego

osobnika (prawe) (zdjecie — R. Niemyjski).
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Wystepowanie tej wady niesie ze sobg wiele negatywnych skutkow dla zwierzat. Do
najwazniejszych naleza bol i dyskomfort, ktore znaczaco obnizajg jako$¢ zycia (Atkinson
11n., 2017). Poza widocznym negatywnym wptywem na dobrostan zwierzat, wada ta ma
rowniez istotne konsekwencje ekonomiczne. Straty w Unii Europejskiej wynikajace z
wystepowania wad wrodzonych u zwierzat gospodarskich szacowane sg na okoto 200
milionéw euro rocznie, przy czym przepukliny wraz z wnetrostwem stanowia ponad
potowe tej kwoty (Komisja Europejska, 2015). Ma to zwigzek z obserwowanym
spadkiem jako$ci migsa czy obnizeniem jego wartosci rynkowej (Atkinson 1 in., 2017,
Spadola 1 in., 2022). Przepuklina wplywa rowniez negatywnie na tempo wzrostu
zwierzat, zwicksza zachorowalno$¢ z powodu infekcji, przyczynia si¢ do wzrostu
wskaznika upadkow i wzrostu $miertelnosci przed osiggnieciem docelowej wagi. Swinie
dotkniete ta wada maja obnizong warto$¢ rynkowsa, a sam proces uboju generuje
dodatkowe koszty. Wynika to z konieczno$ci przestojéw, dodatkowych zabiegéw
dezynfekcyjnych i wymogiem oddzielnego uboju, z uwagi na ryzyko zanieczyszczenia
tuszy zawartoscig jelit z przepukliny (Wozniak 1 in., 2021). Wzrasta takze ryzyko

skazenia migsa bakteriami z rodzaju Sa/monella (Nowacka-Woszuk, 2021).

Czesto$¢ wystepowania przepukliny pepkowej §win jest rozna w zalezno$ci od rasy,
populacji oraz systemu produkcyjnego, waha si¢ od 0,4% do 1,2% (Petersen i in., 2008;
Searcy-Bernal 1 in., 1994; Straw 1 in., 2009). Istnieja jednak w literaturze doniesienia
wskazujace na czestos¢ siegajaca 6,7% (Fordyce 1 in., 2021). Odziedziczalnos¢ tej wady
jest zréznicowana 1 w zalezno$ci od Zrédta oscyluje w zakresie od 0,06 do 0,25 (Searcy-
Bernal i1 in., 1994; Thaller i in., 1996). Wskazuje to, ze wystepowanie przepukliny

pepkowej jest przynajmniej czgsciowo uwarunkowane genetycznie.

4.2 Przyczyny rozwoju przepukliny pepkowe;j

Pepek (tac. umbilicus) jest blizng pozostatg po potaczeniu z pepowing, naturalng
strukturg dostarczajagcg tlen 1 skladniki odzywcze do rozwijajacego si¢ plodu 1
odprowadzajacg szkodliwe sktadniki przemiany materii. Podczas porodu pgpowina ulega
zerwaniu i nastegpuje jej regresja (Beasley, 2017). Nie jest znana funkcja jaka pepek petni
po porodzie, jednak jego obecnos$¢ zwigksza ryzyko pojawienia si¢ licznych problemow

klinicznych, zar6wno wrodzonych jak 1 nabytych (Khati i in., 1998).
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Przepuklina pepkowa powstaje na skutek przedostania si¢ zawartosci jamy brzusznej
przez jej Sciany w okolicy pepka tworzac podskdrne uwypuklenie — worek przepuklinowy
wyscielony otrzewng (Beasley, 2017) (Rycina 2). W budowie tej struktury mozemy
wyrdzni¢ dwie czeSci. Na pierwsza skltada si¢ zbudowany z migéni pierscien
przepuklinowy, przez ktory przedostaje si¢ zawarto$¢ jamy brzusznej. Druga czgsé
stanowi worek zbudowany ze skory i otrzewnej (Doijode, 2019). Powszechnie uwaza si¢,
ze ostabione migsnie z okolicy pgpka u zwierzecia powoduja, ze otwor pgpkowy nie
zamyka si¢ prawidlowo (Grindflek i in., 2018). Poza przedostaniem si¢ cze¢sci jelit do
worka przepuklinowego, moga wystepowaé wspotistniejace zakazenia pozostatosci

pepowinowych lub czgsci zewnetrznej pepka (Beasley, 2017).

Jelito

Tkanka
miesniowa

Worek
przepuklinowy

Tkanka
ttuszczowa

Skoéra

Rycina 2. Schemat budowy $ciany brzucha i powstalej przepukliny pepkowej (na
podstawie Williams D. F., 2023).
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Przepuklina moze by¢ wrodzona badz nabyta (Doijode, 2019), jednakze bezposrednie
przyczyny powstawania tej wady nie sg jeszcze dobrze poznane. Geneza przepukliny jest
ztozona 1 wynika z interakcji czynnikéw Srodowiskowych, genetycznych oraz metod
zarzadzania hodowlg (Fordyce i in., 2021). Elementy takie jak urazy fizyczne, wysokie
ci$nienie w jamie brzusznej czy infekcje sprzyjaja powstawaniu przepukliny (Grindflek i
in., 2018). Wskazuje si¢ takze na komplikacje podczas porodu, ssanie pgpowiny przez
inne prosieta czy oslabienie migsni brzucha (Spadalo 1 in., 2022). Innym kluczowym
aspektem jej rozwoju, ktory jest wskazywany jako potencjalna przyczyna, jest
metabolizm kolagenu, biatka kluczowego dla funkcjonowania tkanki tacznej. Jego
zwigzek z wystepowaniem przepukliny zostat juz wczesniej potwierdzony. Zaburzenia w
produkcji kolagenu moga prowadzi¢ do ostabienia tkanek i zwigkszonej podatnosci na
urazy, co sprzyja rozwojowi przepukliny (Nowacka-Woszuk, 2021; Roderigues 1 in.,

2021; Souza i in., 2020).

Cho¢ czynniki srodowiskowe odgrywajg istotng role, roznice w czgstosci wystgpowania
przepukliny pepkowej wsrdd ras i linii hodowlanych wskazuja na znaczenie wplywu
czynnikdw genetycznych (Long 1 in., 2016). Fakt ten potwierdzaja wyniki badan
stwierdzajace, ze wada pojawia si¢ jedynie u czeSci zwierzat przebywajacych w
identycznych warunkach (Searcy-Bernal i in., 1994). Badania sugeruja, ze za
powstawanie przepukliny odpowiada wiele gendéw 1 wariantow genetycznych, co
wskazuje na poligenowy model dziedziczenia (Nowacka-Woszuk, 2021; Savoldi i in.,

2021).

W poréwnaniu do innych rodzajow przepuklin, w przypadku przepukliny pepkowej
zaobserwowano silniejszg interakcje miedzy srodowiskiem a czynnikami genetycznymi
(Spadola 1 in., 2022). Warunki $rodowiskowe, takie jak nieprawidtowe rozcigganie
pepowiny podczas porodu, nieprawidlowe stosowanie zaciskow pegpowinowych lub
infekcja kikuta pepowinowego, do ktorej doszto z powodu niehigienicznych warunkow
porodu, moga przyczynia¢ si¢ do powstawania wady (Spadola 1 in., 2022, Straw i in.,
2009). Dotychczas byly podejmowane proby zidentyfikowania gendéw 1 wariantow
odpowiedzialnych za jej rozw¢j, jednak wiedza na temat dokladnych mechanizmow

powstawania tej wady pozostaje ograniczona.
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4.2.1 Przepuklina pgpkowa u réznych gatunkow

Przepuklina pepkowa jest wada wystepujacym nie tylko u $win , ale takze u innych

zwierzat oraz ludzi, gdzie stanowi powazny problem kliniczny.

Przepuklina pepkowa ludzi obserwowana jest znacznie czesciej u kobiet niz u me¢zczyzn
(Kulacoglu, 2018). Wsrdd dorostych okoto 90% przypadkow to posta¢ nabyta (Shankar i
in., 2017). Wada najczesciej zwigzana jest z otyloscig, wodobrzuszem czy cigzami
mnogimi (Coste i in., 2024). W wigkszosci przypadkéw wymaga leczenia operacyjnego,
jednak obciagzone jest to ryzykiem nawrotow (Shankar i in., 2017). U dzieci jest to
powszechny defekt, jednak czesto przebiega bezobjawowo 1 zazwyczaj ustepuje
samoistnie. Dokladna etiologia tej wady nie jest znana, jednak jej wystepowanie wigze
si¢ z wczesniactwem 1 niskg masg urodzeniowa. Obserwowano takze wpltyw czynnikoéw
genetycznych (Troullioud Lucas i in., 2024). Zidentyfikowano zwigzek wystgpowania
przepukliny pgpkowej z trisomig 13, 18 1 21 chromosomu (Troullioud Lucas i in., 2024)
czy zespoltem Ehlersa-Danlosa (Beighton i in., 1969). Zespo6t Ehlersa-Danlosa to grupa
chordb genetycznych zwigzanych z nieprawidlowosciami w budowie tkanki tagcznej. W
jego patogenezie zidentyfikowano mi¢dzy innymi mutacje w genach COL5A41 1 COL5A2,
ktére uczestnicza w produkcji kolagenu (Mao 1 Bristow, 2001). Ponadto przepukliny
pepkowe wystepuja u pacjentow z zespotem Beckwitha-Wiedemanna, ktory wigze si¢ ze
zmianami metylacji DNA w obszarze podlegajagcym pigtnowaniu genetycznemu w

chromosomie 11 (Dagar i in., 2018,).

U bydta przepuklina pepkowa jest najcze$ciej wystepujacym rodzajem przepukliny,
obserwowanym u wszystkich ras, szczegdlnie w rasie holsztynsko-fryzyjskiej (Herrmann
11in., 2001). Czgstos¢ wady szacowana jest na od 1,8% do 15% (Herrmann i in., 2001;
Virtala i in., 1996). Jest to defekt, grozacy uwieznigciem jelit (Doijode, 2019), czy kolka
prowadzaca do $mierci (Distl 1 in., 2002). Zwierzeta dotknigte przepukling majg nizsza
warto$¢ handlowa co moze stanowi¢ problem ze sprzedaza takich zwierzat na aukcjach
(Distl iin., 2002). W przypadku niewielkich przepuklin stosuje si¢ metody zachowawcze,
takie jak bandaze, opaski lub wstrzykiwanie substancji draznigcych, takich jak chlorek
sodu czy cynku majacych spowodowac obrzek zapalny, w celu zapobiegnigcia nawrotowi
oraz ulatwienia zamknigcia otworu przepuklinowego (Amare 1 Haben, 2020). Wigksze

przepukliny wymagaja jednak leczenia chirurgicznego (Doijode, 2019). Badania przy
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wykorzystaniu genotypowania markerow mikrosatelitarnych, przeprowadzone przez
zespot Ron 1 in. (2004) wykazaly rowniez obecno$¢ istotnego czynnika genetycznego.
Potencjalny locus zwigzany z tym defektem zostat zlokalizowany na chromosomie 8,
jednak nie zdotano zidentyfikowa¢ konkretnego genu czy mutacji przyczynowej (Ron 1

in. 2004).

Psy rzadko bywaja dotknigte przepukling pepkowa, ale jej obecno$¢ rowniez zostata
odnotowana. Wada ta obniza jako$¢ zycia, powodujac bdl i wymioty, dlatego leczenie
obejmuje zaro6wno techniki zachowawcze, jak i zabiegi chirurgiczne. U zwierzat tych
posta¢ nabyta jest efektem urazow, infekcji czy naprezen wynikajacych z zapar¢ i
biegunek. Zdarzaja si¢ jednak takze postacie wrodzone (Munif 1 in. 2024). Wpltyw
czynnika genetycznego sugeruje czestsze wystepowanie tego defektu u niektorych ras i

linii hodowlanych (Park, 2015).

4.2.2 Badania nad genetycznym podtozem przepuklin pepkowych swin

Dotychczasowe badania nad przepukling pepkowa wykorzystywaty metody z
zakresu genetyki 1 bioinformatyki. Gléwny nacisk potozony byl na identyfikacj¢ genow
1 wariantow genetycznych zwigzanych z predyspozycja do wystgpowania przepukliny.
Odkrycia te moglyby by¢ przydatne w programach hodowlanych, a takze w celu
poszerzenia wiedzy na temat mechanizmow molekularnych lezacych u podstaw tej wady.
Pierwsze badania prowadzone przez miedzy innymi zespoly Knorr 1 in. (2004),
Gatphayak 1 in. (2007) czy Zhao i in. (2009) w przypadku §win skupialy si¢ na
przepuklinach pachwinowych i/lub mosznowych. Warto zauwazy¢, ze ich obraz kliniczny
jest podobny do przepuklin pepkowych, co sugeruje mozliwos¢ wspolnego podtoza

genetycznego.

Jedne z najwcze$niej stosowanych metod w badaniach przepuklin §win, to zastosowanie
klasycznych technik molekularnych, w tym bazujacych na wykorzystaniu enzymow
restrykcyjnych. W pracy z 2004 roku, dotyczacej przepuklin pachwinowych, skupiono
si¢ na dwoch polimorfizmach w obrgbie regionu promotorowego genu INSL3.
Wykorzystano enzymy restrykcyjne, analizujac grupe 223 zwierzat z przepukling oraz
grupe 152 zwierzat kontrolnych. Jednak analiza rozktadu alleli wykluczyta powigzanie

badanych polimorfizméw z wystepowaniem przepukliny (Knorr 1 in., 2004). Kolejna
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publikacja dotyczaca genu INSL3 ukazala si¢ trzy lata pozniej. W tym badaniu
zastosowano technike reakcji lancuchowej polimerazy z analizg polimorfizméw dtugos$ci
fragmentow restrykcyjnych (PCR — RFLP; ang. polymerase chain reaction - restriction
fragment length polymorphism). Ponownie nie potwierdzono zwigzku polimorfizmow w
regionie promotorowym genu /NSL3 z przepukling pachwinowa, jednak zaobserwowano
istotne roznice w czestosci alleli w grupie badanej w poréwnaniu z kontrolg dla jednego
polimorfizmu znajdujacego si¢ w intronie genu BAX (Gatphayak i in., 2007). Kolejne
badanie dotyczace przepuklin pachwinowych zostato przeprowadzone przez Zhao i in.
(2009). Skupiono si¢ na 14 wybranych genach kandydujacych. Do identyfikacji
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (SNP; ang. single nucleotide polymorphism)
uzyto reakcji tancuchowej polimerazy (PCR; ang. polymerase chain reaction) i system
MassARRAY wykorzystujacy spektrometric masowa. W publikacji wykazano istotny
zwigzek wariantow w genach: HOXA10 (2 warianty w pierwszym intronie), ZFPM?2 (2
warianty w regionie 5’'UTR (UTR; ang. untranslated region) i 1 w eksonie 9) i MMP2 (1
wariant w 5'"UTR) z przepuklinami, a takze potencjalny udziat genu COL2A1 (Zhao i in.,
2009).

Postep w dziedzinie nauki umozliwil wykorzystanie markeréw mikrosatelitarnych w
poszukiwaniu regiondow QTL powigzanych z wystgpowaniem przepuklin. Analiza ta
pozwala na identyfikacje fragmentow genomu powigzanych z danym fenotypem.
Przyktadem jest praca Ding 1 in. (2009), w ktorej analizowano QTL dla przepukliny
pepkowej oraz pachwinowej i/lub mosznowej. W badaniu krzyZzowano $winie ras
erhualian 1 white duroc, uzyskujac ostatecznie 1912 osobnikéw potomnych, sposrod
ktorych 23 $winie obcigzone byly przepukling pachwinowa, a 50 pgpkowa. Badacze
zidentyfikowali regiony na chromosomach 7 1 10 zwigzane z przepukling pepkowg oraz
na chromosomie 10 z pachwinowa. Wykorzystano 194 marker6w mikrosatelitarnych,
jednak poza regionami chromosomowymi nie udato si¢ zidentyfikowaé konkretnych

genow kandydujacych (Ding i in., 2009).

Wraz z rozwojem technologii sekwencjonowania 1 mikromacierzy, analiza asocjacyjna
catego genomu (GWAS, ang. genome wide association study) stala si¢ popularnym
narzedziem w badaniach genetycznych. Celem GWAS jest identyfikacja wariantow
genetycznych, takich jak polimorfizmy SNP, ktére sg statystycznie powigzane z
okreslonymi cechami fenotypowymi lub chorobami. W metodzie tej, w krotkim czasie

mozna przeanalizowaé¢ setki tysigcy a nawet milionow polimorfizmdéw, co znacznie
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przyspiesza badania. Technika ta zostata z powodzeniem wykorzystana w badaniach nad
podtozem przepuklin mosznowych §win, gdzie zidentyfikowano warianty genetyczne w
obrebie chromosomu 2 1 12. Wéréd wskazanych genow znalazty sie ELFS5, KIFI184,
COL23A1 1 NPTX]I. Szczegoblnie interesujacy byt gen COL23A1, kodujacy kolagen typu
XXIII, gdzie autorzy zaznaczaja, ze nieprawidtowy metabolizm kolagenu jest uwazany
za gtowng przyczyne rozwoju przepuklin (Du i in., 2009). Kolejna analiza skupiajaca si¢
na przepuklinach pachwinowych i/lub mosznowych u ras landrace i1 large white,
przyniosta dalsze odkrycia. W pracy z 2015 roku wykorzystano 4842 zwierzat i wykryto
22 SNP dla rasy landrace w zidentyfikowanych regionach QTL na chromosomach 3, 5,
7, 8 1 13 oraz 10 SNP dla $§win rasy large white na chromosomach 1, 2, 4 10 i1 13.
Ostatecznie, wytypowano geny kandydujace, majace zwigzek z wystgpowaniem
przepukliny: RHOA, EGF 1 LEFI (Sevillano 1 in., 2015). Sukcesy w wykorzystaniu
technologii analizy asocjacyjnej calego genomu przyczynity si¢ do dalszych badan nad
podlozem genetycznym przepuklin. W badaniu nad przepukling pgpkowa $win,
opublikowanym w 2018 roku, przedstawione zostaty wyniki analizy GWAS dla §win rasy
landrace. Glownym celem byta identyfikacja QTL oraz genow kandydujacych.
Przeanalizowano dane od 739 §win, wykorzystujac panel genotypowania obejmujacy 60
tysieccy SNP. Analiza wykazata wysoce istotny region w chromosomie 14, ktory
tlhumaczyt do 8,6% zmiennosci fenotypowej. Sposréd badanych genow szczegdlne
znaczenie miaty geny L/F (Leukemia inhibitory factor) oraz OSM (Oncostatin M) i
warianty w ich obrebie, ktore byly silnie zwigzane z wystepowaniem przepukliny
pepkowej. Podkreslono jednak koniecznos¢ przeprowadzenia dalszych badan na innych
populacjach w celu ustalenia, czy wykryte warianty sa przyczynowe (Grindflek i in.,
2018). Kolejna praca wykorzystujaca GWAS, opublikowana w 2019 roku, obejmowata
genotypowanie 45 $win bedacych mieszancami ras erhualian 1 shaziling.
Zidentyfikowano 1 powigzano z przepukling pepkowa 3 SNP w chromosomach 9, 141 16.
Autorzy zwrdcili uwage w szczego6lnosci na SNP w genie CAPNY na chromosomie 14.
Gen ten odgrywa role w rozwoju przewodu pokarmowego oraz jest ewolucyjnie blisko
zwigzany z genami CAPNI 1 CAPN3, ktorych kodowane biatka petnig wazne funkcje w
apoptozie i regeneracji komorek migsniowych. Dodatkowym elementem tej analizy byto
okreslenie profilu ekspresji genu CAPN9 u trzech §win rasy yorkshire na r6znych etapach
rozwoju (3, 90 1 180 dni). Wyniki wskazaly, ze gen ten charakteryzuje si¢ wysoka

ekspresje w przewodzie pokarmowym na wszystkich badanych etapach (Li i in., 2019).
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Innym podejsciem zastosowanym w badaniach dotyczacych przepukliny pgpkowej byta
analiza zmiennoSci liczby kopii (CNV) gendw. Technologia ta pozwala na identyfikacje
delecji lub duplikacji fragmentow genomu, ktore moga znaczaco wplywacé na fenotyp.
Przyktadem jest publikacja Long i1 in. (2016), w ktorej analizowano 177 $win z
przepukling pgpkowaq oraz 1124 zwierzat kontrolnych. Zwierzgta pochodzity z trzech ras:
duroc, yorkshire i landrace. Sposrod 6193 zidentyfikowanych polimorfizméw CNYV,
osiem zostalo powigzane z wystepowaniem przepukliny pepkowe;j. Najciekawsze wyniki
uzyskano dla genu NUGGC w przypadku rasy duroc i dla genu ABCC4 u $win rasy
yorkshire. Hamowanie aktywnos$ci genu ABCC4 wpltywa na ograniczenie proliferacji i
ruchliwos¢ komorek, co moze przyczyniac si¢ do ostabienia §cian brzucha. Natomiast
gen NUGGC zostat juz wczesniej powigzany z zespotem Beckwitha-Wiedemanna u
ludzi, ktéremu towarzyszy wystgpowanie przepukliny pachwinowej i pepkowej (Long i

in., 2016).

Jednym z najnowszych podej§¢ w badaniach nad przepukling pepkowa Swin jest
poszukiwanie réznic w ekspresji genow, ktore moga prowadzi¢ do okreslonych zmian
fenotypowych. Znaczacym przetomem bylo zastosowanie techniki sekwencjonowania
RNA (RNA-seq; ang. RNA sequencing) bazujacej na sekwencjonowaniu nowej generacji.
Jest to narzedzie pozwalajac na identyfikacj¢ gendw roznigcych si¢ profilem ekspresji
pomiedzy grupa badang a kontrolng (Marguerat i Béhler, 2010). Jedne z pierwszych
badan na $winiach wykorzystujacych te technike skupialo si¢ na przepuklinach
pachwinowych. Analizowano tkanki pobrane z pierscienia pachwinowego od czterech
swih z przepukling 1 czterech zdrowych osobnikow rasy landrace. Autorzy
zidentyfikowali 703 geny roznigce si¢ ekspresja pomiedzy grupami zwierzat (494 geny o
obnizonej ekspresji 1209 gendw o podwyzszonym poziomie mRNA). Po analizie szlakow
metabolicznych wykazano, ze geny te byty gtownie zwigzane z apoptoza, roznicowaniem
migséni gladkich 1 sygnalizacja wapniowa. Zmniejszone roznicowanie mig¢sni i niska
zawarto$¢ wapnia moga ostabia¢ skurcze miegsni, co predysponuje do rozwoju
przepukliny. Ostatecznie wytypowano osiem genow: BOK, TPM2, SLC2544, SLC8A3,
FGF1, MYBPCI, MAPICL3C i1 DES, wskazujac, ze s3 to silne geny kandydujace w
patogenezie przepukliny (Romano i in., 2020). W kolejnej pracy dotyczacej przepuklin
pepkowych §win zespdt Souza i in. (2020) analizowal fragmenty tkanek pobranych z
pierscienia pepowinowego od 10 $win rasy landrace (5 zdrowych 1 5 z przepukling).

Analiza RNA-seq wykryla ekspresj¢ 13216 genow, z czego 230 bylo istotnie r6znigcych
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si¢ ekspresja (DEGs; ang. differentially expressed genes). W grupie zwierzat z
przepukling, 145 gendw wykazatlo obnizong ekspresje, a 85 gendéw podwyzszona.
Najbardziej znaczace procesy biologiczne w jakich braly udzial zidentyfikowane geny,
obejmowaty organizacj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej, metabolizm kolagenu, adhezj¢
komorek, rozw6j anatomiczny 1 procesy immunologiczne. Jako glowne geny
kandydujace i rodziny gendéw zostaly wskazane: ACAN, CCBE1, COLs, MMPs, EPYC,
LGALS3 1 VIT. Badanie przyniosto ciekawe rezultaty, takie jak wskazanie gendéw
bioragcych udzial w metabolizmie kolagenu, co bylo juz wczesniej sugerowane w
patogenezie przepuklin oraz gendéw zwigzanych z integralno$cia powlok w obrebie
brzucha. Jednakze nalezy mie¢ na uwadze, ze analiza zostala wykonana na matej stawce
zwierzat tylko jednej rasy. Dodatkowo, badane tkanki zawieraly zaréwno komorki
pochodzace z migénia jak i tkanki tacznej (Souza i in., 2020). Kolejna praca bazujaca na
analizie RNA-seq wykorzystata wcze$niej uzyskane dane sekwencjonowania, ktore byty
opublikowane w badaniach Souza i in. (2020) oraz Romano i in. (2020). W poréwnaniu
wynikow dla przepukliny pepkowej i pachwinowej zidentyfikowano 35 wspdlnych
DEGs. Geny te uczestnicza w 108 procesach biologicznych, takich jak adhezja komorek,
organizacja cytoszkieletu i produkcja kolagenu. Geny MAPILC3C, ACAN, VIT, ACER?2,
KCNMAI oraz SYNPOZ2 wskazano jako potencjalnie zwigzane z obydwoma typami
przepuklin. Dodatkowo, dzigki analizie skupionej na wykryciu polimorfizméw w danych
z sekwencjonowania RNA, autorzy zidentyfikowali 67 SNP w probkach od $win z
przepukling pachwinowa (11 z nich, byly to nowo zidentyfikowane SNP) oraz 76 w
materiale pochodzacym od $win z przepukling pgpkowa (w tym, 14 nowych) Co wigcej
udato si¢ wskaza¢ potencjalny SNP w genie ITGAM, ktorego obecnos$¢ prowadzi do
zmiany sekwencji aminokwasowej co potencjalnie moze wplynaé na funkcjonowanie
kodowanego przez ten gen biatka. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze istotno$¢ zwiazku
wariantu z rozwojem przepukliny zostata zidentyfikowana wylacznie na podstawie
analizy bioinformatycznej (Rodrigues i in., 2021). Podsumowanie aktualnej wiedzy

dotyczacej genow kandydujacych przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Przeglad dotychczas wytypowanych genow kandydujacych zwigzanych z

wystepowaniem przepukliny pepkowej Swin.

Geny kandydujace Metoda analizy Zrodto
SRC GWAS Liao i in., 2015
NUGGC, ABCC4 GWAS Longiin., 2016
OSM, LIF GWAS Grindflek i in., 2018
CAPNY GWAS Liiin., 2019

145 gendéw o obnizone;j
ekspresjii 850
podwyzszonej, w tym:
ACAN, CCBEIL, EPYC,
LGALS3, VIT oraz geny z
rodziny: COLs, MMPs,
129 gendéw o obnizone;j
ekspresjii 70 o
podwyzszonej, w tym:
MAPILC3C, ACAN, VIT,
ACER2, KCNMAI,
SYNPO2 i ITGAM
oraz 76 SNP w obrebie 24
genow

RNA-seq Souza i in., 2020

RNA-seq Rodrigues i in., 2021

4.2.2 Problemy zwigzane z badaniami nad przepukling pepkowa

Przepuklina pgpkowa §win stanowi istotne wyzwanie dla hodowcoéw pod wzgledem
zmniejszenia strat ekonomicznych i1 poprawienia jakosci zycia zwierzat. Aktualne
badania wskazujg zard6wno na Srodowiskowe, jak 1 genetyczne czynniki ryzyka, jednak
ztozona etiologia tej wady pozostaje czeSciowo niezrozumiana. Istniejace prace
badawcze podkreslajg wieloczynnikowy charakter powstawania przepukliny, wynikajacy
z interakcji miedzy predyspozycjami genetycznymi a wplywem Srodowiska. Pomimo
stwierdzonego wplywu elementu genetycznego na rozwdj przepukliny, szczegdlowe
okreslenie genetycznego podtoza tego zjawiska okazuje si¢ trudne. W duzej mierze
problem stanowi poligeniczny model dziedziczenia. Pomimo badan stosujgcych rozne

techniki jak GWAS, czy RNA-seq, ktore wskazaty obecnos¢ istotnych QTL, wariantow
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genetycznych 1 gendw istotnie réznigcych si¢ ekspresja, wcigz brak jednoznacznych
wynikOw wyjasniajacych znaczny procent zmiennosci fenotypowej. Dodatkowym
wyzwaniem jest fakt, ze r6zne geny 1 warianty genetyczne mogg odpowiada¢ za rozwoj
przepukliny pepkowej w réznych rasach lub nawet w roznych populacjach tej same;j rasy.
Moze to wynika¢ z odmiennego podioza genetycznego oraz odmiennych warunkow
hodowlanych i §rodowiskowych, ktére moga wptywaé na ekspresje genow. Roznice te
utrudniajg zidentyfikowanie uniwersalnych markeréw genetycznych, ktorych uzycie
pozwolitoby na selekcj¢ przeciwko wariantom predysponujagcym do wystepowania
przepukliny w kontek$cie catego gatunku. Dlatego tak wazne sg dalsze badania na
réznych rasach i populacjach, uwzgledniajace zaréwno réznorodnosé genetyczna, jak i

zmienne srodowiskowe.

23



5. Hipotezy 1 cele badan

Hipoteza ogélna:

Przepuklina pgpkowa $win jest wynikiem ztozonej interakcji czynnikdéw genetycznych i
epigenetycznych a ryzyko wystapienia przepukliny moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od rasy
1 populacji. W szczego6lnosci réznice w funkcjonowaniu tkanki migsniowej 1 tkanki
facznej w kontekscie ekspresji genow moga odgrywaé kluczowa role w patogenezie

przepukliny.

Ogolny cel badan:

Celem badan jest identyfikacja 1 charakterystyka czynnikdw genetycznych i
epigenetycznych wptywajacych na ryzyko wystepowania przepukliny pepkowej §win
oraz okre$lenie, w jaki sposob roznice w obrebie tkanki mig$niowej 1 tacznej wpltywaja

na podatno$¢ na t¢ wadg rozwojowa.

W trakcie realizacji badan, aby lepiej odpowiedzie¢ na postawiony problem badawczy,
sformutowano szczegdtowe hipotezy 1 cele odnoszace si¢ do eksperymentow

wykonanych w ramach tej pracy doktorskie;j:

5.1 Eksperyment 1

Hipoteza badawcza:
W eksperymencie 1 postawiono nastgpujaca hipoteze badawcza:

a) Istnieje zwigzek pomiedzy wczesniej zidentyfikowanymi wariantami DNA w
genach CAPNY9, OSM, ITGAM oraz NUGGC, a wystgpowaniem przepukliny
pepkowej w innych rasach i populacjach $§win niz miato to miejsce we

wczesniejszych badaniach.
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Cele badan:

W trakcie badan zrealizowano nastepujace cele:

a)

b)

Weryfikacja zwigzku migdzy wczesniej zidentyfikowanymi wariantami DNA w
genach CAPNY9, OSM, ITGAM przy uzyciu sekwencjonowania Sangera oraz w
genie NUGGC przy wykorzystaniu techniki ddPCR, a wystepowaniem
przepukliny pepkowej $win reprezentujacych mieszance o zrdéznicowanym
udziale rasowym.

Wplyw haplotypow w genach CAPN9, OSM 1 ITGAM na ryzyko wystapienia

przepukliny pepkowej w zaleznos$ci od plci zwierzat.

5.2 Eksperyment 2

Hipotezy badawcze:

W eksperymencie 2 postawiono nastgpujace hipotezy badawcze:

a)

b)

Zidentyfikowana wczes$niej roznica w poziomie transkryptéw genow ACAN,
COL6A5, MMP13 1 VIT, pomiedzy Swiniami z przepukling pgpkowa a zdrowymi
osobnikami, wystepuje w przypadku mieszancow o zrdéznicowanym udziale
rasowym w odniesieniu do tkanki mig§niowej oraz tkanki taczne;.

Metylacja DNA w obrebie regionéw regulatorowych genow ACAN, COL6AS,
MMPI13 1 VIT jest odpowiedzialna za obserwowane roznice w poziomach
transkryptow badanych genow.

Obserwowane roznice w poziomie transkryptow genow ACAN, COLG6AS,
MMPI3 1 VIT dla przepukliny pepkowej wystepuja takze w przypadku

przepukliny pachwinowej $win.

Cele badan:

W trakcie badan zrealizowano nastepujace cele:
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a) Analiza r6znic w poziomie transkryptow genow ACAN, COL6A5, MMP13 1 VIT
pomiedzy $winiami z przepukling pepkowa a zdrowymi osobnikami w
populacjach mieszancow o zrdéznicowanym udziale rasowym, w tkance
miegs$niowe]j i tkance tgczne;.

b) Analiza wptywu stopnia metylacji DNA w regionach regulatorowych genow
ACAN, COL6AS5, MMP13 1 VIT na poziomy ich transkryptow.

¢) Okreslenie poziomu transkryptow gendéw ACAN, COL6AS, MMPI3 1 VIT w

tkance mie$niowej $win z przepukling pachwinows.

5.3 Eksperyment 3

Hipotezy badawcze:
W eksperymencie 3 postawiono nastepujace hipotezy badawcze:

a) Przepuklina pepkowa $§win moze mie¢ podtoze genetyczne, zwigzane z roznicami
w ekspresji genow, w tkance migsniowej z okolicy pepka.

b) Czynniki epigenetyczne, takie jak metylacja DNA, reguluja ekspresje genow
zaangazowanych w rozwqj przepukliny

¢) Polimorfizmy w regionach regulatorowych genow przyczyniajg si¢ do réznic w

ekspresji genow zaangazowanych w rozwdj przepukliny $§win.

Cele badan:
W trakcie badan zrealizowano nastepujace cele:

a) Zidentyfikowanie genow roznicujacych sie pod wzgledem poziomu ekspresji w
tkance migsniowej z okolicy pepka u $§win z przepukling pepkowa oraz u
zdrowych osobnikow.

b) Analiza poziomu metylacji DNA w regionach regulatorowych genow
potencjalnie zaangazowanych w rozwoj przepukliny pepkowej i ocena ich
wptywu na regulacje ekspresji tych genow.

¢) Identyfikacja polimorfizmoéw w regionach regulatorowych gendw, ktére moga

mie¢ zwigzek z roznicami w ich ekspresji.
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5.3 Eksperyment dodatkowy

Hipoteza badawcza
W eksperymencie dodatkowym postawiono nastepujaca hipoteze badawcza:

a) Istnieje zwigzek pomiedzy zidentyfikowanymi wczesniej wariantami DNA w
genach MYO19, MYH2, MYHS, ZNF646 1 ZNF713 a wystepowaniem przepukliny

pepkowej w populacjach mieszancoéw o zrdéznicowanym udziale rasowym.

Cele badan:
W trakcie badan zrealizowano nastepujace cele:

a) Weryfikacja zwigzku miedzy wczesniej zidentyfikowanymi wariantami DNA w

genach MYO19, MYH2, MYHS, ZNF646 1 ZNF713 przy uzyciu
sekwencjonowania Sangera a wystgpowaniem przepukliny pepkowej u $win

reprezentujacych populacje mieszancoOw o zréznicowanym udziale ras.
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6. Materiat 1 metody badawcze

Wszelkie metody badawcze wykorzystane podczas przeprowadzania opisanych
eksperymentéw zostaly wykonane wedhug standardowych protokotéw stosowanych w
Katedrze Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat. Procedury te zostaly opisane w

ponizszym rozdziale.

Probki tkanek i1 krwi wykorzystane w eksperymentach zostaly pobrane podczas
rutynowych procedur weterynaryjnych. Jest to zgodne z obowigzujacym prawem w
Polsce 1 nie wymaga zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na Zwierzgtach

w Poznaniu (13/01/2020).

6.1 Eksperyment 1

6.1.1 Zwierzeta wykorzystane w badaniu, pobrane tkanki oraz izolacja DNA

W badaniu wykorzystano $winie z dwoch komercyjnych ferm hodowlanych
(nazywane dalej panelem 1 1 panelem 2). Zwierz¢ta miaty okoto 3—4 miesigce 1 wazyty
50-70 kg. W obrebie obu paneli $Swinie zostaly podzielone na grupe zwierzat z
przepukling 1 grupg bez przepukliny, stanowigce kontrol¢. Przynalezno$¢ do
poszczegblnych grup okreslit lekarz weterynarii. W dalszych etapach badan oba panele

byly analizowane niezaleznie.

W skiad pierwszego panelu wchodzito 412 osobnikéw, w tym 212 osobnikow z
przepukling pepkowa (nazywanych dalej grupa UH od angielskiej nazwy: umbilical
hernia) i 200 osobnikéw kontrolnych. Swinie byly mieszancami, gdzie ojcowie
wywodzili si¢ z rasy landrace lub duroc natomiast matki byly krzyzowka ras landrace i
yorkshire. Materiat do badan stanowily probki krwi pobrane od 362 osobnikow i
fragmenty jader pochodzace od 50 samcow. Lacznie na grupe UH skladaty si¢ 93 samce

1 119 samic, natomiast grup¢ kontrolng stanowilty 82 samice 1 118 samcow.

W drugim panelu badane zwierzeta byly potomstwem matek bedacych krzyzowka ras

large white 1 duroc oraz ojcodw stanowigcych mieszance ras large white i pietrain. Material
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do badan stanowily fragmenty ucha pobrane od 171 osobnikow. L.acznie panel obejmowat
86 $win z przepukling (43 samce i 43 samice) 1 85 zwierzat kontrolnych (47 samic i 38

samcow).

DNA z probek krwi zostato wyizolowane przy uzyciu zestawu Blood Mini kit (A&A
Biotechnology), natomiast z tkanek przy wykorzystaniu zestawu Genomic Mini (A&A
Biotechnology). Ocena jakosciowa 1 iloSciowa zostata dokonana za pomoca

spektrofotometru NanoDrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific).

6.1.2 Analiza sekwencjonowania metoda Sangera

W celu przeprowadzenia sekwencjonowania Sangera namnozono fragmenty DNA
wskazane w literaturze (Tabela 2) Startery PCR zaprojektowano przy uzyciu
oprogramowania Primer3Plus bazujac na sekwencji genomu §wini: Sscrofall.l (Table
S1 — artykut 1). Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze Biometra (Biometra).
Temperatura przytaczanie starteréw wynosita: 61°C dla OSM, 57°C dla CAPNY i 60°C
dla ITGAM. W celu oceny specyficznosci reakcji, dtugosci amplikondéw sprawdzono na

1,5% zelu agarozowym za pomoca elektroforezy.

Tabela 2. Charakterystyka badanych fragmentow genow: CAPN9, OSM i ITGAM.

Pozycja badanego ) )
W t Artykul 1
Gen fragmentu DNA arian rtykul oryginalny
Calpain-9 chr14:59603379- rs321865883
(CAIIDPNQ) 59604090 Ref:A>Alt:G Liiin., 2019
ekson 10 p.416Leu>Leu
. chr14:47243686-
Oni((’)s;%n M 47244307 brak ‘Zili(;jfmego Grindflek i in., 2018
ekson 3 W .
Inteerin o M chr3:17254038- rs327289001
( Iﬁ G 17254595 Ref:C>Alt:T Rodrigues i in., 2021
ekson 2 p.150Val>Met

Ref-allel referencyjny; Alt-allel alternatywny
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Po zakonczeniu reakcji PCR, produkty zostaly oczyszczone za pomoca fosfatazy
alkalicznej i egzonukleazy (Thermo Fisher Scientific). Nast¢pnie zostata przeprowadzona
reakcja sekwencjonowania z wykorzystaniem BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kits (Life Technologies). Produkt koncowy przed elektroforeza zostal oczyszczony
poprzez zastosowanie ptytek filtracyjnych wypetnionych ztozem Sephadex G50 (Sigma).
Elektroforeze kapilarng przeprowadzono na sekwenatorze Genetic Analyzer 3130

(Applied Biosystems) lub Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems).

Ostatni etap obejmowat analiz¢ wynikow za pomoca oprogramowania SeqMan z pakietu
DNASTAR (DNASTAR) gdzie wyniki analizowano w poréwnaniu do genomu
referencyjnego (Sscrofall.l). Chromatogramy oceniano w celu identyfikacji
potencjalnych réznic nukleotydowych, a uzyskane wyniki postuzyly do okreslenia

czestotliwos$¢ wystepowania zaobserwowanych wariantow.

6.1.3 Analiza wystepowania CNV

W celu okreslenia zmiennosci liczby kopii w obrgbie genu NUGGC wykorzystano
technik¢ ddPCR. Zastosowano gen referencyjny - czynnika krzepnigcia Il (F2), a w celu
lepszej dystrybucji DNA do kropli uzyto enzymu restrykcyjnego EcoRI. Pierwszym
etapem analizy bylo przygotowanie mieszaniny reakcyjnej (zestaw dla genu NUGGC z
sondg znakowang FAM, DNA, ddPCR Supermix, enzym EcoRlI, startery, sonde dla genu
referencyjnego F2 znakowang HEX oraz wodg) 1 podzielenie jej na okoto 20 000 kropli
przy uzyciu generatora QX200 (Bio-Rad). W celu amplifikacji fragmentu obejmujacego
region z chromosomu 14:11811750—-14:11811889 wykorzystano termocykler Gradient
T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). Temperatura przytaczania starterow wynosita 58°C. Po
zakonczeniu reakcji PCR, liczba kopii badanego fragmentu zostata wykryta przy uzyciu
QX200 Droplet Digital PCR System  (Bio-Rad). Wyniki analizowano przy
wykorzystaniu oprogramowania QuantaSoft (Bio-Rad) wykorzystujac rozktada Poissona

do precyzyjnego okreslenia liczby kopii.
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6.1.4 Analiza statystyczna

Czestosc¢ alleli dla SNP w genach CAPNY9, OSM 1 ITGAM okreslono porownujac
grupe UH i kontrolng przy uzyciu testu ilorazu szans z wykorzystaniem platformy online
MedCalc Software (https://www.medca Ic.org/calc/odds ratio.php). Dalsze analizy
zostaly przeprowadzone w $srodowisku R (wersja 4.1.0) przy wykorzystaniu pakietow
»SNPassoc” (wersja 2.0-2) oraz ,haplo.stat” (wersja 1.8.7). Otrzymang warto$¢ p
skorygowano metoda Benjamini-Hochberg. Wykonano takze analiz¢ frekwencji
haplotypow. Ocene zwiazku haplotypu z wystgpowaniem przepukliny oraz interakcji
haplotypu 1 plci przeprowadzono z wykorzystaniem regresji logistycznej. W kazdej
przeprowadzonej analizie warto$¢ p < 0,05 zostata przyjeta jako prog istotnosci

statystyczne;j.

Wyniki CNV otrzymane dzigki technice ddPCR analizowano przy wykorzystaniu testu
ilorazu  szans  przy  uzyciu  platformy  online = MedCalc Software

(https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php).

6.2 Eksperyment 2

6.2.1 Zwierzeta wykorzystane w badaniu, pobrane tkanki oraz izolacja DNA i RNA

W badaniu analizowano $winie z przepukling pgpkowa oraz zdrowe osobniki
pochodzace z jednej fermy. Drugg grupe stanowity zwierzgta z przepukling pachwinowa
1 odpowiednio osobniki kontrolne. Obie grupy zwierzat z kazdej fermy byty analizowane

niezaleznie.

Analizowano 34 $winie z przepukling pepkowa i 34 osobniki kontrolne pochodzace z tej
samej komercyjnej fermy hodowlanej zlokalizowanej w wojewoddztwie wielkopolskim.
Matki tych zwierzat byly mieszancami ras landrace i1 yorkshire natomiast ojcowie
pochodzili z ras landrace lub duroc. Swinie zostaty zakwalifikowane do poszczegdlnych
grup przez lekarza weterynarii tak aby kazde zwierz¢ z przepukling byto spokrewnione z
przynajmniej jednym z grupy kontrolnej. Jako material badawczy zostaly pobrane

fragmenty tkanki mig¢$niowej 1 tkanki tacznej z okolic pepka.
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Niezalezne analizy wykonano takze dla §win z przepukling pachwinowa i zdrowych
osobnikoéw. Byly to niespokrewnione samce, krzyzoéwki polskiej biatej zwistouchej i
polskiej rasy ztotnickiej. Na podstawie opinii lekarza weterynarii zwierzeta podzielono
na cztery grupy: grupe zdrowych mtodych zwierzat o masie 30-35 kg (10 osobnikéw);
grupe 15 swin o masie 30-35 kg z przepukling pachwinowa; grupe 11 osobnikéw o masie
30-35 kg poczatkowo z przepukling, ktéra ulegla zanikowi; oraz grupe 10 dorostych
zwierzat o masie 100—120 kg z przepukling pachwinowa. Jako material do badan zostat

pobrany fragment tkanki mig$niowej z okolicy kanatu pachwinowego.

Catkowite RNA do analizy poziomu ekspresji zostato wyizolowane z pobranych tkanek
przy wykorzystaniu zestawu RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen). Ocena ilo§ciowa
1 jako$ciowa zostala wykonana za pomoca spektrofotometru NanoDrop ND-2000
(Thermo Fisher Scientific). Probki wyizolowanego RNA zostaly nastepnie poddane
odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu Transcriptor First Strand cDNA Synthesis

Kit (Roche).

DNA do analizy poziomu metylacji zostato wyizolowane z tkanki mi¢$niowej za pomoca

zestawu Genomic Mini Kit (A&A Biotechnology).

6.2.2 Analiza poziomu mRNA

Analizowano poziom transkryptow dla genow ACAN, COL6A5, MMP13 1 VIT przy
uzyciu techniki PCR w czasie rzeczywistym. Badanie wykonano dla tkanki mig¢$niowej i
tkanki tacznej pobranej od 34 zdrowych zwierzat i 34 zwierzat z przepukling pepkowa
oraz dla fragmentu tkanki kanatu pachwinowego pobranego tacznie od 46 zwierzat.
Analizy zostaly wykonane niezaleznie dla kazdej tkanki. Startery zostaly zaprojektowane
za pomocg oprogramowania Primer3Plus (Table S1 — artykut 2). Do analizy uzyto
zestawu LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche), gdzie kazda probka
analizowana byla w dwoch powtorzeniach technicznych. Dla wszystkich starterow

temperatura przytgczania wynosita 60°C.

Wzgledny poziom ekspresji gendow zostal oszacowany przy uzyciu metody krzywej
standardowej, wykorzystujac seri¢ dziesigciokrotnych rozcienczen DNA o znanej

koncentracji (standardy). Aby okresli¢ zmiany w poziomie ekspresji, dane zostaty
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znormalizowane w odniesieniu do gendéw referencyjnych H3F34 1 PPIA zgodnie z

procedurg opisang przez Vandesompele i in. (2002).

6.2.3 Analiza poziomu metylacji DNA

Do analizy poziomu metylacji wybrano geny MMP13 i VIT, ktére w analizie PCR
W czasie rzeczywistym wykazaty statystycznie istotne roéznice w poziomie ekspresji
miedzy grupa kontrolng a badang. Pierwszy etap obejmowal analize in silico w celu
okreslenia wystgpowania wysp CpG. Przy uzyciu oprogramowania CpGPlot
zlokalizowano obszar w regionie nieulegajacym translacji 5' pierwszego eksonu genu
MMPI3 oraz w eksonie 12 genu VIT. Startery zostaly zaprojektowane przy uzyciu
programowania PyroMark Assay Design 2.0 (Qiagen) (Table S2 — artykut 2). W badaniu
przeanalizowano DNA z tkanki mig$niowej od 34 zwierzat z przepukling pgpkowa oraz
34 osobnikéw kontrolnych. DNA poddano konwersji wodorosiarczanem sodu za pomoca
zestawu EZ DNA Methylation-Gold (Zymo Research). Wykonano takze kontrole
niemetylowang przy wykorzystaniu REPLI-g Mini Kits (Qiagen), zgodnie z instrukcja
dostarczong przez producenta. Kontrola metylowana zostata natomiast otrzymana przy
uzyciu metylotransferazy CpG (M.Sssl, Thermo Fisher Scientific) poprzez inkubacje
przez 3 godziny w temperaturze 37°C. Reakcja PCR zostala przeprowadzona za pomoca
zestawu PyroMark PCR Kit (Qiagen), gdzie temperatura przylaczania starterow wynosita
56°C. Produkty PCR sprawdzano za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym i
przeprowadzono reakcje pirosekwencjonowania zestawem PyroMark Q48 Advanced
CpG Reagents (Qiagen) z uzyciem pirosekwenatora PyroMark Q48 Autoprep (Qiagen)

w celu otrzymania procentowego poziomu metylacji.

6.2.4 Analiza statystyczna

Catos¢ analiz statystycznych zostata przeprowadzona w §rodowisku statystycznym
R (wersja 4.1.2). Do porownania wynikow z PCR w czasie rzeczywistym dla tkanki
lacznej 1 migsniowe] wykorzystano test U Manna-Whitneya uzywajac funkcji
,wilcox.test” z pakietu ,,stats” (wersja 4.1.2). W tescie pordwnano wyniki pochodzace od

34 zwierzat z przepukling pepkowa i1 34 kontroli dla kazdego analizowanego genu
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osobno. Wyniki zostaty poddane korekcji za pomoca poprawki Benjamini-Hochberg z

wykorzystaniem funkcji ,,p.adjust” z pakietu ,,stats” (wersja 4.1.2).

W poréwnaniach poziomu metylacji w obrebie badanego fragmentu rowniez uzyto testu
U Manna-Whitneya, przy uzyciu funkcji ,,wilcox.test”, gdzie kazda badana cytozyna byta

analizowana niezaleznie.

Ostatnim etapem byto zastosowanie testu korelacji rang Spearmana, funkcja ,,cor.test” z
pakietu ,,stats” (wersja 4.1.2) w celu zbadania istotnosci korelacji pomiedzy wzglednym

poziomem mRNA a poziomem metylacji CpG dla genu MMP13.

W przypadku przepukliny pachwinowej poréwnano cztery grupy uzywajac testu
Kruskala-Wallisa (funkcja ,.kruskal.test” z pakietu ,,stats”: wersja 4.1.2) oraz testu Dunna
(funkcja ,,dunnTest” z pakietu ,,FSA”: wersja 0.9.3) do wielokrotnych poréwnan z
korekcja wspotczynnika falszywych odkry¢ (FDR; ang. false discovery rate), jako testu
post hoc.

W kazdej przeprowadzonej analizie warto$¢ p < 0,05 zostala przyjeta jako prog istotnosci

statystyczne;j.

6.3 Eksperyment 3

6.3.1 Zwierzgta wykorzystane w badaniu, pobrane tkanki oraz izolacja DNA, RNA 1
biatka

W badaniu wykorzystano tacznie probki od szes¢dziesigciu o§miu prosiat, ktore
przy udziale lekarza weterynarii zostaty zakwalifikowane do dwoch grup: 34 zwierzeta z
przepukling pepkowa stanowity grupe badang, a 34 zdrowe osobniki stanowily grupe
kontrolng. Zwierzeta, w wieku 3—4 tygodni pochodzily z krzyzoéwki ojcowskich linii
landrace lub duroc z matkami bedacymi mieszafcami landrace i yorkshire. Swinie zostaty
przyporzadkowane do grup tak aby kazde zwierz¢ z przepukling miato przynajmniej
jednego osobnika, stanowigcego jego rodzenstwo w grupie kontrolnej. Probki tkanki
mig$niowe] pobrano z okolic pgpka zarowno od zwierzat zdrowych, jak i dotknietych

przepukling. RNA zostalo wyizolowane przy pomocy zestawu RNeasy Fibrous Tissue
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Mini Kit (Qiagen). Czystos¢ izolatow zostala zweryfikowana na spektrofotometrze
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Dodatkowo dla procedury
sekwencjonowania RNA, koncentracj¢ zmierzono takze przy wykorzystaniu fluorometru
Qubit 2.0 (Invitrogen) i zestawu Qubit RNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).
Dodatkowo, dla oceny jako$ci RNA oszacowano wskaznik integralno$ci RNA (RIN; ang.
RNA Integrity Number) przy uzyciu RNA 6000 Nano Kit na urzadzeniu Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies). W przypadku DNA, do izolacji wykorzystano
zestaw Genomic Mini Kit (A&A Biotechnology). Analiza ilosciowa zostata
przeprowadzona przy wykorzystaniu spektrofotometru NanoDrop ND-2000 (Thermo
Fisher Scientific). Biatka wyizolowano z tkanki mig$niowej przy wykorzystaniu buforu
do lizy RIPA (Sigma-Aldrich). Zestaw do oznaczania biatek Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) oraz fluorometr Qubit (Invitrogen) zostaly uzyte w celu oznaczania

ilosci wyizolowanych biatek.

6.3.2 Analiza sekwencjonowania RNA

Do sekwencjonowania RNA-seq przygotowano proby od 15 osobnikéw z
przepukling 1 od 15 zwierzat zdrowych. Do analizy zostaty wybrane proby o RIN powyzej
8 1 ze stosunkiem absorbancji przy dlugosci fali 260/280 nm powyzej 2,0. Do konstrukceji
bibliotek wykorzystano 100 ng catkowitego RNA na probke wykorzystujac zestaw
TruSeq Stranded mRNA Kit (Illumina). Sam proces sekwencjonowania zostat
przeprowadzony przez zewngtrzne laboratorium komercyjne na platformie Illumina

NovaSeq 6000, generujac dwukierunkowe odczyty o dtugosci 2 x 100 pz.

6.3.3 Analiza bioinformatyczna wynikow z RNA-seq

Jakos$¢ otrzymanych odczytoéw zostata oceniona przy uzyciu narzedzia FastQC.
Przycigcie odczytow o niskiej jako$ci i usunigcie sekwencji adapterowych zostato
wykonane dzigki zastosowaniu narzedzia BBDuk2 z pakietu BBmap. Mapowanie
wykonano do referencyjnego genomu §wini z bazy Ensembl (Sscrofall.l) uzywajac

narzedzia STAR. Odczyty zostaty zliczone przy zastosowaniu Rsubread a normalizacja
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wykonana przy pomocy edgeR. Ostatecznie analiza réznicowa ekspresji gendw zostata
wykonana przy uzyciu pakietu limma (model liniowy). Podstawowa zmienng grupujaca
w modelu byla obecnos¢ lub brak przepukliny, uwzgledniono réwniez pokrewienstwo 1
pte¢. Geny istotnie roznigce si¢ ekspresja zostaly okreslone na podstawie skorygowanej
wartosci p przy wykorzystaniu FDR gdzie warto$¢ p < 0,05 uznano za wynik istotny
statystycznie. Dodatkowo przeprowadzona zostala analiza wzbogacenia termindéw
ontologii gendéw (GO; ang. gene ontology) za pomoca pakietu systemPipeR. Wartosci p
zostala skorygowana metodg Bonferroniego < 0,05. Analiza polimorfizméw zostata
przeprowadzona przy uzyciu narzgdzi BWA, GATK i Samtools. Zidentyfikowane
warianty zostaly opisane i przypisane do odpowiednich funkcji za pomoca pakietow
VariantAnnotation 1 snpStats. Analiza statystyczna réznic w wystgpowaniu
polimorfizméw pomiedzy grupami zostata wykonana za pomoca testu Fishera, z korekcja

FDR.

6.3.4 Weryfikacja wynikow z RNA-seq metodg PCR w czasie rzeczywistym

W celu weryfikacji wynikow wykonano analiz¢ PCR w czasie rzeczywistym. W
badaniu rozszerzono liczebno$ci zwierzat w grupach: 34 osobniki z przepukling 1 34
kontrolne. cDNA zostato otrzymane dzigki odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). Na potrzeby tej analizy wybrano
11 gendow bazujac na ich funkcji, skorygowanej wartosci p 1 wyniku logoFC
(odzwierciedlajgcym roznice w poziomach mRNA). Uwzgledniono roéwniez, czy
wybrane geny uczestnicza w okreslonych szlakach biologicznych istotnych dla
prawidlowego funkcjonowania tkanki mig$niowej, ktore byly istotne w analizie GO
wybrane geny to: ALX1, ALX4, EYA2, HOXA7,IRX5, METTL21C, OSR2, PITX1, PVALB,
SIM1 1 TBX1. Oprogramowanie Primer3Plus zostato uzyte do zaprojektowania starterow
(Tabela 3). Do analizy wykorzystano zestaw LightCycler® 480 SYBR Green I Master
(Roche), gdzie kazda probka analizowana byta w trzech powtorzeniach technicznych.
Temperatura przylaczania wynosita 60°C dla wszystkich zaprojektowanych starterow.
Wzgledne poziomy mRNA badanych genow okre§lono metoda krzywej standardowe;,
wykorzystujac seri¢ dziesi¢ciokrotnych rozcienczen probki DNA o znanym stezeniu

(standardy). W celu normalizacji wzglednej zmiany w poziomie ekspresji gendw,
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otrzymane warto$ci poréwnano z genami referencyjnymi H3F34 i PPIA, stosujac metode

normalizacji opisang przez Vandesompele i in. (2002).

Tabela 3. Startery uzyte w PCR w czasie rzeczywistym.

Dlugosé Temp.

Gen Sekwencja starteru 5°— 3’ amplikonu | przylaczania
(p2) O
e
O
EU? | GTGTCTGCGAGGCTGAAGAT | 148 60
wowr | —peccuicceantn 1y |
s | RTOMCOCICS |
METTL2IC |G AGCAGETTGTCCAGGAG | 12 |
OSR? | RTGCATATGTAAAGTTTTGIGAACTGE | 19 o
| EOAGGICGTOIIOC |
s | HISSTOCTOMNIS |
SIMI | ATGTCCAGGCTGTACTGTCG | 128 6
TBYI F:CCATGCACAGATACCAGCCA 201 60

R:GATCGCAATCTCGGAAGCCT

6.3.5 Analiza metylacji DNA z wykorzystaniem pirosekwencjonowania

Analiza zostata wykonana w celu identyfikacji zmian w poziomie metylacji DNA

dla o$miu genow wykazujacych istotne roznice w analizie PCR w czasie rzeczywistym.

Wybrane do badania geny to: ALX1, EYA2, HOXA7, METTL21C, PITX1, PVALB, SIM1

1 TBX1. Miejsca bogate w CpG zostaly wybrane bazujac na danych z NCBI Gene oraz

oprogramowaniu CpGPlot. Analiza in silico wykazata obecno$¢ CpG w niekodujacych,

5’-flankujacych regionach genow ALX1, EYA2, HOXA7, METTL21C, PITXI i SIM1, w
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regionie 5' nieulegajacym translacji (5’UTR, ang. untranslated region) pierwszego
eksonu genu 7BX] oraz w regionie pierwszego eksonu genu PVALB. Dla wybranych
regionow zaprojektowano startery za pomocg oprogramowania PyroMark Assay Design
2.0 (Qiagen) — Tabela 4. W analizie badano DNA wyizolowane od 34 osobnikow z
przepukling 1 34 zdrowych §win. Konwersja wodorosiarczanem sodu zostata wykonana
za pomoca EZ DNA Methylation-Gold (Zymo Research). Dodatkowo kontrolg
metylowang przygotowano poprzez inkubacje¢ DNA z metylotransferazg CpG (M.SsslI,
Thermo Fisher Scientific) przez trzy godziny w temperaturze 37°C. Niemetylowang
kontrol¢ uzyskano, przy wykorzystaniu zestawu REPLI g Mini Kit (Qiagen), zgodnie z
protokotem producenta. W kolejnym etapie przeprowadzono reakcje PCR za pomoca
zestawu PyroMark PCR (Qiagen) z temperaturg przylaczania starterow w 56°C i
oceniono  produkty przy uzyciu elektroforezy w  Zelu  agarozowym.
Pirosekwencjonowanie wykonano w pirosekwenatorze PyroMark Q48 Autoprep
(Qiagen) z uzyciem odczynnikow PyroMark Q48 Advanced CpG Reagents (Qiagen) w

celu otrzymania danych o procencie metylacji kazdej z badanych cytozyn.

Tabela 4. Startery uzyte w pirosekwencjonowaniu.

Dlugosé Temp.
Gen Sekwencja starteru 5°— 3’ amplikonu | przylaczania
(p2) O

F:GGAGAGTGGAGGGTTAATTG
ALX] R:5iot-CCCCCATCTTCCCCTCTT 183 56
S:GTGGAGGGTTAATTGT

F:5'TTGGTGTTGTAGATGTTTTATAGATG
EYA2 R:5'biot-ACTCTCTACCCCTACAACCCA 234 56
S:5'TAGAGGGAGGAGGTG

F:5'GGATTTGAGTTTTAAGTTGGTTAATG
HOXA7 R:5’biot-TCCCTACCCTTCTTTCTACCA 165 56
S:5'GGTTAATGGTTTATTGGAT

F:5'biot-TGTTAGTATTAGGGTTTAGGGTAGAGTT

METTL21C R:5'ACACACACACCCCATTCT 264 56

S:5'ATACAAACTAACACACTATAT

F:5GAGGGGTTTGTAGGTTAGAT
PITX1 R:5'biot-TCACCCTCCTTCCCC 79 56
S:5'GGGTTTGTAGGTTAGAT

F:5’AGAATGGGAGTAGGGTTAAGG

PVALB R:5biot-AAACCCCCAAAAAAAAACACCTCAAATTT 225 56
S:5'GGGGTTTTGTATTTTATTAGG
SIM1 F:5'TTGGGATTAATTTAAAAATAATTTTTTGG 201 56
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R:5'biot-ACAAAAAAAACAAAAATAAACCAAAC
S:5'AAAGAGGAAATATAATTTAATA

F:5TGGATGGGAAGGTTATGGA
TBX1 R:5biot-ACTTACTACCCACCATACAAC 181 56
S:5'GGAGGTTTTAGGGGTA

S'biot: starter znakowany czasteczka biotyny na koncu 5’; S: starter sekwencyjny

6.3.6 Analiza sekwencji regionéow 5’°-flankujacych metoda Sangera

W badaniu przeanalizowano fragmenty regionow 5’-flankujacych genow, ktore
wykazaly istotne réznice w analizie PCR w czasie rzeczywistym: ALX1, EYA2, HOXA7,
METTL21C, PITX1, PVALB, SIM1 i TBXI. DNA do sekwencjonowania pochodzito od
34 prosiat dotknietych przepukling i 34 kontroli. Startery zaprojektowano przy uzyciu
oprogramowania Primer3Plus bazujac na sekwencji genomu $wini Sscrofall.l (Tabela
5). Po wykonaniu PCR i sprawdzenia produktow w zelu agarozowym, amplikony
poddano oczyszczeniu za pomocg fosfatazy alkalicznej 1 egzonukleazy przeprowadzajac
inkubacje¢ w 37°C przez 30 minut i kolejno w 80°C przez 15 minut. Sekwencjonowanie
przeprowadzono uzywajac zestawu BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits
(Thermo Fisher Scientific) wedtug protokotu: inkubacja w 95°C przez 20 sekund, kolejno
25 cykli sktadajacych si¢ z 3 etapow (95°C przez 12 sekund, 51°C przez 8 sekund 1 60°C
przez 4 minuty). W nastgpnym etapie produkty zostaly oczyszczone poprzez
zastosowanie ptytek filtracyjnych wypelionych zlozem Sephadex G50 (Sigma).
Elektroforeze kapilarng wykonano w Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems).
Program SeqMan z pakietu DNASTAR (DNASTAR) postuzyt do analizy wynikéw, gdzie
otrzymane chromatogramy analizowano w porownaniu do sekwencji referencyjne;j:

Sscrofall.l.
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Tabela 5. Startery uzyte w sekwencjonowaniu regionow 5’-flankujacych metoda

Sangera.
Dlugosé Temp.
Gen Sekwencja starteru 5°— 3’ amplikonu | przylaczania
(p2) O

F: ACGAGCCTCCCTTTGGTCTA
ALXI R: TTGAAACTCAGCTGGGCTCC 790 60

F: CATGTGGAGGGGCGTGTAC
EYA2 R: CCCACACCTCCTCCCTCTAT >16 63

F: TAGAGGGCGGGTAAACAGTG
HOXA7 R: GCTAAAAAGCGCGTTCACAT 761 60

F:GCTCACTGGGTAAGCATGGT
METTL2IC R:TACCCACCAGTAGCCAGACA 700 64

F:CAAGCTAATTAGGAGGCAGCA
PITXI R:GCCTGTCTTAAAGCGACAGC 693 65

F:CAGATGTGGGATGGGGCAC
PVALB R:GCGCATCTCCTAGGATGTCC 260 64

F:CTGGCCTATTCCTGCCTCTC
SIMI R:TCCGCTTCACCTACCTTCAG 74 62

F:AGGCACTTTCCGCTGGAG
TBX1 R:GGCCAGGACGCTTATACATC 600 60

6.3.7 Analiza wariantow DNA zidentyfikowanych w RNA-seq metodg Sangera

W badaniu przeanalizowano polimorfizmy wybrane na podstawie analizy
wariantow z danych RNA-seq. Wykazano trzy SNP prowadzace do zmiany aminokwasu:
rs341151132 (C>T) w genie GALNTI6 skutkujacy zamiang Arg>Trp, rs690269483
(A>G) w PAOX (zmiana His>Arg) 1 rs334837422 (C>T) w RFTNI (zmieniajacy
Ala>Thr), oraz rs318378401 (A>G) w regionie 3'UTR, w genie SLC941. Do
sekwencjonowania postuzyto DNA pochodzace od 34 zdrowych osobnikow 1 34 $win z
przepukling pepkowa. Procedura sekwencjonowania 1 analiza wynikéw zostala
wykonana identycznie jak opisano w przypadku analizy regiondw 5’-flankujacych (pkt.

6.3.6), a uzyte startery przedstawia Tabela 6.
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Tabela 6. Startery uzyte w analizie wariantow DNA zidentyfikowanych w RNA-
seq.

Dhugos¢ Temp.
Gen Sekwencja starteru 5°— 3’ amplikonu | przylaczania
(pz) O

F:ACCTGTCTCATTCTGAATGAAGGA
GALNTI6 R:TGGCTTCTCTGTTTCTAGGGC 380 60

F:AGCCGTCATCACAACACAGT
PAOX R:CTTCTTGAACCAGGCGTCCT 343 60

F:CCCTCACAGATCCAGGAAGC
REINT R ACACGTGACCTTTTGGAGCA 532 60

F:GCGTCTGTCCTTCACCCTAG
SLC9AT R:TCTTTTGTACAGGCGGCAGA 217 60

6.3.8 Analiza liczby kopii wybranych genow metoda ddPCR

DNA pochodzace od 34 prosiat z przepukling pepkowa i 34 zwierzat kontrolnych
poddano analizie w poszukiwaniu polimorfizméw liczby kopii obejmujacych
wytypowane geny technika ddPCR. Analizie poddano geny: ALXI, EYA2, HOXA7,
METTL21C, PITX1, PVALB, SIMI 1 TBXI, ktore wykazaly istotne rdznice w analizie
PCR w czasie rzeczywistym. Wszystkie procedury przeprowadzono zgodnie z
instrukcjami producenta. Jako gen referencyjny wybrano gen F2. Sekwencje uzytych
starterow 1 sond przedstawia Tabela 7. W celu przygotowania mieszaniny do reakcji PCR,
potaczono ze sobg zestaw z sonda dla genu badanego, znakowang FAM, ddPCR
Supermix, enzym restrykcyjny EcoRl, sonde dla genu referencyjnego F2 (znakowang
HEX), startery, DNA i wode. W celu podziatu mieszaniny PCR na okoto 20 000 kropli
wykorzystano urzadzenie QX200 (Bio-Rad). PCR zostal wykonany na termocyklerze
Gradient T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) z temperaturg przylaczania starteréw: 58°C.
Do wykrycia kopii DNA zostal wykorzystany czytnik QX200 Droplet Digital PCR
System (Bio-Rad).
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Tabela 7. Startery uzyte w analizie ddPCR.

Gen

Sekwencja starteru 5°— 3’

Dhlugosé
amplikonu
(p2)

Temp.
przylaczania
Y]

ALX]

F: 5 CTCAAGAGCCCACCGAGTAA

R: 5 CGACGCTTTGCTGTAAAAGGA

S: 5> FAM- GGAGGCGCGTTAGAGCACGT -BQH1

108

58

EYA2

F: 5> AGGAAATGCTAGAACTAGTGATCTCA

R: 5" GCCTACCTTCGATGTCACTCAG

S: 5> FAM- CTGTAAACAGCGACCGTCCCGG -BQH1

120

58

HOXA47

F: 5 GAGCCGACTTCTTGCTCCTT

R: 5’ AGAGGGGGCTGTTGACATTG

S: 5> FAM-GCCTTCCCTTCGACCGTGCC-BQH1

112

58

METTL21C

F: 5> TGGCCAGCTCTCTCCTCC

R: 5 CTTGTCCCCCTCTGCCCT

S: 5 FAM- CAGCAGCCCCAGCACCTGG-BQH1

119

58

PITX1

F: 5> CATGAGTCTGGAGCGGCTG

R: 5 CTAGGTGGAAGGCGGGCC

S: 5> FAM- CGCCGCCGCACGACATGG-BQH!1

80

58

PVALB

F: 5 GGACATCCTAGGAGATGCGC

R: 5> GAGTTCTCCTGCCGTCAAGG

S: 5 FAM- GGCCCTGCACCTCATCAGGC-BQH!1

86

58

SIM1

F: 5 TGGTTTTGGATGAATCTGTGGA

R: 5 CCTAGTCCGGGCAGCATTTT

S: 5 FAM- CGCCGCCGCACGACATGG-BQH1

94

58

TBX1

F: 5 CTCCGACCTGGTGAAGCTTC

R: 5’ CTTCCATGTCCCTGGTGACG

S: 5° FAM- CCGGCCGGGATGCACTTCAG-BQH1

80

58

F2

F: 5 CTGCCAGCGGGCTGGGAATA 3’

R: 5> GGAGTTGACTCTGGAATAAGAAATTG 3°

5’ HEX-CGCCCCCGCCCCCAGGGTCT-BQH1 3’

97

58

5 FAM: barwnik fluorescencyjny przytaczony na koncu 5' (ang. Fluorescein amidite);

HEX: barwnik fluorescencyjny przylaczony na koncu 5' (ang. Hexachlorofluorescein); S:

sonda; BHQI: czasteczka ttumiaca fluorescencj¢ (wygaszacz)

6.3.9 Analiza poziomu biatka metoda western-blot

Technika western blot zostala wykorzystana do analizy poziomu biatka dla 12

zwierzat z przepukling 1 12 osobnikéw zdrowych. W analizie badano biatka, ktérych geny

wykazaty istotne réznice w analizie PCR w czasie rzeczywistym. Z powodu problemow

ze specyficznoscig przeciwcial dla $win, tylko biatka: SIM1 (Abcam:; I-rzgdowe

przeciwcialo kozie ab126863), PITX1 (Abcam: I-rzedowe przeciwciatlo krélicze
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ab70273), EYA2 (Thermo Fisher Scientific; I-rzedowe przeciwciato krolicze PA5-68561)
1 TBX1 (Abcam: I-rzedowe przeciwciato krolicze ab109313) zostaly uzyte w badaniu.
Jako biatko referencyjne uzyto GAPDH (Abcam: I-rzgdowe przeciwciato mysie ab8245).

Probki przygotowano poprzez zmieszanie 25 ug catkowitej puli biatek dla SIM1, PITX1,
EYA2 oraz 30 pg dla TBX1 z buforem Bolt LDS Sample Buffer (Thermo Fisher
Scientific) 1 $rodkiem redukujagcym Bolt Sample Reducing Agent (Thermo Fisher
Scientific). Denaturacja prowadzona byla w 70°C przez 10 minut. Elektroforeze
wykonano z wykorzystaniem zelu Bolt 12% Bis-Tris Plus (Thermo Fisher Scientific).
Kazda probka byla nanoszona na zel w dwdch powtdrzeniach tak by jedno powtdrzenie
testowaé z przeciwcialem dla badanego biatka a drugie dla biatka referencyjnego.
Membrany (Life Technologies) blokowano w 5% odtluszczonym mleku i ptukano
buforem TBST. Inkubacja z przeciwciatem pierwszorzedowym odbywata si¢ w 4°C przez
noc, a inkubacja z drugorzedowym (Abcam: II-rzgdowe przeciwciato kozie anty-krolicze
ab97051, Abcam: II-rzegdowe przeciwciato krdlicze anty-mysie ab6728, Abcam: II-
rzgdowe przeciwciato krolicze anty-kozie ab6741) sprzezonym z peroksydaza chrzanowa
w temperaturze pokojowej przez dwie godziny. Detekcje z wykorzystaniem substratu
Immobilon Forte Western HRP (Merck) wykonano w systemie ChemiDoc Touch Imaging
System (Bio-Rad). Intensywnos$ci prazkéw analizowano za pomoca oprogramowania

ImageLab (Bio-Rad).

6.3.10 Analiza statystyczna

Poziomy transkryptow uzyskane na podstawie analizy PCR w czasie rzeczywistym
poréwnano mig¢dzy grupa kontrolng i badang za pomocg dwustronnego testu U Manna-
Whitneya oraz testu post-hoc Dunna z korekta Benjamini-Hochberga w oprogramowaniu
R (wersja 2023), korzystajac z pakietu ,stats” (wersja oprogramowania R: 2023).
Wspotczynnik korelacji rang Spearmana dla wynikow PCR w czasie rzeczywistym i
RNA-seq obliczono w oprogramowaniu R z wykorzystaniem pakietu ,,stats” (wersja
oprogramowania R: 2023). Dla wynikow z pirosekwencjonowania dwustronny test U
Manna-Whitneya z korekta FDR zostal wykorzystany do poréwnano poziomu metylacji
CpG migdzy grupa badang a kontrolng, korzystajac z pakietu ,stats” (wersja
oprogramowania R: 2023) w srodowisku R (wersja 2023). Wspolczynnik korelacji rang

Spearmana dla wynikéw metylacji DNA 1 PCR w czasie rzeczywistym obliczono w
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oprogramowaniu R z wykorzystaniem pakietu ,,stats” (wersja oprogramowania R: 2023).
Analize przeprowadzono wylacznie dla miejsc CpG, ktore wykazaty istotne rdznice w

poziomie metylacji.

Platforma online MedCalc Software
(https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php) zostala wykorzystana do poréwnania
liczby alleli migdzy grupa badang a kontrolng za pomocg testu ilorazu szans w analizie
sekwencji regionow regulatorowych. Dodatkowo oprogramowanie online ALGGEN-
PROMO W wersji 8,3
(https://alggen.lsi.upc.es/cgibin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB =  TF 8.3)
zostato wykorzystane do okre§lenia miejsc wigzania czynnikdéw transkrypcyjnych w
analizowanym fragmencie sekwencji genu METTL21C. Ponadto, w celu potwierdzenia,
ze badana sekwencja 5’ flankujaca stanowi region promotora, wykorzystano narzedzie
Neural Network Promoter Prediction (https://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).

Analiz¢ przeprowadzono z zastosowaniem progu punktowego 0,8.

W przypadku analizy wariantow DNA uzyskanych metoda sekwencjonowania
Sangera (zidentyfikowanych w RNA-seq), do porownania liczby alleli w obu grupach
wykorzystano test ilorazu szans korzystajac z platformy online MedCalc Software
(https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php). Liczba kopii analizowanych gendéw
technikg ddPCR zostata obliczona przy uzyciu oprogramowania QuantaSoft (wersja
1.7.4.0917, Bio-Rad). Program wykorzystywat rozktad Poissona, przyjmujac dwie kopie
genu referencyjnego (F2) jako standard. Dla otrzymanych wynikow z analizy poziomu
biatka, wykorzystano test U Manna-Whitneya dla prob niezaleznych w programie R

(wersja 2023) przy uzyciu pakietu ,,stats” (wersja oprogramowania R: 2023).

6.4 Eksperyment dodatkowy

6.4.1 Opis zwierzat, pobranych tkanek oraz izolacja DNA

Probki wykorzystane w badaniu pochodzily od $win, ktére miaty okoto 3—4
miesigce 1 wazyly 50-70 kg. Zwierzeta te pochodzity z dwoch komercyjnych ferm
hodowlanych potozonych w Wielkopolsce i zostaly podzielone na dwie grupy: panel 1 i

panel 2. Oba panele byly analizowane niezaleznie. Szczeg6lowa charakterystyka paneli
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zostala przedstawiona w pkt. 6.1.1. W przypadku genu MYOI9 analiza zostala
przeprowadzona na 412 osobnikach z panelu 1 (212 UH i 200 kontroli) oraz na 171
zwierzetach z panelu 2 (86 UH 1 85 kontroli). W przypadku pozostatych genow (MYH2,
MYHS, ZNF646, ZNF713) w badaniu wykorzystano 52 $winie z panelu 1 (26 UH 1 26
kontrole) i 52 z panelu 2 (26 UH i 26 kontrole).

W badaniu analizowano DNA, ktére zostalo wyizolowane z krwi przy wykorzystaniu
zestawu Blood Mini kit (A&A Biotechnology), natomiast z tkanek przy uzyciu zestawu
Genomic Mini (A&A Biotechnology). W celu przeprowadzenia oceny jakos$ciowej i
ilosciowej wykonano pomiar spektrofotometryczny izolatéw przy uzyciu NanoDrop ND-

2000 (Thermo Fisher Scientific).

6.4.2 Analiza sekwencjonowania z wykorzystaniem techniki Sangera

Pierwszym etapem analizy bylo zaprojektowanie starterow przy wykorzystaniu
oprogramowania Primer3Plus bazujac na sekwencji genomu §wini: Sscrofall.l (Tabela

8). Startery zostaly zaprojektowane w celu analizy wariantow SNP wskazanych w

publikacji Savoldi i in., 2021 (Tabela 9).

Tabela 8. Startery uzyte w analizie wariantow SNP wskazanych w publikacji Savoldi

iin., 2021.

Dhugosé Temp.
Gen Sekwencja starteru 5°— 3’ amplikonu | przylaczania
(p2) O

F: CTGTTCCTAAGTCTGCCTCTCC
Myors R: GTCAGGGTAGCACCTCATGG 427 ol

F: ACCAGGTTGACCATCCATGT
MYH2 R: CCCACACCTCCTCCCTCTAT 376 63

F: TCAACCTTGGCCAGTGTCAG
MYHS R: AAGCAATCTGCCCAAGGTCA 543 63

F: CAGATCCACCTCAGCCTCCA
ZNF646 R: CCCTCCTTTTCCTGCAGCC 324 63

F: CAGGGGGAGATTTTCGAGCA
ZNE713 R: TCTGAACCCAGAGTCCCCAA 294 61

F: TGTGCTGTTGAGTAAGTGAAGGA
ZNE713 R: AGCCCTTCAGCCAAAACTCA 543 72
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Tabela 9. Charakterystyka badanych fragmentow genow: MYO19, MYH2, MYHS,
ZNF646 i ZNF713.

Pozycja genomowa
Gen badanego fragmentu Badany SNP
DNA
MYO19 12:38025736-38026162 15335136145
G>A
nowy wariant
MYH? 12:55266824-55267399 (12:55267170)
G>C
nowy wariant
MYHS 12:55146743-55147285 (12:55146905)
A>C
ZNF646 3:17399344-17399667 rs337670844
C>T
2311542
3:16963944-16964237 rs323115420
ZNF713 T>A
21
3:16960765-16961307 rs3379185
C>A

W reakcji PCR temperatury przytaczanie starterow wynosity: 61°C dla MYO19 oraz dla
wariantu 1rs323115420 w genie ZNF713; 63°C dla MYH2, MYHS, ZNF646 1 wariantu
rs337918521 w genie ZNF713. Przy uzyciu elektroforezy w Zelu agarozowym oceniono

specyficznos¢ reakcji.

Kolejnym etapem bylo wykorzystanie fosfatazy alkalicznej 1 egzonukleazy (Thermo
Fisher Scientific) w celu oczyszczenia produktow PCR inkubujac préby w 37°C przez 30
minut i1 kolejno w 80°C przez 15 minut. Reakcja sekwencjonowania zostata wykonana z
wykorzystaniem BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Life Technologies),
wedlug protokotu: inkubacja w 95°C przez 20 sekund, nastgpnie 25 cykli sktadajacych
si¢ z 3 etapow (95°C przez 12 sekund, 51°C przez 8 sekund i 60°C przez 4 minuty).
Produkt koncowy zostal przefiltrowany z uzyciem ztoza Sephadex G50 (Sigma) a
sekwenator Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) lub Genetic Analyzer 3500

(Applied Biosystems) zostat wykorzystany do przeprowadzenia elektroforezy kapilarne;.

Otrzymane wyniki zostaly przeanalizowane za pomocg oprogramowania SeqMan z

pakietu DNASTAR (DNASTAR). Jako genom referencyjny wykorzystano Sscrofall.l.
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6.4.3 Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata wykonana dla obu paneli niezaleznie. W kazdym
panelu, dla kazdego genu niezaleznie porownywano wyniki pomigdzy grupa kontrolng a
badang. Stosujac test ilorazu szans. Analiz¢ przeprowadzono z wykorzystaniem
platformy online MedCalc Software (https://www.medca Ic.org/calc/odds ratio.php).
Otrzymane warto$ci p zostaty skorygowane metoda Benjamini-Hochberg w srodowisku

R (wersja 4.2.2), przy uzyciu pakietu ,,stats” (wersja 4.2.2) i funkcji ,,p.adjust”.
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7. Wyniki

7.1 Eksperyment 1

Wyniki zawarte w artykule nr 1:

Wozniak, J., Loba, W., Iskrzak, P., Pszczola, M., Wojtczak, J., Switonski, M., & Nowacka-
Woszuk, J. (2023). A confirmed association between DNA variants in CAPN9, OSM, and
ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in pigs. Animal Genetics, 54(3),
307-314. https://doi.org/10.1111/age.13307

7.1.1 Zwiazek wariantow DNA w genach CAPNY9, OSM 1 ITGAM z wystgpowaniem
przepukliny pepkowej swin

Sekwencjonowanie Sangera ujawnito 10 SNP w CAPNY, 5 SNP w OSM i 2 SNP
w ITGAM. Zwiazek polimorfizmow z wystepowaniem przepukliny zostal przedstawiony
jako iloraz szans. Porownanie czesto$ci wystepowania alleli miedzy grupa kontrolng a
badang wykazalo istotne réznice dla 4 SNP (rs340675701, rs336325720, rs333405922,
rs344753123) w genie CAPN9Y, wylacznie dla zwierzat z panelu 1 (Table 1 — artykut 1).
Dodatkowo wykazano, ze wigkszo$¢ badanych SNP spelniala zatozenie réwnowagi
Hardy’ego-Weinberga, z wyjatkiem 4 SNP (rs327407895, rs321865883, rs341372952,
rs327289001) w panelu 1 oraz jednego (rs341372952) w panelu 2.

7.1.2 Analiza haplotypow

Przeprowadzona analiza haplotypéw wykazata, ze w przypadku genu OSM,
haplotyp CAGGA wiazat si¢ z obnizeniem ryzyka wystagpienia UH o 52% w poréwnaniu
z najczestszym haplotypem TCAAG. Warto§¢ prawdopodobienstwa wynosita 0,0147.
Podobnie, w genie ITGAM haplotyp AT zmniejszal ryzyko wystapienia przepukliny
pepkowej o 45% wzgledem haplotypu AC (p = 0,0234). Oba wyniki zostatly otrzymane
wytacznie dla zwierzat z panelu 2 (Table 2 — artykut 1).
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Dodatkowo w celu zbadania efektu haplotypdéw i interakcji z plcig przeprowadzono
analiz¢ regresji logistycznej. Stwierdzono istotng interakcj¢ pomig¢dzy haplotypem
CTCGCCCTTG w genie CAPNY a picig (p = 0,0421), w przypadku panelu drugiego
(Table 2 — artykut 1). Otrzymane wyniki sugeruja, ze zidentyfikowane uktady haplotypow
zwigzane sg z wystgpowaniem przepukliny w badanej populacji. Ryzyko UH moze by¢
modulowane przez specyficzne haplotypy w polaczeniu z picig osobnika. Wyniki te
podkreslaja potencjalng role wplywu profilu hormonalnego w ksztaltowaniu ryzyka tej

wady rozwojowe;.

7.1.3 Analiza liczby kopii genu NUGGC

W przypadku genu NUGGC w celu zbadania réznic w liczbie kopii fragmentu tego
genu, przeprowadzono analiz¢ przy uzyciu ddPCR. W badaniu zidentyfikowano jeden
przypadek zwierzecia z przepukling pepkowa, ktory posiadal trzy kopie analizowanego
fragmentu genu (Figure 1 — artykut 1). Jednakze rdéznice w liczbie kopii pomig¢dzy
grupami badanymi a kontrolnymi nie byly istotne statystycznie dla obu paneli. Wyniki te
nie potwierdzaja wczesniejszych badan przeprowadzonych w innej populacji §win o
zwigzku zmiennej liczby kopii tego genu z wystepowaniem przepukliny (Long 1 in.,

2016).

7.1.4 Znaczenie wynikow

Otrzymane wyniki potwierdzaja zwigzek zidentyfikowanych wariantow
genetycznych w genach CAPN9, OSM 1 ITGAM z ryzykiem wystepowania UH,
jednoczes$nie podkreslajac znaczenie poszczegdlnych haplotypéw w modulacji tego
ryzyka. Haplotypy CAGGA (gen OSM) 1 AT (gen ITGAM) zostaly zidentyfikowane jako
potencjalne markery zmniejszajgce podatnos$¢ na wystgpienie przepukliny, co moze mie¢

znaczenie praktyczne w hodowli §win.

W przypadku genu NUGGC nie potwierdzono istotnosci r6znic w zakresie jego liczby

kopii. Obserwacja ta moze by¢ wynikiem wykorzystania innych grup zwierzat,
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réznigcych si¢ profilem genetycznym co moze sugerowac inng genez¢ przepukliny w

zaleznos$ci od badanej rasy czy populacji.

Przeprowadzone analizy i uzyskane wyniki wykazaty ztozony charakter badanej wady,
gdzie bezposrednie przyczyny moga r6zni¢ si¢ pomi¢dzy réoznymi rasami i populacjami
$win. Zrozumienie interakcji mi¢dzy haplotypami a plcia moze dostarczy¢ nowych
wskazowek do dalszych badan nad mechanizmami molekularnymi lezagcymi u podstaw

tej wady.

Graficzne podsumowanie niniejszych wynikow przedstawia Rycina 3

Sekwencjonowanie Czestosci Analiza haplotypéw Interakcja z picig
Sangera wystepowania alleli 212UH vs 200C oraz 86UH i 85C 212UH vs 200C oraz 86UH i 85C
212UH vs 200C oraz 86UH i 85C 212UH vs 200C oraz 86UH i 85C

OSM: CAPN9:
o . CAGGA obniza ryzyka UH o Istotna interakcje pomiedzy
Istotne réznice dla: 52% wzgledem TCAAG haplotypem CTCGCCCTTG a

» 4SNP w CAPN9 picia

ITGAM: N
AT obniza ryzyko UH o 45% Q‘\\
wzgledem AC ‘S

S

\

Rycina 3. Graficzne podsumowanie wynikow eksperymentu 1.

7.2 Eksperyment 2

Wyniki zawarte w artykule nr 2:

Wozniak, J., Loba, W., Wysocka, A., Dzimira, S., Przadka, P., Switonski, M., & Nowacka-
Woszuk, J. (2023). Altered transcript levels of MMP13 and VIT genes in the muscle and

connective tissue of pigs with umbilical hernia. Genes, 14(10), 1903.

https://doi.org/10.3390/genes14101903
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7.2.1 Istotne roéznice w poziomach transkryptow genow MMPI3 i VIT, u zwierzat z

przepuklinig pgpkowa

W celu zbadania réznic w poziomach transkryptow genow MMP13, VIT, ACAN i
COLG6AS przeprowadzono PCR w czasie rzeczywistym dla 34 swin z UH i 34 zdrowych
osobnikow. Badanie zostalo przeprowadzone niezaleznie dla tkanki migsniowej i tkanki
lacznej. Analiza wykazala, ze poziom transkryptu genu MMPI3 byl istotnie wyzszy w
tkance mig¢sniowej swin z UH w poréwnaniu do grupy kontrolnej, gdzie skorygowana
warto$¢ prawdopodobienstwa byta mniejsza niz 0,01 (Fig. 1A — artykut 2). W przypadku
tkanki tacznej poziom ten byl znaczaco nizszy (padj. < 0,001 — Fig. 1B - artykut 2). Dla
genu VIT w tkance mig$niowej rOwniez zaobserwowano podwyzszony poziom mRNA
(padj. < 0,05 — Fig. 1A - artykut 2), jednak w tkance tacznej nie stwierdzono istotnych
roznic dla tego genu. Poziomy transkryptow genow ACAN i COL6AS5 nie wykazywaty
istotnych zmian w zadnej z analizowanych tkanek (Fig. 1A, Fig. 1B — artykut 2).

7.2.2 Analiza poziomu metylacji DNA

W poszukiwaniu przyczyn odpowiedzialnych za obserwowane istotne rdznice w
poziomie transkrytow przeprowadzono pirosekwencjonowanie fragmentéw wybranych
genow w celu okreslenia poziomu metylacji poszczegdlnych cytozyn. Takie rdznice
moglyby wyjasnia¢ obserwowane zmiany poziomu mRNA pomigdzy badanymi grupami.
Dla genu MMP13 zaobserwowano wyzszy poziom metylacji w jednej z analizowanych
cytozyn u §win z UH w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Srednio 34% vs. 29%; p < 0,001
—Fig. 3A - artykut 2). Jednak nie wykazano istotnej korelacji migdzy poziomem metylacji
a poziomem transkryptu genu, co sugeruje, ze rdéznice w metylacji nie sa gldwna
przyczyna zmian w poziomie mRNA tego genu. W przypadku genu VIT, zadna z

badanych cytozyn nie wykazata statystycznie istotnej réznicy w poziomie metylacji.
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7.2.3 Zidentyfikowane rdznice w poziomie transkryptow gendw u zwierzat z przepukling

pachwinowa

Poziom transkryptow gendw MMP13, VIT, ACAN i COL6AS5 zostat oznaczony w
czterech grupach zwierzat. Jedynie w przypadku genu 4ACAN odnotowano istotne roznice
(p <0,05 —Fig. 2 - artykut 2). Poziom mRNA byt istotnie nizszy w grupie dorostych §win
z przepukling (waga: 100—120 kg) w porownaniu do trzech grup mtodszych osobnikow
o wadze 30-35 kg. Na podstawie otrzymanych wynikéw wysunieto wniosek, ze obnizony
poziom transkryptu genu ACAN jest efektem wieku, a nie patologii zwigzanej z

wystepowaniem przepukliny pachwinowe;j.

7.2.4 Znaczenie wynikow

Badania wykazaly réznice w poziomach transkryptow genéw MMPI13 1 VIT dla
zwierzat z przepukling pepkowa, zalezne od rodzaju tkanki. Na podstawie otrzymanych
wynikow wysnuto wniosek, ze obnizenie ekspresji genu MMP13 w tkance tacznej moze
by¢ jedng z przyczyn rozwoju przepukliny pepkowej w badanej rasie §win. Natomiast
podwyzszony poziom transkryptu w tkance mig$niowej wynika¢ moze z obecnosci
przepukliny i1 wzmozonego zachodzenia procesOw naprawczych w tej tkance

wywotanych stanem patologicznym.

W przypadku genu VIT jego podwyzszona ekspresja w tkance mig§niowej rowniez moze
by¢ wynikiem proces6w regeneracyjnych. Nie jest to zgodne z wcze$niejsza obserwacja
innych badaczy (Souza i in., 2020), gdzie sugerowano zwigzek obnizonej ekspresji genu
VIT z przepukling. Jednakze we wczesniejszym badaniu nie stosowano analiz dla
poszczegblnych typow tkanek lecz badano mieszaning wielu typow komorek/tkanek
obecnych we fragmencie pier§cienia pgpkowego. W niniejszej pracy po raz pierwszy
przedstawiono, ze poziom transkryptu moze si¢ rozni¢ w zaleznosci od tkanki pobranej z

miejsca wystgpienia przepukliny (tj. z okolicy pepka) §win.

W przypadku przepukliny pachwinowej jedynie gen ACAN wykazat istotne rdéznice w
ekspresji, co jednak najprawdopodobniej wigze si¢ z wiekiem zwierzat. Biatko agrekan,

kodowane przez gen ACAN jest kluczowym skladnikiem macierzy zewnatrzkomorkowe;j
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chrzastki, wystepujacym w formie agregatow. Odgrywa wazng rol¢ w funkcjonowaniu
tkanek chrzgstnych i w procesie kostnienia (Roughley i Mort, 2014). Obserwowane
roéznice moga wynikac z zapotrzebowania na wyzszy poziom tego biatka u mtodych swin
w fazie intensywnego wzrostu, podczas gdy u dorostych jego rola koncentruje si¢ na
rozwoju szkieletu. Ponadto, biatko to wchodzi w sktad macierzy zewnatrzkomorkowe;j

chrzastki, ktorej ilo§¢ zmniejsza si¢ wraz z wiekiem (Miranda-Duarte, 2018).

Réznice w metylacji DNA nie wydajg si¢ mie¢ decydujacego wptywu na zmiany poziomu
mRNA w przypadku analizowanych genow. Jednak obecno$¢ istotnie zmetylowanej

cytozyny w genie MMP13 wskazuje potencjalne pole do przysztych badan.

Graficzne podsumowanie niniejszych wynikéw przedstawia Rycina 4.

Przepuklina
pachwinowa

PCR w czasie rzeczywistym\ Badane grupy
34UH vs 34C
Tkanka mie$niowa ‘ Tkanka faczna

Tkanka migsniowa z kanatu pachwinowego

Podwyizszona ekspresja:
MMP13, VIT

Obnizona ekspresja:
MMP13

15 swin 11 éwin 10swinh
30-35kg 30-35kg 100-120 kg
przepuklina przepuklina- przepuklina
ulegta regres)i

5 - v
Plrosekwenqonowame
34UH vs 34C PCR w czasie rzeczywistym
10vs 15vs 11vs 10
Tkanka migsniowa
ACAN
Obnizona ekspresja w grupie
dorostych swin z przepukling
(100-120 kg)

Podwyiszona metylacja:

Rycina 4. Graficzne podsumowanie wynikow eksperymentu 2.
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7.3 Eksperyment 3

Wyniki zawarte w wystanym do redakcji artykule nr 3:

Wozniak, J., Szabelska-Beresewicz, A., Zyprych-Walczak, J., Niemyjski, R., Dudek, K.,
Stachowiak, M., & Nowacka-Woszuk J. (2025 — ztozona do BMC Genomics). Genetic

and epigenetic markers in the METTL21C gene associated with umbilical hernia in pigs

7.3.1 Analiza r6znicowa transkryptomow

W analizie RNA-seq oszacowano poziom mRNA dla 14919 gendéw, z czego 234 geny
wykazaly statystycznie istotne réznice pomiedzy badanymi grupami (p < 0,05). Po
zastosowaniu dodatkowego kryterium FDR < 0,05 oraz |log2FC| > 1, wytypowano
ostatecznie 59 gendéw (okreslonych jako geny o zréznicowanej ekspresji — DEGs, ang.
differently expressed genes). Wsrod nich 31 genow wykazywalo podwyzszong ekspresje
(Tabela 10), a 28 obnizony (Tabela 11) poziom mRNA u zwierzat z przepukling w
porownaniu do grupy kontrolnej. Wykres w postaci tzw. heatmapy dla 59 genow

uszeregowanych pod wzgledem rosnacej wartosci FDR przedstawiono na Rycinie 5.

Tabela 10. Zestawienie 31 genow wykazujacych podwyzszong ekspresje w RNA-seq
z FDR < 0,05 i log2FC > 1.

Skorygowana

Geny Log,FC wartosé p Symbol
ENSSSCG00000004357 3,75 1,8x107* SIM1
ENSSSCG00000016701 2,26 1,8x107* HOXA47
ENSSSCG00000032145 2,19 2,7x107 IRXS5
ENSSSCG00000016705 1,31 3,9x107* HOXA3
ENSSSCG00000033532 2,62 3,0x1073 SBK2
ENSSSCG00000044237 1,17 3,0x1073 LncRNA
ENSSSCG00000036741 3,11 4,7x1073 PITX1
ENSSSCG00000047270 1,59 6,0x1073 LncRNA
ENSSSCG00000031101 3,63 6,0x1073 METTL21C
ENSSSCG00000037140 1,43 6,1x1073 ENSSSCG00000037140
ENSSSCG00000016704 1,92 8,8x107° HOXA4
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ENSSSCG00000007555 3,45 1,0x1072 UNCX
ENSSSCG00000032838 1,03 1,2x1072 MYOZ2
ENSSSCG00000004218 1,11 1,2x107 RSPO3
ENSSSCG00000041276 1,04 1,2x107 LncRNA
ENSSSCG00000004250 1,01 1,2x1072 SLC35F1
ENSSSCG00000028997 2,17 1,3x1072 HOXA9
ENSSSCG00000034997 2,50 1,5x1072 ENSSSCG00000034997
ENSSSCG00000042355 1,47 1,6x1072 ENSSSCG00000042355
ENSSSCG00000011324 1,19 1,7x1072 ENSSSCG00000011324
ENSSSCG00000048585 1,37 1,7x1072 LncRNA
ENSSSCG00000039756 1,29 1,7x1072 FOXCI
ENSSSCG00000033979 1,04 2,0x1072 KLHL34
ENSSSCG00000033348 2,43 2,1x107 ISL2
ENSSSCG00000029715 1,17 2,1x107? OLFM]I
ENSSSCG00000035073 1,07 2,1x107 ENSSSCG00000035073
ENSSSCG00000040173 3,77 2,5x1072 DLGAP3
ENSSSCG00000048737 2,50 2,7x1072 LncRNA
ENSSSCG00000007857 1,20 2,9x1072 ACSM3
ENSSSCG00000021204 3,15 3,2x1072 HOXAIO
ENSSSCG00000044180 1,00 4,7x1072 LncRNA

LogoFC: logarytm z krotnosci zmiany; LncRNA: dlugie niekodujace RNA

Tabela 11. Zestawienie 28 genow wykazujacych obnizong ekspresj¢ w RNA-seq z
FDR < 0,05 i log2FC < -1.

Geny Log,FC Slitv)gtg(:);gz;)na Symbol
ENSSSCG00000027060 -1,18 3,7x107 TBX2
ENSSSCG00000007453 2,28 42x107 EYA2
ENSSSCG00000026900 -1,27 42x107 CDINI
ENSSSCG00000001565 -1,31 1,3x1073 CDKNI1A
ENSSSCG00000049630 -1,20 2,3x1073 DEPTOR
ENSSSCG00000005762 -1,26 2,8x1073 KCNTI
ENSSSCG00000033958 -1,18 4,6x1073 RYR3
ENSSSCG00000025858 -1,04 6,110 ELN
ENSSSCG00000050834 -1,03 6,110 ENSSSCG00000050834
ENSSSCG00000006073 -1,44 8,110 OSR?2
ENSSSCG00000026978 -2,89 8,110 ROS1
ENSSSCG00000048762 -1,25 1,3%x1072 NA
ENSSSCG00000038801 -1,10 1,4x1072 NPNT
ENSSSCG00000000138 -3,71 1,6x1072 PVALB
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ENSSSCG00000043760 -1,92 1,7x1072 LncRNA
ENSSSCG00000037762 -1,78 1,9x1072 TBX1
ENSSSCG00000040329 -2,34 2,1x1072 ALX4
ENSSSCG00000048343 -1,89 2,7%1072 Pseudogene
ENSSSCG00000014980 -1,77 2,8x1072 CFAP300
ENSSSCG00000047161 -2,60 2,9x107 LncRNA
ENSSSCG0000005024 1 -1,08 2,9x10° LncRNA
ENSSSCG00000036781 -1,03 2,9x107 PRELID3A
ENSSSCG00000035222 -1,02 2,9x107 CHSTS
ENSSSCG00000036744 -2,89 2,9x10° ALX1
ENSSSCG00000050235 -1,32 3,0x10°* LncRNA
ENSSSCG00000028015 -1,71 3,1x1072 GAL3ST3
ENSSSCG00000011693 -1,06 4,0x1072 ZIC4
ENSSSCG00000022868 -1,14 4,3x102 KCTD4

Log>FC: logarytm z krotnosci zmiany; LncRNA: dlugie niekodujace RNA
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Rycina 5. Heatmapa dla 59 genow z FDR < 0,05 oraz |log2FC| > 1.



7.3.2 Analiza wzbogacenia funkcjonalnego szlakéw biologicznych

Analiza szlakow dla 59 gendw réznigcych sie ekspresja (DEGs) ujawnita, ze geny
te byly zaangazowane w 60 istotnych proceséw biologicznych oraz zidentyfikowano 16
réznych funkcji molekularnych (na podstawie bazy Gene Ontology). Warto podkresli¢,
ze te procesy obejmuja kluczowe funkcje biologiczne 1 szlaki, takie jak rozwoj i
morfogeneza uktadu szkieletowego (GO:0001501, GO:0048704 1 GO:0048705)
obejmujaca takie geny jak: ALXI, HOXAY, HOXA7, HOXA4, HOXA3, IRX5, OSR2 i
ALX4. Proces rozwoju narzagdow zarodkowych (GO:0048568 1 GO:0048562) byt
zwigzany z szerszym zestawem genow, w tym: ALX1, TBX2, HOXA9, HOXA7, HOXA4,
HOXA3, IRX5, OSR2, FOXCI, RSPO3 1 ALX4. Podobnie, rozw06j zarodkowy strunowcow
(GO:0043009) obejmowatl kluczowe geny takie jak: ALXI, TBX2, HOXAY, HOXA7,
HOXA4, HOXA3, IRXS5, OSR2, CDKNIA, FOXCI, RSPO3 i ALX4. Inna wzbogacona
sciezka — morfogeneza zarodkowa (G0O:0048598 1 GO:0009790) — obejmowata te same
geny, z dodatkowym genem HOXA10, lecz bez CDKNI1A (Tabela 12).

Tabela 12. Zestawienie zidentyfikowanych Sciezek dla 59 genow rozniacych sie

ekspresja.
Liczba
Identyfikator Nazwa $ciezki Skorygowana | DEGs
Sciezki (nazwa oryginalna w j. angielskim) wartos¢ p w
$ciezce
GO0:0048704 embryonic skeletal system morphogenesis 1,08x1071° 8
G0:0048706 embryonic skeletal system development 1,06x10” 8
G0:0048568 embryonic organ development 1,76x107° 11
G0:0048598 embryonic morphogenesis 2,19x10° 12
G0:0048705 skeletal system morphogenesis 2,77x107° 9
G0:0043009 chordate embryonic development 1,12x10%® 12
GO:0009792 embryo development epding in birth or egg 1.20x10°% 12
hatching
G0:0048562 embryonic organ morphogenesis 2,73x10%% 9
G0:0003700 DNA-binding transcription factor activity 7,58%10% 14
G0:0001501 skeletal system development 1,03x107 10
G0:0009790 embryo development 1,63%107 13
GO:0000981 DNA-binding transcription fact(?r activity, RNA 199107 13
polymerase II-specific
GO:1990837 sequence-specific double-stranded DNA binding 2,92x107 14
GO:0000977 RNA polymerase 11 traqscription re.gullatory region 3.26%107 13
sequence-specific DNA binding
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G0:0003690 double-stranded DNA binding 5,61x107 14
GO:0009887 animal organ morphogenesis 6,11x107 12
GO:0000976 transcription cis-regulatory region binding 9,74x107 13
GO:0001067 | transcription regulatory region nucleic acid binding 9,85x107 13
GO0:0043565 sequence-specific DNA binding 1,03x10¢ 14
GO0:0009952 anterior/posterior pattern specification 2,28x10¢ 7
G0:0140110 transcription regulator activity 3,21x10® 14
G0:0003002 regionalization 8,49x10° 8
GO0:0007389 pattern specification process 1,56x107 8
GO:0003677 DNA binding 2,25%107 15
G0:0048513 animal organ development 2,26x107 16
G0:0009653 anatomical structure morphogenesis 4,05x107 15
GO:0045944 positive regulation of transcription by RNA 5.62x10° 1
polymerase I1
GO0:0009888 tissue development 6,31x10° 13
G0:0030326 embryonic limb morphogenesis 8,21x107 5
GO0:0035113 embryonic appendage morphogenesis 8,21x107 5
GO:0045935 positive regulation of nuclepbase—containing 9,54x10° 13
compound metabolic process
G0:0048731 system development 9,90x10% 17
GO:0045893 | positive regulation of DNA-templated transcription 1,13x10* 12
GO0:1902680 positive regulation of RNA biosynthetic process 1,15x10* 12
GO:0006357 regulation of transcription by RNA polymerase 11 1,40x10* 14
G0:0035107 appendage morphogenesis 1,86x10* 5
GO0:0035108 limb morphogenesis 1,86x10* 5
GO:0001228 DNA-binding transcription activqtor activity, RNA 19610 7
polymerase Il-specific
G0O:0001216 DNA-binding transcription activator activity 2,16x10* 7
GO:0006366 transcription by RNA polymerase II 2,24x10* 14
G0:0051254 positive regulation of RNA metabolic process 2,54x10* 12
GO:0019219 regulation of nucleobase—containing compound 2.64x10" 17
metabolic process
G0:0032502 developmental process 3,06x10* 21
G0:0048856 anatomical structure development 4,49x10* 20
RNA polymerase II cis-regulatory region sequence-
GO:0000978 PO specific DA binéfingg q 4,77x10* 9
G0:0048736 appendage development 4,78x10* 5
G0:0060173 limb development 4,78x10* 5
GO:0051173 positive regulation of nitrogen compound metabolic 5.42%10" 14
process
G0:0031325 positive regulation of cellular metabolic process 5,45x10* 15
GO-0000987 cis-regulatory reglcz)?ns(;?:;ence-spemﬁc DNA 5.93x10* 9
G0:0006355 regulation of DNA-templated transcription 8,25x10* 15
G0:2001141 regulation of RNA biosynthetic process 8,49x10* 15
GO:0035115 embryonic forelimb morphogenesis 9,20x10* 3
GO:0007275 multicellular organism development 1,08x107 17
GO:0034654 nucleobase-containing compound biosynthetic 119107 16

process
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GO:0006351 DNA-templated transcription 1,42x1073 15
GO:0001974 blood vessel remodeling 1,50x1073 3
GO0:0032774 RNA biosynthetic process 1,55%107 15
GO:0018130 heterocycle biosynthetic process 1,59%107 16
G0:0019438 aromatic compound biosynthetic process 1,63x1073 16
GO0:0009893 positive regulation of metabolic process 1,69x1073 15
GO0:0035136 forelimb morphogenesis 1,78x1073 3
GO0:0051252 regulation of RNA metabolic process 2,41x10° 15
GO:1901362 organic cyclic compound biosynthetic process 2,50x1073 16
GO:0010604 positive regulation of macromolecule metabolic 3.01%107 14
process
GO:0071837 HMG box domain binding 3,32x107° 2
GO:0010557 positive regulation of macromolecule biosynthetic 6.33x10° 12
process
G0:0042733 embryonic digit morphogenesis 6,74x1073 3
GO:0030154 cell differentiation 7,15%1073 15
GO0:0048869 cellular developmental process 7,15%1073 15
GO:0016782 transferase activity, transferring sulphur-containing 7.63x10° 3
groups
G0:0031323 regulation of cellular metabolic process 7,94x1073 19
GO0:0031328 | positive regulation of cellular biosynthetic process 8,17x107 12
G0:0048522 positive regulation of cellular process 8,35x107 18
GO:0051171 | regulation of nitrogen compound metabolic process 8,49x107 17
G0:0009891 positive regulation of biosynthetic process 8,76x107 12

7.3.3 Poziom mRNA wybranych gendéw

Analize PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono w celu weryfikacji
wynikow RNA-seq w wigkszej grupie zwierzat, obejmujac rowniez osobniki dla ktoérych
wykonano RNA-seq. Relatywny poziomu mRNA wykazatl istotnos$¢ statystyczng (p <
0,05) dla 8 z 11 wybranych genow. Wsrdd nich SIMI, PITXI, HOXA7 1 METTL21C
charakteryzowaly si¢ zwiekszong ekspresjg u §win z przepukling w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, natomiast PVALB, ALXI, EYA2 1 TBX] wykazywaly obniZzony poziom
ekspresji. Wyniki dla IRX5, ALX4 1 OSR2 nie osiagngly progu istotnosci statystycznej,
dlatego tez zostaly wykluczone z dalszej analizy (Rycina 6, Tabela 13). Analiza korelacji
wykazata wysokg zgodno$¢ pomiedzy danymi z RNA-seq a wynikami PCR w czasie
rzeczywistym, ktora byla statystycznie istotna dla wszystkich rozpatrywanych genow (p

<0,001), ze wspotczynnikiem korelacji rang Spearmana p > 0,8, Tabela 14).

60




SIM1 PITX1 HOXA7 METTL21C
p <0.001 p <001 p <0.001 p <0.05

H S 3 ]
[ (4 o« 4
£ E E £
H 5 H 3 00
£ | E E, H
s . 8 e s
8. 8" 8 3
8oz 8 g 8
° o ° °
g g g g
2 g 2 2
% 3 & 3
=3 o oo o 4
£ B £ H
N N N M
S = > 36
£ £ £ £
... %, T Bree
F F 2 ]
N N N N
3 3 3, 3
£ 5 £ £
S = - e
" S 5 Do
g g g g
g 3 3 il

UH c UH c UH c UH c

PVALB ALX1 EYA2 TBX1
<0.001 . <0.05 <0.001 <001

P P 2 P » P ( P
2 H 2 3 o
e (4 4 o
£ ‘ £ £ £
5 5 5 H
g g E H
s S s 3
] 5 ] 8
3 5 S 3
8 iy & g 8
gorr g 2 8
g g b g
2 g g 3
2 B 2 2
@ @ 2 @
E = 0 Fag
H N N H
= g g g
2 @ 2 7
K K | S 3
5 i ] i
3 3 | 3 3
£ £ 1 a0 s
£ £ i £ £
ge g . i 5
g g g g
3 3 S Sy

UH c UH i UH c UH e

ALX4 OSR2 IRXS
<0.3829 . <0.2083 <0.09318
. P <" P s p
z z
4 (4 4
Ero £ E.
H 5 S
£ £ g
s g s
g ‘ g 8
4 4 4
° o °
S 3 3
2 g g
€ E1e £
2 3 2
i + ? H
2 = =
M N N
z z z
= = s
3 g g,
5 N ]
3 3 3
£ E, E
= i) ®
s 8 8
3 3 3
Fus 3 g
c UH e

UH

UH

Cc

Rycina 6. Logarytm dziesietny z wzglednych pozioméw mRNA genéw: SIML,
PITX1, HOXA7, METTL21C, PVALB, ALX1, EYA2, TBX1, ALX4, OSR2 i IRX5,

uzyskany od $win z grupy UH ($winie z przepukling) i C (kontrola). Pionowe czarne

linie przecinajace ramki przedstawiajag mediany, a biate krzyzyki oznaczaja warto$ci

srednie. Linie ponizej i powyzej prostokatow wskazuja odpowiednio warto$ci minimalne

i maksymalne, natomiast czarne kropki umieszczone ponizej i powyzej ramek

reprezentuja wartosci odstajace.

Tabela 13. Podsumowanie wynikow z analizy RNA-seq i PCR w czasie rzeczywistym.

RNA-seq PCR w czasie rzeczywistym
Wartos$¢ Odchylenie
Geny Log:FC Skorygorvy ana Srednia standardowe Skorng’vY ana

wartosc p UH C UH C wartos¢ p

SIM1 3,75 1,8x10* 0,0173 | 0,0070 | 0,0111 | 0,0096 2,6x10*
METTL2IC | 3,63 6,0x107 0,0314 | 0,0157 | 0,0345 | 0,0252 1,2x10
PITX1 3,11 4,7x1073 0,0054 | 0,0028 | 0,0048 | 0,0029 7,7x10°3
HOXA7 2,26 1,8x10* 0,1562 | 0,0712 | 0,1088 | 0,0657 5,0x10*
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IRX5 2,19 2,7x10* 0,0106 | 0,0071 | 0,0077 | 0,0073 9,3x1072
OSR2 -1,44 8,1x107 0,0008 | 0,0012 | 0,0006 | 0,0011 2,110
TBX1 -1,79 1,9x1072 0,0302 | 0,0633 | 0,0374 | 0,0577 7,7x1073
EYA2 -2,28 4,2x10* 0,0086 | 0,0226 | 0,0060 | 0,0143 3,0x10°¢
ALX4 -2,34 2,1x102 0,0019 | 0,0021 | 0,0025 | 0,0023 3,8x10"!
ALX] -2,89 2,9x10 0,0009 | 0,0022 | 0,0015 | 0,0042 1,2x102
PVALB -3,71 1,6x1072 0,0350 | 0,3322 | 0,0942 | 0,3272 6,6x10®

LogyFC: logarytm z krotnos$ci zmiany; UH: Swinie z przepukling; C: kontrola

Tabela 14. Wspélczynniki korelacji rang Spearmana miedzy danymi z RNA-seq a

wynikami PCR w czasie rzeczywistym.

Geny rho Wartos¢ p
ALX] 0,8424 5,3x107°™"
EYA2 0,8103 5,8x10°%"
HOXA7 0,8702 42x10710*
METTL21C 0,9043 2,3x10°7
PITX1 0,9569 2,2x10710*
PVALB 0,8750 4,8x107"
SIM1 0,9008 2,5x107"
TBX1 0,9301 1,1x10713 ™

rho: Wspotczynnik korelacji rang Spearmana (p). Oznaczenia istotnosci statystyczne;j:

8% < 0,001.

7.3.4 Poziomu metylacji DNA

Analiza wykazala istotne obnizenie metylacji cytozyn w genach METTL2IC,
HOXA7 1 PITXI co bylo zgodne z ich podwyzszong ekspresja. W genie 7BX] natomiast
zaobserwowano podwyzZszony poziom metylacji co rdéwniez pokrywa si¢ z jego
wynikami ekspresji gdzie zaobserwowano obnizony poziom transkryptu. Z kolei ALXT i
EYA2 wykazywaly obnizong metylacje, jednak nie byto to spojne z wynikami RNA-seq
1 PCR w czasie rzeczywistym, w ktérych stwierdzono ich nizsza ekspresj¢ w grupie
zwierzat z przepukling. Podobng rozbiezno$§¢ zaobserwowano dla SIMI, gdzie
podwyzszony poziom metylacji nie pokrywal si¢ z jednoczesnym wzrostem ekspresji
(Rycina 7, Tabela 15). Test istotnosci dla wspotczynnika korelacji rang Spearmana
wykazal istotng negatywng korelacje dla trzech z czterech analizowanych cytozyn w

genie METTL2IC przy poziomie istotnosci 0,01 oraz dla o$miu miejsc CpG w genie
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HOXA7 z najsilniejszym efektem dla cytozyny dwunastej (p = -0,7365; p < 0,0001).
Wykazano takze jedng istotng negatywna korelacje dla CpG w genie TBX! (p < 0,001)
oraz istotng pozytywna korelacj¢ dla czterech cytozyn w genie SIMI przy poziomie
istotnosci 0,01. Nie zaobserwowano istotnej korelacji migdzy poziomem metylacji a

wynikiem PCR w czasie rzeczywistym dla genéw PITX1, EYA2 i ALXI (Tabela 16).
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Rycina 7. Sredni procent metylacji DNA + odchylenie standardowe w pozycjach
CpG genow: SIM1, PITX1, HOXA7, METTL21C, PVALB, ALX1, EYA2 i TBX1 dla
dwoch grup: UH (Swinie z przepukling-czerwone stupki) oraz C (kontrole-niebieskie
shupki). Gwiazdki oznaczajq istotnos¢ statystyczng roznic miedzy grupa UH a
kontrolng: p: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Tabela 15. Miejsca CpG w analizowanych genach wraz z ich pozycjami

genomowymi, kontekstem genowym, poziomem metylacji i kierunkiem ekspresji w

PCR w czasie rzeczywistym

Lokacja , . , . Poziom
genomowa . Sre.d - Srefi - Réznice w mRNAw
R . Numer Pozycja poziom | poziom . grupie UH
Gen analizowanej analizowanej | analizowanych w w metylacji wzgledem C
sekwencji 1 y . . (skorygowana sle .
oraz kontekst cytozyny cytozyn grupie grupie warto$é p) na podstaw1.e
genowy UH (%) C (%) PCRw czasie
rzeczywistym
CpGl 5:96785422 49706 | 53824 2,9x10°!
CpG' 5:96785403 72647 | 89412 1,2x103*
CpG3 5:96785384 47647 | 4,9706 2,9x10°!
_ CpG4 5:96785382 3,5588 | 42647 6,0x10°!
55'_99667788551356' CpG5 5:96785379 | 3,647 | 3,5588 1,1x107 .
ALX] 5°- region CpG6 5:96785360 47647 | 4,7941 8,1x10°! obnizony
flankujacy CpG7 5:96785352 62647 | 6,7647 23%10°
CpG8’ 5:96785333 51176 | 5,6176 4,9x102"
CpG9 5:96785298 4,6176 | 5,5000 1,9x10°!
CpG10 5:96785296 3,7059 | 4,0588 4,8x10°!
CpGl1 5:96785287 7,0294 | 6,8235 7,3x10°!
CpGl’ 17:48966545 7,8235 | 11,8824 8,3x104"""
. CpG2 17:48966572 8,0882 [ 8,5294 1,8x10°!
1177'i88996666561321' CpG3 17:48966578 59412 | 6,1471 5,0x10°! )
EYA2 5" region CpG4 17:48966596 | 4,3235 | 4,0294 1,4x10°! obnizony
flankujacy CpG5 17:48966600 58824 | 52353 7,8x102
CpG6 17:48966602 | 4,3824 | 3,9706 6,9x102
CpG7 17:48966606 58824 | 5.6765 5,6x10°!
CpGl 18:45416789 7,0294 | 7.6765 8,3x107
CpG2 18:45416803 96176 | 10,8235 9,7x102
CpG3 18:45416814 | 11,6176 | 13,3235 5.4x102
CpG4’ 18:45416829 99412 | 11,8824 2,8x103"
18:45416762- CpG5' 18:45416831 56765 | 6,9706 1,4x102"
Hoxdr 18-45416903 CpG6 18:45416843 | 10,5294 | 99118 4,9x19 ' s
5°- region CpG7 18:45416853 8,8235 | 10,5882 1,2x1073 podwyzszony
flankujacy CpG8’ 18:45416858 | 15,6176 | 20,0294 8,1x10-3**
CpGY’ 18:45416862 | 13,0294 | 17,2941 3,5%103"
CpG10 18:45416868 | 12,1765 | 15,1471 1,6x103"
CpGl11’ 18:45416870 8,4412 | 10,6471 1,4x103"*
CpG12 18:45416877 | 16,3529 | 22,4118 2,2x1073"
11:71021109- CpGl’ 11:71021171 | 85,3824 | 86,8235 1,7x103"
11:71021201 CpG2’ 11:71021168 | 90,2941 | 91,2353 4,6x102" ,
METTL2IC | "5 egion CpG3’ 1171021150 | 66,6471 | 70,0204 | 61057 | Podwyzszony
flankujacy CpG4’ 11:71021135 | 56,4706 | 60,2647 6,2x105"
CpGl 2:137207342 24118 | 22059 1,7%10°!
2:137207285- CpG2 2:137207329 | 2,8529 | 2,6471 5131071
pirxr | 20 73;;353 CpG3 2:137207326 | 37059 | 3.4706 5,1x10°" podwyzszony
Hankuiacy CpG4 2:137207313 48529 | 4,7059 8,3x10°!
CpG5’ 2:137207302 | 14,4412 | 16,1471 2,7%10%"
CpGl 5:10955644 | 23,3824 | 23,6176 8,9x10"!
s
; P : , 5 ,9x10° ..
PVALB > '1622237139 CpG4 5:10955698 13,4412 | 13,8235 4,9x107) obnizony
CpG5 5:10955702 10,5000 | 10,6176 8,7x10°!
CpG6 5:10955707 15,6765 | 15,5588 6,9%10°!
CpGl’ 1:67294945 18,9706 | 14,2059 1,6x102"
SIMI 11':%7722%‘226776' CpG2' 1:67204938 | 16,5000 | 12,7647 LIx107 podwyzszony
CpG3’ 1:67294934 9,0588 | 7,2353 4,9x102"
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5’- region CpG4 1:67294922 15,2941 | 11,3529 8,0x102
flankujacy CpG5 1:67294920 7,6176 6,2647 8,9x102
CpG6 1:67294909 9,4412 7,9412 2,3x10°!
CpG7' 1:67294900 7,4118 3,5000 1,610

CpG8 1:67294898 5,7059 7,0588 2,9x10°!

CpG9 1:67294894 5,4412 6,5882 2,9x10°!

CpGl 14:51289069 86,0000 | 84,8529 8,1x107!

14:51289046- CpG2 14:51289079 89,6765 | 89,8824 7,1x107!

TBXI 14:51289196 CpG3' 14:51289109 74,5588 | 69,2941 4,9x102" obnizony

5’UTR CpG4 14:51289133 38,1177 | 38,8529 6,4x10"!
CpG5 14:51289166 45,6471 | 46,9706 1,1x10!

UH: $winie z przepukling; C: kontrole; f: istotne statystycznie cytozyny. Oznaczenia

istotnosci statystycznej: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Tabela 16. Wspolczynnikami korelacji rang Spearmana pomiedzy poziomem

metylacji istotnych statystycznie miejsc CpG, a ekspresja genow z PCR w czasie

rzeczywistym.
CpG poréownywane do
Gen wynikoéw z PCR w czasie rho Warto$¢ p
rzeczywistym
CpG2 0,0223 8,6x107"
ALXIT CpG8 20,0152 9.0x10 !
EYA2 CpG2 0,0335 7,9x107!
CpG4 -0,5278 3,7x10°"™
CpG5 -0,4305 2,5x107+
CpG7 -0,5496 1,210
CpG8 -0,6643 6,6x10° 10"
HOXA7 CpG9 -0,6929 5,9x10° 11"
CpG10 -0,6539 1,5x107"
CpGl11 -0,6174 2,0x1078*
CpG12 -0,7365 8,2x10° 13"
CpGl -0,2329 5,6x1072
CpG2 -0,5183 6,0x107°"""
METTL21C CpG3 20.3369 5.0<10
CpG4 -0,4015 6,9x10 4™
PITX1 CpG5 0,1753 1,5x107!
CpGl 0,6393 4,4x107"
CpG2 0,6536 1,510
SIM1 CpG3 0,4505 1,210+
CpG7 0,3844 1,2x1073"
TBXI CpG3 -0,3933 9,1x10~4"

rho: wspotczynnik korelacji rang Spearmana (p). Oznaczenia istotnosci statystycznej: *

p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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7.3.5 Analiza polimorfizméw DNA

Analiza wykazata obecno$¢ licznych polimorfizméw w badanych fragmentach
genow. Porownanie czgstosci alleli miedzy zwierzetami z przepukling pepkowa a grupa
kontrolng, przeprowadzone za pomocg testu ilorazu szans, wykazato istotno$¢
statystyczng (p = 0,03) dla jednego SNP w genie METTL2IC: 1s330073569.
Obserwowana czestos¢ allelu T u swin z przepukling byta wyzsza (0,43) niz w grupie
kontrolnej (0,25). Dodatkowa analiza in silico ujawnila, ze zidentyfikowany polimorfizm
znajduje si¢ w obrgbie sekwencji rozpoznawanej przez czynniki transkrypcyjne E2F-1
oraz STAT4 (Rycina 8, Tabela 17). Obecnos$¢ wariantu T prowadzi do utraty miejsca
wigzania dla E2F-1, jednoczes$nie tworzac nowe miejsce wigzania dla TFII-I oraz
wzmacniajac dopasowanie dla STAT4. Ponadto, w regionie, w ktorym zidentyfikowano
ten SNP, analiza in silico (narz¢dzie Neural Network Promoter Prediction) wykazata
obecnos$¢ sekwencji o charakterze promotora z wynikiem punktowym 0,98 (sugeruje to,
ze analizowany wariant lezy prawdopodobnie w promotorze genu i moze mie¢ znaczenie

dla wigzania czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych jego poziom ekspres;ji).

Tabela 17. Procent roznicy w dopasowaniu do sekwencji pomiedzy motywem a
odpowiadajacym mu czynnikiem transkrypcyjnym dla wariantu referencyjnego i

alternatywnego w regionie potencjalnego promotora genu METTL2IC.

Odmiennosci motywow wigzacych

Czynnik trnaskrypcyjny

Referencyjny wariant C

Alternatywny wariant T

STAT4 (T01577) 4,41% 2,94%
E2F-1 (T01542) 10,52% NA
TFII-1 (T00824) NA 14,27%

wyzszy procent odmiennosci (ang. dissimilarity) oznacza wigksza roznice pomigdzy
motywem a odpowiadajagcym mu czynnikiem transkrypcyjnym; mniejszy procent

oznacza wyzsze podobienstwo pomigdzy motywem i czynnikiem transkrypcyjnym.
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STAT4

ATG
A GGTGGGGCEAAGGG E /‘ - |
S 5 | ’ 3'UTR
CG CG CG CG TICCACCCCGCTTCCC 5’UTR Intron 5’UTR Intron

ATG
UH |cecscace TecaccdeacTTaRe S umintron S’UTRE'M"%-?’ UTR_l

Rycina 8. Fragment sekwencji potencjalnego regionu promotora genu METTL21C
z zaznaczonym SNP (oba warianty), miejscami wigzania czynnikow
transkrypcyjnych, odpowiadajagcymi im czynnikami transkrypcyjnymi oraz
schematycznym przedstawieniem nizszego poziomu metylacji DNA (szare kotka)
czterech cytozyn w przypadkach UH w poréwnaniu do grupy kontrolnej (czarne

kolka).

7.3.6 Zmienno$¢ liczby kopii

W Zadnej z badanych grup nie wykryto obecnosci polimorfizmu typu CNV.
Wszystkie analizowane geny (SIM1, PITX1, HOXA7, METTL21C, PVALB, ALXI, EYA2
1 TBXI) charakteryzowala obecno$¢ dwodch kopii, zarobwno w grupie zwierzat z
przepukling jak 1 w grupie kontrolnej. Przyktadowy wynik dla genu HOXA7 przedstawia
Rycina 9.

HOXA7

T - - L
2 219 207D 204§ = 195F 199

Liczba kopii

UH26 UH27 UH28 c26 c27 c28 NC

Rycina 9. Identyfikacja 2 kopii genu HOXA7 u trzech osobnikow z grupy UH oraz
trzech zwierzat z grupy kontrolnej metoda ddPCR. NC: kontrola negatywna (brak
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DNA), UH: $winie z przepuklinga, C: kontrole. Stupki btedéw przedstawiaja 95%

przedzial ufnosci.

7.3.7 Poziom biatka

Analiza western blot dla tkanki mig$niowej, przeprowadzona dla wytypowanych
czterech bialek wykazata obecnos¢ dwoéch izoform dla EYA2 (60 kDa 1 55 kDa) 1 TBX1
(60 kDa 1 50 kDa) oraz jednej dla PITX1 (40 kDa) i SIM1(70 kDa) (Rycina 10). Nie
zaobserwowano statystycznie istotnych roéznic w poziomie biatek, pomiedzy grupa

zwierzat z przepukling, a grupg kontrolna.

A
70 kD SIM1 biatko, 70 kDa PITX1 biatko, 40 kDa
C D UH1 TBX1 bialko, 60 kDa
B9 KBas 60 kDa A |
55 kDa> 50 kDaw-
" 3 - Pl ,,
EYA2 biatko, 55 kDa TBX1 biatko . 50 kDa
GAPDH APDH

Rycina 10. Poziom bialek u zwierzat z grupy UH (Swinie z przepukling) i C
(kontrole) — wyniki analizy western blot dla badanych bialek wzgledem GAPDH
(bialko referencyjne) oraz wzgledna ekspresja w analizowanych grupach. A — wyniki
dla SIM1, B — wyniki dla PITX1, C — wyniki dla EYA2, D — wyniki dla TBXI1.
Pionowe czarne linie przecinajace ramki przedstawiaja mediany, biale krzyzyki oznaczaja

warto$ci $rednie. Linie ponizej i powyzej prostokatow wskazuja odpowiednio wartosci
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maksymalne i minimalne, natomiast czarne kropki umieszczone ponizej i powyzej ramek

reprezentuja wartosci odstajace.

7.3.8 Analiza frekwencji wariantéw DNA wytypowanych w RNA-seq

Sekwencjonowanie RNA wykazato obecnos¢ 72301 SNP w regionach
ulegajacych transkrypcji. Test Fishera wykazat istotne statystycznie réznice (p <0,05) dla
979 wariantow (79 prowadzace do zmiany sensu, 33 regionie 5S'UTR, 284 w 3'UTR). Do
dalszej analizy na wigkszej stawce zwierzat, bazujac na wspotczynniku logFC dla genow
z analizy RNA-seq i wartosci p z testu Fishera, wybrano 4 warianty: rs341151132
(GALNT16), 1s690269483 (PAOX), rs334837422 (RFTNI) i 1s318378401 (SLCY9A41),
ktére poddano sekwencjonowaniu metoda Sangera. Przeprowadzony test Fishera
wykazal brak istotnych roéznic w czestosSciach alleli dla analizowanych wariantow

pomigdzy grupa $win z przepukling, a zdrowymi osobnikami (Tabela 18).

Tabela 18. Czestosci alleli rs341151132 w genie GALNTI16, rs690269483 w genie
PAOX, rs334837422 w genie RFTNI oraz rs318378401 w genie SLC9A1.

Wariant (rs ID) i Frekwencja . Iloraz
Gen lokalizacja w genomie Allele UH C Wartos¢ p szans
rs341151132 C 0,81 0,69
GALNTI6 Ref:C > Alt:T 0,1159 0,53
7:93017882 T 0,19 0,31
rs334837422 C 0,74 0,81
RFTNI Ref:C > Alt:T 0,3085 1,52
13:3524357 T 0,26 0,19
1690269483 A 0,65 0,75
PAOX Ref:A > Alt:G 0,1925 1,64
14:141364546 G 0,35 0,25
rs318378401 A 0,24 0,32
SLC9A41 Ref:A > Alt:G 0,2531 1,55
6:84372805 G 0,76 0,68

Ref: wariant referencyjny; Alt: wariant alternatywny; UH: $winie z przepukling; C:
kontrole
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7.3.9 Znaczenie wynikow

Przeprowadzone analizy ujawnily istotne réznice w ekspresji genow, poziomach
metylacji oraz obecnos$ci polimorfizméw migdzy grupg $swin z przepukling pepkowa a
grupa kontrolng. Wyniki te wskazuja na potencjalne mechanizmy molekularne zwigzane
z rozwojem tej wady. Identyfikacja gendéw roznigcych si¢ istotnie pod wzgledem
ekspresji, w tym SIMI, PITXI1, HOXA7 1 METTL21C o zwigkszonym poziomie oraz
PVALB, ALX1, EYA2 1 TBXI o obnizonej ekspresji, dostarcza nowych informacji o
genetycznych podstawach wystgpowania przepukliny. Wyniki analizy metylacji DNA
potwierdzaja, zwlaszcza dla genéw TBXI, METTL21C i HOXA7, ze epigenetyczna
regulacja ekspresji genéw jest jednym z czynnikéw zmian w poziomie mRNA genow,
ktoérych zmieniony poziom mRNA moze uczestniczy¢ w mechanizmach prowadzacych
do rozwoju badanej wady. Ponadto wykrycie polimorfizmu rs330073569 w genie
METTL2IC, ktéory potencjalnie wplywa na zmiany w wigzaniu czynnikéw
transkrypcyjnych, sugeruje, ze warianty genetyczne moga modyfikowaé poziom
ekspresji gendw potencjalnie zwigzanych z wystapieniami tej wady. Catos¢ wynikow
dostarcza nowych informacji i moze stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad
identyfikacja markerow genetycznych 1 epigenetycznych predysponujacych do
wystgpowania przepukliny pepkowej Swin.

Graficzne podsumowanie niniejszych wynikow przedstawia Rycina 11.
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Rycina 11. Graficzne podsumowanie wynikow eksperymentu 3.

7.4 Eksperyment dodatkowy

7.1.1 Zwiazek zaobserwowanych wariantow DNA w genach MYO19, MYH2, MYHS,
ZNF646 1 ZNF713 z wystepowaniem przepukliny pepkowej Swin

Sekwencjonowanie Sangera ujawnito obecno$¢ 4 SNP w genie MYO19, 3 SNP w
MYH2, 10 SNPw MYHS, 2 w ZNF646, 6 dla fragmentu 3:16963944-16964237 (ekson 5)
w ZNF713 1 2 dla fragmentu 3:16960765-16961307 (ekson 6) w ZNF713. Obliczony
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iloraz szans wykazal zwigzek wariantu rs335136145 w genie MYO19, w panelu 2 z

wystepowaniem przepukliny pepkowej — Tabela 19 (zostal spetniony warunek

rownowagi Hardy’ego-Weinberga). Wyniki dla pozostatych SNP byty nieistotne

statystycznie (Tabela 20, Tabela 21).

Tabela 19. CzestoSci alleli wraz z ilorazem szans i wartosScia p dla wariantow SNP w

genie MYO19, w panelu 2.

Wariant (rs Panel 2
ID) i Wariant . Skorygo-
Frek
Gen lokalizacjaw | aminokwasu Allele rekwenda Wartosé wana Iloraz
genomie UH C p warto$¢ szans
P
1s335136145 G 0,75 0,86
Ref:G> Alt:A | p.678Pro>Ser 0,0122 0,0488* 2,03
12:38026003 A 0,25 0,14
1s335471378 T 0,96 0,95
Ref:T > Alt:C intron 0,5713 0,9954 0,73
12:38025918 C 0,04 | 0,05
MYOI19
rs323111950 G 0,90 0,91
Ref:G> Alt:A intron 0,9723 0,9954 0,99
12:38025929 A 0,1 0,09
rs324107731 G 1 1
Ref:G> Alt:A | p.677Arg>Cys 0,9954 0,9954 0,99
12:38026006 A 0 0

Ref-allel referencyjny; Alt-allel alternatywny; UH-przepuklina pepkowa, C-kontrola;

*wynik istotny statystycznie

Tabela 20. CzestoSci alleli wraz z ilorazem szans i wartoscig p dla wariantow SNP w

genach MYO019, ZNF646, ZNF646, MYH2, MYHS8 i ZNF713 w panelu 1.

Wariant (rs Panel 1
ID)i Wariant Frekwencia Skorygo-
Gen lokalizacja w aminokwasu Allele ! Wartos¢ wana Hloraz
genomie UH C p wartos¢ szans
P
rs335136145 G 0,79 0,82
Ref:G> Alt:A | p.678Pro>Ser 0,2507 0,5014 1,22
MYOI9 | 12:38026003 A 021 | 0,18
rs335471378 intron T 0,99 | 0,998 | 0,1050 0,4200 5,78

72




Ref:T > Alt:C

12:38025918 C 0,01 0,003
rs323111950 G 0,98 0,97
Ref:G> Alt:A intron 0,5621 0,5621 0,76
12:38025929 A 0,02 0,03
rs324107731 G 0,998 1
Ref:G> Alt:A | p.677Arg>Cys 0,5197 0,5621 2,86
12:38026006 A 0,002 0
rs337670844 C 1 1
C>T intron 1 - 1
3:17399477 T 0 0
1327947675 A 0,96 0,96
ZNF646 A>G intron 1 - 1
3:17399455 G 0,04 0,04
rs328458889 C 0,96 0,98
C>T intron 0,5656 - 2
3:17399519 T 0,04 0,02
1s3472840180 G 0,83 0,88
G>C p.751Ala>Gly 0,4052 - 1,61
12:55267170 C 0,17 0,12
rs1110561778 C 1 1
MYH2 C>T intron 1 - 1
12:55267349 T 0 0
rs1111337299 G 1 1
G>A intron 1 - 1
12:55267293 A 0 0
rs3470533027 T 0,83 0,88
G p-907Asn>Thr 0,4052 - 1,61
12:55146905 G 0,17 0,12
rs3471313869 G 1 1
G>A intron 1 - 1
12:55147203 A 0 0
rs3471698357 C 1 1
C>G intron 1 - 1
12:55147155 G 0 0
rs3475790098 G 1 1
G>C intron 1 - 1
MYHS8 12:55147135 C 0 0
rs3473525619 G 1 1
G>A intron 1 - 1
12:55146985 A 0 0
rs3471216414 G 1 1
G>T intron 1 - 1
12:55146993 T 0 0
rs3471972859 ariant C 1 1
CT nwnimi n I ) 1
2:55146865 | Syrommiezny oo 0 0
rs3473444225 G 1 1 1 - 1
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G>A wariant A 0 0
12:55146835 synonimiczny
1s3469936522 C 1 1
C>G p-931Glu>Asp | - 1
12:55146832 G 0 0
rs3475856034 ariant C 1 1
T nwnimi Zn 1 ) 1
12:55146826 | Symommezny oo 0 0
1s323115420 T 0,92 1
T>A p.100His>Leu 0,1848 - 7,38
3:16964045 A 0,08 0
1s324689981 A 0,92 1
A>C intron 0,1848 - 7,38
3:16963968 C 0,08 0
rs330731511 T 0,85 0,86
>C intron 0,9283 - 1,06
INF713 | 3116963981 c | 015 | 014
eksonS | 16343927846 c | 085 | 086
C>T intron 0,9283 - 1,06
3:16964030 T 0,15 0,14
1s332641645 T 1 1
>C p-85GIn>Arg 1 - 1
3:16964090 C 0 0
rs344893082 wariant w C 0,85 0,84
C>A rejonie 0,7940 - 0,85
3:16964138 splicingowym A 0,15 | 0,16
rs337918521 C 0,85 1
C>A p-378Ala>Ser 0,1301 - 9,74
ekson 6 | 14370802395 - G | 094 1
G>A Wa.“airizn 0,1529 _ 8,86
3:16961030 | SYROMMuCZY A 0,06 0

Ref-allel referencyjny; Alt-allel alternatywny; UH-przepuklina pgpkowa; C-kontrola

Tabela 21. Czestosci alleli wraz z ilorazem szans i warto$cia p dla wariantow SNP w

genach ZNF646, ZNF646, MYH2, MYHS8 i ZNF713 w panelu 2.

Wariant (rs Panel 2
ID)i Wariant Allele | Frekwencja 3 Skorygo
Gen lokalizacja w | aminokwasu Wartos¢ -wana Tloraz
genomie UH C p wartos¢ szans
p
rs337670844 C 1 1
C>T intron 1 - 1
ZNF646 3:17399477 0 0
rs327947675 intron A 0,84 0,91 0,2863 - 2
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A>G

3:17399455 G 0,16 0,09
rs328458889 C 1 1
C>T intron 1 1
3:17399519 T 0 0
rs3472840180 G 0,83 0,71
G>C p.751Ala>Gly 0,1663 0,52
12:55267170 C 0,17 0,29
rs1110561778 C 0,92 0,92
MYH2 C>T intron 1 1
12:55267349 T 0,08 0,08
rs1111337299 G 0,92 0,92
G>A intron 1 1
12:55267293 A 0,08 0,08
rs3470533027 T 0,83 0,88
T>G p-907Asn>Thr 0,4052 1,61
12:55146905 G 0,17 0,12
rs3471313869 G 0,92 0,92
G>A intron 1 1
12:55147203 A 0,08 0,08
rs3471698357 C 0,92 0,92
C>G intron 1 1
12:55147155 G 0,08 0,08
rs3475790098 G 0,92 0,92
G>C intron 1 1
12:55147135 C 0,08 0,08
1s3471216414 G 0,92 0,92
G>T intron 1 1
12:55146993 T 0,08 0,08
MYHS
rs3473525619 G 0,92 0,92
G>A intron 1 1
12:55146985 A 0,08 0,08
rs3471972859 wariant C 0,92 0,92
C>T .. 1 1
2:55146865 | Syrommiezny o 0,08 | 0,08
13473444225 . G | 09 | 092
12:55146835 | SYPOMMICZNY A1 0,08 | 0,08
1s3469936522 C 0,92 0,92
C>G p-931Glu>Asp 1 1
12:55146832 G 0,08 0,08
1s3475856034 ariant C 0,92 0,92
C>T warial 1 1
12:55146826 | Symommiczny 0,08 | 0,08
rs323115420 T 0,86 0,89
T>A p.100His>Leu 0,6686 1,34
ZNF713 ’ ’
ckson 5 3:16964045 A 0,14 0,11
rs324689981 intron A 0,86 0,89 0,6686 1.34
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A>C
3:16963968 c jomjon
rs330731511 T 0,93 0,97
T>C intron 0,3974 2,71
3:16963981 C 0,07 0,03
rs343927846 C 0,95 0,97
C>T intron 0,7669 1,32
3:16964030 T 0,05 0,03
1s332641645 T 0,98 1
T>C p-85GIn>Arg 0,5535 2,66
3:16964090 C 0,02 0
rs344893082 wariant w C 0,95 0,97
C>A rejonie 0,7669 1,32
3:16964138 | splicingowym A 0,05 | 0,03
rs337918521 C 0,69 0,88
C>A p-378Ala>Ser 0,1243 2,97
ekson 6 | 14370802395 ant G | 085 | 094
G>A nwli‘in';‘icm 0,1922 2.57
3:16961030 | Y Y A | 015 | 0,06

Ref-allel referencyjny; Alt-allel alternatywny; UH-przepuklina pepkowa; C-kontrola

7.1.4 Znaczenie wynikow

Dzigki przeprowadzonej analizie otrzymano wyniki, ktore potwierdzaja zwigzek

wytypowanego wariantu w genie MYO19 z ryzykiem wystgpowania przepukliny, co

potwierdza czgsciowo wezesniej otrzymane wyniki przez zesp6ot Savoldi i in. (2021).

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze otrzymano statystycznie istotny wynik tylko dla jednego

panelu oraz nie udalo si¢ potwierdzié¢ zwiazku pozostatych badanych SNP. Swiadczy to

o ztozonym charakterze przepukliny i prawdopodobnym wielogenowym podtozu.

Graficzne podsumowanie niniejszych wynikoéw przedstawia Rycina 12.
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Sekwencjonowanie Sangera

MYO19: 212UH vs 200C oraz 86UH vs 85C
MYH2, MYHS8, ZNF646, ZNF713: 26UH vs 26C oraz 26UH vs 26C

Wykryto: Obliczony iloraz szans:

4 SNP w MYO19 +»+ Istotny zwigzek wariantu
3 SNP w MYHZ2 rs335136145 w genie

10 SNP w MYH8 MYO19, w panelu 2

6 SNP w ZNF646 (86UH vs 85C) z

8 SNP w ZNF713 (ekson 5) wystepowaniem UH

4 SNP w ZNF713 (ekson 6)

*
0.0

X3

*

X3

*

7
0‘0

7
0‘0

7
0‘0

Rycina 12. Graficzne podsumowanie wynikow eksperymentu dodatkowego.
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8. Dyskusja

Dostepne w literaturze informacje na temat podtoza przepuklin pepkowych swin sa
nadal ograniczone. Pomimo wczesniejszych prob identyfikacji czynnikow genetycznych
odpowiedzialnych za rozwoj tej wady, mechanizmy prowadzace do jego powstawania nie
zostaly jeszcze w petni poznane. W efekcie nadal brakuje skutecznych metod selekcji w
celu wyeliminowania badz ograniczenia wystgpowania przepukliny w populacji $win.
Dodatkowym wyzwaniem w badaniach jest istotny wptyw czynnika srodowiskowego jak
rowniez poligeniczny charakter tej wady. Nalezy mie¢ tez na uwadze, ze przyczyny
powstawania przepukliny pepkowej moga rézni¢ si¢ w zaleznos$ci od rasy czy populacji.
Dlatego tak istotne jest prowadzenie badan na zroznicowanych genetycznie grupach, aby

uzyskac¢ bardziej reprezentatywne i wiarygodne wyniki.

8.1 Markery genetyczne zwigzane z wystepowaniem przepuklin pepkowe;j

Badania nad genetycznym podtozem przepuklin pepkowych §win stanowig
kluczowy krok w zrozumieniu mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za
rozwoj te] wady. Markery molekularne, umozliwiajace identyfikacje polimorfizméw na
poziomie DNA, odgrywaja kluczowa role w genetyce zwierzat (Vignal 1 in., 2002).
Analiza markeré6w genetycznych pozwala na identyfikacje genow kandydujacych,
ktorych warianty moga predysponowac do wystgpowania przepukliny. Tego typu badania
sa szczegOlnie istotne w kontekscie hodowli zwierzat gospodarskich, gdzie wady
rozwojowe, takie jak przepuklina pgpkowa, moga prowadzi¢ do strat ekonomicznych

oraz obnizenia dobrostanu zwierzat.

Zmiana w obrebie sekwencji genu okreslana jest powszechnie mutacjg. Obecnie jednak
rozrdznia si¢ mutacje i polimorfizmy, w zalezno$ci od czgstotliwosci wystgpowania
zmienionego allelu w populacji. W przeciwienstwie do mutacji, zmieniony allel w
polimorfizmie zazwyczaj nie wptywa na funkcje biatka ani nie jest letalny. Dlatego tego
typu allele okresla si¢ mianem wariantow — alleli alternatywnych, bez wyraznego
wskazania, ktory allel jest ,,prawidtowy”. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w niektorych
przypadkach zmiany w sekwencji moga mie¢ negatywne skutki, nawet jesli czgsto§¢

wystepowania danego wariantu przekracza 5% (Charon i Switofiski, 2012).
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Polimorfizmy genetyczne, zwtlaszcza polimorfizmy pojedynczego nukleotydu — SNP,
odgrywaja kluczowa role w badaniach nad cechami produkcyjnymi zwierzat (Vignal i in.,
2002; Charon i Switonski, 2012). SNP sa jedna z najczesciej wystepujacych form
zmiennos$ci genetycznej ludzi (Kim 1 Misra, 2007). Polimorfizmy te moga wptywac¢ na
wszystkie etapy ekspresji gendéw. SNP w czegsci kodujacej moze prowadzi¢ do zmian
sekwencji biatka, natomiast w obrgbie regionow regulatorowych moze zaburzaé
przylaczanie si¢ czynnikdw transkrypcyjnych tym samym mie¢ znaczacy wplyw na

ekspresje (Robert 1 Pelletier, 2018).

Wsrod dotychezasowo wykrytych polimorfizméw znaczaco wptywajacych na produkcje
mozna wyrdzni¢ mutacje w genie RYR] warunkujacg pogorszenie jako$ci migsa u trzody
chlewnej czy polimorfizm w DGATI, ktory ma zwiazek z zawarto$cig thuszczu 1 biatka
w mleku u bydta (Charon i Switonski, 2012). Réwniez w przypadku przepuklin
pepkowych §win rozpoczgto badania zmierzajace do identyfikacji wariantdéw mogacych
predysponowa¢ do wystepowania defektu. Genetyczne tto przepuklin, obejmuje
wspotdziatanie wielu gendw oraz interakcje genetyczno-§rodowiskowe. Identyfikacja
markeréw genetycznych moze umozliwi¢ lepsze zrozumienie etiologii tej wady, a takze
tworzy podstawy do wprowadzenia narzedzi selekcji, ktoére w przyszto§ci moga znaczaco

ograniczy¢ jej wystepowanie.

W niniejszych badaniach analizowano czgsto$ci wystgpowania wariantéw SNP w genach
CAPNY, ITGAM 1 OSM, a takze CNV w genie NUGGC. Geny te zostaty wytypowane we
wczesniejszych publikacjach jako majace zwigzek z rozwojem przepukliny pepkowe;j
swin. Jak wspomniano wcze$niej, przyczyny powstawania przepukliny pgpkowej moga
rozni¢ si¢ w zaleznosci od rasy czy populacji. Dlatego tez w niniejszej pracy
postanowiono zweryfikowa¢ wczesniejsze wyniki na innej grupie zwierzat, roznigcej si¢
pod wzgledem genetycznym, aby okresli¢, czy zaobserwowane zalezno$ci maja charakter
uniwersalny, czy sa specyficzne dla okreslonych puli genowych. Badania
przeprowadzono na wigkszej liczbie osobnikow, co pozwolito na uzyskanie bardziej
reprezentatywnych wynikow i1 zwigkszenie mocy statystycznej analizy. Umozliwito takze

doktadniejsze okreslenie potencjalnych réznic migdzy grupami.

Gen CAPN?Y zostal wskazany w badaniach Li 1 in. (2019), jako potencjalnie zwigzany z
wystepowaniem przepukliny pepkowej. Jego ekspresja obserwowana jest gtownie w

przewodzie pokarmowym gdzie tworzy kompleks proteazowy ,,G-calpain” w polaczeniu
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z CAPNS (Hataiin., 2016). W niniejszej pracy, porownanie czg¢stosci wystepowania alleli
pomiedzy badanymi grupami wykazalo istotne réznice dla 4 SNP w genie CAPNY, w
panelu pierwszym (grupa stanowigca mieszance ras landrace, duroc i yorkshire).
Zaobserwowano takze istotng interakcje miedzy picig a haplotypem CTCGCCCTTG,
jednak tylko w panelu 2, sktadajacym si¢ z osobnikdw bedacych krzyzowka ras duroc,

large white 1 pietrain. Nie zaobserwowano istotnych wynikow dla panelu 1.

Gen ITGAM, w pracy Rodrigues i in. (2021), zostat wytypowany w analizie in silico.
Koduje on podjednostke receptora integryna-aMp2, petnigcej istotng role w aktywacji,
adhezji i migracji leukocytow (Anaya i in., 2012). W ramach uzyskanych wynikow
wlasnych zaobserwowano, ze haplotyp AT zmniejszal ryzyko wystapienia UH o 45%,
jednak podobnie jak w przypadku CAPNY tylko w panelu 2.

Gen OSM, koduje biatko onkostatyng M, ktora jak odpowiedzialna za réznicowanie
komorek, odpowiedz zapalng czy promowanie wzrostu (Grindflek i in., 2018; Stawski i
Trojanowska, 2019). W pracy Grindflek i in. (2018), wykazano jego powiazanie z
przepukling co znalazto odzwierciedlenie w niniejszych badanych gdzie wskazano, ze
haplotyp CAGGA zmniejsza ryzyko wystapienia przepukliny o 52%, jednak tylko,

ponownie w panelu 2.

W przypadku genu NUGGC, wskazanego w badaniu Long 1 in. (2016), wyniki uzyskane
w ramach tej pracy nie wykazaly zwigzku migdzy wystgpowaniem CNV tego genu a

przepukling w dwoch badanych panelach zwierzat.

W ramach werytikacji, wytypowanych genow kandydujacych i zidentyfikowanych w ich
obrebie polimorfizmow, przeprowadzono badania dodatkowe kolejnych gendw: MYH?2,
MYHS, MYO19, ZNF646 1 ZNF713. Zespot Savoldi i in. (2021), bazujac na analizie
sekwencjonowania RNA, zidentyfikowal polimorfizmy w wymienionych genach 1
wskazal na ich mozliwy zwigzek z przepukling pepkowa. W ramach dodatkowego
eksperymentu przeprowadzonego w ramach tej pracy, przeanalizowano metoda Sangera
wybrane fragmenty genow zawierajace wskazane polimorfizmy SNP. Analiza
potwierdzita zwigzek polimorfizmu rs335136145 w genie MYOI9 z wystgpowaniem
przepukliny. Poréwnanie grupy badanej z kontrolng wykazalo istotno$¢ statystyczng dla
tego polimorfizmu. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze wynik ten otrzymano jedynie dla panelu
2. Co istotne, w pierwotnej pracy (Savoldi i in. 2021) analizowano czystorasowe §winie

rasy landrace, natomiast w panelu 1, obejmujacym zwierzeta bedace krzyzowka tej rasy,
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nie udato w niniejszych badaniach wykaza¢ zwigzku tego polimorfizmu z

wystepowaniem przepukliny.

8.2 Wplyw réznic w poziomie transkryptow na wystgpowanie przepukliny

pepkowej W roznych typach tkanek

Przepuklina pgpkowa $win jest wieloczynnikowym zaburzeniem rozwojowym,
ktérego etiologia obejmuje zaré6wno czynniki genetyczne, jak i $rodowiskowe. W
ostatnich latach coraz wigksza uwage zwraca si¢ na molekularne mechanizmy lezace u
podstaw tej wady. Poza poszukiwaniem polimorfizméw zwigzanych z wystepowaniem
przepukliny, coraz wigkszg rol¢ przyktada si¢ do ekspresji gendw w réznych typach
tkanek. Zmiany w poziomach transkryptow moga wplywaé na procesy biologiczne
zwigzane z prawidlowym rozwojem powlok brzusznych, funkcjonowaniem macierzy
zewnatrzkomoérkowej czy regulacja szlakow sygnalizacyjnych kluczowych dla

stabilno$ci tkanki tacznej (Franz, 2006; Souza 1 in., 2020).

Analiza réznic w ekspresji gendw pomigdzy osobnikami zdrowymi a dotknigtymi
przepukling moze dostarczy¢ cennych informacji dotyczacych zarowno genetyki jak i
epigenetycznych podstaw tej wady. Szczegdlne znaczenie ma pordwnanie ekspresji
transkryptow w roznych typach tkanek, takich jak tkanka mig$niowa czy tkanka taczna,
ktére moga roézni¢ si¢ pod wzgledem aktywnosci tych samych genéw. Nalezy rowniez
zaznaczyC, ze podobnie jak w przypadku polimorfizmoéw genetycznych, zmiany w
poziomach transkryptow zwigzanych z przepukling moga wykazywac¢ zrdéznicowanie w
zalezno$ci od rasy czy populacji. Sugeruje to istnienie specyficznych dla populacji
mechanizmow molekularnych wptywajacych na predyspozycje do tej wady. Dlatego
istotne jest prowadzenie badan na réznych rasach $§win, o zréznicowanym tle
genetycznym. Pozwoli to na lepsze zrozumienie mechanizméw molekularnych lezacych
u podstaw podatnosci na przepukling pgpkowa oraz identyfikacje potencjalnych

czynnikéw genetycznych i epigenetycznych specyficznych dla danej populacii.

W drugim badaniu wlasnym przeanalizowane zostalty poziomy mRNA czterech genow
wskazanych przez Souza 1 in. (2020): ACAN, COL6A5, MMP13 i VIT. Autorzy, opierajac
si¢ na wynikach RNA-seq, wykazali ich zwigzek z wystgpowaniem przepuklin

pepkowych §$win, analizujac material wyizolowany z pierScienia pgpkowego
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czystorasowych osobnikdéw rasy landrace, bez rozrozniania typow tkanek. W niniejszej
pracy, wykorzystujac technik¢ PCR w czasie rzeczywistym, analizowano tkanki pobrane
od zwierzat o odmiennym profilu genetycznym — mieszance ras duroc, landrace i
yorkshire. Ponadto badanie przeprowadzono na wigkszej liczbie zwierzat, a analizg
rozszerzono o wykonanie oddzielnie analiz poziomu mRNA w tkance mig¢$niowej i
facznej, co stanowito nowatorskie podej$cie w badaniach nad przepuklinami pgpkowymi

Swin.

Interesujace wyniki otrzymano dla dwoch genow MMP13 i VIT. Ekspresja pierwszego z
nich — MMP13, byta podwyzszona w tkance mi¢§niowej, a obnizona w tkance tacznej u
swin z przepukling w porownaniu do kontroli. Jest to wynik przeciwny do otrzymanego
przez zespot Souza i in. (2020). Rozbiezno$ci te moga wynikac z faktu, ze w poprzednim
badaniu nie stosowano rozroznienia na tkanke migsniowg i taczng. Gen MMP13 koduje
biatko kolagenazg 3 nalezaca do rodziny metaloproteinaz macierzy pozakomorkowe;.
Odpowiadaja one za degradacj¢ sktadnikow macierzy oraz s3 zaangazowane w
przebudowe tkanki tacznej (Bracale i in., 2023). Dodatkowo warto zauwazy¢, ze we
wczesniejszym badaniu gen ten zostal powigzany z przepukling pachwinowa ludzi
(Zheng i in., 2002). Obserwowany obnizony poziom transkryptu w tkance tacznej §win z
przepukling moze prowadzi¢ do zaburzen w procesie przebudowy tkanki, co potencjalnie
ostabia jej strukture i moze predysponowaé do rozwoju przepukliny. Natomiast,
podwyzszony poziom mRNA w migsniu moze by¢ konsekwencja wystepowania
przepukliny. Wigze to si¢ z inng funkcja genu MMP13. Gen ten odgrywa kluczowg role
W procesie gojenia ran (Amar i in., 2017) oraz procesach regeneracyjnych i naprawczych
(Torisevaiin., 2012; Lei i in., 2013). Dodatkowo, cytokiny i czynniki wzrostu powstajace
w warunkach patologicznych indukuja ekspresje MMP13 (Vincenti 1 in., 2002). Dlatego
stwierdzono, ze podwyzszony poziom MMPI3 jest efektem uszkodzenie tkanki

mig$niowej przez powstanie przepukliny pepkowe;.

W przypadku genu VIT, Souza i in. (2020) stwierdzili jego obnizong ekspresje u Swin
dotknigtych badang wada. W niniejszej pracy obserwowano natomiast podwyzszony
poziom mRNA tego genu w grupie zwierzat z przepukling. Statystycznie istotne wyniki
otrzymano tylko dla tkanki mig$niowej. Biatko kodowane przez VIT zawiera dwie
domeny von Willebrand A 1 jest sktadnikiem macierzy pozakomorkowej. Podobnie jak
inne biatka zawierajace t¢ domeng (Colombatti i1 in., 1993; Whittaker i Hynes, 2002),

prawdopodobnie odgrywa ono role w procesach migracji i adhezji komorek. Sugeruje to,
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ze obserwowany podwyzszony poziom transkryptu w migsniu jest efektem, a nie
przyczyna przepukliny pepkowej, analogicznie do zaobserwowanych zmian w ekspresji

MMP13 w tej samej tkance.

W przypadku genow ACAN i1 COL6A5 nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w

poziomach mRNA dla obu analizowanych tkanek.

Dodatkowo, w celu identyfikacji potencjalnych mechanizméw regulujacych réznice w
ekspresji gendow MMP13 i VIT przeprowadzono analiz¢ poziomu metylacji. Ze wzgledu
na ograniczong ilo$¢ prob tkanki tacznej analiza ta zostala przeprowadzona tylko dla
tkanki mig$niowej. Wykazano, Ze poziom metylacji jednej cytozyny, w regionie 5’UTR
genu MMP13, byt istotnie podwyzszony u zwierzat dotknigtych przepukling. Region ten
jest istotny dla prawidtowej inicjacji translacji (Barrett i in., 2012), dodatkowo podczas
rozwoju zarodkowego u ludzi niski poziom metylacji w regionie 5’UTR jest negatywnie
skorelowany z ekspresja gendw (Luo 1 in., 2018). Jednak brak istotnej korelacji miedzy
zaobserwowana roznica w metylacji cytozyny a ekspresja MMPI3 nie pozwala
jednoznacznie stwierdzi¢, ze zmiany w metylacji regionu 5’UTR majg istotny wptyw na
rozw0j przepukliny. W przypadku genu VIT, zadna z analizowanych cytozyn nie

wykazala istotnych réznic w poziomie metylacji.

Dodatkowsa czgscig drugiej pracy wlasnej byta analiza poziomu ekspresji w tkankach
swin z przepukling pachwinowa. Oba typy przepuklin maja podobny obraz kliniczny
(Rodrigues i in., 2021) dlatego mozliwe jest, Ze te same geny zwigzane sg zZ rozwojem
obu wad. Analiza czterech grup zwierzat wykazata istotny wynik dla genu ACAN.
Zaobserwowano znaczace roznice w poziomie mRNA tego genu pomiedzy grupami
mtodych osobnikow z przepukling, z przepukling, ktora ulegta regresji oraz osobnikow
bez przepukliny a grupa dojrzatych zwierzat z przepukling. Bazujac na funkcji genu jaka
jest istotna rola w funkcjonowaniu tkanek chrzestnych (Roughley i Mort, 2014) oraz w
rozwoju szkieletu (Aspberg, 2012), zasugerowano, ze obserwowany obnizony poziom
mRNA u dorostych osobnikéw jest efektem starzenia si¢ organizmu a nie jest zwigzany
z przepukling pepkowa. Dla pozostalych badanych gendéw nie stwierdzono istotnych

réznic w poziomie transkryptow.
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8.3 Kompleksowa analiza genetycznego podioza przepukliny pepkowe;j

Swin: analiza transryptomoczna i epigenomiczna

Dotychczasowe badania nad molekularnym podtozem przepuklin pepkowych swin
opieraty si¢ na szerokim wachlarzu metod, co doprowadzilo do wytypowania kilku
gendw oraz szlakow biologicznych potencjalnie zwigzanych z ta wada. Wraz z rozwojem
technologii, w tym sekwencjonowania RNA, mozliwe stato si¢ doktadniejsze sledzenie
zmian ekspresji genow. Niemniej, mechanizmy molekularne prowadzace do powstawania
przepuklin pozostaja nie w petni poznane. Dodatkowa trudno$¢ stanowi ztozona etiologia
tej wady, uwarunkowana wielogenowo oraz prawdopodobnie predyspozycje rasowe, co

ogranicza skuteczno$¢ selekcji genetycznej opartej na pojedynczych markerach.

Biorac pod uwage powyzsze, w trzeciej pracy wlasnej zastosowano wieloaspektowe
podejscie obejmujace badania transkryptomiczne i epigenomiczne. Gléwnym celem byto
zidentyfikowanie gendw o istotnie zmienionej ekspresji. Dodatkowo przeprowadzono
analize wzbogacenia §ciezek sygnatowych oraz identyfikacje wariantow genetycznych i
modyfikacji epigenetycznych, ktore moga odpowiada¢ za obserwowane roznice w
poziomach transkryptow. Warto podkresli¢, ze byto to pierwsze tkankowo-specyficzne
badanie koncentrujace si¢ na analizie transkryptomicznej tkanki migéniowej pobranej od
swin z przepukling pgpkowa oraz zdrowych osobnikow. Tkanka ta odgrywa kluczowa
role w patogenezie wady — oslabienie migsni brzucha moze prowadzi¢ do rozwoju
przepukliny (Doijode, 2019; Coste 1 in., 2024). Dlatego tez analiza ukierunkowana na t¢
tkanke dostarcza unikalnych informacji na temat proceséw biologicznych i szlakow
molekularnych zaangazowanych w rozwdj oraz integralno$¢ miegsni. Takie podejscie
moze ujawni¢ mechanizmy niedost¢pne przy badaniu materialu bedgcego mieszaning

roznych tkanek.

Analiza RNA-seq wykazata istnienie 59 gendéw rdznigcych si¢ istotnie ekspresja
pomiedzy grupg kontrolng a badang. Wyniki zweryfikowano na wigkszej stawce zwierzat
technikg PCR w czasie rzeczywistym. Do analizy wybrano najbardziej interesujgce geny,
bazujac na ich skorygowanej warto$¢ p, logarytmie przy podstawie 2 ze zmiany
wzglednej, funkcji oraz obecnosci genéw w istotnym procesie biologicznym. Ostatecznie
wyniki istotne statystycznie otrzymano dla 8 gendéw : ALX1, EYA2, HOXA7, METTL2I1C,
PITX1, PVALB, SIMI 1 TBXI. Geny te zostal juz wcze$niej opisane w literaturze gdzie
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wigkszo$¢ z nich pelni istotng role¢ w tkance mig$niowej. Nastgpnie w celu identyfikacji
potencjalnych przyczyn obserwowanych réznic w poziomach mRNA wykonano analizg
na obecnos¢ SNP w regionach 5’-flankujgcych oraz badanie poziomu metylacji regionow

regulatorowych.

Gen ALXI, dla ktérego zaobserwowano obnizong ekspresje w grupie badanej, peini
wazna rol¢ w rozwoju struktur czaszkowo-twarzowych (Dee i in., 2013), jednak nie zostat
wczesnie] powigzany z funkcjonowaniem migéni. Analiza pirosekwencjonowania
wykryla jednakze obnizony poziom metylacji w regionie 5’-flankujacym dwoéch cytozyn,
gdzie obnizony poziom zazwyczaj zwigzany jest z podwyzszong ekspresja. Podobnie w
przypadku EYA2, ktory nalezy do rodziny odgrywajacej istotng role w rozwoju licznych
narzadoéw 1 tkanek, w tym mieéni (Soni 1 in., 2021), charakteryzowat si¢ obnizong
ekspresja jak rowniez obnizong metylacja. Jednakze nalezy zaznaczyé¢, ze nie wykazano
korelacji pomiedzy poziomem metylacji a transkryptu dla ALX1 i EYA2. Gen SIM1 cho¢
znany gtownie z funkcji jaka pelni w rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego, petni
rowniez role w migracji progenitorowych komorek migsniowych u myszy i drobiu
(Coumailleau i Duprez, 2009). Niniejsze badanie wykazato podwyzszony poziom jego
transkryptu w grupie badanej w poréwnaniu do kontroli, jednakze poziom metylacji byt
réwniez podwyzszony. Tak niespodziewane wyniki dla trzech powyzszych genow
wskazuja, ze muszg istnie¢ inne mechanizmy regulacji odpowiadajace za obserwowane
roznice w poziomach mRNA anizeli metylacja ich regionéw regulatorowych. Gen
HOXA7 nalezy do rodziny Hox, biatka do niej nalezace odgrywaja kluczowa role na
réznych etapach rozwoju migsni, u réoznych gatunkéw (Poliacikova 1 in., 2021). W
analizie RNA-seq jak 1 PCR w czasie rzeczywistym zaobserwowano podwyZszona
ekspresje HOXA7 u $win z przepukling. Co wigcej w wyniku pirosekwencjonowania
konwertowanego fragmentu regulatorowego tego genu wykryto obnizong metylacje
DNA, z negatywna korelacja w stosunku do poziomu mRNA, co moze tlumaczy¢
podwyzszony poziom ekspresji. Analogiczny wynik otrzymano dla genu METTL21C, co
moze sugerowac, ze obserwowana podwyzszona ekspresja jest spowodowana przez
czynniki epigenetyczne. Gen METTL2IC jest zaangazowany w metylacje reszt
lizynowych w biatkach, w tym w tkance migsniowej (Wiederstein i in., 2018). Gen ten
jest takze kluczowy dla wytrzymalosci i dlugotrwatej aktywnos$ci migsni (Ke i in., 2023).
Obserwowane zaburzenia jego ekspresji mogg prowadzi¢ do uposledzonej metylacji

innych bialek, a tym samym przyczynia¢ si¢ do zaburzen w obrebie tkanki migsniowe;j
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oraz rozwoju przepukliny pepkowej. Podobnie jak w przypadku HOXA7 i METTL21C,
gen PITX1 wykazal podwyzszony poziom ekspresji i obnizony stopien metylacji. Gen ten
odpowiada za regulacje ekspresji genéw zaangazowanych w rozwoj miesni, a jego
dysfunkcja moze prowadzi¢ do nieprawidlowosci w ich strukturze (Duboc 1 Logan, 2011;
Szeto 1 in., 1999). Jednakze test Spearmana nie wykazal na wystepowanie istotnej
korelacji. Odpowiedzialny za regulacje liczby miocytow oraz rozwdj migéni (Dastjerdi i
in., 2007) gen TBXI zostat juz wczesniej opisany jako majacy zwiazek z przepukling
pachwinowg ludzi (Zhang i in., 2013). W niniejsze] analizie zostata zaobserwowana
istotna réznica w poziomie jego transkryptu (obnizona ekspresja u §win z przepukling),
ktora istotnie korelowata z obserwowana podwyzszong metylacja. Dla genu PVALB,
ktory jest zwigzany ze wzrostem migéni u §win (Ayuso 1 in., 2016), wykryto istotnie
zwigkszony poziom transkryptu w grupie badanej jednak zadna z analizowanych cytozyn

nie roznila si¢ istotnie pod wzglgdem metylacji.

Analiza wzbogacenia $ciezek sygnalowych wykazata obecnos¢ 60 znaczacych procesow
biologicznych oraz 16 istotnych funkcji molekularnych, w ktore zaangazowane byly geny
0 zmienionym poziomie mRNA. Procesy te sa powigzane z podstawowymi funkcjami
komoérkowymi i szlakami, co uwidacznia odmienny wzor ekspresji gendw pomiedzy
grupa UH a grupa kontrolng. Analiza GO wykazala istotne zaangazowanie gendéw
zwigzanych z procesami potencjalnie powigzanymi z rozwojem przepukliny pepkowej,
takimi jak morfogeneza uktadu szkieletowego (GO:0001501, GO:0048704 oraz
G0:0048705). Wiadomo, ze rozwo0j uktadu szkieletowego obejmuje rowniez formowanie
migsni, a te oba typy tkanek rozwijaja si¢ w sposob skoordynowany (Pineault 1 Wellik,
2014). Co wigcej, niektorzy badacze sugeruja, ze tkanka kostna moze wptywaé na
metabolizm mig$ni szkieletowych — zar6wno bezposrednio, jak i posrednio. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze zakldcenia w tych szlakach moga przyczynia¢ si¢ do oslabienia
struktury mig$ni oraz tkanek facznych w okolicy pepka (Cianferotti i Brandi, 2014), co
zwigksza ryzyko rozwoju przepukliny. Warto podkreslic, ze wsrdd genow
zidentyfikowanych w ramach tych procesow, geny ALXI oraz HOXA7 wykazaty
istotno$¢ statystyczng w weryfikacji metoda PCR w czasie rzeczywistym,
przeprowadzonej na wigkszej liczbie probek. Inne istotne szlaki GO, ktére moga by¢
zwigzane z rozwojem przepukliny pgpkowej, obejmuja procesy zwigzane z rozwojem
narzgdow zarodkowych oraz morfogeneza (GO:0048568, GO:0048598, GO:0048562,
G0:0009790, GO:0043009), w ktorych udzial biorg roéwniez geny HOXA7 1 ALXI, a
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takze TBXI1. W trakcie rozwoju zarodkowego pewne defekty lub nieprawidtowosci
morfologiczne moga potencjalnie prowadzi¢ do powstawania przepuklin. W
szczegblnosci, z uwagi na ztozong struktur¢ tworzaca si¢ w okresie rozwoju
zarodkowego, pepek pozostaje szczegodlnie podatnym obszarem w budowie ciala, co
wiaze si¢ z ryzykiem wystapienia przepukliny w pdzniejszym okresie zycia (Conze i in.,

2007).

Badanie od katem identyfikacji polimorfizméw w regionach 5’-flankujacych wykryto
szereg wariantow SNP. Jeden wariant w genie METTL21C (rs330073569) wykazat
wyzsza czestos$¢ allelu T u zwierzat z przepukling w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
Allel ten moze to potencjalnie zmienia¢ site wigzania czynnikow transkrypcyjnych, a tym
samym mie¢ wpltyw na obserwowang réznic¢ w ekspresji genu zwlaszcza, ze w analizie
in silico wykazano obecno$¢ sekwencji o charakterze promotora w regionie gdzie
wystepuje ten polimorfizm. W przypadku wariantu C, czynniki transkrypcyjne takie jak
STAT4 i E2F-1 moga wiaza¢ si¢ z tym miejscem. Zmiana nukleotydu na T prowadzi do
utraty miejsca wigzania dla E2F-1, a jednocze$nie wzmacnia dopasowanie dla STAT4 i
wprowadza nowe miejsce wigzania dla TFII-I. STAT4 jest aktywatorem transkrypcji
(Kaplan, 2005), a jego wicksze dopasowanie do miejsca w regionie promotorowym moze
prowadzi¢ do podwyzszonej ekspresji genu co zostalo zaobserwowane zarOwno w
wynikach z analizy RNA-seq jak i na pdozniejszym etapie weryfikacji metoda PCR w
czasie rzeczywistym. Dodatkowo nowe miejsce wigzania dla TFII-I, bedacego
kofaktorem transkrypcji (Roy, 2012), moze thumaczy¢ obserwowane réznice w poziomie
transkryptu dla METTL21C. W przypadku E2F-1 (jest on przede wszystkim znany jako
aktywator transkrypcji), obserwowana podwyzszona ekspresja genu METTL2IC w
przypadku utraty wigzania E2F-1 z promotorem dla allelu T moze by¢ zwigzana z
obecnoscig innych czynnikow transkrypcyjnych (takich jak STAT4 1 TFII-I), ktore moga

kompensowac lub nawet wzmacnia¢ aktywnos$¢ transkrypcyjna.

Analiza skierowana na wykrycie polimorfizméw CNV w badanych genach przy
wykorzystaniu metody ddPCR wykazata dwie kopie dla wszystkich badanych genow w
obu grupach $win. Sugeruje to, ze CNV nie sg przyczyng zmienionego poziomu
transkryptow tych genéw. Jak dotad tylko w przypadku jednego genu (NUGGC)
wskazywano na zwigzek zmiennosci liczby kopii z wystepowaniem przepukliny

pepkowej swin rasy duroc (Long 1 in., 2016).
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Podobnie analiza poziomu biatka z wykorzystaniem techniki western blot nie wykazata
istotnych réznic miedzy zwierzgtami z przepukling a grupa kontrolng. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze analiza zostata przeprowadzona na ograniczonej liczby biatek (ze wzgledu
na problemy zwigzane ze specyficzno$cig przeciwciat dla $win) 1 niewielkiej grupie
zwierzat. Co wigcej stabilno$¢ czasteczek mRNA odgrywa istotng role w regulacji
potranskrypcyjnej, wskazujac, ze zmiany w ekspresji genow (mRNA) nie zawsze
skutkujg zmiang w syntezie biatek (Wu i Brewer, 2012). Okres pottrwania mRNA,
regulowany przez biatka wigzace RNA oraz mikroRNA, moze wptywaé na ilo$¢ 1
trwato$¢ transkryptu w komorce. Tego typu mechanizmy moga leze¢ u podstaw
obserwowanych w niniejszym badaniu rozbiezno$ci migdzy poziomem mRNA a

poziomem biatka.

Warianty SNP w obrebie gendéw GALNTI16, PAOX, RFTNI i SLC9A41 zostaty poddane
analizie metoda Sangera na wigkszej stawce zwierzat. Geny te zostaly wybrane ze
wzgledu na role kodowanych przez nie bialek w funkcjonowaniu tkanki migs§niowe;.
GALNT1I6, bierze udziat procesie glikozylacji bedacym kluczowym dla prawidlowe;
fizjologii ~ mig$ni  (Martin-Rendon i Blake, 2003). PAOX  koduje
acetylopoliaminooksydaze uczestniczaca w katabolizmie sperminy (Ivanova i in., 2024),
ktoérej nagromadzenie zaobserwowano w hipertrofii, natomiast obnizone poziomy byty
zwigzane z atrofig mie$ni (Lee 1 MacLean, 2011). RFTNI odgrywa rol¢ w sygnalizacji
komorek uktadu odpornosciowego (Deng 1 in., 2022) co moze hipotetycznie wptywac na
funkcje miesni w kontekscie chorob autoimmunologicznych. SLC941 odpowiada za
regulacje¢ wewnatrzkomoérkowego pH. Spadek jego ekspresji moze prowadzi¢ do
zakwaszenia, co z kolei moze wptywac¢ na wrazliwo$§¢ miofilamentéw na jony Ca*'
(Salem 1 in., 2012). Analiza na wigkszej stawce zwierzat, wykrytych polimorfizmow w
RNA-seq (wytypowane warianty: rs341151132 w GALNTI16, 15690269483 w PAOX,
rs334837422 w RFTNI 1 rs318378401 w SLCY9AI) nie wykazala jednak istnienia
istotnych statystycznie roznic w czgstosci alleli pomiedzy grupa zdrowych osobnikow a

zwierzetami z przepukling.
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9. Podsumowanie dyskusji 1 wnioski

Identyfikacja markerow genetycznych ma kluczowe znaczenie w badaniach nad
uwarunkowaniem przepuklin pepkowych $win. Lepsze zrozumienie mechanizmow
dziedziczenia oraz przyczyn wystgpowania tej wady moze mie¢ istotne znaczenie dla
praktyki hodowlanej oraz gospodarki. Zidentyfikowane markery moglyby zostad
wykorzystane do selekcji 1 eliminacji z populacji niepozadanych wariantoéw genow
zwigzanych z wystepowaniem przepukliny pepkowej. Takie podejscie moze prowadzic¢
do poprawy dobrostanu zwierzat i ograniczenia strat ekonomicznych. Nie bez znaczenia
s rowniez zmiany epigenetyczne. Mogg one by¢ odpowiedzialne ze obserwowane

roznice w ekspresji gendéw (Nowacka-Woszuk, 2021).

W etiologii przepukliny pepkowej mozemy wskaza¢ zarowno czynniki genetycznne jak
i srodowiskowe. Zakazenia, otylo$¢, zabiegi weterynaryjne czy urazy fizyczne moga
sprzyja¢ rozwojowi tej wady (Savoldi 1 in., 2021). Wiedza na temat czynnikow poza
genetycznych zwigzanych z przepukling moze pozwoli¢ na lepsze dostosowanie
warunkéw $Srodowiskowych, takich jak odpowiednia higiena, zarzadzanie i opieka

weterynaryjna, co moze pomoc w ograniczeniu ryzyka wystgpienia tej wady.

Poza wymienionym pozytywnymi aspektami badan w sferze ekonomicznej 1 etycznej
nalezy zaznaczy¢ uzytecznos¢ tych wynikow w badaniach dotyczacych innych zwierzat
gospodarskich jak 1 ludzi. Przepuklina pgpkowa jest problemem, ktory nie ogranicza si¢
tylko do gatunku sus scrofa. Wystgpowanie tej wady stanowi rowniez problem wsrdd
owiec czy bydta, gdzie rowniez komponent genetyczny ma wplyw na jej rozwoj (Amare
1 Haben, 2020). Zidentyfikowane, potencjalne markery genetyczne moga by¢ uzyteczne
w przypadku innych gatunkéw gospodarczych. U ludzi przepuklina stanowi problem
pediatryczny, ale takze dotyka dorostych. Czynniki takie jak otylosci, silny kaszel, liczne
cigze czy podnoszenia cigzarow mogg prowadzi¢ do wystgpienia wady (Nowacka-
Woszuk, 2021). Majac na uwadze, ze $winia jest zwierzeciem modelowym dla ludzi, ze
wzgledu na podobny rozmiar, fizjologi¢ i morfologie (Goh i in., 2018), otrzymane wyniki
mogg mie¢ zastosowanie w lepszym zrozumieniu i zapobieganiu postawania przepukliny

u ludzi.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wtasne §wiadcza o ztozono$ci zaburzenia, jakim jest

przepuklina pepkowa. Poszerzaja one rdéwniez wiedz¢ na temat mechanizmow
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molekularnych bioracych udziat w jej rozwoju, a takze typuja nowe, dotychczas nie

wskazane markery genetyczne i epigenetyczne, ktore moga mie¢ zwigzek z jej

powstawaniem.

W pierwszym eksperymencie, badajac wskazane we wczesniejszych pracach warianty

SNP i CNV zwigzane z wystgpowaniem przepuklin pgpkowej, na wigkszej grupie

zwierzat o innym komponencie genetycznym wykazano:

1)

2)

3)

istotne rdznice w czestosci alleli dla SNP w genie CAPNY tylko dla panelu 1 co
sugeruje, ze czgstosci wariantow DNA zwigzanych z przepukling pepkowa moze
by¢ konsekwencja odmiennych pul genowych w analizowanych grupach zwierzat
istotny zwiazek haplotypow w genach ITGAM oraz OSM w panelu 2 z ryzykiem
wystgpienia przepukliny co sugeruje, ze okreslone kombinacje wariantow
genetycznych w tych genach mogg predysponowac do wystapienia tej wady

istotng interakcje miedzy haplotypem w CAPNY, a plcia w panelu 2 co sugeruje,
ze czynniki hormonalne moga modulowa¢ wplyw tej kombinacji wariantow

genetycznych na ryzyko wystgpienia przepukliny

W drugim eksperymencie, analizujac roznice w ekspresji transkryptéw w rdznych typach

tkanek, dla genow wskazanych we wcze$niejszych pracach, na wigkszej grupie zwierzat

1 0 innym komponencie genetycznym stwierdzono, ze:

1)

2)

3)

4)

podwyzszona ekspresja MMP13 w tkance migsniowej oraz obnizona w tkance
Iacznej u $win z UH wskazuje na roznice w regulacji tego genu w poréwnaniu do
wynikoéw Souza i in. (2020). Moze to wynika¢ z odmiennych metodologii, w tym
nieuwzglednienia réznic mi¢dzy tkankami w poprzednim badaniu, lub z innej puli
genetycznej badanych populacji

obnizony poziom transkryptu MMP13 w tkance tacznej moze przyczyniac si¢ do
ostabienia struktury tej tkanki 1 predysponowa¢ do UH, podczas gdy
podwyzszona ekspresja w mig$niu moze by¢ efektem uszkodzenia tkanki
podwyzszona ekspresja genu VIT w tkance mig$niowej jest sprzeczna z
wcezesniejszymi wynikami Souza 1 in. (2020), gdzie ekspresja byta obnizona.
Moze to wynikac z tych samych czynnikow, ktore wptynety na réznice w ekspresji
MMPI13

podwyzszony poziom mRNA genu VIT w mig$niu moze by¢ konsekwencjag UH,

podobnie jak w przypadku MMP13
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S)

6)

7)

8)

9)

brak istotnych réznic w ekspresji gendéw ACAN i COL6AS5 w tkance mig$niowej
oraz tacznej sugeruje, ze nie odgrywaja one kluczowej roli w patogenezie UH, w
przypadku badanych mieszancow

istotnie wyzszy poziom metylacji jednej cytozyny w regionie 5S’UTR genu
MMPI3 u $win z UH moze wskazywa¢ na potencjalne mechanizmy
epigenetyczne wplywajace na jego ekspresje, jednak brak korelacji nie pozwala
jednoznacznie stwierdzi¢, ze obserwowanie zmiany w metylacji majg istotny
wpltyw na rozwoj przepukliny

brak istotnych réznic w poziomie metylacji genu VIT sugeruje, ze jego regulacja
nie jest zalezna od zmian epigenetycznych w analizowanym regionie

istotne roznice w ekspresji mi¢dzy mlodymi osobnikami z przepukling
pachwinowa, osobnikami z regresja przepukliny pachwinowej oraz osobnikami
zdrowymi a grupa dorostych osobnikéw z przepukling pachwinowa moga
wynikac¢ ze starzenia organizmu, a nie by¢ zwigzane z badang wada

brak istotnych wynikéw dla genow MMPI3, VIT i COL6A5 w kontekScie
przepukliny pachwinowej sugeruje, ze nie odgrywaja one istotnej roli w jej

patogenezie w przypadku badanej stawki zwierzat

W trzecim eksperymencie, badajac poziom ekspresji gendw uzyskanych przy

wykorzystaniu sekwencjonowania RNA tkanki mig$niowej oraz czynniki genetyczne i

epigenetyczne mogace wplywac na rdznice w poziomie mRNA wykazano:

1)

2)

3)

4)

ze podwyzszona ekspresja genow SIMI, METTL2IC, PITX] i HOXA7 oraz
obnizona ekspresja TBX1, EYA2, ALXI i PVALB w grupie badanej wskazuje na
potencjalng rolg w patogenezie przepuklin u badanych mieszancéw

istotne réznice w metylacji cytozyn dla genow HOXA7, METTL21C oraz TBX1
co wskazuje na potencjalny wptyw epigenetycznych mechanizmoéow regulujacych
poziom tranksryptéw

ze brak istotnych r6znic w metylacji cytozyn dla genu PVALB, istotnej korelacji
wynikow dla PITX] oraz brak zgodnosci pomiedzy réznicami w metylacji EYA2,
ALX]I oraz SIMI a poziomami ich ekspresji moze sugerowac istnienie bardziej
ztozonego mechanizmu regulacyjnego dla tych gendéw

wyzsza czestos¢ allelu T u zwierzat z przepukling dla wariantu rs330073569 w
potencjalnym promotorze genu METTL2I1C moze wplywac na przylaczanie si¢

czynnikow transkrypcyjnych, co moze regulowac ekspresj¢ tego genu
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5) brak istotnych réznic we frekwencjach alleli dla pozostatych analizowanych
gendOw sugeruje, ze inne czynniki moga mie¢ wigkszy wplyw na rozwo6j UH niz
badane warianty SNP

6) wystepowanie dwodch kopii kazdego analizowanego genu potwierdza brak
strukturalnych delecji lub duplikacji

7) brak réznic w poziomie bialek dla analizowanej ograniczonej liczby biatek
sugeruje, ze zmiany na poziomie transkryptu mogg nie przektada¢ si¢
bezposrednio na poziom biatka

8) brak istotnych roznic w czgstosci alleli dla wytypowanych na podstawie analizy
RNA-seq wariantow SNP pomigdzy grupami wskazuje, ze badane polimorfizmy

nie maja bezposredniego wptywu na podatnos¢ na UH
Na podstawie wynikéw uzyskanych w badaniu dodatkowym wykazano, ze:

1) istnienie zwigzku z wystgpowaniem przepukliny u osobnikéw z panelu 2 a
polimorfizmem rs335136145 w genie MYO19 oraz brak takiej zaleznos$ci u
zwierzat pochodzacych od mieszancéw z panelu 1, moze wskazywaé na
specyficzny zwigzek tego wariantu tylko dla zwierzat o okreslonej puli genowe;j

2) brak statystycznie istotnych réznic w czestosci alleli pomiedzy grupami z
przepukling a osobnikami kontrolnymi dla badanych wariantow w genach MYH2,
MYHS, ZNF646 1 ZNF713 w obu analizowanych panelach zwierzat sugeruje, ze

nie odgrywaja one kluczowej roli w predyspozycji do przepukliny w tej populacji

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze przepuklina pgpkowa $win jest
wada o ztozonej etiologii, a czynniki genetyczne zaangazowane w jej powstawanie moga
r6ézni¢ si¢ w zaleznosci od rasy i1 populacji. Dodatkowo udato si¢ potwierdzi¢ czgs§¢
wynikow uzyskanych we wczesniejszych pracach dla zwierzat z inng pula genetyczna,
co wzmacnia ich wiarygodno$¢. Podsumowujac cato$¢ niniejszej pracy mozna

stwierdzicé, ze:

1) w zaleznosci od udzialu réznych ras w puli genowej badanych mieszancow
wskazano na warianty DNA ktore predysponuja do wystgpienia przepukliny
pepkowej swin

2) istnieja geny, ktorych zmieniona ekspresja u $win z przepukling, moze

uczestniczy¢ w etiologii tej wady
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3) istniejg czynniki epigenetyczne (metylacja DNA) uczestniczace w patogenezie
przepuklin pepkowych §win

4) po raz pierwszy wykonano analize¢ wylacznie dla tkanki mig$niowej
wypreparowanej z pierScienia pe¢pkowego, co stanowi istotny wkilad w

zrozumienie molekularnych podstaw tej wady rozwojowej Swin

Bioragc powyzsze pod uwage, nadal wiele aspektow dotyczacych wystepowania
przepukliny pepkowej swin wymaga dalszych badan, w tym analiz na poziomie bialka.
Kolejne prace powinny uwzgledni¢ zwierzgta o odmiennym profilu genetycznym, aby
precyzyjniej wytypowa¢ markery specyficzne dla poszczegodlnych ras i1 populacji.
Pozwoli to na opracowanie skutecznych testow selekcyjnych, wspierajacych programy
hodowlane 1 zmniejszajacych czesto$¢ wystgpowania tej wady w populacji, tym samym

redukujac koszty ponoszone przez hodowcow jak 1 poprawiajac dobrostan zwierzat.
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11. Spis tabel 1 rycin

Tabele:

Tabela 1. Przeglad dotychczas wytypowanych gendéw kandydujacych zwigzanych z

wystepowaniem przepukliny pepkowej u §win.

Tabela 2. Charakterystyka badanych fragmentow genow: CAPN9, OSM i ITGAM.
Tabela 3. Startery uzyte w PCR w czasie rzeczywistym

Tabela 4. Startery uzyte w pirosekwencjonowaniu.

Tabela 5. Startery uzyte w sekwencjonowaniu regionéw 5’-flankujacych metoda Sangera.
Tabela 6. Startery uzyte w analizie wariantow DNA zidentyfikowanych w RNA-seq.

Tabela 7. Startery uzyte w analizie ddPCR.

Tabela 8. Startery uzyte w analizie wariantéw SNP wskazanych w publikacji Savoldi i

in., 2021.

Tabela 9. Charakterystyka badanych fragmentéw genow: MYOI9, MYH2, MYHS,
ZNF646 1 ZNF713.

Tabela 10. Zestawienie 31 genéow wykazujacych podwyzszong ekspresj¢ w RNA-seq z
FDR < 0,05 1 log2FC > 1.

Tabela 11. Zestawienie 28 genoéw wykazujacych obnizong ekspresje w RNA-seq z FDR
<0,051log2FC <-1.

Tabela 12. Zestawienie zidentyfikowanych S$ciezek dla 59 gendw roznigcych sie

ekspresja.
Tabela 13. Podsumowanie wynikow z analizy RNA-seq i PCR w czasie rzeczywistym.

Tabela 14. Wspolczynniki korelacji rang Spearmana miedzy danymi z RNA-seq a

wynikami PCR w czasie rzeczywistym.
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Tabela 15. Miejsca CpG w analizowanych genach wraz z ich pozycjami genomowymi,
kontekstem genowym, poziomem metylacji i kierunkiem ekspresji w PCR w czasie

rzeczywistym.

Tabela 16. Wspotczynnikami korelacji rang Spearmana pomig¢dzy poziomem metylacji

istotnych statystycznie miejsc CpG, a ekspresja genéw z PCR w czasie rzeczywistym.

Tabela 17. Procent réznicy w dopasowaniu do sekwencji pomigdzy motywem a
odpowiadajacym mu czynnikiem transkrypcyjnym dla wariantu referencyjnego i

alternatywnego w regionie potencjalnego promotora genu METTL21C.

Tabela 18. Czestosci alleli rs341151132 w genie GALNT 16, rs690269483 w genie PAOJX,
rs334837422 w genie RFTNI oraz rs318378401 w genie SLC9A1.

Tabela 19. Czestosci alleli wraz z ilorazem szans 1 warto$cia p dla SNPs w genie MYO19,

w panelu 2.

Tabela 20. Czestosci alleli wraz z ilorazem szans 1 warto$cia p dla SNPs w genie MYO19,

ZNF646, ZNF646, MYH2, MYHS i ZNF713 w panelu 1.

Tabela 21. Czestosci alleli wraz z ilorazem szans 1 wartoscig p dla SNPs w genie ZNF 646,

ZNF646, MYH2, MYHS 1 ZNF713 w panelu 2.

Ryciny:

Rycina 1. Poréwnanie fenotypu zwierzecia z przepukling pepkowa (lewe) 1 zdrowego

osobnika (prawe) (zdjecie — R. Niemyjski).

Rycina 2. Schemat budowy S$ciany brzucha i powstatej przepukliny pepkowej (na
podstawie Williams D. F., 2023).

Rycina 3. Graficzne podsumowanie wynikoéw eksperymentu 1.
Rycina 4. Graficzne podsumowanie wynikéw eksperymentu 2.
Rycina 5. Heatmapa dla 59 genéw z FDR < 0,05 oraz |log2FC| > 1.

Rycina 6. Logarytm dziesi¢tny z wzglednych pozioméw mRNA genéw: SIM1, PITXI,
HOXA7, METTL21C, PVALB, ALXI, EYA2, TBXI, ALX4, OSR2 i IRXS, uzyskany od
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swin z grupy UH ($§winie z przepukling) i C (kontrola). Pionowe czarne linie przecinajace
ramki przedstawiajg mediany, a biate krzyzyki oznaczaja wartosci $rednie. Linie ponizej
1 powyzej prostokatow wskazujg odpowiednio warto§ci minimalne i maksymalne,
natomiast czarne kropki umieszczone ponizej i powyzej ramek reprezentujg wartosci

odstajace.

Rycina 7. Sredni procent metylacji DNA + odchylenie standardowe w pozycjach CpG
gendw: SIM1, PITX1, HOXA7, METTL21C, PVALB, ALX1, EYA2 i TBXI dla dwdch grup:
UH ($winie z przepukling-czerwone stupki) oraz C (kontrole-niebieskie stupki).
Gwiazdki oznaczajg istotnos$¢ statystyczng roznic miedzy grupg UH a kontrolng: p: *

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Rycina 8. Fragment sekwencji potencjalnego regionu promotora METTL2IC z
zaznaczonym SNP (oba warianty), miejscami wigzania czynnikéw transkrypcyjnych,
odpowiadajacymi im  czynnikami transkrypcyjnymi oraz = schematycznym
przedstawieniem nizszego poziomu metylacji (szare koétka) czterech cytozyn w

przypadkach UH w poréwnaniu do grupy kontrolnej (czarne kotka).

Rycina 9. Identyfikacja 2 kopii genu HOXA7 u trzech osobnikéw z grupy UH oraz trzech
zwierzat z grupy kontrolnej metoda ddPCR. NC: kontrola negatywna (brak DNA), UH:
swinie z przepukling, C: kontrole. Stupki btedow przedstawiajg 95% przedziat ufnosci.

Rycina 10. Poziom biatek u zwierzat z grupy UH ($§winie z przepukling) i C (kontrole) —
wyniki analizy western blot dla badanych biatek wzgledem GAPDH (biatko referencyjne)
oraz wzgledna ekspresja w analizowanych grupach. A — wyniki dla SIM1, B — wyniki dla
PITX1, C — wyniki dla EYA2, D — wyniki dla TBX1. Pionowe czarne linie przecinajace
ramki przedstawiaja mediany, biale krzyzyki oznaczaja warto$ci $rednie. Linie ponizej i
powyzej prostokatow wskazuja odpowiednio wartos§ci maksymalne 1 minimalne,
natomiast czarne kropki umieszczone ponizej 1 powyzej ramek reprezentujg wartosci

odstajace.
Rycina 11. Graficzne podsumowanie wynikow eksperymentu 3.

Rycina 12. Graficzne podsumowanie wynikow eksperymentu dodatkowego.
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Abstract

Umbilical hernia (UH) is one of the most prevalent defects of swine, affecting
their welfare and causing considerable economic loss. The molecular
mechanisms behind UH in pigs remain poorly understood. The aim of this
study was to verify the association between UH and previously reported DNA
variants in the CAPN9, OSM, ITGAM, and NUGGC genes. A case/control study
design was applied in two different crossbred cohorts of commercial fatteners
containing 412 and 171 pigs, respectively. SNPs within CAPN9, OSM, and
ITGAM were analyzed using Sanger sequencing, and 10 SNPs in C4A PNY, five in
OSM, and two in ITGAM were identified. A structural variant in the NUGGC
gene was studied by droplet-digital PCR, and an elevated copy number was
detected in only a single individual. Significant differences in allele frequencies
for four SNPs in CAPN9 were detected. The haplotype analysis showed the
effect on the risk of UH for two genes. The CAGGA haplotype within OSM
and AT haplotype in /TGAM reduced the relative risk of UH by 52% and 45%,
respectively, confirming that variants in those genes are associated with the
risk of UH in pigs. Moreover, the interaction between the CAPN9 haplotype

KEYWORDS

INTRODUCTION

Hernias are a serious health problem in the swine in-
dustry and production system. They are one of the most
common developmental disorders (Lago et al., 2018;
Li et al., 2019), which together with splay leg, inguinal/
scrotal hernia, and atresia lead to significant economic
losses of about one hundred million US dollars annu-
ally in world production, taking into account only the
mortality rate (Walters, 2016). Pigs with hernias have re-
tarded growth due to feeding problems. The condition is
thus responsible for reducing the value of the carcasses.
Increases in the morbidity and mortality of the animals
are also observed (Ding et al., 2009). Moreover, umbilical

and the sex of animals had also significant impact on UH risk.

CNV, haplotype, pig, SNP, structural variant, swine, umbilical hernia

hernias (UHs) are economically disadvantageous and
significantly reduce the animals' welfare, causing dis-
comfort and even pain (Rodrigues et al., 2021). The fre-
quency of UH is estimated between 0.4% and 1.2%
(Petersen et al., 2008; Searcy-Bernal et al., 1994; Straw
et al., 2009) and varies by breed, farm, and production
system (Sobestiansky & Carvalho, 2007).

The muscles around the navel are believed to play an
important role in the formation of these hernias. A weak-
ness in these muscles prevents the navel opening from
closing correctly, allowing the contents of the abdom-
inal cavity to protrude through the natural body wall.
This involves the risk of hernia incarceration. Hernias
are polygenic disorders with a significant contribution
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of nonhereditary factors, such as nutrition, physical in-
juries, infections, and excessive pressure in the abdomen
(Grindflek et al., 2018; Souza et al., 2020). Heritability
for UH in different populations oscillates around 0.25
(Thaller et al., 1996).

The mode of inheritance and the molecular mecha-
nism responsible for the development of UH in pigs re-
main poorly understood. A genome-wide association
study (GWAS) in Norwegian Landrace pigs indicated a
highly significant quantitative trait locus in chromosome
14 (SSC14) associated with UH. Detailed analysis of this
region revealed a cluster of associated single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the oncostatin M (OSM) and
leukemia inhibitory factor (LIF) genes. The encoded
proteins belong to the interleukin-6 family, which plays
a role in cell differentiation, growth promotion, and in-
flammatory response to injury (Grindflek et al., 2018).
A subsequent GWAS performed in an Erhualian X
Shaziling F2 intercross population indicated a candidate
SNP synonymous variant in the calpain-9 (CA PNY) gene,
which is also located in SSC14 (Li et al., 2019). In a recent
study of hernias in the Landrace breed, performed using
RNA sequencing, a candidate SNP was described in the
integrin o« M (ITGAM) gene, which is involved in ecto-
dermal cell differentiation (Rodrigues et al., 2021). This
variant was also indicated by the same research group
(Savoldi et al., 2021) using the exomic data. There has
also been report on the association between copy num-
ber variant (CNV) and UH. Long et al. (2016) adopted
the GWAS results to search for candidate CNVs in three
different pig breeds (Duroc, Landrace, and Yorkshire).
A single CNV located within nuclear GTPase (NUGGC)
gene in SSC14 in Duroc breed was identified as highly
associated with UH. It is known that this gene is involved
in hepatoblastoma Beckwith—-Wiedemann syndrome in
humans, in which inguinal hernia is an accompanying
syndrome (Long et al., 2016).

Taking the above into consideration, the aim of this
study was to verify the potential association between
previously indicated DNA variants within the C4APNY,
OSM, ITGAM, and NUGGC genes and UH in two local
cohorts of pigs with different breed gene pools.

MATERIALS AND METHODS
Animals, phenotypes, and samples collection

This study included two different cohorts of pigs (panels
1 and 2). The animals were derived from two commer-
cial breeding farms located in Wielkopolska Province,
Poland. The pigs were classified into case and control
groups by the veterinarians who performed the sam-
pling. During sample collection (Spring 2020), animals
were approx. 3—4months old and weight approx. 50—
70kg (fattening phase). The animals derived from the
same contemporary group.

The pigs in panel 1 (n = 412) originated from a cross
between a DunBred (Landrace x Yorkshire) maternal
hybrid line and Landrace or Duroc paternal lines. Blood
samples were collected from 362 pigs as part of routine
veterinary procedures. Additionally, testicle samples
were taken from 50 control males during routine cas-
tration. Umbilical hernia (case group) was diagnosed in
212 pigs, while the control group consisted of 200 unaf-
fected animals. The case group contained 93 males and
119 females, while the control group had 118 males and
82 females.

Panel 2 consisted of 171 pigs; skin tissue fragments
were collected from the ear during standard tagging
procedure. 86 pigs in this panel had a UH, and 85 were
controls. The UH group consisted of 43 males and 43
females, and there were 38 males and 47 females in the
control. These pigs were the offspring of a cross between
a maternal Camborough+ hybrid line (itself a cross of
Large White and Duroc) and a paternal PIC337 line (a
cross between British Large White and Pietrain).

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from porcine blood using
a Blood Mini kit (A&A Biotechnology). DNA was iso-
lated from skin and testicular tissue using a Genomic
Mini kit (A&A Biotechnology). All extractions were
performed in line with the manufacturer's instructions.
All DNA samples for Sanger sequencing were diluted to
a final concentration of 25ng/pL. The genetic material
used in droplet-digital PCR (ddPCR) analysis was di-
luted to 10 ng/pL. The quantity and quality of total DNA
were determined using a NanoDrop ND-2000 spectro-
photometer (Thermo Scientific) using 260/280 nm wave-
length readings. The DNA samples with the 260/280
ratio of 1.8-2.0 (Nanodrop reading) were used for down-
stream analysis.

PCR amplification

The genomic regions indicated in previous publica-
tions were analyzed using polymerase chain reaction: (1)
fragment (chrl4:59603379-59604090) containing single
SNP (rs321865883) in exon 10 of CAPN9 (Li et al., 2019);
(2) region (chrl4:47243686-47244307) of exon 3 and
intron 3 of the OSM gene (Grindflek et al., 2018);
and (3) SNP (rs327289001) in exon 2 of ITGAM
(chr3:17254038-17254595) (Rodrigues et al., 2021). PCR
primers were designed using Primer3Plus software
(https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi;
Table S1) based on pig genome sequence: Sscrofall.l. The
PCR reactions were performed using Biometra thermo-
cycler (Biometra, Germany) with a final volume of 20 pLL
containing 1 U of Taq DNA Polymerase (EURX), reac-
tion buffer B (10x, EURX), forward and reverse primers
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(5 nM each), mix of ultrapure dNTPs (1.25nM each,
EURXx), water, and DNA (10 ng). PCR conditions were:
initial denaturation at 95°C for 5 min; 35cycles of dena-
turation at 95°C for 40s, primers annealing at 61°C for
OSM; at 57°C for CAPNY; and at 60°C for ITGAM for
40s and elongation at 72°C for 40s, followed by a final
extension at 72°C for 10 min. Also, the negative control
samples (without DNA template) were included in each
reaction. The amplicon lengths were checked on 1.5%
agarose gel electrophoresis, with visualization on Chemi
Doc MP Imagine System (Bio-Rad).

DNA sanger sequencing analysis

PCR products were purified with alkaline phos-
phatase and exonuclease (Thermo Fisher Scientific)
and the sequencing reaction was carried out using
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Life
Technologies) according to manufacturer's instructions.
After amplification, the products were filtrated using
Sephadex G50 (Sigma). Capillary electrophoresis was per-
formed on a Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems)
or Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems). The re-
sults of sequencing were checked in terms of quality and
analyzed in SeqMan software from DNASTAR package
(DNASTAR). The obtained sequences were compared to
the GenBank reference sequences: CAPN9 (GenBank ID:
100154688), OSM (GenBank I1D: 100152038), and ITGAM
(GenBank ID: 397459) to search for potential differences
with the reference genome (Sscrofall.l) following vari-
ants frequency comparison between studied groups.

Copy number variation analysis

Copy number variation was analyzed using ddPCR. The
assay for NUGGC gene fragment amplification was de-
signed on positions 14:11811750-14:11811889, with assay
ID dCNSI190470547 (Bio-Rad). The coagulation fac-
tor II gene (F2) was chosen as the reference gene (Floren
et al., 2015, Table S1). All procedures were performed in
line with the manufacturer's instructions. Briefly, to pre-
pare the PCR mixture, we mixed an NUGGC assay (the
probe was FAM-labelled), DNA, ddPCR Supermix, an
EcoRI restriction enzyme, primers, the probe for the ref-
erence gene (HEX-labelled), and water. Using a QX200
droplet generator (Bio-Rad), PCR mixtures were divided
into about 20000 droplets. The samples were then ampli-
fied by emulsion PCR on a Gradient T100 Thermal Cycler
(Bio-Rad) under the following conditions: denaturation at
95°C for 10 min; 40cycles at 94°C for 30s and 58°C for 60s
(ramp rate 2°C/s); 98°C for 10 min, and 15°C until read-
ing time. After that, a number of DNA copies were de-
tected on a QX200 droplet reader (Bio-Rad). The results
were analyzed with QuantaSoft software version 1.7.4.0917
(Bio-Rad). The number of copies was calculated using the

ANIMAL GENETICS RYVTEVERL

Poisson distribution with QuantaSoft Software (Bio-Rad)
according to two copies of the reference gene (F2). The
MedCalc Software online platform (https:/www.medca
Ic.org/calc/odds_ratio.php) was used for the odds ratio test.

Statistical analysis

To determine significant differences between allele
frequencies for SNPs in CAPN9, OSM and ITGAM
comparing UH and controls, an odds ratio test was per-
formed using the MedCalc Software online platform
(https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php). To ac-
count for multiple comparisons, the obtained p-values
were adjusted using Benjamini and Hochberg (1995)
method. The adjustment was performed for each panel
separately (i.e., each for 17 comparisons). Further
statistical analysis was performed in the R statisti-
cal environment (version 4.1.0) (R Core Team, 2021).
Hardy—Weinberg equilibrium analysis was carried out
using the SNPassoc package (version 2.0-2) setupSNP
function.

Haplotype inference was performed using the hap-
lo.stats package (version 1.8.7) (Sinnwell & Schaid, 2021).
To assess the effect of haplotype and sex interaction, we
performed a logistic regression analyses using haplo.glm
function using the following model:

ln< I i p) = f, + p haplotype + f,sex + f;haplotype X sex + e,

where p is the probability of UH positive case (0 = UH
negative and 1 = UH positive), B, are regression coef-
ficients estimated on the data. The haplotype classes
were constructed from the data using EM algorithm
implemented within haplo.glm function. Haplotypes
with the frequency lower than 5% are not shown in the
results. The sex (0 = females and 1 = males) and x, de-
notes interaction between haplotype and sex, e is the
random residual term. The exponents of the model es-
timates are presented in the paper such that they can
be interpreted as odds ratios. The next model to assess
the effect of haplotype on the UH occurrence was the
same as previous one but with the exclusion of hap-
lotype x sex interaction. All the analyzed genes were
tested separately in all panels. The sex effect was in-
cluded in the model to account for the gender structure
in the analyzed data.

RESULTS
Sanger sequencing
DNA sequencing analysis within C4 PN9 gene revealed

a known candidate SNP (rs321865883) and other nine
known SNPs (rs329326514, rs319812220, rs340675701,
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rs328320041, rs336325720, rs327407895, rs333405922,
rs344753123, rs334849732). In the OSM gene, we found
five SNPs (rs325568366, 1rs345555467, rs338199923,
rs80801201, rs343002186) within the tested sequence.
In the ITGAM gene, in addition to the analyzed SNP
(rs327289001), another SNP (rs341372952) was found.

Allele frequencies for SNPs in CAPN9Y,
OSM, and ITGAM

We compared allele frequencies between animals that
developed a UH and the control animals. These analyses
were performed for CAPNY9, OSM, and ITGAM genes.
The association of SNPs from the CAPN9, OSM, and
ITGAM genes with UH is shown as odds ratios. The fre-
quency of four out of 10 identified SNPs within CAPN9
differed significantly between the analyzed groups after
adjusted for multiple comparisons, but only in panel 1
(Table 1). The allele frequencies for other variants in
CAPNY9 and for all SNPs in OSM and ITGAM genes,
did not differ significantly within both tested panels
(Table S2). The genotype frequencies for all identified
SNPs are shown is Table S3.

Additionally, we tested the Hardy—Weinberg equilib-
rium for all the identified SNPs. We detected that the
majority of studied SNPs in both panels met this condi-
tion (Tables 1 and S2), with the exception of four SNPs
(rs327407895, rs321865883, rs341372952, rs327289001) in
panel 1 and one (rs341372952) in panel 2.

Haplotype analysis

The analysis of interaction between haplotypes and sex
was performed for all the genes and within each panel.
Only one significant interaction in panel 2 was found for
CAPNY9 gene between CTCGCCCTTG haplotype and
the sex (p =0.0421), where the frequency of this haplotype
for males and females was similar (0.2284 and 0.2166, re-
spectively) — Table S4. In the analysis of haplotype effect
(with the correction for sex) on the UH occurrence, we
found interesting results only in panel 2. The haplotype
CAGGA in OSM gene showed a significant effect on
the UH (p = 0.0147) with an odds ratio of 0.52 indicating
that animals with this haplotype had a 52% reduction
in the relative risk of developing hernia, as compared to
the most frequent TCAAG haplotype (Table 2). Also for
ITGAM gene the AT haplotype decreased for 45% rela-
tive risk of UH in comparison for the most frequent AC
haplotype (p = 0.0234) — Table 2.

Droplet-digital PCR analysis

Droplet-digital PCR analysis was performed for 340 ani-
mals, including 160 cases and 90 controls from panel 1,

Allele frequencies with odds ratio and Hardy-Weinberg p-value for significant variants in at least one panel.

TABLE 1

Panel 2

Panel 1

Frequency

Frequency

Hardy-

Odds
ratio

Hardy-

Amino acid
variation

Variant (rs ID) and

Adjusted p Weinberg p

Oddsratio Weinbergp UH CON

Adjusted p

UH CON

Allele

genomic localization

Gene

0.2992

1.2157

0.694 0.3976 0.488

0.306
0.682

1.4431 1.0000 0.651

0.0089 0.046*

0.570
0.430

0.479

T
C
T
C
T
C
T
C

rs340675701 Ref:T>Alt:C  intron

CAPNY

0.349
0.651

0.521
0.481

variant

14:59603851

0.2277

1.1508

0.613

0.5408

1.4295 1.0000

0.0108 0.046*

0.570
0.430

intron

1rs336325720 Ref:T>Alt:C

0.318

0.349
0.669
0.331

0.519
0.481

variant

14:59603779

0.1468

1.3768

0.1784 0.303

0.735

1.4442 0.6927

0.0088 0.046*

0.572

intron

18333405922 Ref:T>Alt:C

0.265

0.428

0.519

variant

14:59603757

>0.999

0.6668

0.924 0.3655 0.488

0.0522 0.948
0.052 0.076

0.5812

0.793 0.0041 0.046*

0.868

intron

rs344753123 RefT>Alt:C

0.207

0.132

variant

14:59603708

Abbreviations: Ref, reference allele variant; Alt, alternative allele variant; UH, umbilical hernia.

*Significant adjusted p-value.
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TABLE 2 The effect of haplotype on the risk of umbilical hernia occurrence (with correction for sex).

ANIMAL GENETICS RYVTEvERL

Gene Animals Haplotype Frequency of haplotype (male/female) OR (CD)* Y4
OSM Panel 1 CAGGA 0.8823 (0.8910/0.8731) 1.00 Most frequent haplotype
TCAAG 0.1177 (0.109/0.1269) 1.34 (0.85-2.11) 0.2058
Sex 0.55(0.37-0.81) 0.0026
Panel 2 TCAAG 0.7193 (0.7161/0.7222) 1.00 Most frequent haplotype
CAGGA 0.2719 (0.2779/0.2667) 0.52(0.31-0.88) 0.0147*
Sex 1.26 (0.68-2.33) 0.4596
ITGAM Panel 1 AC 0.7803 (0.7915/0.7687) 1.00 Most frequent haplotype
AT 0.0983 (0.0877/0.1095) 1.32 (0.79-2.21) 0.2913
GC 0.1214 (0.1209/0.1219) 0.75 (0.47-1.21) 0.2412
Sex 0.55 (0.37-0.81) 0.0026
Panel 2 AC 0.7398 (0.7407/0.7389) 1.00 Most frequent haplotype
AT 0.1228 (0.1358/0.1111) 0.45 (0.22-0.90) 0.0234*
GC 0.1374 (0.1235/0.15) 0.87 (0.43-1.75) 0.7030
Sex 1.28 (0.69-2.37) 0.4269
CAPNY Panel 1 TCTCTCTTCG 0.3365 (0.3246/0.3511) 1.00 Most frequent haplotype
CCCGCCCTTG 0.1768 (0.1713/0.1828) 1.01 (0.63-1.61) 0.9689
CTCGCCCTTG 0.2782 (0.2766/0.2799) 1.19 (0.84-1.70) 0.3296
TCTCTTTCCA 0.1528 (0.1628/0.1401) 0.67 (0.41-1.10) 0.1168
Sex 0.54 (0.37-0.81) 0.0025
Panel 2 TCTCTTTTCA 0.3002 (0.3456/0.2555) 1.00 Most frequent haplotype
CCCGCCCTTG 0.0673 (0.0741/0.0611) 1.44 (0.55-3.73) 0.4558
CTCGCCCTTG 0.2222 (0.2284/0.2166) 1.30 (0.70-2.40) 0.4070
TCTCTCTTCG 0.2835 (0.2406/0.3277) 1.00 (0.54-1.87) 0.9904
TCTCTTTCCA 0.0622 (0.0617/0.0611) 0.66 (0.24-1.79) 0.4146
Sex 1.16 (0.62-2.17) 0.6434
%0dds ratio with a confidence interval of 95%.
*Significant p-value; haplotypes with the frequency<0.05 were not included in the analysis.
4
5%
£
=z -
é_‘ 2] 2037 201 2027 202 207 . I
° \ J }
7 UH animals control animals
B UH192 UH194 UH196 UH101 cls1 cls2 cls3 NC
FIGURE 1 Identification of three copies of NUGGC gene fragment by droplet-digital PCR—marked with a circle (in a single umbilical

hernia [UH] animal). The animals are identified by their laboratory ID identifications (data not shown). NC, negative control (sample with no
DNA template).

animal had three copies of the analyzed fragment
(Figure 1). The odds of presence of three copies of
NUGGC gene were equal in the case and control groups
(odds ratio = 0.59; p = 0.7454).

and 50 affected pigs and 40 healthy controls from panel
2. Two copies of the examined fragment of the NUGGC
gene were found in both crossbred pig lines for all an-
imals, with a single exception in panel 1, where a UH
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DISCUSSION

There have been previous attempts to find the genetic
background of UH, which have included examining
SNPs and CNVs as markers associated with this con-
dition (Nowacka-Woszuk, 2021). In the present case/
control study, we examined the distribution of SNPs
variants in CAPN9, OSM, and ITGAM, as well as CNV
in the NUGGC gene. We also aimed to estimate the risk
of UH in two different commercial pig lines in relation
to haplotype as well as haplotype X sex interaction. Due
to the study design, where the cohorts were not rand-
omized, the sex was included in the statistical model only
to adjust the data. Thus, we conclude only on haplotype
effect and haplotype X sex interaction but not on the sex
effect itself.

The genes we selected for analysis had been iden-
tified in previous reports as associated with UH. The
study of Li et al. (2019) identified a synonymous vari-
ant (rs321865883) in exon 10 of the CAPNY gene in in-
tercross Chinese pigs, but only in two UH individuals,
compared to 43 relatives. This gene is expressed mainly
in the gastrointestinal tract and encodes calpain-9
protein, which belongs to family of Ca*'-dependent
cysteine proteases responsible for essential biological
functions (Hata et al., 2016; Li et al., 2019). For CAPN9
in our large cohorts of pigs, we observed a significant
interaction between sex and CTCGCCCTTG haplo-
type in panel 2.

An association between the polymorphisms of OSM
and UH was reported by Grindflek et al. (2018), who
used GWAS to study large groups of UH and control
purebred Norwegian Landrace pigs. These gene encodes
oncostatin M, which belongs to the IL-6 cytokine family
and has many functions, such as inflammatory response,
cell differentiation, and growth promotion (Grindflek
et al., 2018; Stawski & Trojanowska, 2019). Our study
confirmed that OSM variants are associated with UH
indicating that the CAGGA haplotype decreased the
risk of this disorder by 52%; however, this relationship
was observed only in the pigs in panel 2, which repre-
sent a commercial line with a major proportion of Large
White, Duroc, and Pietrain breeds. In the /TGAM gene,
a missense variant (rs327289001, p.150Val>Met) was iden-
tified by RNA-seq analysis and was classified by in silico
prediction as deleterious (Rodrigues et al., 2021). In our
analysis, the AT haplotype (including the rs327289001
variant) significantly reduced UH risk by 45% in the pigs
of panel 2, confirming its association with the develop-
ment of this condition in pigs. The last gene we studied
was NUGGC, which encodes a protein implicated in
lymphomas and human hepatoblastoma Beckwith—
Wiedemann syndrome, with which hernias can co-occur
(Long et al., 2016). Our study did not show any associa-
tion with the CN'V of this gene, as was reported in Duroc
pigs affected by UH (Long et al., 2016), since only in a
single animal we observed three copies on NUGGC gene.

Genome scanning approaches have been used to seek
the DNA variants associated with polygenic hernias,
and it has been found that some candidate genomic
regions (such as in porcine chromosomes 2 and 14) are
associated with UH, but only in a breed-specific or line-
specific manner (Dinget al., 2009; Grindflek et al., 2006;
Grindflek et al., 2018; Li et al., 2019). Recently, studies
of the molecular background of hernias have focused
on gene transcription disturbance in the tissues involved
in hernia development (umbilical ring). The RNA-seq
approach has shown altered transcriptional profile for
genes playing a role in extracellular matrix remodeling,
as well as collagen production and its integrity and re-
sistance. Of these, ACAN, MMPs, COLs, EPYC, VIT,
CCBEI,and LGALS3 have been indicated as candidates
that deserve further investigation (Souza et al., 2020).
The same research group later indicated DNA polymor-
phisms within new candidates (e.g., in genes responsible
for myosin formation, muscle contraction, and skeletal
muscle development) in the sequenced transcriptomes,
which were potentially associated with UH in Landrace
pigs (Savoldi et al., 2021). That analysis was performed
on a very small group of UH vs. control animals, and
the predicted effects of these variants for the encoded
proteins was determined only by an in silico SIFT (sort-
ing intolerant from tolerant) analysis. These results thus
need to be validated in a larger group of affected and
control pigs (Savoldi et al., 2021). Altered muscle and
connective tissue development in the umbilical ring
seems to be a crucial cause of hernias. Recently, a study
of pigs with knockout of the myostatin gene (MSTN)
showed a 50% or 19% UH occurrence in the homozy-
gotes (MSTN_/_) and heterozygotes (MSTNH_), re-
spectively. The authors explained this observation with
reference to the reduced level of collagen in the homozy-
gote knockout pigs (Han et al., 2021).

In this study, we observed interaction between sex and
haplotype in CAPNY gene. In human studies there is a
report showing higher rate of UH in females, where the
sex ratio for UH predominance is 3:1 (females vs. males)
but no genomic data are included in this work (Coste
et al., 2021). This can be explained by other risk factors,
such as obesity and muscle weakness caused by multiple
pregnancies. Such factors had not been studied in pigs,
although it is known that breeds differ in terms of fat-
ness traits. In our results, we observed the interaction be-
tween sex and haplotype in relation to UH occurrences,
showing that the specific haplotype can reduce the risk
of hernia but in relation to sex. One can suspect that sex
differences in e.g. hormonal profile interacting with spe-
cific haplotype can have an impact on tissue formation
or its endurance and thus influence on the risk of UH
occurrence. Since limited data in pigs are available we
can only speculate that there are some sex-specific ge-
netic markers or sex-dependent phenotypic factors that
predispose to this disorder, but to verify this statement,
further investigation is needed.
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CONCLUSION

Our study revealed that the frequencies of DNA variants
associated with UH differed in the studied animal pan-
els, which can be a consequence of different gene pools
in this studied cohorts. The most pronounced associa-
tion detected in our study concerned haplotypes of OSM
and ITGAM, which significantly reduced the risk of UH
development. We also showed sex and haplotype interac-
tion for CAPNY indicating for its significant impact on
the UH risk.
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Supporting information

Table S1. Primers and probes used in Sanger sequencing and ddPCR.

Chromosome . Amplicon
Gene o Primer sequence )
position size
CAPNO chr14:5960337 F: 5 CAGCTATGGGATGCTTGGTT 3’ 712 b
9-59604090 R: 5 GGGACTGGCTGCTGAATCT 3’ P
OSM chrl4:4724368 F: 5> GACTGTCCTTTCTCCCCAGA 3’ 622 b
6-47244307 R: 5 CGGTGTCATCCTGCAGAGTA 3’ P
ITGAM chr3:17254038 F: 5> CCACTTCTTGGCCAATCCT 3’ 558 b
-17254595 R: 5 GGCAGGAGGGCTTTCTTAAC 3’ P
NUGGC Chr14 assay ID: dCNS190470547 (Bio-Rad) 63 bp
chr2:15815638 F: 5> CTGCCAGCGGGCTGGGAATA 3’
F2 -1581573 4 R: 5 GGAGTTGACTCTGGAATAAGAAATTG 3’ 97 bp

5 HEX-CGCCCCCGCCCCCAGGGTCT-BQH1 3°




Table S2. SNP variants identified in the studied gene (non-significant in allele frequencies).

Panel #1 Panel #2
Variant (rs Amino
ID) and ]
Gene genomic acid Allele Frequency Frequency
. variation f Hardy- i Hardy-
localization Adjusted Odd : Adjusted Odd °
P-value P-value ratio Weinberg P-value P-value ratio Weinberg
P-value P-value
UH  CON UH  CON
T 0488 0572 0669  0.735
1s329326514 .
Ref:T>Alt:C \;Z:I’;’Qt 0.0155 0.053 1.4039 0.9213 0.1784 0.303 1.3768 0.1468
14:59603965
c 0512 0428 0331  0.265
A 0137 0185 0355  0.400
rs321865883
Ref:A>Alt:G p'“l_ee'ae” 0.0602 0.114 14324 0.000760 0.3872 0.488 12131 0.870783
14:59603502
G 0.863  0.815 0.645  0.600
c 048  0.553 0663  0.735
rs334849732
Ref:C>AItT p'Sffy"SyP 0.0558 0.114 13066  0.692971 0.1447 0.303 14133 0.274875
14:59603587
T 0514 0447 0337  0.265
CAPN9
127407505 T 0137  0.185 0366  0.382
IS .
Ref:T>Alt:C \;Z:Ir;r]‘t 0.0602 0.114 14324 0.000760 0.7588 0.806 10711  0.624515
14:59603768
c 0.863  0.815 0634 0618
1283200 c 0507 0573 0663  0.735
rs 41 _
Ref:C>Alt:G Jg:[::t 0.0599 0.114 13018  0.767156 0.1447 0.303 14133 0.144769
14:59603779
G 0493  0.427 0337  0.265
c 0696  0.740 0750  0.788
rs319812220 .
Ref:C>AILT \;Z:I;Tt 0.1590 0.189 12446  0.808259 0.4020 0.488 12407  0.088409
14:59603851
T 0304  0.260 0250  0.212
c 0.868  0.897 0221 0341
rs325568366
0.0139 0.060 1.8261 0.7053
Ref:C>AILT p_8§g|y> 0.1890 0.189 1.3324 0.096
14:47244213
T 0132  0.103 0779  0.659
c 0132  0.103 0.785  0.671
rs345555467
Ref:C >AILA p.92%rg> 0.1890 0.189 0.7505 0.096 0.0182 0.060 0.5579 0.4385
14:47244187
A 0868 0897 0215  0.329
OSM
G 0.868  0.897 0221 0341
rs80801201
Ref:G>AItA p'“mh” 0.1890 0.189 1.3324 0.096 0.0139 0.060 1.8261 0.7053
14:47244133
A 0132 0103 0779  0.659
A 0868 0897 0215  0.329
rs343002186
Ref:A>Alt:G p'l‘fgw 0.1890 0.189 1.3324 0.096 0.0182 0.060 1.7923 0.4385
14:47243959
G 0132  0.103 0785 0671




0132  0.103 0785  0.671
SSEiigﬁﬁzé P-gﬂrhp 0.1890 0.189 0.7505 0.096 0.0182 0.060 05579 04385
wrzasi 0.868  0.897 0215  0.329
0.887 0917 0919 0835
:gfzézji(l)to% p'lf\;);{ab 0.1404 0.189 1.4197 0.0225 0.0212 0.060 0.4494 0.2878
sitpesuss 0113  0.083 0.081  0.165
ITGAM
sa372050 0.894  0.862 0.860  0.865
%{:ﬁzzﬁlltl:g JQ::::t 0.1692 0.189 07448 0.001851 0.9093 0.909 10364  0.046666
' 0106  0.138 0140  0.135




Table S3. Genotype frequencies.

Frequency
Gene Variant (rs ID) Genotype Panel #1 Panel #2

UH CON UH CON

TT 0.245 0.320 0.407 0.529

rs329326514 TC 0.486 0.505 0.523 0.412

cC 0.269 0.175 0.070 0.059

TT 0.236 0.315 0.384 0.482

rs340675701" TC 0.486 0.510 0.535 0.424

CC 0.278 0.175 0.081 0.094

TT 0.236 0.315 0.384 0.459

rs336325720" TC 0.490 0.510 0.535 0.447

CAPN9

CC 0.274 0.175 0.081 0.094

TT 0.245 0.320 0.407 0.529

rs333405922" TC 0.472 0.505 0.523 0.412

CC 0.283 0.175 0.070 0.059

TT 0.736 0.615 0.895 0.847

rs344753123" TC 0.264 0.355 0.105 0.153

cC 0.000 0.030 0.000 0.000

rs321865883 AA 0.000 0.010 0.093 0.200




AG 0.274 0.350 0.523 0.400
GG 0.726 0.640 0.384 0.400
CC 0.245 0.305 0.407 0.529
rs334849732 CT 0.481 0.495 0.512 0.412
TT 0.274 0.200 0.081 0.059
1T 0.000 0.010 0.093 0.165
rs327407895 TC 0.274 0.350 0.547 0.435
CcC 0.726 0.640 0.360 0.400
CcC 0.269 0.320 0.395 0.529
rs328320041 CG 0.476 0.505 0.535 0.412
GG 0.255 0.175 0.070 0.059
CcC 0.481 0.555 0.535 0.600
rs319812220 CT 0.429 0.370 0.430 0.376
T 0.090 0.075 0.035 0.024
CcC 0.035 0.106 0.736 0.805
rs325568366 CT 0.372 0.470 0.264 0.185
TT 0.593 0.424 0.000 0.010
OSM
CcC 0.000 0.010 0.605 0.424
rs345555467 CA 0.264 0.185 0.360 0.494
AA 0.736 0.805 0.035 0.082




GG 0.736 0.805 0.035 0.106
rs80801201 GA 0.264 0.185 0.372 0.470
AA 0.000 0.010 0.593 0.424
AA 0.736 0.805 0.035 0.082
rs343002186 AG 0.264 0.185 0.360 0.494
GG 0.000 0.010 0.605 0.424
AA 0.000 0.010 0.605 0.424
rs338199923 AG 0.264 0.185 0.360 0.494
GG 0.736 0.805 0.035 0.082
CcC 0.774 0.835 0.837 0.718
rs327289001 CT 0.226 0.165 0.163 0.235
T 0.000 0.000 0.000 0.047
ITGAM
AA 0.788 0.725 0.721 0.729
rs341372952 AG 0.212 0.275 0.279 0.271
GG 0.000 0.000 0.000 0.000

“ variants which differ significantly in allele frequencies in panel #1



Table S4. The effect of the sex x haplotype interaction on the risk of UH occurrence.

Frequency of

- haplotype OR
Gene Animals Haplotype P-value
Piotyp (male/female) (C.I)!
0.8823 Most frequent
CAGGA (0.891/0.8731) 1.00 haplotype
0.1177 1.33
el 1 TCAAG (0.109/0.1269)  (0.71-2.49) 0.3799
0.54
sex (0.35-0.85) 0.0074
) 1.02
s sex x TCAAG (0.41-2.54) 0.9605
TCAAG 0.7193 1.00 Most frequent
(0.7161/0.7222) ' haplotype
0.2719 0.44
Danel 2 CAGGA (0.2779/0.2667)  (0.22-0.90) 0.0248
1.05
sex (0.4-2.42) 0.9020
) 1.49
sex x CAGGA (0.52-4.27) 0.4628
0.7803 Most frequent
AC (0.7915/0.7687) 1.00 haplotype
0.0983 1.34
AT (0.0877/0.1095)  (0.65-2.76) 0.4330
0.1214 0.77
el 1 GC (0.1209/0.1219)  (0.39-1.52) 0.4527
sex 0.6 0.0271
(0.33-0.94) '
) 0.98
sex X AT (0.35-2.74) 0.9636
2 0.95
sex x GC (0.37-2.46) 0.9164
ITGAM 0.7398 Most frequent
AC (0.7408/0.7389) 1.00 haplotype
0.1228 0.48
AT (0.1358/0.1111)  (0.17-1.32) 0.1542
0.1374 0.57
GC (0.1235/0.15)  (0.22-1.46) 0.2415
Panel 2 1.00
sex (0.44-2.27) 0.9981
) 0.92
sex X AT (0.23-3.70) 0.9054
2.69
sex x GC? (0.64- 0.1770
11.31)
0.3364 Most frequent
CAPN9 Panell  TCTCTCTTCG (0.3246/0.3511) 1.00 haplotype




ceeeceerTe (0.170i%/70§1828) (0.4%-910.80) 0.7681
creeceetTe (0.27062/70%799) (0.819.-429.50) 0.1258
rererrreeA (0.1602.502.51;401) (0.3%-713.50) 0.3896
> (0.2%-710.77) 0.4491
CCCGSCe;é:éTTGZ (0_417'_231_09) 0.6926
CTCGSCeZ)é:éTTGZ (0,3%?15_ 32) 0.2328
TCTCS'Ie')'i';CCAZ (0,3%?23_ 25) 0.7077
TCTCTTTTCA 4 4052?092555) 1.00 Mﬁ;;{g‘:%sm
ceeeceerte (0.0704.(1);307.3611) (o.2lé-lis4) 0.8813
creeccerTs (0.220é421/202.§166) (0.3()i-711.64) 0.4229
TeTeTerTes (0.24%3/?2277) (0.403;-927.19) 0.9467
rererTTecA (0.0601.35302.3611) (0.109'-72?92) 06770
= (0.1%?3?11) 0.6237
sex X 1.54
CCCGCCCTTG? i%% 0.6652
sex x 3.82 ]
CTCGCCCTTG? %%2) 0.0421
TCT(:S'I?)((:;TCGZ (0,2%?; 47) 0.9302
TCTCS'I?)'?;CCAZ (0. 101865 46) 0.8713

! odds ratio with a confidence interval of 95%; 2 the sex x haplotype interaction on UH; * the
only one significant interaction; haplotypes with the frequency < 0.05 were not included in

the analysis
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Abstract: Umbilical hernia (UH) and inguinal hernia (IH) are among the most common defects in
pigs, affecting their welfare and resulting in economic losses. In this study, we aimed to verify the
association of previously reported differences in transcript levels of the ACAN, COL6A5, MMP13, and
VIT genes with the occurrence of UH and IH. We examined mRNA levels in muscle and connective
tissue from 68 animals—34 affected by UH and 34 controls. In a second cohort, we examined inguinal
channel samples from 46 pigs (in four groups). We determined DNA methylation levels in muscle
tissue for the UH and control animals. The transcript level of MMP13 changed in the UH cases, being
upregulated and downregulated in muscle and connective tissue, respectively, and the VIT gene also
showed an increased muscular mRNA level. The transcript of the ACAN gene significantly decreased
in old pigs with IH. We further observed an increased DNA methylation level for one CpG site within
the MMP13 gene in UH individuals. We conclude that these alterations in gene mRNA levels in
the UH animals depend on the tissue and can sometimes be a consequence of, not a cause of, the
affected phenotype.

Keywords: umbilical hernia; inguinal hernia; pig; DNA methylation; transcript level

1. Introduction

Global pig production continues to grow with the increasing human population. Live-
stock provide many benefits such as employment growth, protein-rich food, and carbon
storage [1], and the pig has become one of the most important livestock species [2]. The
expanding pig industry needs to balance meat quality and animal welfare [3,4]. An impor-
tant health issue in the pig industry is disorders like umbilical and inguinal hernia [5-7],
which can result in economic losses.

Hernia is one of the most widespread condition in pigs; it involves the abdominal
contents protruding and forming a subcutaneous bladder beneath the navel (umbilicus) [8],
in the case of umbilical hernia (UH), or protruding via the inguinal canal in the case of
inguinal hernia (IH) [9]. It can be affected by both genetic and environmental factors, such
as incorrect cutting of the umbilical cord, high pressure in the abdomen, and infections and
lesions of the body layers [7,10]. It is know that the occurrence of hernia ranges between
0.05% and 6.6%, depending on the breed and size of the studied cohorts. For example, the
incidence of umbilical hernia in the Landrace and Pietrain breeds was reported to be 0.05%
and 0.08%, respectively. For scrotal hernia, these estimations reached 2.4% for the Landrace
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and 6.6% for the Yorkshire breed [11-13]. The heritability of this disorder is rather low at
approximately 0.3 [14]. Affected animals often show retarded growth and reduced feed
efficiency [5]. They also suffer from pain, which increases morbidity and mortality [15].
Hernia is thus a severe problem for both breeders and veterinarians [16].

Although several studies have focused on identifying the genetic markers associ-
ated with hernia (reviewed, e.g., by [16,17]), the molecular mechanism responsible for
this disorder in pigs remains poorly understood [5,8,15,18,19]. Recent studies have used
transcriptome analysis to highlight several genes as strong candidates which correlated
with the occurrence of umbilical hernia [6]. The researchers used RNA-seq technology
for umbilical ring tissue fragments in five healthy and five umbilical hernia pigs, identify-
ing 230 differentially expressed genes. Some of these genes (ACAN, VIT, LGALS3, EPYC,
CCBEI1, as well as genes from the COL and MMP families) have been taken as key con-
tributors, since they are involved in the remodeling of the extracellular matrix as well
as in resistance, production, and integrity of collagen [6]. A similar study concerning
scrotal hernia (a form of inguinal hernia) was also performed for the inguinal canal tissue
collected from four affected and four normal pigs. This research uncovered 703 differen-
tially expressed genes, and the MAP1CL3C, MYBPC1, SLC8A3, FGF1, BOK, DES, TPM?2,
and SLC25A4 genes were indicated as crucial in hernia pathogenesis. These genes are
involved in important processes such as cell differentiation, muscular system regulation,
and myofibril assembly [20].

DNA methylation is one of the regulatory mechanisms which has an influence on gene
expression. The effect of this epigenetic modification may vary depending on the location
of methylated cytosines and the level of methylation itself. It was already reported that
cytosine methylation in gene body is connected with increased expression. On the other
hand, the existence of methylated sites in 5’-flanking regions, rich in CpG dinucleotides
(called CpG islands) is associated with gene silencing and repression of transcription [21].
Therefore, it is justified to search for changes in DNA methylation level as a potential
mechanism for altered gene expression.

The aim of this study was to determine the transcript level of the VIT (Vitrin), MMP13
(Matrix Metallopeptidase 13), ACAN (Aggrecan), and COL6A5 (Collagen type VI « 5 chain)
candidate genes in the muscle and connective tissues dissected from the umbilical ring of
pigs with UH and in the muscle tissue of inguinal canal of pigs with IH, and to search for
epigenetic mechanisms, such as DNA methylation changes, that are responsible for mRNA
level alterations.

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

The samples in this project were collected during routine veterinary procedures. This
is permitted under Polish law and does not require the approval of the local Bioethical
Commission for Animal Care and Use in Poznan, Poland (13 January 2020).

2.2. Groups, Phenotypes, and Sample Collection
2.2.1. Pigs with Umbilical Hernia

Sixty-eight piglets were derived from a cross between a DunBred (Landrace x York-
shire) maternal hybrid line and Landrace or Duroc paternal lines. The animals all came
from the same commercial breeding farm located in Wielkopolska Province, Poland. The
animals were of both sexes and were aged 3—4 weeks. They were assigned into two groups:
34 animals were classified by veterinarians as umbilical hernia cases, while the control
group (N = 34) was composed of healthy siblings (animals from the same litter as the hernia
cases but showing no signs of hernia). This resulted in 34 full or half sibling pairs, so the
affected animal always had a healthy sibling. Most of these pairs were born by different
sows with the exception of 5 litters (delivered by 5 sows), where samples were collected
from two hernia cases and two healthy controls. The animals were sacrificed by headshot,



Genes 2023, 14, 1903

30f10

which was followed by collection of muscle and connective tissue samples separately from
around the navel. Tissue samples were immediately frozen in dry ice for further analysis.

2.2.2. Pigs with Inguinal Hernia

Forty-six unrelated male pigs were included in this part of the analysis. The animals
were a cross between the Polish Large White and Polish Landraces and came from local
breeding farms. The pigs were divided into four groups on the basis of veterinarian opinion:
group G1 contained ten healthy young animals weighing 30-35 kg without any signs of
hernia. The second group (G2) consisted of fifteen animals weighing 30-35 kg and with
nonregressive inguinal hernias. G3 group contained eleven pigs weighing 30-35 kg with
regressed IH (the hernia was at first clinically observed, but disappeared once the animal’s
body weight exceeded 25 kg). The fourth group (G4) contained ten adult animals weighing
100-120 kg with IH observed throughout their lives. For the G2 and G3 animals, a fragment
of the inguinal canal was collected during the delayed castration procedure, while the
samples from G1 (at a weight of 30-35 kg) and G4 (at weight of 100-120 kg) were collected
post-mortem from the slaughter house.

2.3. RNA Extraction and cDNA Synthesis for gPCR Assay

Total RNA extraction was performed using an RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qia-
gen, Germantown, MD, USA). The 30 mg of tissue from each sample was homogenized
in buffer RTL supplied with the RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen) using TissueL-
yser LT (Qiagen). The following steps were performed in line with the manufacturer’s
instructions. The quantity and quality of total RNA were assessed by using a NanoDrop
ND-2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) with 260/280 nm
wavelength readings.

Around 1 ug of RNA from each sample was reverse-transcribed using a Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim, Germany) in a total volume of 20 uL,
following the manufacturer’s directions. The cDNA was subsequently evaluated with
a NanoDrop ND-2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and
diluted with nuclease-free water to approximately 700 ng/uL.

2.4. Quantitative Real-Time PCR

The cDNA was used in real-time PCR reactions running on a LightCycler® 480 II
(Roche, Mannheim, Germany). We analyzed ACAN, COL6A5, MMP13, and VIT from
both connective and muscle tissue of 34 healthy animals and 34 animals with umbilical
hernia. The procedure was additionally performed on muscle tissue from the inguinal
canal for healthy and inguinal hernia pigs (46 animals in total). Primers were designed
using Primer3Plus software (version 2.4; https:/ /primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3
plus.cgi; accessed on 2 June 2021; Supplementary Material Table S1). The reactions for
each gene were performed in duplicate using a LightCycler® 480 SYBR Green I Master
(Roche, Mannheim, Germany) in a total reaction mix of 10 pL per well, following the
manufacturer’s instructions. The thermocycler program began with an initial denaturation
cycle at 95 °C for 10 min, followed by 45 cycles including denaturation at 95 °C for 10 s,
annealing at 60 °C for 5 s, and elongation at 72 °C for 5 s. Melting curve analysis was carried
out after each amplification in order to verify product specificity. The relative expression
values of each gene were computed on the basis of the standard curve method with a series
of ten-fold dilutions of a DNA of known concentration (standards). The relative changes in
expression level of genes were normalized against the level of reference (internal control)
of the H3F3A (H3 histone, family 3A) and PPIA (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A)
genes [22], as described by [23].

2.5. Methylation Analysis

An in silico analysis was performed for the two differentially expressed genes, MMP13
and VIT, for which statistically significant results were observed in the transcript level.
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The analysis with CpGPlot software (version EMBOSS 6.6.0; http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/
seqgstats/emboss_cpgplot/; accessed on 17 November 2022) pointed to several CpG sites
in the 5 untranslated region (5'UTR) of the first exon of MMP13 and in exon 12 of VIT
(Supplementary Material Table S2).

The PyroMark Assay Design 2.0 software (Qiagen) was used to design primers for
the pyrosequencing analysis (Supplementary Material Table S1). Thirty-four animals
with umbilical hernia and 34 controls were analyzed in this way. The DNA was isolated
from the muscle tissue (the amount of connective tissue was insufficient to perform this
analysis) using a Genomic Mini Kit (A&A Biotechnology, Gdarsk, Poland). The quantity
and quality of DNA was assessed with the use of a NanoDrop ND-2000 spectrophotometer
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) with 260/280 nm wavelength readings. Five
hundred nanograms of DNA was bisulfite-converted using an EZ DNA Methylation-Gold
kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). Additionally, nonmethylated controls were prepared
using REPLI g Mini Kits (Qiagen), in line with the manufacturer’s instructions. The fully
methylated controls were prepared from 500 ng of DNA using CpG methyltransferase
(M.Sssl, Thermo Fisher) with incubation for 3 h at 37 °C. Next, PCR was performed
with a PyroMark PCR kit (Qiagen), following the manufacturer’s instructions. The PCR
conditions were: initial denaturation at 95 °C for 15 min; 44 cycles of denaturation at 94 °C
for 30 s, primer annealing at 56 °C for both genes, for 30 s and elongation at 72 °C for 30 s,
followed by a final extension at 72 °C for 10 min. The negative control samples (without
the DNA template) were also prepared for each reaction. PCR amplification results were
checked on 1.5% agarose gel electrophoresis. The pyrosequencing reaction for the amplicons
was carried out on a PyroMark Q48 Autoprep (Qiagen) system using PyroMark Q48
Advanced CpG Reagents (Qiagen), following the manufacturer’s recommended protocol.
Finally, PyroMark Q48 Autoprep software (Qiagen) was used to calculate the percentage
methylation for each of the CpG sites.

2.6. Statistical Analysis

Statistical analysis was carried out in the R statistical environment (version 4.1.2) [24].
The Shapiro-Wilk test was used to test the normality of the data using the “shapiro.test”
function from the “stats” package (version 4.1.2). Subsequently, to compare mRNA results
for pigs with UH and controls, a p-value was computed using the nonparametric, two-tailed
Mann-Whitney U test. The same test was used to compare different DNA methylation
levels between the UH and control animals. Each methylated cytosine was examined
independently. The “wilcox.test” function was used to calculate p-values with parameter
“paired = FALSE”. Moreover, adjustment using the Benjamini and Hochberg (1995) [25]
procedure (FDR) was performed for the mRNA results using the “p.adjust” function.
Finally, the “cor.test” function was applied to perform the Spearman’s rank correlation test
to examine the significance of the correlation between the MMP13 relative mRNA level
and the CpG methylation level.

Four groups of animals with inguinal hernia were compared. Initially the Shapiro-Wilk
test and the Kruskal-Wallis rank sum test were used (“kruskal.test” function from the “stats”
package (version 4.1.2)). Subsequently, Dunn’s test for multiple comparisons with the FDR
correction was chosen as a post hoc test, in order to identify exactly which groups differed,
using the “dunnTest” function from the “FSA” package (version 0.9.3). For the performed
tests, the statistical significance cutoff was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. Relative mRNA Levels of the Studied Genes in the UH Pigs

Quantitative real-time PCR was performed for MMP13, VIT, ACAN, and COL6A5 in
muscle and connective tissue for all 68 animals, revealing differences in the mRNA level
of MMP13 and VIT between the control and hernia pigs. The transcript level of MMP13
was significantly higher in pigs with UH than in the muscle tissue of controls (p,4;, < 0.01);
this was unlike the connective tissue, whose mRNA level was lower in the UH animals
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(Padj. < 0.001). This indicates that the transcript level depends on the analyzed tissue. The
only significant result for the VIT gene was observed in muscle tissue (p,4;, < 0.05), where a
higher level of mRNA was found in UH pigs than in controls. For ACAN and COL6A5, the
differences proved insignificant in all of the tissues (Figure 1).
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Figure 1. The Log10 of the relative mRNA levels of the ACAN, COL6A5, MMP13, and VIT genes
in muscle (A) and in connective tissue (B) obtained from the UH (cases) and C (controls) animals.
The white crosses denote mean values and the lines crossing the boxes represent medians. The lines
under and over the rectangles denote the highest and lowest values, and the black dots under and
over the boxes are outliers.
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3.2. Relative mRNA Levels of Studied Genes in IH Pigs

The mRNA level was determined for MMP13, VIT, ACAN and COL6A5, but the
Kruskal-Wallis test indicated significant results only for the ACAN (p = 0.02) gene. Sub-
sequently, the post hoc test showed significantly lower transcript levels (p,. < 0.05) in
group G4 than in groups G1, G2, and G3 (Figure 2), indicating that the altered ACAN
expression was not related with the presence of hernia. On the other hand, we found that
the expression of this gene was significantly downregulated in group G4 represented by
adult IH pigs (>100 kg), so the observed differences can be related to the animal’s age.
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Figure 2. The Logl0 of relative mRNA levels of the ACAN, COL6A5, MMP13, and VIT genes in
groups of pigs without inguinal hernia and with different stages thereof. The white crosses denote
mean values and the lines crossing the boxes represent medians. The lines under and over the
rectangles denote the highest and lowest values, and the black dots under and over the boxes are
outliers. The groups are indicated by G1, G2, G3, and G4.

3.3. CpG Methylation Level

DNA methylation levels were examined in exon 12 for VIT and in the 5’UTR for
MMP13. For both genes, cytosine methylation level was determined in the muscle tissue
and seven CpG sites were studied for each gene (Supplementary Material Table S3). Only
one statistically significant result was found for the single cytosine marked CpG7 in the
MMP13 gene (chr9: 33616509). In this case, we observed significant higher (p < 0.001) cyto-
sine methylation levels in the UH animals (mean = 34%) than in the controls (mean = 29%);
see Figure 3. However, there was no significant correlation between the MMP13 relative
mRNA level and the CpG methylation level at this position (p = 0.09342564; p = 0.4486).
This observation shows that the DNA methylation of the studied region is probably not
responsible for altered transcript level of MMP13 gene.
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Figure 3. Mean percentage of DNA methylation 4 SD in the CpG of two candidate genes: MMP13
(A) and VIT (B) for UH and control pigs. The cytosines are indicated as CpG1, CpG2, CpG3, CpG4,
CpG5, CpG6, and CpG7. Only one significant difference was observed for CpG7 in MMP13; the
p-value refers only to this cytosine.

4. Discussion

Information on the background of porcine hernia remains scarce [16]. Much effort has been
put into identifying genetic variants that predispose to hernia development [5,6,8,15,18,19,26],
but the polygenic nature of this condition has made such studies challenging. A new
approach involving the transcriptome differences between hernia and control animals was
thus undertaken for umbilical and inguinal hernia [6,20].

Here we studied the mRNA levels of four genes (ACAN, COL6A5, MMP13, and
VIT) initially noted by Souza et al. [6] as strong candidates for hernia formation. The
novelty of our study is that, in the case of umbilical hernia, we examined the muscle and
connective tissues separately (dissected from the umbilical ring), which has not been done
previously [6]. We also determined whether altered transcript levels in muscle tissue might
be caused by differences in epigenetic mechanisms (DNA methylation). We additionally
checked whether the same genes have altered expression in inguinal canal tissue collected
from inguinal hernia pigs.

Our most interesting results were for the MMP13 gene, in which the transcript level
was increased in the muscle tissue and decreased in the connective tissue of the pigs with
umbilical hernia. Expression of this gene has previously been associated with inguinal
hernia in humans [27], while its downregulation has been noted in pigs with umbilical
hernia by Souza et al. [6]. Those researchers, however, studied the transcriptome in a mix
of different cell types collected from the umbilical ring. Here we were able to distinguish
between muscle and connective tissues and found the opposite results. These differences
may be caused by the different molecular function of the MMP13 protein depending on
the expression site. MMP13 (known also as collagenase-3) is a member of the matrix
metalloproteinase (MMP) family, which are proteins that degrade the components of the
extracellular matrix and remodel connective tissue [28]. We can thus speculate that the
reduced level of the MMP13 gene in the connective tissue of the affected animals leads to
incorrect tissue remodeling and possible lower tissue strength, which can predispose for
hernia development. MMP13 also plays a role in wound healing [29], and it is known that
cytokines and growth factors formed under pathological condition induce MMP levels [30].
The increased MMP13 transcript level observed in the muscle tissue in our study might
thus be rather a consequence of the hernia condition. It can be suggested that an elevated
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level of MMP13 is needed for wound healing (e.g., that the disruption of muscle tissue
by the hernia induces increased repair processes). This hypothesis is supported by earlier
studies, in which the involvement of the MMP13 gene in tissue healing and repair processes
has already been confirmed [31,32].

We also checked whether the differences in the mRNA level of the MMP13 gene
are the results of DNA methylation changes. Due to the limited quantity of connective
tissue sample, this analysis was performed only for the muscle tissue. We found that
in the studied 5'UTR region (exon 1) the methylation level for one cytosine (CpG7) was
significantly increased in the affected animals. It is known that the 5UTR region contains
multiple regulatory elements that are important for the correct initiation of translation [33].
Moreover, a recent broad study of DNA methylation changes during human early embryo
development concluded that, in the 5UTR region (where the high CpG density was ob-
served), the methylation level was low and negatively correlated with gene expression [34].
However, in our study, the significantly methylated cytosine in the 5’UTR of the MMP13
gene did not correlate with the transcript level of the MMP13 gene. We are thus unable
to determine whether the difference we observed in DNA methylation has a significant
relation to the hernia condition.

One interesting result concerned elevated transcript levels of the VIT gene in UH pigs.
This observation did not confirm the result reported by Souza et al. [6], who examined a
mix of tissues from the umbilical ring to compare 5 UH with 5 control pigs; they noted
that the level of VIT expression was reduced. The VIT gene encodes an extracellular
matrix (ECM) protein, which contains two von Willebrand A domains. It seems that
the VIT protein is associated with migration and cell adhesion, like the majority of von
Willebrand A domain-containing proteins [35,36]. Based on this information, we suggest
that the observed overexpression of this gene in muscle tissue may be an effect of the repair
mechanism acting in response to muscle damage by the hernia. Our study did not show
altered transcript levels of the ACAN and COL6A5 genes in the tissues of the UH pigs.

Interestingly, significant differences in the mRNA level of the ACAN gene were found
in the IH pigs. Differences were observable between young (group G1, G2, and G3) and old
(group G4) pigs, but not between those with inguinal hernia and those which were healthy.
We thus assume that the reduced mRNA level of ACAN is an effect of aging. It is known
that this protein (aggrecan) is a proteoglycan and is a component of the extracellular matrix
which exists in form of proteoglycan aggregates. It plays an important role in the function
of cartilaginous tissues [37], as well as in skeletal development through its involvement in
the endochondral ossification process [38]. Our observation could thus be explained by the
role of the ACAN protein in collagen production, with young pigs needing higher levels in
the intense growth phase, whereas aggrecan in adults is involved in skeletal development.
Moreover, ACAN is an important element of cartilage extracellular matrix that is reduced
as aging of the organism proceeds [39]. The ACAN gene was the only gene that was found
to be differently expressed in the pigs with inguinal hernia in this study, and no differences
were observed for MMP13, VIT, or COL6AS5.

5. Conclusions

Pigs with umbilical hernia showed differences in mRNA levels for the MMP13 gene in
muscle and connective tissue dissected from the umbilical ring as well as changes in the
DNA methylation of a single cytosine located in the 5’UTR of MMP13. This may be the
result of the demand for the MMP13 protein in UH pigs depending on tissue type. The
VIT gene differed in transcript level in muscle tissues, which may be a result of umbilical
hernia, rather than a cause. In the case of inguinal hernia, only the ACAN gene showed
decreased mRNA levels in the muscle tissue of the inguinal canal in older animals, which
may be a consequence of aging rather than pathological status.
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Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded from: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/genes14101903/s1, Table S1: primer sequences for the ACAN,
COL6A5, MMP13, VIT, H3F3A, and PPIA genes used in qPCR and for the MMP13 and VIT genes
used in pyrosequencing; Table S2: CpG genomic position according to Sscrofall.l. and their location
in the gene context; Table S3: the mean percentage of DNA methylation with standard deviation and
p-value in each studied cytosine, in two examined genes (MMP13 and VIT), for both control and
umbilical hernia groups.
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Supplementary Material for: “Altered transcript levels of MMP13 and VIT genes in
the muscle and connective tissue of pigs with umbilical hernia”, by Jakub Wozniak et al.

Table S1. Primer sequences for the ACAN, COL6A5, MMP13, VIT, H3F3A and PPIA genes

used in qPCR and for the MMP13 and VIT genes used in pyrosequencing.

Analysis Target Primer sequence Ampllcon
gene size
ACAN F: 5> CAGGAGGGGTTGTGTTCCATTA 3° 63 b
R: 5 CCTCCTCGAAAGTCAGTGAGTAG 3’ P
F: 5> AGCTTTGGGCAGAACTTTGA 3°
COLBAS R: 5 TGCCAGAACTATCCACCAGA 3’ 124 bp
F: 5 AAGAGCATGGAGACTTCTACCC 3’
MMP13 R: 5 GGAGGAAAAGCATGAGCCAA 3’ 64 bp
gPCR
VIT F: 5 GTCGAAGCCACCCACACTG 3’ 119b
R: 5> AAGTCAGGTTCCTCCCCCA 3° P
F: 5> CTTTGCAGGAGGCAAGTGAG 3’
H3F3A R: 5> TGGCATGGATAGCACACAGG 3’ 72bp
PPIA F: 5> CACAAACGGTTCCCAGTTTT 3’ 171 b
R: 5 TGTCCACAGTCAGCAATGGT 3’ P
F: GGTTATGATGATTAAGTAAAGGTTAGT
MMP13 | R-biot*: TCCACCAACTCCAACAACTCT 318 bp
Seq**: AGAGATAGTTTATAAAAATTTTGTG
pyrosequencing
F: GAGGTAGGTTGGAGGATGAGATTT
R-biot*:
VIt TATCAAACTCCTTACTAAAATTAACCACAAA 292 bp
Seq**: TTTGTAGTAAGATTTGTTTGAA

PCR primers were designed based on pig genome sequence: Sscrofall.l (ACAN - GenBank

ID: 397255, COL6AS - GenBank ID: 100515967, MMP13 - GenBank 1D: 397346, VIT -
GenBank ID: 100524557). *reverse primer labeled with biotin; **sequencing primer




Table S2. CpG genomic position according to Sscrofall.l. and their location in the gene
context.

Gene | Cytosines Chromosome position Gene context
CpG1 chr9: 33616595 5’UTR (exon 1, variant X2)
CpG2 chr9: 33616586 5’UTR (exon 1, variant X2)
CpG3 chr9: 33616563 5’UTR (exon 1, variant X2)
MMP13 CpG4 chr9: 33616557 5’UTR (exon 1, variant X2)
CpG5 chr9: 33616546 5’UTR (exon 1, variant X2)
CpG6 chr9: 33616521 5’UTR (exon 1, variant X2)
CpG7 chr9: 33616509 5’UTR (exon 1, variant X2)
CpG1 chr3: 103384464 exon 12, variant X4
CpG2 chr3: 103384458 exon 12, variant X4
CpG3 chr3: 103384452 exon 12, variant X4
VIT CpG4 chr3: 103384446 exon 12, variant X4
CpG5 chr3: 103384443 exon 12, variant X4
CpG6 chr3: 103384431 exon 12, variant X4
CpG7 chr3: 103384412 exon 12, variant X4

CpG positions were selected based on pig genome sequence: Sscrofall.l (MMP13 - GenBank
ID: 397346, VIT - GenBank ID: 100524557).



Table S3. The mean percentage of DNA methylation with standard deviation and p-value in
each studied cytosine, in two examined genes (MMP13 and VIT), for both control and umbilical

hernia groups.

Umbilical hernia group

Control group

Gene Cytosines Standard Standard p-value
Mean deviation Mean deviation

CpGl 2.7941 0.7294 2.8235 2.0371 0.1593

CpG2 30.1765 4.6546 29.9706 6.4172 0.6436

CpG3 65.7059 5.1081 64.5294 6.0914 0.1477

MMP13 CpG4 18.3235 1.4296 17.7353 1.1886 0.0993
CpG5 26.0882 2.9580 25.5000 2.0634 0.4793

CpG6 18.6471 3.5665 18.3235 3.8433 0.7273

CpG7 34.4118 5.2346 29.1765 3.7374 p<0.001

CpG1l 78.4118 8.3016 77.7647 6.8625 0.4572

CpG2 88.6177 4.2783 88.9412 4.6250 0.8578

CpG3 96.2059 2.5320 96.6471 2.3469 0.5147

VIT CpG4 87.7059 2.2500 88.2353 2.5113 0.6896
CpG5 77.7059 3.6889 76.7647 3.1533 0.2367

CpG6 59.1765 5.7812 59.0882 6.5983 0.9706

CpG7 97.7059 3.1482 98.3529 2.0727 0.7742




Zalacznik 1b

Prof. dr hab. Joanna Nowacka — Woszuk

imi¢ i nazwisko promotora / prometorow--prometora-pemeeniezego—

Oswiadczenie promotora(-6w) rozprawy doktorskiej

Oswiadczam, ze niniejsza rozprawa doktorska pt.: Identyfikacja markeréw genetycznych i
epigenetycznych zwiazanych z wystepowaniem przepukliny pepkowej $win zostala
przygotowana pod moim/naszym kierunkiem i stwierdzam, ze spetnia ona warunki do

przedstawienia jej w postgpowaniu o nadanie stopnia naukowego.

Data OGOY OLD&< Podpis promotora rozprawy




Jakub WozZniak

imig i nazwisko doktoranta
Os$wiadczenie autora rozprawy doktorskiej

Niniejszym oswiadczam, ze przedtozona rozprawe doktorska pt.: Identyfikacja markeréw
genetycznych i epigenetycznych zwigzanych z wystepowaniem przepukliny pepkowej
Swin napisatem samodzielnie, tj.:

— nie zlecitem opracowania rozprawy lub jej czescl innym osobom,

—nie przepisalem rozprawy lub jej czesci z innych opracowan i prac zwiazanych
tematycznie z moja praca,

— korzystatem jedynie z niezbednych konsultacji,

— wszystkie elementy rozprawy, ktére zostaly wykorzystane do jej realizacji (cytaty,
ryciny, tabele, programy itp.), a nie bedace mojego autorstwa, zostaly odpowiednio
zaznaczone wraz z podaniem zr6dta ich pochodzenia,

— rozprawa nie byla wezesniej przedmiotem procedur zwigzanych z uzyskaniem stopnia
naukowego.

Oswiadczam ponadto, ze niniejsza wersja rozprawy jest identyczna z zalaczong wersja
elektroniczng.

Mam s$wiadomos$é, ze zlozenie nieprawdziwego o$wiadczenia skutkowaé bedzie
niedopuszczeniem do dalszych czynnosci postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
lub cofnigciem decyzji o nadaniu mi stopnia doktora oraz wszczeciem postepowania
dyscyplinarnego.

!

podpis autora rozprawy



Zalacznik 2

mgr Jakub WozZniak
Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Wozniak, J ., Loba, W., Iskrzak, P., Pszczola, M.,
Wojtczak, J., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). A confirmed association between
DNA variants in CAPN9, OSM, and ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in
pigs. Animal Genetics, 54(3), 307-314, moj indywidualny udziat w jej powstaniu polegat na
udziale w izolacji DNA, sekwencjonowaniu fragmentu genu CAPNY, OSM i ITGAM, analizie
statystycznej, interpretacji wynik6w, przegotowaniu rycin, napisaniu pierwszej wersji
manuskryptu i uczestnictwu w jej edycji oraz odpowiedzi na recenzje. M6j indywidualny udziat

W przygotowaniu tej publikacji szacuje na 55%.

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Wysocka, A., Dzimira, S.,
Przadka, P., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). Altered transcript levels of MMP13
and VIT genes in the muscle and connective tissue of pigs with umbilical hernia. Genes, 14(10),
1903, méj indywidualny udziat w jej powstaniu polegat na udziale w izolacji RNA i DNA,
analizie poziomu transkryptu przy wykorzystaniu PCR w czasie rzeczywistym dla gendow
MMPI13, VIT, COL645 i ACAN, analizie poziomu metylacji przy wykorzystaniu
pirosekwencjonowania dla fragmentéw genéw MMPI3 i VIT, analizie statystycznej,
interpretacji wynikow, przegotowaniu rycin, napisaniu pierwszej wersji manuskryptu i
uczestnictwu w jej edycji oraz odpowiedzi na recenzje. M¢j indywidualny udzial w

przygotowaniu tej publikacji szacuje na 60%.




Zalacznik 2

dr hab. inz. Marcin Pszczota
Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Iskrzak, P., Pszczola, M.,
Wojtczak, J., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). A confirmed association between
DNA variants in CAPN9, OSM, and ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in
pigs. Animal Genetics, 54(3), 307-314, mdj indywidualny udziat w jej powstaniu polegat na

pomocy w analizie statystycznej i interpretacji wynikéw. Udziat ten szacuje na 10%.

Data.. | 7.4 . 2025 Podpis




Zalgceznik 2

lek. wet Pawel Iskrzak

Ceva Animal Health Polska

Odwiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Iskrzak, P., Pszczola, M.,
Wojtczak, J., Switonski, M.. & Nowacka-Woszuk, J. (2023). A confirmed association between
DNA variants in CAPN9, OSM, and ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in
pigs. Animal Genetics, 54(3), 307-314, moj indywidualny udzial w jej powstaniu polegal na
pobraniu préb do badan i kwalifikacii zwierzat do badanych grup. Udzial ten szacuj¢ na 5%.

.................................................




Zalgcznik 2

dr inz. Janusz Wojtczak
Katedry Hodowli Zwierzat i Oceny Surowcow

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Iskrzak, P., Pszczola, M.,
Wojtczak, J., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). A confirmed association between
DNA variants in CAPN9, OSM, and ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in
pigs. Animal Genetics, 54(3), 307-314, m6j indywidualny udziat w jej powstaniu polegat na

pobraniu prob do badan i kwalifikacji zwierzat do badanych grup. Udziat ten szacuj¢ na 5%.

Data // J.0h.c7¢css Podpis ~
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Zalacznik 2

mgr inz. Weronika Loba-Pasternak
Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Iskrzak, P., Pszczola, M.,
Wojtczak, J., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). A confirmed association between
DNA variants in CAPN9, OSM, and ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in
pigs. Animal Genetics, 54(3), 307-314, méj indywidualny udzial w jej powstaniu polegat na
udziale w izolacji DNA, sekwencjonowaniu fragmentu genu CAPN9 i analizie statystycznej dla

genu CAPNY. Udziat ten szacuje na 5%.

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Wysocka, A., Dzimira, S.,
Przadka, P., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). Altered transcript levels of MMP1 3
and VIT genes in the muscle and connective tissue of pigs with umbilical hernia. Genes, 14(10),
1903, m¢j indywidualny udziat w jej powstaniu polegal na udziale w izolacji RNA oraz w
analizie poziomu transkryptu przy wykorzystaniu PCR w czasie rzeczywistym dla dwéch

genow. Udziat ten szacuj¢ na 5%.

Data /LZ‘D(O% w«Z§




Zalacznik 2

prof. dr hab. Marek Switonski
Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Oswiadczenie o wspoélautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Iskrzak, P., Pszczola, M.,
Wojtczak, J., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). A confirmed association between
DNA variants in CAPN9, OSM, and ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in
pigs. Animal Genetics, 54(3), 307-314, m¢j indywidualny udziat w jej powstaniu polegatl na

uczestniczeniu w interpretacji wynikéw i sformutowaniu wnioskéw. Udziat ten szacuje na 5%.

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Wysocka, A., Dzimira, S.,
Przadka, P., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). Altered transcript levels of MMP13
and VIT genes in the muscle and connective tissue of pigs with umbilical hernia. Genes, 14(10),
1903, mdj indywidualny udziat w jej powstaniu polegat na uczestniczeniu w interpretacji

wynikow i sformutowaniu wnioskéw. Udziat ten szacuje na 5%.

R R i dont Podpis




Zalacznik 2

prof. dr hab. inz. Joanna Nowacka-Woszuk
Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Iskrzak, P., Pszczola, M.,
Wojtczak, J., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). A confirmed association between
DNA variants in CAPN9, OSM, and ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in
pigs. Animal Genetics, 54(3), 307-314, mo¢j indywidualny udziat w jej powstaniu polegatl na
pomocy merytorycznej w nastepujacych aspektach: koncepcji badan, analizy statystycznej,
prezentacji wynikéw, dyskusji, przygotowaniu maszynopisu i odpowiedzi na recenzje. Udziat

ten szacuj¢ na 15%.

Niniejszym os$wiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Wysocka, A., Dzimira, S.,
Przadka, P., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). Altered transcript levels of MMP]3
and VIT genes in the muscle and connective tissue of pigs with umbilical hernia. Genes, 14(10),
1903, méj indywidualny udzial w jej powstaniu polegat na pomocy merytorycznej w
nastgpujacych aspektach: koncepcji badan, analizy statystycznej, prezentacji wynikow,

dyskusji, przygotowaniu maszynopisu i odpowiedzi na recenzje. Udzial ten szacuje na 15%.




Zalgcznik 2

dr hab. Stanistaw Dzimira, prof. uczelni
Katedra Patologii
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Wysocka, A., Dzimira, S.,
Przadka, P., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). Altered transcript levels of MMP13
and VIT genes in the muscle and connective tissue of pigs with umbilical hernia. Genes, 14(10),
1903, mo6j indywidualny udzial w jej powstaniu polegal na pobraniu prob do badan i

kwalifikacji zwierzat do badanych grup. Udzial ten szacuj¢ na 5%.




Zalacznik 2

dr hab. prof. uczelni Przemystaw Przadka
Katedra 1 Klinika Chirurgii
Wydziat Medycyny Weterynaryjne;j

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Wysocka, A., Dzimira, S.,
Przadka, P., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). Altered transcript levels of
MMPI3 and VIT genes in the muscle and connective tissue of pigs with umbilical hernia.
Genes, 14(10), 1903, m¢j indywidualny udziat w jej powstaniu polegat na pobraniu préb do

badan i kwalifikacji zwierzat do badanych grup. Udziat ten szacuje na 5%.




Zalacznik 2

mgr inz. Alicja Wysocka
Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, Poznan

OsSwiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy Wozniak, J., Loba, W., Wysocka, A., Dzimira, S.,
Przadka, P., Switonski, M., & Nowacka-Woszuk, J. (2023). Altered transcript levels of
MMPI13 and VIT genes in the muscle and connective tissue of pigs with umbilical hernia.
Genes, 14(10), 1903, méj indywidualny udziat w jej powstaniu polegal na udziale w izolacji
RNA oraz w analizie poziomu transkryptu przy wykorzystaniu PCR w czasie rzeczywistym

dla dwoch genéw. Udzial ten szacuje na 5%.

Data .43-94. 2045 .. Podpis

................ M0t



	A confirmed association between DNA variants in CAPN9, OSM, and ITGAM candidate genes and the risk of umbilical hernia in pigs
	Abstract
	INTRODUCTION
	MATERIALS AND METHODS
	Animals, phenotypes, and samples collection
	DNA extraction
	PCR amplification
	DNA sanger sequencing analysis
	Copy number variation analysis
	Statistical analysis

	RESULTS
	Sanger sequencing
	Allele frequencies for SNPs in CAPN9, OSM, and ITGAM
	Haplotype analysis
	Droplet-­digital PCR analysis

	DISCUSSION
	CONCLUSION
	ACKNOWLEDGMENTS
	FUNDING INFORMATION
	CONFLICT OF INTEREST STATEMENT
	DATA AVAILABILITY STATEMENT

	ETHICS STATEMENT
	REFERENCES

	Introduction 
	Materials and Methods 
	Ethics Statement 
	Groups, Phenotypes, and Sample Collection 
	Pigs with Umbilical Hernia 
	Pigs with Inguinal Hernia 

	RNA Extraction and cDNA Synthesis for qPCR Assay 
	Quantitative Real-Time PCR 
	Methylation Analysis 
	Statistical Analysis 

	Results 
	Relative mRNA Levels of the Studied Genes in the UH Pigs 
	Relative mRNA Levels of Studied Genes in IH Pigs 
	CpG Methylation Level 

	Discussion 
	Conclusions 
	References

