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Kljub danaSnjemu “debelostnemu” okolju relativno velik deleZ cloveske
populacije ostaja vitek, kar nakazuje na genetsko rezistenco proti razvoju
debelosti. V studiji smo zeleli pri poligenem misjem modelu identificirati vzro¢ni
gen znotraj kvantitativnega lokusa za vitkost Fob3b2. Z natan¢nej$o opredelitvijo
genetskega intervala Fob3b2 z uporabo F, kongene populacije, intervalno
specifi¢no analizo haplotipov in komparativnim kartiranjem, smo uspeli segment,
ki izvira iz vitke (Lean) linije, opredeliti na ~3,9 Mbp dolgo regijo na kromosomu
15. Med F, homozigoti debele (FF) in vitke (LL) linije za segment Fob3b2 so se
pokazale statisticno pomembne razlike v telesni masi in razlicnih mascobnih
depojih. Homozigoti LL so imeli izbolj$sano glukozno toleranco in bili bolj
obcutljivi na inzulin. Izmed ~20 kandidatnih genov za vitkost znotraj lokusa
Fob3b2, je samo tiosulfat sulfur-transferaza (Tst, rhodanese) bila povisano
izrazena v mas¢obnem tkivu. Analiza alelne diskriminacije je pokazala
signifikantno visje izrazanje Tst v mascobnem tkivu F; heterozigotov za segment
Fob3b2 alela iz linije L in nakazuje na cis-ucinek identificiranega polimorfizma.
Izdelan atlas regulatornih transkripcijskih elementov Tst gena je omogocil izbor
kandidatnih genetskih variant znotraj sekvenirane regije gena (rs251994838,
rs31534689). Zdruzeni podatki bodo sluzili za nadaljnje $tudije vloge gena Tst v
bioloskih procesih, kot sta debelost in diabetes. Rezultati nasih analiz, skupaj z
rezultati genetskih analiz opravljenih na ljudeh, nakazujejo, da smo uspeli odkriti
nov, adipozno specifi¢en gen za vitkost.
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A relatively large proportion of the human population still remains lean, despite
today’s »obesogenic« environment, suggesting genetic resistance to obesity
development. Our study aimed at identifying a causal gene within the Fob3b2
QTL that confers anti-obesity effects in a polygenic mouse model. The genetic
interval of Fob3b2 QTL was fine mapped by using F, crosses of congenic lines,
interval-specific haplotyping, comparative mapping and confined the small Lean-
line segment (~3,9 Mbp) on mouse Chr 15. Differences in body mass and various
fatness traits were significant between the FF (homozygotes for Fat alleles) and
LL (homozygotes for Lean alleles) F, genotypes. In addition, LL homozygotes in
F, exhibited improved insulin sensitivity and glucose tolerance. Gene expression
and functional analyses revealed the nuclear-encoded mitochondrial thiosulfate
sulfur-transferase (Tst, rhodanese) as the only upregulated adipose-specific gene
mapping to the Fob3b2 interval among of the ~20 positional lean gene candidates.
F, heterozygotes in the Fob3b2 segments were used to test allelic imbalance,
which showed significantly higher expression of the Lean-line Tst allele in the
adipose tissue, suggesting a cis-effect of identified genetic variant. The developed
atlas of transcription regulatory elements of Tst gene, integrated with identified
polymorphisims within Tst region, revealed two candidate genetic variants
(rs251994838, rs31534689) for further studies of Tst role in biological processes.
Our combined results of genetic, transgenic, functional analyses and results from
collaborative human genetics strongly indicate Tst as a novel gain-of function
adipose-derived lean gene.



Beltram J. Identifikacija vzroénega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

KAZALO VSEBINE

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

str.

KEY WORDS DOCUMENTATION v
KAZALO VSEBINE \Y
KAZALO PREGLEDNIC VII
KAZALO SLIK VIl
OKRAJSAVE IN SIMBOLI X
1 uvoD 1
1.1 NAMEN NALOGE 2
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 3
2 PREGLED OBJAV 4
2.1 DEBELOST 4
2.2 MEHANIZMI NALAGANJA MASCEVJA IN NASTANEK DEBELOSTI 6
2.3 MASCOBNO TKIVO 7
2.4 GENETIKA DEBELOSTI 9
2.4.1 Monogena (enogenska) oblika debelosti 10
24.2 Poligena (vecgena) oblika debelosti 11
2.5 MODELI ZA PREUCEVANIJE DEBELOSTI 12
2.5.1 Monogeni misji modeli 12
2.5.2 Poligeni miSji modeli 13
2521 Inbridirana mi§ja linija 13
25.2.1.1  Dolgoro¢no selekcionirane linije (angl. Long-term derivied lines) 15
2.5.2.2 Poligeni misji model za debelost in vitkost 16
2.6 KVANTITATIVNI LOKUS 16
2.6.1 Grobo kartiranje 17
2.6.2 Fino kartiranje 18
2.6.3 Identifikacija kandidatnih genov 18
2.6.4 Primeri kartiranja QTL-ov in identifikacija kandidatnih genov z
vplivom na debelost 19
2.6.5 Kvantitativni lokus Fob3b2 21
3 MATERIALI IN METODE 24
3.1 NATANCNEJSE KARTIRANJE KVANTITATIVNEGA LOKUSA
Fob3b2 24
3.11 Sub-kongena linija M2 24
3.1.2 Genotipizacija Zivali 26



Beltram J. Identifikacija vzroénega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

VI

3.1.3

3.1.4
3141
3.14.2
3.14.3
3.1.4.4
3.15
3.151
3.1.5.2
3.2

321
3.2.2
3.2.3

3.2.4
3.25

4.1

411
4.1.2
4.2
4.3

5.1
5.1.1
512
5.2

6.1
6.2

Oznacevalci SNP sivih con subkongenega segmenta (polimorfna
mesta)

Analiza fenotipov

Zbiranje mas¢obnih depojev

Analiza fenotipskih podatkov

Oralni glukozni toleranc¢ni test (0GTT)

Izrazanje adiponektina v mascevju sub-kongene misje linije M2-F;
Izbor kandidatnega gena znotraj non-1BD regije Fob3b2
Izrazanje kandidatnih genov znotraj non-1BD regije segmenta Fob3b2

Toplotni graf (angl. heat-map) za izbor kandidatnega gena znotraj Fob3b2

VPLIV KANDIDATNEGA GENA Tst NA VITKOST PRI SUB-
KONGENI MISJI LINIJT M2

Sekveniranje eksonov gena Tst

Alelno specifi¢no izraZanje

Analiza korelacij med ekspresijo kandidatnega gena Tst in ostalimi
geni ali fenotipi

Polimorfizmi kandidatnega gena Tst pri linijah Fin L

Atlas regulacije transkripcije kandidatnega gena

REZULTATI

NATANCNEJSE KARTIRANJE QTL-A Fob3b2 Z ANALIZO F,-
POPULACIJE SUBKONGENE MISJE LINIJE M2

Fenotipska analiza F,-populacije sub-kongene linije M2
Identifikacija kandidatnega gena znotraj QTL-a Fob3b2
REZULTATI ANALIZE VPLIVA KANDIDATNEGA GENA Tst
DOLOCANJE VZROCNOSTI KANDIDATNIH GENOV ZA UCINEK
Fob3b2 QTL

RAZPRAVA IN SKLEPI

RAZPRAVA

Natanc¢nejSe kartiranje QTL Fob3b2

Doloc¢anje vzro¢nosti kandidatnih genov za u¢inek QTL Fob3b2
SKLEPI

POVZETEK (SUMMARY)

POVZETEK

SUMMARY

VIRI

ZAHVALA

28
29
29
30
31
31
33
33

35
35
36

37
37
39
48

48
49
53
55

57
61
61
61
63
71
72
72
73
75



VIl
Beltram J. Identifikacija vzroénega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

KAZALO PREGLEDNIC

str.

Preglednica 1:  Sestava krme z visokim delezem mascob Clinton-Cybulsky Rodent
Dietss 1, 25 % holesterola D12108C 24
Preglednica 2:  Reagenti in priprava lizatov iz od$¢ipnjenih tkiv misjih uSes 26

Preglednica 3:  Mikrosatelitski genetski oznaéevalci, uporabljeni pri genotipizaciji
sub-kongene M2 linije ter reagenti in pogoji PCR reakcije za vsak
par oligonukleotidnih oznacevalcev 27

Preglednica4: SNP oznaCevalci, uporabljeni za natancnejSe Kartiranje mej
donorskega segmenta pri sub-kongeni M2 liniji ter reagenti in pogoji
PCR reakcije za vsak par oligonukleotidnih oznacevalcev 29

Preglednica5:  Simbol tar¢nih in normalizacijskih genov ter TagMan sond
uporabljenih za dolo¢anje nivoja izrazanja adiponektina v mascevju
sub-kongene M2-F; linije 32

Preglednica6: TagMan sonde uporabljene za preverjanje izrazanja kandidatnih
genov znotraj segmenta Fob3b2 34

Preglednica 7:  Mikrosatelitski genetski oznacevalci, uporabljeni za sekveniranje
eksonov gena Tst ter reagenti in pogoji PCR reakcije za vsak par
oligonukleotidnih oznacevalcev 36

Preglednica 8: Reagenti in protokol PCR reakcije v realnem Casu 37

Preglednica9: Imena in sekvence oligonukleotidov uporabljenih pri sekveniranju
Tst segmenta 39

Preglednica 10: Povprecja (+ standardni odklon) za telesno tezo Fz-populacije misi
krmljenih s standardno in visokokalori¢no krmo pri razli¢nih starosti 51

Preglednica 11: Povprecja (+ standardni odklon) za maso mascobnih depojev in
adipoznega indeksa F,-populacije misi krmljenih s standardno in
visokokalori¢no krmo 52



VIl
Beltram J. Identifikacija vzroénega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

KAZALO SLIK

str.
Slika1:  Zdravstveni problemi povezani z debelostjo 5
Slika2:  Razsirjenost debelosti po svetu (ITM > 30 kg/m?) do leta 2014 6

Slika 3:  Endokrine in nevronske interakcije pri regulaciji energijske homeostaze in
apetita 7
Slika4:  Mascobni depoji pri misi in ¢loveku 8
Slika5:  Tipi inbridiranih misji linij 14
Slika6:  Primer razvoja dolgoro¢no selekcionirnih linij za telesno maso 16

Slika7:  Izrazanje gena Tst pri misi in ¢loveku v razli¢nih tkivih (BioGPS, 2015) 23

Slika8:  Genetska struktura debele (F), vitke (L), kongene M in sub-kongene M2
linije za QTL Fob3b2 na 15. kromosomu 26

Slika9:  Polimorfizmi, identificirani s sekveniranjem 15. kromosoma F, L in
kongene M linije na The Jackson Laboratory (ZDA) 28

Slika 10:  Mascobni depoji, odvzeti za fenotipsko analizo uc¢inka QTL-a Fob3b2 na
vitkost pri sub-kongeni misji liniji M2 30

Slika 11:  Prikaz merjenja nivoja glukoze v krvni kapljici, pridobljeni iz repne vene
misi 31

Slika 12:  Postavitev oligonukleotidov uporabljenih pri sekveniranju Tst segmenta 38

Slika 13:  Iskanje polimorfizmov znotraj ohranjenih mest med 39 nadredi visjih
sesalcev v podatkovni bazi Ensembl 40

Slika 14: Iskanje konzerviranih elementov, status metilacije DNA, DNasel
hipersenzitivnih mest, histonskih modifikacij, vezav polimeraz in vezavnih
mest transkripcijskih faktorjev v podatkovni bazi Ensembl 41

Slika 15: Iskanje Tst promotorja in TATA-box mesta v bazi EPD (A). Iskanje
vezavnih mest za transkripcijske faktorje v »upstream« regiji TSt gena z
orodjem Alibaba 2.1 (B) in MotifMap (C) 43

Slika 16: Iskanje CpG otokov v regiji Tst gena z razli¢nimi orodji: UCSC (A),
MethPrimer (B), CpG Island Searcher (C) in EMBOSS Cpgplot (D) 45

Slika 17:  Iskanje tarcnih mest za miRNA v regiji Tst gena z razlicnimi orodji:
miRWalk (A), miRDB (B), MicroCosm(C) in miRecords (D) 47

Slika 18:  Genetska sestava regije kvantitativnega lokusa Fob3b2 na 15. kromosomu
ter genotipizirani polimorfizmi sub-kongene linije M2 49



Beltram J. Identifikacija vzroénega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Slika 19:

Slika 20:

Slika 21:

Slika 22:

Slika 23:

Slika 24:

Slika 25:
Slika 26:

Telesna teza Fj-populacije sub-kongene miSje linije M2, krmljene s
visokokalori¢no in standardno krmo

Test oralne glukozne tolerance in izrazanje gena adiponektin v gonadalnem
mascevju pri HFD skupini F, sub-kongene linije M2

Relativna sprememba izrazanja non-1BD kandidatnih genov v gondalanem
macobnem depoju F,-populacije sub-kongene misje linije M2

Prikaz rezultatov analiz za dolo¢anje glavnih kandidatnih genov za vitkost
znotraj kvantitativnega lokusa Fob3b2

Alelno specifi¢na ekspresija gena Tst pri Fo-M2 heterozigotih za segment
Fob3b2

Moc¢na oziroma zelo mocna korelacija med kandidatnim genom Tst, geni
izrazenimi v adipoznem tkivu ter metaboli¢nimi parametri pri 23-ih misjih
linijah

Identificirani polimorfizmi znotraj Tst regije med vitko in debelo linijo

Atlas regulacijskih elementov transkripcije gena Tst

50

53

54

55

56

57

58
60



Beltram J. Identifikacija vzroénega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ABD abdominalna mascoba (abdominalni mascobni depo)
ALT standardna kontrolna krma za glodavce

F debela linija

FEM femoralna mascoba (femoralni mascobni depo)

FF homozigot debele linije na odseku Fob3b2

Fob3b2 F-line Obesity QTL 3b2

GON gonadalna mas¢oba (gonadalni mas¢obni depo)
GTT glukozni tolerancni test (angl. glucose tolerance test)
GWAS asociacijska analiza na ravni celostnega genoma (angl. genome wide

association study)

HFD krma z visoko vsebnostjo mas¢ob (angl. high fat diet)
IT™ indeks telesne mase (kg/m?)

L vitka linija

LL homozigot vitke linije na odseku Fob3b2

MEZ mezenterialna mascoba (mezenteri¢ni maS€obni depo)

miRNA mikro RNA (angl. microRNA)

MRNA informacijska RNA (angl. messenger RNA)
non-1BD neenak po izvoru (angl. not identical by descent)
QTL kvantitativni lokus (angl. quantitative trait locus)

SNP polimorfizem  posameznega nukleotida (angl. single  nucleotide
polymorphism)

Tst tiosulfat sulfurtransferaza (angl. Thiosulfate sulfurtransferase)
TSS mesto zacetka transkripcije (angl. transcription start site)

UTR neprevedna regija (angl. untranslated region)
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1 UVvOD

Debelost je v zadnjih 50-ih letih postala velik zdravstveni problem, najprej v razvitejSih
zahodnih druzbah kasneje tudi v drzavah v razvoju. Velik porast debelosti in z njo
povezanimi kroni¢nimi obolenji (diabetes, bolezni srca in ozilja,...) pripisujejo povecani
razpolozljivosti in porabi visoko kalori¢ne, z mas¢obami bogate hrane in zmanjsani fizi¢ni
aktivnosti (debelostno okolje). Pri ¢loveku je evolucijski razvoj izbiral genetske variante,
ki so omogocale energetsko varénost in ucinkovitost pri nalaganju mascob v telesu, ki so
potem predstavljale energijske zaloge v obdobjih pomanjkanja hrane. Tak pogled je kot
hipotezo o varénih genih (angl. Thrifty gene hypothesis) razlozil James Neel leta 1962 in
navkljub nekaterim novejSim alternativnim hipotezam Se danes ponuja pomemben
evolucijski model za razlago lastnosti nalaganja mascevja in pojava debelosti v moderni
dobi (Wells, 2009).

Genske variante varcnih genov, ki so ¢loveku v dolgem evolucijskem procesu predstavljale
selektivno prednost za prezivetje in uspesno reprodukcijo, se v kratkem nedavnem obdobju
sprememb v debelostnem okolju niso mogle kvalitativno ali kvantitativno spremeniti
(frekvence). Var¢ni geni/aleli so v debelostnem okolju v moc¢ni pozitivni interakciji in
pripomorejo k zelo ucinkovitem skladis¢enju odve¢ne energije v mascobno tkivo in hitro
privedejo do neravnoteZja vnesene ter porabljene energije in s tem debelosti.

Kljub udobnejsemu Zzivljenjskemu slogu, veliki razpolozljivosti visoko kalori¢ne hrane in
tehnoloskim napredkom, ki v veliki meri prispevajo k Sirjenju epidemije debelosti, ostaja
del populacije vitek oziroma rezistenten na razvoj debelosti. Do danes $e ni povsem
pojasnjeno ali je populacija, ki ostaja vitka v sicer debelostnem okolju, ve¢inoma posledica
drugacénega fenotipa ali ve¢inoma posledica okoljskih dejavnikov. Vitkost je lahko rezultat
pomanjkanja vnosa energije glede na njeno porabo. V razmerah modernega debelostnega
okolja, kjer je vnos energije navadno v presezku, pa je vitkost oziroma zmanjSana
kapaciteta za nalaganje masScevja, lahko rezultat razlicnih genetskih oziroma fizioloskih
mehanizmov, ki so Se slabo raziskani. Obstajajo redki sindromi ali bolezni, ki vodijo v
stanja ekstremno nizkih zalog mascevja kot so lipodistrofija, kaheksija, nekatera
pomanjkanja rastnih hormonov (Savage, 2009; Jacquemont in sod., 2011). Pri teh primerih
gre pogosto za dedne napake ali bolezni, ki povzro€ajo odsotnost ali zmanjSanje Stevila
oziroma funkcije adipocitov za skladiS¢enje mas€ob in jih lahko imenujemo primeri
nezdrave vitkosti. Na drugi strani je lahko vitkost rezultat relativnega presezka porabe nad
vnosom energije, kar v literaturi pogosto imenujejo zdrava vitkost oziroma odpornost na
razvoj debelosti. Odgovorni geni za vitkost ter njihovi mehanizmi delovanja so slabo
raziskani, fizioloSke Studije pa kaZejo, da gre za regulacije na razli¢nih ravneh kot so
povecana poraba energije v perifernih tkivih, periferni mehanizmi, ki zmanjSujejo apetit in
spremembe v centralni regulaciji teh procesov v mozganih.
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Nalaganje mascevja je kompleksna lastnost, ki je pod vplivom $tevilnih genov z manjSimi
vplivi, ki se v genomu nahajajo znotraj kvantitativnih lokusov (angl. Quantitative Trait
Locus; QTL). Za vecino lastnosti pa se izkaze, da ima manjSe $tevilo genov lahko tudi
vedji delez vpliva na lastnost (t.i. »major QTL«) (Flint in Mott, 2001; Mackay in sod.,
2009). Identifikacija le-teh pa je odvisna od heritabilitete lastnosti, heterogenosti
populacije ter vpliva okolja. Velik izziv pri identifikaciji posameznih QTL-ov je natan¢no
kartiranje na majhne genomske odseke ter dokazovanje vzro¢nosti kandidatnih genov v
preucevanem odseku. QTL-i, ki so odkriti v poskusih grobega kartiranja ali analizah
rodovnikov se namre¢ nahajajo na relativno dolgih genomskih intervalih, zato jih je
potrebno omejiti na krajSe segmente z manjSim Stevilom kandidatnih genov. Prav tako je
ucinek takih genov tezje preucevati. Raziskovalci so tako razvili zivalske modele, ki
omogocajo Studije teh kompleksnih mehanizmov. Uporaba misjih modelov nudi mnoge
eksperimentalne prednosti, kot so nacrtna in relativno obsezna krizanja, kratek generacijski
interval, kontrola dejavnikov okolja (npr. prehrana, temperatura, vlaznost, ...) ter Stevilne
druge. Misji modeli predstavljajo tudi nepogresljivo orodje pri vrednotenju potencialnih
terapevtskih pristopov.

Vecina raziskav je bila do sedaj osredoto¢ena na iskanje genetskih variant, ki povecajo
dovzetnost za razvoj debelosti. Ceprav je bilo odkritih Ze veliko genov in mutacij s
tovrstnim ucinkom, to znanje Se ni prineslo ucinkovitih terapij za zdravljenje debelosti ali
ucinkovito selekcijo manj zamascenih Zivali. Na drugi strani pa raziskave pri ljudeh ter
zivalskih modelih kaZejo, da ostaja dolocen del populacije vitek oziroma ohranja normalno
telesno maso kljub temu, da so izpostavljeni debelostnemu okolju. Menimo, da je prav
odkrivanje genov za vitkost in razumevanje mehanizma njihovega delovanja, kar je
osnovni raziskovalni problem tega doktorata, nujno za napredek pri razumevanju razvoja
debelosti ter porasta »epidemije« debelosti pri ljudeh. Znanje o genih za vitkost lahko nudi
tudi alternativne moznosti za ucinkovitejsi razvoj terapevtskih pristopov za zdravljenje in
uspesnejSe zatiranje Sirjenja te bolezni. Prej$nje Studije (Prevorsek in sod., 2010a) ter tedaj
Se preliminarne genetske in fizioloske §tudije (Morton in sod., 2016) so nakazovale, da ima
QTL Fob3b2 ucinek na vitkost oziroma zmanj$evanje nalaganja mascevja. Na osnovi teh
rezultatov smo si v pri¢ujoci doktorski nalogi postavili za cilj identificirati kandidatne gene
znotraj lokusa Fob3b2 na 15. kromosomu pri misi, dokazati vzro¢nost identificiranega
gena za vitkost in pojasniti molekularno-genetski mehanizem, ki je odgovoren za ugodne
fenotipske ucinke.

1.1 NAMEN NALOGE

Glavni namen prvega dela doktorske naloge je bil testirati u¢inke kvantitativnega lokusa
Fob3b2 in mozne interakcije z vrsto krme ter odkriti vzrocen kandidatni gen za ucinek
kvantitativnega lokusa na vitkost. Drugi namen raziskave je bil dokazati, da je poviSano
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izrazanje Tst odgovorno za opazene fenotipske uc¢inke in mehanizme povezane z vitkostjo
in metabolnimi kazalci.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Glede na namen in cilje dela smo postavili dve ni¢ni hipotezi:

1) Med homozigoti F, za odsek Fob3b2 ni razlik v razli¢nih fenotipskih parametrih
povezanih z debelostjo.

2) Med heterozigoti F, za Fob3b2 ni razlik v alelno specificnem izrazanju
kandidatnega gena Tst v mas¢obnem tkivu.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 DEBELOST

Debelost je definirana kot kroni¢na bolezen, z znacilnim ¢ezmernim kopicenjem telesnih
mascob. Nastane kot posledica dalj ¢asa trajajoce pozitivne energijske bilance, ko je vnos
energije vecji od porabe.

Zamascenost je tezko rutinsko meriti, zato se za dolo¢anje normalne telesne mase
uporablja tako imenovani indeks telesne mase (ITM; angl. Body Mass Index), definiran kot
telesna masa v kilogramih, deljena s kvadratom telesne viSine v metrih. V razred
prekomerne telesne mase tako spadajo osebe z ITM med 25 in 30 kg/m?, v razred debelosti
pa osebe z ITM nad 30 kg/m? ITM predstavlja grobo merilo za dolodanje stopnje
zamascenosti posameznikov (npr.: Zenske v naravi bolj zamaScene kot moski) ter slab
kriterij za ocenjevanje tveganja umrljivosti in morbidnosti. Zato je identifikacija
alternativnega oz. komplementarnega kazalca, ki bi povezoval telesno zama$éenost s
tveganjem razvoja bolezni, $e vedno v teku. Nekatere Studije tako predlagajo, da obseg
trebuha bolje korelira s tveganjem nastanka diabetesa tipa Il (Wang in sod., 2005;
Caballero, 2007). Ceprav ima visceralna ma3¢oba pomembno vlogo pri nastanku
presnovnih motenj povezanih z debelostjo, pa pomanjkanje prakticnih metod dolocCanja
trebusne zamas¢enosti v rutinskih pregledih, onemogoca uporabo le-te kot orodja za
splosen pregled posameznikov.

Odvec¢na energija se shranjuje v mascobnih celicah, ki se povec€ajo (hipertoficna debelost)
in/ali porastejo v Stevilu (hiperplasti¢na debelost). Prav povecanje mas€evja in posledi¢no
tudi dodatne mase in povecano izloCanje prostih mascobnih kislin ter §tevilnih peptidov iz
adipocit, vodi v klini¢éne probleme, povezane z debelostjo. Posledica tega je nastanek
bolezni (diabetes mellitus, bolezni Zol¢nika, osteoartritis, bolezni srca in ozilja, itd.) in
nekaterih oblik raka (Slika 1). V povezavi s prekomerno tezo prihaja tudi do razli¢nih
endokrinih sprememb, ki najbolj prizadenejo ravno reproduktivni sistem (Rich-Edwards in
sod., 1994; Pinkney in Kepelman, 2004).
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OKOLJE GENI
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Slika 1: Zdravstveni problemi povezani z debelostjo. NAFLD — nealkoholna bolezen zamaséenih jeter (Bray,
2004)
Figure 1: Health problems associated with obesity. NAFLD — non-alcoholic fatty liver disease (Bray, 2004)

PoveCana vehkest
mascobmh celic

NarascajoCo razsirjenost debelosti ne moremo pripisovati le spremembam v genomu
Cloveka, prehranjevalnim navadam ali zmanjs$ani fizicni aktivnosti. Specificen okoljski
faktor predstavljajo mikroorganizmi v ¢revesju, ki se razvija z nami od rojstva in z naSimi
prehranjevalnimi navadami in dokazano prispeva k energijski homeostazi. Slednje so
potrdili pri gnotobioti¢nih misih (angl. gnotobiotic mice). Le-te so bile zas¢itene pred
nastankom debelosti, pri uvajanju Crevesne mikrobiote navadnih misi, pa so drasti¢no
povecale telesno tezo in razvile inzulinsko rezistenco. Dokazano pa je tudi, da se sestava
¢revesne mikrobiote razlikuje med debelimi in suhimi ljudmi ter se hitro spreminja glede
na dejavnike prehrane. Kako pomembna je sestava in metabolicna aktivnost
mikroorganizmov v ¢revesju in v kolik§nem delezu prispeva k nastanku debelosti, pa Se ni
povsem razjasnjeno (DiBaise in sod., 2012; Everard in Cani, 2013; Moreno-Indias in sod.,
2014).

Epidemija debelosti je sedaj prepoznana kot ena izmed najbolj pomembnih zdravstvenih
problemov, ki jih sreCujemo v danaSnjem svetu. Zakaj se je razSirjenost debelosti ve¢ kot
podvojila med leti 1980 in 1914 (Slika 2) lahko pripisujemo danasnjemu debelostnemu
okolju (tj. okolje polno poceni dostopne, visokokaloricne hrane z zmanjSano fizi¢no
aktivnostjo) in genetski predispoziciji za razvoj le-te. Skozi evolucijo so ljudje in zivali
razvili »odvecen« mehanizem, ki je sluzil kot akumulator maS¢ob za obdobja lakote. Da je
prednost za prezivetje tekom evolucije postala nagnjenost k debelosti, v danasnjem okolju,
je kot hipotezo o var¢nih genih (angl. Thrifty gene hypotesis) razlozil James Neel leta
1962. Podobno je Speakman (2007) s hipotezo o prenehanju plenjenja (angl. Predation
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release hypothesis) mnenja, da je razvoj socialnega obnaSanja, orozja in ognja
signifikanten faktor za opustitev plenilstva, kar je vodilo v spremembe porazdelitve
telesnih mascob zaradi naklju¢nih mutacij in genetskega toka (angl. genetic drift). Slednje
tudi pojasnjuje zakaj nekateri posamezniki Se zmeraj ostajajo vitki, kljub wvplivu
debelostnega okolja (Johnson in Andrews, 2015).

Razzirjenost (%)

<10,0

10,0 -19.9
B 20,0-299
B >300

nedolocljivo

ni podatka

Slika 2: Razgirjenost debelosti po svetu (ITM > 30 kg/m?) do leta 2014 (prirejeno po World Health
Organization, 2016)

Figure 2: Prevalence of obesity (BMI > 30 kg/m?), year 2014 (adapted from World Health Organization,
2016)

2.2  MEHANIZMI NALAGANJA MASCEVIJA IN NASTANEK DEBELOSTI

Ceprav je definicija debelosti relativno enostavna, pa so mehanizmi, odgovorni za
energijsko bilanco in nalaganje mascevja veliko bolj kompleksnejSi. Glede na zakone
termodinamike obstaja moznost akumulacije odvecne telesne teze le ob dolgotrajni
pozitivni energijski Dbilanci. Uravnavnje le-te in posledi¢no tudi telesne mase je
kompleksen sistem, ki vkljucuje veliko dejavnikov, kot so nevroloski, endokrini,
metaboli¢ni, Custveni in kognitivni signali. Ta zapleten sistem tako integrira Stevilne
periferne signale glede na vnos in porabo energije (Hill in sod., 2012). Pri tej regulaciji igra
pomembno vlogo hipotalamus. V zacetnih stopnjah integracije perifernih sitostnih signalov
je vazno arkvatno jedro hipotalamusa. Arkvatno jedro vsebuje dve vrsti nevronov. Prva
skupina nevronov z oreksigenim delovanjem (tj. spodbujanje vnosa hrane) izraza peptidna
zivéna prenaSalca nevropeptid Y (NPY; angl. neuropeptide Y) in agutiju soroden peptid
(AGRP; angl. agouti-related peptide). Druga skupina pa izraza anoreksigena peptida (tj.
zaviranje vnosa hrane) proopiomelanokortin (POMC; angl. pro-opiomelanocortin) in s
kokainom in amfetaminom uravnavan transkript (CART; angl. cocaine and amphetamine
regulated transcript). Obe vrsti nevronov se neposredno odzivata na delovanje perifernih
sitostnih peptidov, inzulina in leptina (anoreksigeni ucinek) ter grelina in peptida YY3.3s
(oreksigeni ucinek) (Slika 3) (Gale in sod., 2004; Bell in sod., 2005).
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Slika 3: Endokrine in nevronske interakcije pri regulaciji energijske homeostaze in apetita (Gale in sod.,
2004)

Figure 3: Endocrine and neuronal interaction in the regulation of energy homeostasis and appetite (Gale et
al., 2004)

Homeostatski mehanizmi se na presezke zalog ne odzivajo enako, kot na primanjkljaj. Z
naraS¢anjem telesne mase narasa tudi nivo leptina, ki pa pri dolgoro¢ni pozitivni
energijski bilanci izgubi svoj proti-debelostni ucinek, zaradi razvoja rezistence celic na
signale leptina. TakSen mehanizem se je najverjetneje razvil kot posledica evolucije v
smeri shranjevanja masc¢ob v primeru nastopa lakote (Bell in sod., 2005). Tudi naras¢anje
ostalih anoreksigenih peptidov (inzulin) in metabolitov (glukoza, maScobna kislina) ne
zavira kopicenja dodatnih telesnih mascob. Tako se pri posameznikih, nagnjenih k
debelosti, homeostatski mehanizem, v okolju z visokokalori¢no hrano, prestavi na novo,
vi§jo vrednost telesne teze in koli¢ine mascevja (Woods in D'Alessio, 2008).

2.3 MASCOBNO TKIVO

Zamascenost je delez celotne telesne mase, ki vkljucuje nevtralne lipide, shranjene v
mascobnem tkivu. Primarna funkcija tega tkiva je shranjevanje energije v obliki lipidov za
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kasnejse potrebe telesa, ima pomembne imunske, endokrine, regenerativne in mehani¢ne
sistemske ucinke, deluje pa tudi kot regulator telesne toplote (Tchkonia in sod., 2013).

Mascobno tkivo sesalcev sestavljata dve funkcionalno razli¢ni vrsti mas¢ob — rjavo in belo
mascobno tkivo. Rjavo mascevje igra vlogo pri produkciji toplote, s termogenezo, Ki ni
kislin v mitohondrijih. Primarna funkcija belega mascevja je shranjevanje energije ter
spros€anje hormonov in citokinov, ki modulirajo sistemski metabolizem in razvoj
inzulinske rezistence. Deluje pa lahko tudi kot toplotni izolator ter kot zasc¢ita organov pred
mehani¢nimi poskodbami (Hassan in sod., 2012). Mascobno tkivo predstavlja najvecji
endokrini organ, ki poleg maScobnih kislin izlo¢a Se prostanoide, holesterol, retinol ter
Sirok spekter signalnih molekul — adipokinov (npr.: leptin, adiponektin, TNF-a, IL-6,...).
Porazdelitev mascevja je odvisna od spola, posameznika, starosti in bolezni. Znano pa je,
da so nekateri mascobni depoji bolj povezani z dejavniki tveganja za nastanek bolezni.
Glavna mascobna depoja sta subkutani in visceralni depo. Visceralni mas¢obni depo
zaokroza notranje organe in ga lahko delimo na omentalni, mezentericni, retroperitonelani
(obkroza ledvice), gonadalni in perikardialni mascobni depo. Gluteofemoralni mascobni
depo najdemo v spodnjem delu telesa in spada med subkutano maséevje. Mas¢obna tkiva
pa lahko najdemo tudi znotraj miSic (Slika 4) (Bjerndal in sod., 2011; Tchkonia in sod.,
2013).
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Slika 4: Mas¢obni depoji pri misi in ¢loveku (prirejeno po Bjerndal in sod., 2011; Tchkonia in sod., 2013). A
— Rjavo masc¢obno tkivo; B — subkutani mas¢obni depo; C — omentalni mascobni depo; D — mezenteri¢ni
mas$cobni depo; E — retroperitonealni mas¢obni depo; F — gonadalni mas¢obni depo; G — perikardialni
mascobni depo

Figure 4: Fet depots in mouse and human (adapted from Bjerndal et al., 2011; Tchkonia et al., 2013). A —
brown adipose tissue; B — subcutaneous adipose tissue; C — omental fat depo; D — mesenteric fat depo; E —
retroperitoneal fat depo; F — gonadal fat depo; G — pericardial fat depo
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Spremembe v masi adipoznega tkiva so povezane s spremembami endokrinih in
metaboli¢nih funkcij samega tkiva. Tako je na primer povecan volumen in Stevilo adipocit
pozitivno korelirano z izlo¢anjem leptina, Ki je pomemben regulator vnosa in spravila
energije ter regulator obcutljivosti na inzulin in metabolicnega razmerja. Negativno pa je
poveCana masa adipocit korelirana s produkcijo adiponektina, tj. hormona, ki zmanjSuje
hepaticno glukoneogenezo in povecuje oksidacijo lipidov v miSicah (Weisberg in sod.,
2003). Nadaljnje obstaja moc¢na pozitivna korelacija med stopnjo zamascenosti, vrsto
mascobnega depoja in Stevilnimi motnjami povezanimi z debelostjo (npr.: hipertenzija,
dislipidemija, glukozna intoleranca). Visceralna mascoba je izmed vseh mascobnih
depojev najbolj povezana s patologijo debelosti, in sicer predstavlja faktor tveganja za
nastanek bolezni srca in ozilja ter diabetesa tipa 2 (Weisberg in sod., 2003; Bjerndal in
sod., 2011). Korelira tudi z nastankom inzulinske rezistence. Ker so tu adipocite bolj
lipoliti¢no aktivne kot v subkutanem maséevju, povecajo nivo prostih mas¢obnih kislin v
plazmi. Subkutano mas¢evje je metabolicno manj aktivno kot visceralno, vendar ima
pomembno vlogo pri akumulaciji trigliceridov v obdobju vnosa odvec¢ne energije ter
oskrbuje organizem s prostimi mas¢obnimi kislinami v ¢asu lakote. Po drugi strani pa ima
akumulacija mascob v femoralnem mas¢obnem depoju lahko zas¢itno vlogo proti
sladkorni in sréno-zilnim obolenjih (Bjerndal in sod., 2011). Razli¢ni mascobni depoji
imajo tako specifi¢ne vloge pri nivoju lipolize in skladis¢enju trigliceridov. Medtem ko
visceralna ma$coba vefa tveganje za nastanek bolezni povezanih z debelostjo, ima
subkutana mas¢oba zas¢itno vlogo pred lipotoksi¢nimi ucinki.

2.4 GENETIKA DEBELOSTI

Razvoj debelosti je posledica neravnovesja v energijski bilanci. Slednja pa je skupek
lastnosti, ki so pod vplivom Stevilnih faktorjev, kot so obnasSanje, prehrana, okolje, socialni
status, metaboli¢ni parametri in genetika (Mathes in sod., 2011). Kompleksne interakcije
med vsemi temi spremenljivkami pa prispevajo k razlikam v razvoju debelosti. Vzrokov za
nastanek debelosti je veliko, in vkljucuje razlicne ne-genetske in genetske faktorje.

Porast debelosti po svetu vefinoma pripisujejo spremembam v okolju in evolucijskem
ozadju. Se vedno pa obstajajo nekatere specifiéne lastnosti energijske bilance, ki
ucinkovito $¢itijo eno tretjino ¢loveske populacije pred razvojem debelosti (O'Rahilly in
Farooqi, 2008, cit. po Albuquerque in sod., 2015). Obstaja veliko §tudij, ki so v skladu s
hipotezo, da genetski profil posameznika vpliva na individualne razlike v predispoziciji za
razvoj debelosti. Genetski prispevek (oz. genetsko komponento doloc¢ene lastnosti) k
razvoju debelosti, so sprva osnovali preko Studij na enojajénih (genetsko enakih) in
dvojajénih (skupno le 50 % genetskega materiala) dvojckih. Rezultati raziskav so pokazali,
da se heritabiliteta (tj. delez fenotipske variance med posamezniki zaradi genetskega
prispevka) za debelost giblje med 40 in 70 % (Waalen, 2014) kar potrjuje prve hipoteze o

relativno velikem genetskem vplivu na razvoj debelosti. Poleg tega, da na razvoj debelosti
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v najvecji meri vpliva genetika posameznika, pa velja, da lahko ucinki okolja tudi vplivajo
na genetsko ozadje. Slednji imajo lahko ucinke tudi na epigenetske mehanizme, ki prav
tako prispevajo k heritabiliteti debelosti. V $tudiji Wang in sod. (2010) so odkrili povezave
med statusom metilacije DNA in v levkocitih periferne krvi in debelostjo. In sicer je gen
UBASH3A kazal visjo stopnjo metilacije, promotorski del gena TRIM3 pa nizjo stopnjo pri
debelih osebkih. Tudi pri genetski razli¢ici FTO, ki povzroca debelost, so Gemma in sod.
(2009) odkrili ve¢jo metiliranost prvega introna ter obstoj interakcij med genetskimi in
epigenetskimi faktorji. Stevilne mikro RNA so bile povezane z regulacijo razvoja
debelosti, natanéneje, visoko izrazene so bile med diferenciacijo adipocit, npr. miR-21 je
visoko izrazena v adipoznem tkivu ljudi in je pozitivno korelirana z ITM (Keller, 2011, cit.
po Albuquerque in sod., 2015).

Debelost se obi¢ajno ne deduje po vzorcu enostavnega Mendelskega dedovanja na enem
ali dveh lokusih. K razvoju debelosti navadno prispevajo kombinacije veéjega Stevila
genskih variant. Vecina primerov debelosti je poligena, kar pomeni, da je debelost rezultat
delovanja Stevilnih genov, ki so v interakciji s spreminjajo¢im se okoljem. Vsak tak
»debelostni« gen ima relativno majhen prispevek k fenotipu, vendar skupaj igrajo
pomembno vlogo pri doloCanju telesne mase in kako telo vzdrzuje energijsko ravnovesje.
Ceprav je debelost v veéini primerov povezana z delovanjem $tevilnih genov, pa obstajajo
primeri Kjer je vzrok za debelost enogenski (sindromi¢ni ali ne-sindromi¢ni).

2.4.1 Monogena (enogenska) oblika debelosti

Monogene oblike debelosti nastopijo zaradi redkih mutacij na enem genu in prizadenejo
okoli 5 % populacije. Osebki s to obliko debelosti navadno kazejo ekstremne fenotipe s
pojavom debelosti ze v otrostvu, spremljajo pa jih tudi vedenjske, razvojne in endokrine
motnje (Puiu in sod., 2013). Vecina mutacij, odgovornih za ta ekstremen fenotip debelosti
pa se pojavlja le pri desetih genih, ki so vkljuceni v signalni poti leptina/melanokortina in
igrajo kljuéno vlogo pri regulaciji vnosa hrane (Mutch in Clement, 2006; Rankinen in sod.,
2006). Mutacije v LEP, LEPR, POMC, PCSK1, MC4R, BDNF, NTRK2 in SIM1 so
odgovorne za 10 % primerov pojava ekstremne debelosti Ze v otroStvu. Vsi ti geni kodirajo
proteine prisotne v signalnih poteh leptina-melanokortina, ki regulirajo vnos hrane in
porabo energije. Ena najbolj znanih oblik enogene debelosti je inducirana zaradi drugac¢no-
smiselne mutacije ali mutacije s spremenjenim bralnim okvirjem gena LEP, ki povzroc¢a
zmanjSanje oziroma pomanjkanje leptina (tj. hormon klju¢en pri uravnavanju lakote in
obcutka sitosti) ter s tem pojav ekstremne debelosti ze v zgodnjem zivljenjskem obdobju.
Pri sindromic¢ni obliki monogene debelosti so osebki klini¢no debeli, trpijo lahko tudi za
mentalno zaostalostjo, telesnimi hibami in nepravilnim delovanjem organov (Puiu in sod.,
2013). Vecina genov, povezanih s to obliko debelosti je vezanih na center uravnavanja
apetita v centralnem zivénem sistemu. Poznanih je ve¢ kot 30 motenj, s fenotipom
debelosti, ki kazejo vzorec enostavnega Mendelskega dedovanja. Genetske osnove teh
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motenj so zelo heterogene. Pri interpretaciji enogenskih oblik debelosti je potrebno
poudariti, da je v teh primerih debelost Se vedno pogojena s poligeni, le da so pri teh ljudeh
ali zivalih prisotne dolo¢ene mutacije s tako velikimi ucinki, da jih lahko zaznamo z
analizo segregacije po Mendlovem prvem zakonu dedovanja.

2.4.2 Poligena (veégena) oblika debelosti

Ker so kompleksne lastnosti, kot je debelost, pod vplivom vecjega Stevila genov v
interakciji z okoljem, in ker so variacije teh genov specificne med osebki, jih je tezje
preucevati tudi zato, ker so ucCinki posameznih genov relativno majhni. Preucevanje
poligene oblike debelosti temelji na analizah genetskih variacij (SNP-ji, mikrosateliti), ki
leZijo blizu ali znotraj kandidatnih genov. Slednji pa se morajo nahajati vsaj blizu ali
znotraj kvantitativnega lokusa za doloc¢eno lastnost ter imeti po genetski manipulaciji nek
fenotipski u¢inek na to lastnost. Ce variacija kandidatnega gena kaze ucinke na fenotip pri
raziskavah in vitro in in vivo, jim sledijo $e asociacijske povezave z debelostnim fenotipom
s studijami primerov s kontrolami v populacijah debelih ljudi in kontrolnih populacijah ali
s Studijami vecjega Stevila druzin (Mutch in Clement, 2006). Obstaja kar nekaj pristopov
za detekcijo in analize kandidatnih genov za debelost: analize povezanosti (angl. linkage
studies), asociacijske S$tudije kandidatnega gena in asociacijske Studije na celotnem
genomu (GWAS; angl. genome wide association studies). Namen teh analiz je preveriti oz.
dolociti obstoj povezav med neko genetsko varianto in fenotipsko lastnostjo povezano z
debelostjo (Albuquerque in sod., 2015).

S principom testiranja povezanosti stevilnih variant (SNP-ov) z debelostjo oziroma z njo
poveznimi lastnostmi, med debelimi in vitkimi osebki, so z raziskavami celotnega genoma
uspeli identificirati ve¢ kot 52 lokusov povezanih z debelostjo pri ¢loveku. Prvo povezavo
so Frayling in sod. (2007) nasli v SNP-u znotraj prvega introna FTO gena, ki ima zmeren
uéinek na ITM. Homozigoti za bolezenski alel so v povprecju tehtali 3 kg ve¢ kot
homozigoti za normalen alel. Sledile so nadaljnje GWAS studije (npr.: v GWAS katalogu
asociacijskih $tudij na celotnem genomu je potrjenih 39 SNP-ov povezanih z debelostjo;
https://www.ebi.ac.uk/gwas/diagram), v katerih so potrdili obstoj §¢ dveh polimorfizmov v
MC4R in TMEM18 genih, tesno povezanih z ITM. Kljub temu je delez pojasnjene
variabilnosti ITM z identificiranimi polimorfizmi precej manjsi (1-4 %) v primerjavi s
heritabiliteto te lastnosti. NajverjetnejSi krivec za tako razliko so Se neodkriti lokusi
povezni s to lastnostjo, kateri imajo zelo majhen ucinek nanjo. Tako se za pojasnjevanje
teh razlik vse ve¢ uporabljajo analize kompleksnih lastnosti na celotnem genomu (GCTA;
angl. genome-wide complex traite analysis), analize redkih in strukturnih variant, kot tudi
epigenetske raziskave.
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2.5 MODELI ZA PREUCEVANJE DEBELOSTI

V nasprotju z diskretnimi lastnostmi (npr.: barva oc€i, prisotnost/odsotnost bolezni),
kvantitativne lastnosti (npr.: krvni tlak, nivo lipoproteina z visoko gostoto, teza,...) V
populaciji variirajo kontinuirano in so pod vplivom §tevilnih genov, kot tudi interakcij gen-
gen in gen-okolje. Vecina ¢loveskih bolezni, vkljuujo¢ debelost, je kompleksnih, zato
predstavlja identifikacija genov, odgovornih za te lastnosti, izziv (Peters in sod., 2007).
Uporaba modelnih organizmov je ena izmed metod za genetske analize debelosti pri
Cloveku, saj za razliko od c¢loveske populacije, lahko uravnavamo vpliv okolja in
genetskega ozadja (Barsh in sod., 2000). Med vsemi modeli, ki se uporabljajo za
preucevanje faktorjev povezanih z debelostjo, so najbolj razsirjeni misji modeli. Poleg
gentske podobnosti s ¢lovekom (~99 % vseh genov je enakih) ima miS, kot model za
preucevanje debelosti, tudi druge prednosti (Pomp, 1997):

- genetska raznolikost,

- kratek generacijski interval, enostavno inbridiranje, nizki stroski vzdrzZevanja,
moznost nacrtovanja paritev in vzreja Steviléne populacije ter kontrola pogojev
okolja,

- zelo dobro razvite baze molekularnin markerjev za genotipizacijo z
mikrosatelitskimi oznacevalci,

- dobra homologija z ostalimi sesalci.

Kljub podobnosti, pa se lahko fizioloska kontrola porabe energije in distribucije mascob
razlikuje med clovekom in miSjo. Zaradi podobnosti prehrambene in metabolicne
fiziologije s clovekom predstavlja prasi¢ boljsi model za proucevanje debelosti pri ljudeh.
Pomanjkanje inbridinga in kontrole pogojev okolja, pa onemogoca pogostejSo uporabo
praSicev kot modelnih organizmov za identifikacijo kvantitativnih lokusov ter za
preudevanje funkcij in uravnavanj kandidatnih genov (Pomp, 1997). Zivalski modeli za
preucevanje debelosti so lahko razdeljeni v razli¢ne kategorije, oziroma glede na
preuc¢evane komponent debelosti: od modelov z mutacijami ali modifikacijami enega ali
nekaj genov, pa do genetsko nedotaknjenih Zivali (natan¢neje opisano Vv naslednjem
poglavju).

2.5.1 Monogeni mi§ji modeli

Kot Ze omenjeno so spontane mutacije na enem genu, ki povzrocajo debelost, zelo redke.
Za identifikacijo le-teh pa mora obstajati velika fenotipska razlika med zdravimi in bolnimi
(debelimi) osebki. Odkrivanje takih mutacij s pomocjo spontanih monogenih in transgenih
zivalskih modelov za debelost, je pripomoglo k boljSemu razumevanju fizioloSke vloge
Stevilnih genov, odgovornih za regulacijo distribucije telesnih mascob. »Obese« (Mayer in
sod., 1951), »diabetic« (Hummel in sod., 1966), »fat«, »tubby« (Coleman in Eicher, 1990),
»agouti« (Bultman in sod., 1992) in »mahogany« (Gunn in sod., 1999) so misje linije, pri
katerih so odkrili prve najpomembnejSe enogene mutacije, ki povzrocajo izgubo
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funkcionalnosti kodirajocega proteina (Brockmann in Bevova, 1992). Poleg misjih
modelov za spontane mutacije, so z uporabo transgenih misjih modelov odkrili dodatne
gene, ki povzrocajo spremenjeno regulacijo telesne teze preko hiperfagije ali sprememb v
vedenjskih in metaboli¢nih odgovorih. Do leta 2005 je bilo znanih 284 genov, ki v primeru
mutacije ali transgene ekspresije kaZzejo fenotipske spremembe v telesni tezi in
zamasc¢enosti (Rankinen in sod., 2006). Primer takSnega modela je miSja linija z izniCenim
(angl. knock-out) Pomc genom, za katero je znacilno prenajedanje in razvoj ekstremne
debelosti. Podoben fenotip se pojavi tudi pri heterozigotnih misih z eno delujoco kopijo
Pomc gena, kar nakazuje na nujno prisotnost obeh kopij fukncionalnega gena za pravilno
vzdrzevanje energijske homeostaze (Yaswen in sod., 1999; Lutz in Woods, 2012).
Podobno so v studiji Fischer in sod. (2009) dokazali vpliv gena Fto na energijsko
homeostazo, preko kontrole porabe energije. Misi z izbitim genom Fto (angl. knock-out)so
imele manj adipoznega tkiva oziroma so kazale fenotip za vitkost, zaradi povecane porabe
energije in aktivacije simpatinega sistema. Nasprotno pa so mi$i s prekomernim
izrazanjem gena (angl. over-expression) razvile debelost, kot posledica povecanega vnosa
krme (Church in sod., 2010). Nepravilno uravnavanje energijske homeostaze pa ni edini
vzrok za nastanek debelosti oziroma ohranjanje vitkosti. V $tudiji Phan in Reue (2005) so
pokazali, da misi brez lipina, ki v mas¢obnem tkivu vpliva na sposobnost adipocit za
skladis¢enje mascob, razvijejo lipodistrofijo (tj. odsotnost mas¢obnega tkiva) oziroma
debelost v primeru prekomernega izrazanja.

2.5.2 Poligeni misji modeli

V nasprotju z boleznimi, povzro¢enimi zaradi okvare enega gena, je vecina najpogostejSih
¢loveskih bolezni poligenih, determiniranih s Stevilnimi kombinacijami genov, ki imajo
nanje majhen vendar signifikanten vpliv. Za preucevanje takih kompleksnih lastnosti, kot
je debelost, so najveckrat uporabljeni poligeni misji modeli. V nadaljevanju so opisani
razliéni genetski modeli, ki so v uporabi za preucevanje poligene osnove kompleksnih
lastnosti, tudi debelosti.

2.5.2.1 Inbridirana mi§ja linija

Vsaj dvajset ali ve¢ generacij parjenja brat-sestra je potrebnih, da linija postane inbridirana.
Po dvajsetih generacijah so misSi genetsko identi¢ne (izogene) in homozigotne na vseh
lokusih. Obstaja veliko Stevilo inbridiranih linij, ki so si genetsko raznolike in fenotipsko
specificne. Krizanje teh fenotipsko in genetsko razli¢nih inbridiranih linij pa omogoca
raziskovalcem odkrivanje kvantitativnih ali kvalitativnih lokusov. Stevilne inbridirane
linije in moznosti krizanj le-teh predstavljajo odli¢en vir tako za preucevanje kompleksnih
lastnosti, kot tudi za fizioloSka testiranja in razvoj zdravil (Beck in sod., 2000; Peters in
sod., 2007). Obstajajo tudi specialne inbridirane liniji kot na primer konsomne linije, ki
imajo zamenjan posamezen kromosom na doloCenem genetskem ozadju. Taki modeli
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prispevajo k Se vecji genetski raznolikosti in dodatnimi moznostmi za raziskovanje (Slika
5):
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Slika 5: Tipi inbridiranih mis;ji linij (prirejeno po Peters in sod., 2007; Flint in Eskin, 2012)
Figure 5: Derivatives of mouse inbred strains (adapted from Peters et al., 2007; Flint and Eskin, 2012)

A) Rekombinantne ibridirane linije (RIL) (Slika 5A)

Rekombinantne inbridirane linije so razvite s krizanjem dveh inbridiranih, fenotipsko
razli¢nih starSevskih linij ter nadaljnjim parjenjem njihovih potomcev med seboj vsaj
dvajset generacij. Genom nove inbridirane linije tako predstavlja mozaik starSevskega
genoma (Broman, 2005). Ena izmed variacij RIL je tako imenovani »Collaborative cross«
(Slika 5B). S krizanjem osmih razlicnih inbridiranih linij so razvili priblizno 1000
rekombinantnih inbridiranih linij z razlicnimi kombinacijami alelov. Slednje omogoca
kartiranje kvantitativnih lokusov z visoko natan¢nostjo, ucinkovito disekcijo epistatskih
interakcij in analizo interakcij med geni in okoljem (Pomp, 2005).

B) »Advanced intercross« linije (Slika 5C)
Linije razvite z zaporednimi naklju¢nimi krizanji (angl. Advanced intecross lines)

razvijemo z naklju¢nim in sekvenc¢nim krizanjem populacije, ki prvotno izvira iz krizanja
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dveh inbridiranih linij. S slednjim dosezemo vecjo frekvenco rekombinacij in natancnejSe
kartiranje kvantitativnih lokusov (Darvasi in Soller, 1995; Pomp, 2005)

C) Heterogene linije (Slika 5D)

Heterogene linije misi izvirajo iz krizanja med osmimi inbridiranimi linijami. Heterogenost
ohranjajo z naklju¢nim parjenjem (Peters in sod., 2007). V nasprotju z inbridiranimi
miSmi, so heterogene misi unikatne in ne nudijo prednosti fenotipa, genotipa in
ponovljivosti. Zaradi visoke stopnje rekombinacij in genetske variabilnosti pa predstavljajo
odli¢en material za $tudije na celotnem genomu (Flint in Eskin, 2012).

D) Kongene linije (Slika SE)
Kongeno linijo razvijemo s prenosom dolo¢enega segmenta genoma iz ene linije na

genetsko ozadje druge linije preko vec generacij povratnega kriZanja in selekcije na zelen
genetski interval. Z njimi lahko preucujemo vpliv to¢no dolo¢enega segmenta (oz. gena) na
genetsko ozadje prejemne linije (Pomp, 2005). S tak$nimi linijami lahko potrjujemo obstoj
kvantitativnih lokusov oziroma lahko kvantitativne lokuse razdelimo na kraj$e intervali
(natan¢neje opredelimo). Drugo razli¢ico osnovnih kongenih linij pa predstavljajo linije s
kromosomsko substitucijo (konsomi¢ne linije; Slika 5F). Pri slednjih se celoten kromosom
donorske linije prenese v prejemno linijo. Te linije omogocajo hitre asociacije fenotipa z
dolo¢enim kromosomom. Nadalje lahko iz teh linij razvijemo sete sub-kongenih linij, ki
razdelijo tar¢ni kromosom na krajSe segmente in s tem omogo¢imo natancnejse
pozicioniranje kavzalnega lokusa (Pomp, 2005; Peters in sod., 2007)

2.5.2.1.1 Dolgoro¢no selekcionirane linije (angl. Long-term derivied lines) (Slika 6)

V vec€ini §tudij se raziskovalci posluZujejo inbridiranih mi§jih linij ter iz njih izpeljanih
linij. Poleg slednjih pa obstaja Se posebna skupina misjih modelov, razvita z dolgoro¢no
selekcijo glede na razliéne zelene lastnosti oziroma fenotipe (npr.: fenotipi povezani z
energijsko bilanco, telesno tezo, debelostjo,...) (Pomp, 2005). Kontinuirano
selekcioniranje razli¢nih populacij neinbridiranih misi je ustvarilo linije z ekstremnimi
fenotipi, pri katerih so se fiksirale variante genov, ki prispevajo k selekcijskim kriterijem.
Pri tem principu krizamo dve misji liniji, ki se razlikujeta v fenotipu in molekularnih
markerjih. Populacijo F; nato parimo v sorodstvu ali povratno krizamo z eno od
starSevskih linij, nastalo F, populacijo pa se fenotipizira, genotipizira ter poveze genetske
markerje s fenotipom (Brockmann in Bevova, 2002). Tako so na primer nastale linije za
vsebnost telesnih masc¢ob (NZO, KK), telesno tezo v obdobju mladosti (DU6) ali odraslosti
(LG/J, SM/J, P6high, P6low), stopnjo rasti (M16) in izgubo telesne toplote (MH, ML).
Selekcijske linije predstavljajo u¢inkovit model za testiranje teorij kvantitativne genetike
ter za ocenjevanje genetskih parametrov, kot so heritabiliteta in korelacija (Pomp, 2005).
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Slika 6: Primer razvoja dolgoro¢no selekcioniranih linij za telesno maso (prirejeno po Brockmann in Bevova,
2002)

Figure 6: Long-term derivied selection lines for body weight (adapted from po Brockmann and Bevova,
2002)

2.5.2.2 Poligeni misji model za debelost in vitkost

Za identifikacijo genetskih in fizioloskih osnov debelosti imajo dvosmerno selekcionirane
inbridirane linije velik pomen. Za slednje je nujno, da so si za opazovano lastnost zelo
razli¢ne. V tej doktorski nalogi smo uporabili tovrsten model. S trosmernim kriZzanjem
dveh inbridiranih (CBA in JU) in eno neinbridirano (CFLP) linijo, so po ve¢ kot 60.
generacijah v laboratoriju v Edinburghu razvili inbridirani selekcijski liniji F(»Fat«) in L
(»Lean«), ki se razlikujeta v vsebnosti masc¢evja za ve¢ kot 4-krat (Sharp in sod., 1984;
Biinger in Hill, 1999) ter z ocenjeno heritabiliteto za zamaS¢enost 0,5. Poligeni liniji
predstavljata edinstvena zivalska modela primerna za identifikacijo genov zdrave vitkosti
oziroma debelosti. Linija F namre¢ ne razvije debelosti na ratun povecanega vnosa krme
(oz. hiperfagije), temve¢ z zmanjSano aktivnostjo in termoregulacijo (Biinger in sod. ,
2003). Znacilno razvije metaboli¢ni sindrom ter v povezavi s tem tudi hiperglikemijo,
inzulinsko rezistenco, zamascena jetra in poviSan krvni tlak (Morton in sod., 2005).
Nasprotno pa je odpornost na razvoj debelosti pri liniji L odgovorna za ugodne metabolne
ucinke, kot so odpornost na razvoj metabolnega sindroma kljub visokokalori¢nem
krmljenju, boljSo inzulinsko odzivnost ter glukozno toleranco, poviSano periferno
termogenezo in izboljSano klini¢no sliko metabolnih in vnetnih parametrov (Morton, 2005;
Bunger, 2003). Raziskava Simoncica in sod. (2008) je pokazala razli¢ne strategije obrambe
linije L, ko je bila le-ta podvrzena visokokalori¢ni krmi. Linija F je povecala aktivnost na
tekalnem kolesu, vendar je kljub nespremenjenem vnosu krme pridobivala na telesni masi.
Obratno pa so misi linije L zmanjsale vnos krme ter obdrzale nivo aktivnosti na tekalnem
kolesu in ohranile telesno maso.

2.6 KVANTITATIVNI LOKUS

Fenotipske razliice ali variante nastanejo najveckrat zaradi vpliva Stevilnih genov (in
njihovih genetskih variant) v interakciji z okoljem. Taks$ne fenotipe imenujemo
kvantitativne lastnosti, genomske regije, ki prispevajo Kk njihovim variacijam pa
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kvantitativni lokusi (QTL; angl. quantitative trait locus). Kvantitativna lastnost je tako tista
lastnost, ki ima merljive fenotipske variacije, kot posledica genetskih in/ali okoljskih
vplivov. Analiza QTL-ov omogoca povezovanje kompleksnih fenotipov s specifi¢nimi
regijami kromosomov, z namenom identifikacije genov oz. alelnih variant, z ve¢jim ali
manjSim vplivom na opazovane lastnosti. Zaradi potrebe po velikem Stevilu vzorcev in
tezavnosti opravljanja analiz na ¢loveski populaciji, predstavljajo inbridirane misje linije
boljse orodje za odkrivanje in proucevanje kvantitativnih lastnosti (Srivastava in sod.,
opazovano lastnost med speciesoma locirani v homolognih regijah, omogoca navzkrizno
identifikacijo QTL-ov in kandidatnih genov. Ta fenomen so najprej opazili pri preuc¢evanju
lastnosti bolezni visokega krvnega tlaka (hipertenzija) ter nadalje pri aterosklerozi, astmi,
itd. Tako lahko na primer kavzalni gen, ki se nahaja znotraj doloCenega QTL-a za neko
lastnost ali bolezen, in smo ga identificirali pri misi, najdemo tudi znotraj analognega
QTL-a pri ¢loveku (Peters in sod., 2007). V §tudiji Wang in sod. (2005) so uspeli dokazati,
da identificiran gen Tnfsf4, znotraj QTL-a Athl, vpliva na rezistenco (taréna mutacija gena)
ali povecano obcutljivost (prekomerna ekspresija gena) za razvoj ateroskleroze pri misih
ter da je polimorfizem v ¢loveskem homologu TNFSF4 odgovoren za povecano tveganje
za sréni zastoj. Uporaba misjega modela za diabetes tipa 1 je omogocila asociacijo
homologne variacije gena CTLA-4 pri ¢loveku, s tveganjem za nastanek diabetesa tipa 1 in
avtoimunih bolezni kot sta Gravesova bolezen in hipoteroidizem (Ueda in sod., 2003).

Taksne $tudije kartiranja QTL-ov zahtevajo uporabo vsaj dveh linij, ki se med seboj zelo
razlikujeta v opazovani lastnosti ter uporabo polimorfnih genetskih markerjev, ki
razlikujejo uporabljene linije med seboj (Miles in Wayne, 2008). Pri tem je pomembno, da
se za genotipizacijo zivali uporablja markerje, ki ne vplivajo na preucevano lastnost (npr.:
molekularni markerji, kot so SNP-i, polimorfne insercije oziroma delecije, enostavne
ponovitve zaporedij DNA (mikrosateliti), polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov
(angl. restriction fragment length polymorphism). Kartiranje QTL-ov poteka v treh
korakih, uspeh le-tega pa je odvisen od heritabilitete opazovane lastnosti, genetske narave
(dominanten, recesiven, aditiven) in Stevila genov, ki vplivajo na to lastnost.

2.6.1 Grobo kartiranje

StarSevski liniji, ki se med seboj za opazovano lastnost razlikujeta, krizamo med seboj.
Heterozigotne potomce F; nato ponovno krizamo med seboj ali pa parimo z eno od
starSevskih linij, da razvijemo populacijo F,. Slednja vsebuje razli¢ne frakcije genoma
vsake starSevske linije. Vsakega rekombinanta F, (0z. rekombinantno linijo) nato
fenotipiziramo (npr.: izmerimo telesno tezo, maso masSCobnih depojev,...) in
genotipiziramo z izbranimi polimorfnimi markerji. Z razlicnimi statistiénimi analizami,
markerje (oz. intervale med markerji) ovrednotimo za verjetnost asociacije s QTL-i, ki
vplivajo na opazovano lastnost. Rezultati so predstavljeni kot graf testa statisticne
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signifikantnosti v odvisnosti od kromosomske lokacije, ki prikazuje grobo lokacijo QTL-a
z relativno velikim intervalom zaupanja (30-50 cM) (Peters in sod., 2007). Ena izmed
moznosti zmanjSanja velikosti intervala je uporaba dodatnih polimorfnih markerjev ter
povecanje Stevila zivali v populaciji F,. Slednje navadno zmanjsa interval za priblizno 30 —
50 %, vendar kljub temu tak interval Se vedno vsebuje preveliko Stevilo genov za nadaljnje
analize ugotavljanja kandidatnih genov.

2.6.2 Fino kartiranje

Grobemu kartiranju sledi fino, natan¢nejSe kartiranje za zmanjSanje intervala QTL-a na
priblizno < 1 — 5 cM. Slednje zahteva ve¢ rekombinacij, da lahko natancneje
opredelimo/lo¢imo gene, ki vplivajo na kvantitativno lastnost in natan¢nejSo fenotipizacijo,
saj so lahko uc¢inki QTL-ov manjsi zaradi zozitve intervala. NajuspesnejSe fino kartiranje
QTL-ov dosezemo z uporabo krizanja linij, ki proizvedejo najve¢ rekombinacijskih
dogodkov (npr.: kongene in sub-kongene linije, linije razvite z zaporednimi naklju¢nimi
krizanji). S seti takih linij, kjer vsaka vsebuje kratek donorski segment na razli¢nih mestih
intervala QTL, lahko natan¢no dolo¢imo meje le-tega, kot tudi testiramo posamezen vpliv
vsakega kratkega donorskega segmenta (Abiola in sod., 2003).

2.6.3 ldentifikacija kandidatnih genov

Kon¢ni cilj kartiranja QTL-ov je identifikacija genov z vplivi na preucevane poligene
lastnosti in boljSe razumevanje njihovih fizioloskih in bioloskih vlog. Kandidatne gene
znotraj intervalov QTL lahko identificiramo in prednostno razvrstimo s klasi¢no reverzno
genetiko, to je z razlicnimi dopolnjujoc¢imi se pristopi (Abiola in sod., 2003; Drinkwater in
Gould, 2012):

- Polimorfizmi v kodirajocih ali regulatornih regijah. Z analizo sekvenc med linijami
uporabljenimi pri kartiranju QTL-ov lahko ugotovimo razlike (najveckrat SNP-je),
ki vodijo v spremembe struktur ali regulacije kandidatnih genov. Prav tako lahko z
analizo haplotipov SNP $e dodatno zmanj$amo intervale QTL-ov in s tem nabor
kandidatnih genov.

- Funkcijske analize. Potrebna so testiranja dejanskih vlog in povezav kandidatnih
genov s preucevanimi QTL-i (npr.: analiza diferencialnega izrazanja kandidatnih
genov, bioinformacijska analiza,...).

- In vitro funkcijske Studije. In vitro testi na tkivno-celicnih kulturah morajo biti
zasnovani tako, da povzemajo in vivo fenotipe, ki so pod vplivom preucevanih
QTL-ov. S taksnimi testi lahko na primer analiziramo, kaksne vplive ima
zamenjava alelov na izrazanje kandidatnega gena in njegovo vlogo pri preucevani
kvantitativni lastnosti.

- Transgeni modeli. Modifikacije genov 0z. genoma v uporabljenih linijah lahko
direktno potrdijo/identificirajo kandidatne gene.
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- »Knock-in« in »knock-out« modeli. Modeli z izbitim (angl. knock-out) ali
vkljuCenim oziroma zamenjanim genom (anlg. knock-in) na odseku preucevanega
QTL-a bi morala modificirati ali spremeniti kvantitativno lastnost.

- Homolognost med vrstami. Genoma c¢loveka in mi$i sta si zelo podobna v
funkcijsko pomembnih regijah. Tudi na ta nacin lahko odkrijemo QTL-e in vzro¢ne
kandidatne gene glede na homologijo med vrstama.

- Analiza mutacij. Z induciranimi mutacijami (tehnike mutageneze) specific¢nih
genov znotraj QTL-a, lahko spremljamo spremembe ki nastanejo v kvantitativni
lastnosti. S tem lahko ugotavljamo povezave gen-specifi¢nih mutacij in njihovimi
vplivi na izrazanje kvantitativnih lastnosti.

2.6.4 Primeri kartiranja QTL-ov in identifikacija kandidatnih genov z vplivom na
debelost

S krizanjem standardne inbridirane miSje linije C57BL/6J ter divje neinbridirane linije
SPRET/Ei so v S§tudiji Diament in sod. (2004) razvili kongeno linijo, ki je na 2.
kromosomu vsebovala 27 Mb dolg donorski segment linije SPRET/Ei in kartira v QTL
Bsbob. Homozigotne misi za donorski segment so imele zmanj$ano telesno tezo in
izboljSane fenotipske lastnosti povezane z debelostjo. Nadaljnji razvoj in natancnejSe
kartiranje sub-kongenih misjih linij s krajSimi SPRET/Ei donorskimi segmenti je v
raziskavi Chiu in sod. (2007) omogocil odkritje regije (~7,4 Mb) z u¢inkom na zmanjSanje
telesne teze in mascevja ter zmanjSanje adipoznega indeksa v primerjavi s homozigoti za
alel C57BL/6J. Primerjava izrazanja genov med starSevskima linijama je pokazala
diferencialno izrazanje gena Pcsk2 (angl. proprotein convertase subtilisin/kexin type 2), Ki
kartira v kratek donorski segment. Encim kodirajo¢i gen Pcsk2 je vkljucen v procesiranje
nevroendokrinih prokurzorjev za produkcijo aktivnih hormonov in nevropeptidov (kot so
inzulin in glukagon). Njegovo zmanjSano izraZzanje v mozganskem tkivu homozigotne
kongene linije za SPRET/Ei alel, bi tako lahko vplivalo na energijsko bilanco in
metabolizem ter posledi¢no tudi na nastanek debelosti.

Primer QTL-a tabw2 na 6. kromosomu z vplivom na povecano telesno tezo, so odkrili v
Studiji Kim in sod. (2005., cit. po Stewart, 2012) pri krizanju poligenega misjega modela
za diabetes tipa 2 TallyHo in inbridirane linije C57BL/6J. Razvita homozigotna kongena
linija z donorskim segmentom TallHo, ki kartira v tabw2 QTL, je pri krmljenju s
standardno krmo imela malo, vendar signifikantno povecano telesno tezo, maso telesne
mascobe ter nivo leptina v plazmi, v primerjavi s kontrolo. Razlike so se dodatno povecale,
ko so zivali krmili s krmo z visokim delezem mascob in saharoze. Pojavila so se tudi
bolezenska stanja (hiperleptinemija, hiperinzulinemija, slaba glukozna toleranca ter
zmanjSan vnos glukoze v adipozno tkivo), ki spremljajo debelost. Da ima 6. kromosom pri
miSih mocéan vpliv na debelost, dokazuje dejstvo, da so na kromosomu identificirali
Stevilne QTL-e povezane z debelostjo. Ena takih $tudij je raziskava Yazbek in sod. (2011),
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v kateri so namesto dveh divergentnih inbridiranih linij uporabili miS§ji model za
metaboli¢ne bolezni inducirane z dieto izmed linij z zamenjanimi kromosomi. 1z slednjih
so nadaljnje razvili kongene, sub-kongene ter sub-sub-kongene linije, kjer so z
genotipiziranjem in fenotipiziranjem le-teh uspeli identificirati fenotipsko heterogene,
vendar v blizini lezeCe si kvantitativne lokuse na 6. kromosomu. Fokusirali so se ne Obrg2,
ki ima vpliv na z dieto inducirano debelost in glukozno homeostazo. Natan¢nejse kartiranje
slednjega pa je pokazalo S$tiri krajse sub-QTL-e z vplivom na debelost, inducirane preko
diete. Obrg2a je izmed vseh $tirih imel najvedji vpliv na telesno tezo. Razvili so sub-sub-
kongene linije, na katerih so lahko bolj natan¢neje ocenili genotipsko in fenotipsko
kompleksnost preucevanega QTL-a. Znotraj slednjega so odkrili 6 kraj$ih sub-sub-QTL-
ov. Ker je Obrg2al vseboval najmanjse Stevilo genov so ga v Studiji izbrali za
identifikacijo kandidatnih genov povezanih s telesno tezo in nivojem glukoze. Analiza
DNA sekvence in ekspresije genov znotraj omenjenega QTL-a v relevantnih tkivih (jetra,
misice, belo mascéevje, trebusna slinavka) je pokazala diferencialno izrazanje gena Slc35b4
v jetrih. Tkivno specifi¢na spremenjena ekspresija tega gena v jetrih bi tako lahko vplivala
na inzulinsko rezistenco in glukoneogenezo. Kot Ze prej omenjeno, se na 6. miSjem
kromosomu nahajajo S$tevilni razli¢ni, prekrivajo¢i se kvantitativni lokusi povezani z
debelostjo, ki so jih odkrili v Studijah s krizanjem razli¢nih inbridiranih linij. V primeru
prekrivanja kvantitativnih lokusov s podobnimi ucinki, na poziciji identificiranega
kandidatnega gena, lahko sklepamo, da je slednji lahko vklju¢en v razvoj debelosti tudi pri
drugih misjih modelih oziroma linijah.

Eden izmed misjih modelov, ki razvije poligeno obliko debelosti, inzulinsko rezistenco in
dislipoproteinemijo je linija »New Zealand Obese« (NZO). Da bi identificirali segmente na
kromosomih, povezanih z omenjenimi kompleksnimi lastnostmi, so v Studiji Vogel in sod.
(2009) krizali NZO misi z vitko in diabetes-rezistentno linijo C57BL/6J. Identificiran
kvantitativni lokus Nob3 na 1. kromosomu je povzrodil signifikantne razlike v telesni tezi
kongenih linij (~13 g v 22. tednu starosti). Nob3 pokriva > 40 cM dolgo regijo na 1.
kromosomu, z dvema jasnima vrhovoma, ki ustrezata dvema manjSima QTL-oma.
Homozigoti z aleli NZO za segment Nob3.38 (38 Mbp dolg distalni del QTL-a) so imeli
signifikantno vi$jo telesno tezo in vec telesne mascobe. Prav tako so nosilci alela NZO
imeli znacilno vecje adipocite, povisano izrazanje gena Lep ter spremenjeno termogenezo.
Nadaljnje fino kartiranje Nob3.38 z uporabo dodatnih kongenih linij z razli¢no dolgimi
segmenti QTL-a (Vogel in sod., 2012), je pokazalo 2,2 Mbp dolg segment znotraj
preucevanega lokusa, ki je imel vpliv na telesno teZo. Z analizo diferencialnega izraZanja
genov znotraj te kratke regije, so uspeli identificirati kandidatni gen 1fi202b, ki se izraza pri
kongenih misih z aleli NZO. Zaradi mikrodelecije prvega eksona in 5' regije pa gena niso
zaznali pri C57BL/6J misih. Pri kongenih miSih, ki izrazajo gen Ifi202b so z analizo
transkriptoma zaznali indukcijo gena 77p-Hsd1 (angl. 71p-hydroxysteroid dehydrogenase
type 1), ki kodira encim, Cigar funkcija je pretvorba kortizola v neaktivni metabolit
kortizon v metaboli¢nih tkivih. Prevelika vsebnost kortizola pa lahko vodi v debelost. Tudi
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represija gena Ifi202b v adipocitih 3T3-L1 je pokazala znatno inhibicijo ekspresije 714-
Hsdl, nasprotno pa je prekomerna ekspresija kandidatnega gena signifikantno poviSala
nivo izrazanja [I1f-Hsdl. Tudi c¢loveski ortolog IFI je bil povisan v visceralnem
mascobnem tkivu debelih ljudi. V Studiji so tako znotraj Nob3.38 uspeli potrditi vpliv
mikro delecije pri kandidatnem genu, ki povzroé¢i inhibicijo ekspresije 774-Hsdl in
aktivacijo glukokortikoidov v adipoznem tkivu ter s tem zaS¢ito pred debelostjo pri misji
liniji C57BL/6J.

Analiza kvantitativnih lokusov v $tudiji Ishikawa in Okuno (2014), kjer so za kartiranje
QTL-ov krizali inbridirano linijo C57BL/6J in divjo linijo M.m. Castaneus, je odkrila 3
lokuse; Pbwg1.12 z vplivom na rast, Pbwg1.3 z vplivom na telesno dolzino ter Pbwgl.5 z
vplivom na debelost. Alel, ki izvira iz divjega tipa misi vpliva na povecano rast in daljse
telo ter na zmanj$ano maso masc¢evja. Presek rezultatov bioinformacijske analize in analize
sekvenciranja eksonov genov znotraj identificiranih kvantitativnih lokusov je omogocil
prioritizacijo kandidatnih genov. Glavna kandidata znotraj Pbwgl.5 sta tako bila Ly75 in
Hgb6. Prvi kandidatni gen kodira membranski protein, ki deluje kot endociti¢ni receptor na
dendriticnih celicah in epitelnih celicah prizeljca, kjer usmerja ujete antigene in
zunajceliénega prostora v specializiran del za procesiranje antigenov. Podenota integrin 6
kodira gen Hgb6. Ta podenota heterodimerizira z podenoto av, s katero se vezeta in
aktivirata latentni transformirajoci rastni faktor f. Spremembe v genih Ly75 in Hgh6 (Guo
in sod., 2000; Huang in sod., 1996) vplivajo na nastanek vnetnih bolezni. Znano je, da tudi
visokokalori¢na prehrana (Caspar-Baugvir in sod., 2005; Radonjic in sod., 2009) lahko
sprozi inzulinski odgovor preko vnetja v Stevilnih organih in tkivih, kot so jetra in
mascevje. Zatorej Ishikawa in Okuno (2014) menita, da Ly75 in Hgb6 predstavljata mo¢na
kandidatna gena znotraj kvantitativnega lokusa Pbwg1.5, ki deluje zas¢itno proti nastanku
debelosti, ko so misi podvrzene standardni ali visokokalori¢ni krmi.

2.6.5 Kvantitativni lokus Fob3b2

Preucevani kvantitativni lokus Fob3b2 je bil najprej detektiran znotraj grobo Kkartiranega
lokusa Fob3 na heterogeni populaciji F2, pridobljeni s krizanjem divergentno
selekcionirane vitke (L) in debele (F) linije (Horvat in sod. 2000). Analizo QTL-ov z
vplivom na debelost so opravili z metodo intervalnega kartiranja, z uporabo 71 polimorfnih
markerjev, razporejenih enakomerno ¢ez celoten genom. Odkrili so S$tiri signifikantne
QTL-e Fobl, Fob2, Fob3 in Fob4 (angl. F-line obesity QTL) na 2., 12., 15. In X.
kromosomu z aditivnim uc¢inkom na odstotek telesnih mascob. Izmed vseh je Fob3 imela
najvi§jo LOD vrednost (LOD = 11,3) ter najve¢ji ucinek na zamascenost, z 14,4 %
pojasnjeno fenotipsko varianco pri F, populaciji. Odstotek mascob se je pri zivalih Fo,
homozigotih za alel F v Fob3 segmentu, povecal za kar 4,62 % v primerjavi s homozigoti
za vitko linijo za odsek Fob3. Poleg Fob3 kartirajo v isto regijo tudi drugi kvantitativni
lokusi, odkriti s krizanji razli¢nih misjih linij: Pfat (krizanje M16 in Cast/Ei; Pomp, 1997)
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in Dob3 (krizanje AKR/J in SWR/J; West in sod., 1994). Z namenom nadaljnjega
preucevanja lokusa Fob3 so Stylianou in sod. (2004) razvili 3 dodatne kongene linije, ki so
na genetskem ozadju linije F vsebovale razli¢no dolge donorske segmente linije L za regijo
Fob3 na 15. kromosomu. Dodatno S$tevilo polimorfnih markerjev je poleg razvitih
kongenih linij omogocilo identifikacijo dveh krajsih QTL segmentov. Fob3a (27 cM) in
Fob3b (68cM) imata oba aditivni u¢inek na lastnosti, znacilne za debelost. U¢inek lokusa
Fob3a postane signifikanten Sele pri 42. dnevu starosti, medtem ko so razlike med genotipi
za lokus Fob3b znacilne ze pri odstavitvi mladicev (tj. pri 21. dnevu starosti).

V studiji Prevorsek in sod. (2010) so s finim kartiranjem lokusa Fob3b, in sicer s
fenotipizacijo in genotipizacijo osmih kongenih linij, ugotovili obstoj vsaj dveh loc¢enih
QTL-ov (Fob3bl in Fob3b2). Krajsa lokusa kazeta aditivni efekt. Tako alel, ki izvira iz
vitke linije za segment Fob3bl in Fob3b2, zmanjSuje oziroma izboljSuje lastnosti povezane
z debelostjo. S finim Kkartiranjem so tako uspeli daljsi Fob3b lokus (22,39 Mbp) razdeliti na
dva krajsa, Fob3bl (4, 98 Mbp), z vecjim (vpliv QTL-a na adipozni indeks je 1,22 %), in
Fob3b2 z manjsim (vpliv QTL-a na adipozni indeks je 0,77 %) uéinkom na zamascenost
pri misih. Tako so se na primer v kongeni liniji M, ki se od osnovne/starSevske F linije
razlikuje le v segmentu Fob3b2, razlike med genotipi kazale le pri populaciji F,, ki pa se
pri primerjavi med homozigoti linije M z osnovno linijo niso izkazale za signifikantne
(Prevorsek in sod., 2010a). To nakazuje na majhne, vendar znalilne vplive manjSega
segmenta Fob3b2. QTL je bil izbran kot predmet obravnave v pri¢ujoci §tudiji zato, ker so
preliminarne genetske in fizioloske Studije nakazovale, da ima lokus Fob3b2, ki se deduje
od vitke linije, u¢inek na vitkost oziroma zmanj$ano nalaganje mascevja (Morton in sod.,
2016). Za identifikacijo kandidatnega gena z vplivom na vitkost, specificnega za adipozno
tkivo, so opravili analizo na podatkih transkriptoma debele in vitke linije. Samo en gen,
tiosulfat sulfurtransferaza (Tst; angl. thiosulfate sulfurtransferase), lociran na 15.
kromosomu, znotraj Fob3b2 regije, je ustrezal vsem postavljenim kriterijem: nivo mRNA
je moral biti najmanj 2-krat visji pri vseh mascobnih depojih vitke linije proti debeli liniji,
vendar nespremenjen v ostalih metaboli¢nih tkivih ter kandidatni gen se je moral nahajati
znotraj 95 % intervala zaupanja preucevanega kvantitativnega lokusa (Morton in sod.,
2016). Tst gen kodira encim, lokaliziran v mitohondrijskem matriksu, kjer katalizira
konverzijo tiosulfata in cianida v tiocianat in sulfit. Protein v interakciji s 5S ribosomalno
RNA olajsuje njen uvoz v mitohondrije. Pri misih je visoko izrazen v jetrih, Zelodcu in
debelem ¢revesju, medtem ko je pri ¢loveku moc¢no izrazen le v jetrih (Slika 7).
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Slika 7: Izrazanje gena Tst pri misi in ¢loveku v razli¢nih tkivih (BioGPS, 2015)
Figure 7: Expression of Tst gene in defferent tissues of mouse and human (BioGPS, 2015)
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 NATANCNEJSE KARTIRANJE KVANTITATIVNEGA LOKUSA Fob3b2

3.1.1 Sub-kongena linija M2

V poskusu natan¢nejSega kartiranja kvantitativnega lokusa Fob3b2 so bile vse misi
vzrejene v vzrejnem centru za poskusne zivali Oddelka za zootehniko na Biotehniski
fakulteti. Zivali so bile ob odstavitvi, pri starosti treh tednov, loéene po spolu in namesene
po stiri v individualno prezracevane kletke (Techniplast Inc., Italija) do starosti 16 tednov,
s predpisanim na¢inom vzdrZevanja (12h teme — 12h svetlobe, 21 + 2 °C, 40 — 70 %
vlaznost). Locene so bile na dve skupini, prva je bila krmljena s standardno vzdrzevalno
krmo za glodavce (1324, Altromin, Nemcija) in je sluZzila kot kontrolna skupina, druga pa s
krmo z visoko vsebnostjo mascob (angl. high fat diet; HFD) (D12108C, Research Diets,
ZDA), s katero smo povecali relativno majhen fenotipski u¢inek kvantitativnega lokusa
Fob3b2 na nalaganje mascevja (Preglednica 1). Vsi postopki so bili opravljeni v skladu z
evropskimi pravili dela z laboratorijskimi zivalmi. Poskus je odobrila Uprava republike
Slovenija za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin na Ministrstvu za kmetijsktvo in
okolje, odlo¢ba §t. U34401-11/2013/2.

Preglednica 1: Sestava krme z visokim delezem mas¢ob s 1,25 % holesterola D12108C
Table 1: High Fat Diet with 1,25 % Cholesterol D12108C

Sestava kcal%
Proteini 20
Ogljikovi hidrati 40
Mascéoba 39,9
Skupaj 100
Sestavine kcal
Kazein, mle¢en 800
L-Cistin 12
Koruzni Skrob 848
Maltodekstrin 10 284
Saharoza 452
Celuloza, BW200 0
Sojino olje 225
Kokosovo maslo 1395
Mineralna me§¢anica S10021 0
Dikalcijev karbonat 0
Kalcijev karbonat 0
Kalijev citrat 0
Vitaminska meSanica V10001 40
Holin Bitartrat 0
Holesterol 0
Modro barvilo, FD&C #1 0
Rumeno barvilo, FD&C #5 0
Skupaj 4056
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Z dvosmerno selekcijo na vi§jo in nizjo vsebnost mascobe v telesu, so na Univerzi v
Edinburgu razvili debelo (angl. Fat; F) in vitko (angl. Lean; L) linijo misi, ki predstavljata
model za preuCevanje genetike najpogostejse oblike vec¢genske debelosti in vitkosti, Ki se
pojavlja pri ljudeh in zivalih. Analiza kartiranja QTL pri krizanju med F in L linijo je
pokazala Stiri signifikantne kromosomske regije z geni, ki vplivajo na delez maséob, Fobl,
Fob2, Fob3, in Fob4 na 2., 12., 15. in X kromosomu (Horvat in sod., 2000). Znotraj QTL-a
Fob3 (z velikim vplivom na vsebnost mas¢ob in z mocno statisticno podporo) so v
nadaljnjih raziskavah (Stylianou in sod., 2004) z grobim genetskim kartiranjem odkrili Se
dve regiji, Fob3a in Fob3b. Prevorsek in sod. (2010a) so opravili genetsko Studijo intervala
Fob3b z analizo fenotipov kongenih linij ter dokazali, da QTL sestavljata dva manjsa,
Fob3bl (4,98 Mbp) in Fob3b2 (7,68 Mbp) z ve¢jim ter manjSim uéinkom na nalaganje
mascevja. Tako so se na primer v preucevani kongeni liniji M (od osnovne F linije se
razlikuje samo v segmentu Fob3b2) razlike med genotipi pokazale le pri populaciji F, Ki
pa se pri primerjavi med homozigoti linije M z osnovno linijo, niso izkazale za
signifikantne. To nakazuje na majhne, vendar znacilne vplive manjSega segmenta Fob3b2.
Slednji je bil izbran kot predmet obravnave v pri¢ujoCi raziskovalni nalogi zaradi
preliminarne genetske in fizioloske $tudije, ki nakazuje, da ima odsek Fob3b2, ki se deduje
od vitke linije L ucinek na vitkost oziroma zmanj$evanje nalaganja mascevja(Morton in
sod., 2016). V doktorski nalogi smo s krizanjem kongene linije M in osnovne, starSevske
linije F razvili sub-kongeno linijo M2, ki vsebuje majhen odsek lokusa Fob3b2 (~ 2 Mbp)
(Slika 8). Heterozigotne potomce za taréni genomski odsek smo parili med seboj in s tem
pridobili populacijo F,, na katerih smo preucevali razlike v fenotipih.
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Slika 8: Genetska struktura debele (F), vitke (L), kongene M in sub-kongene M2 linije za QTL Foh3b2 na
15. kromosomu

Figure 8: The genetic map of the Fob3b2 QTL region on Chr 15 for Fat (F), Lean (L), congenic M and sub-
congenic M2 lines

3.1.2 Genotipizacija Zivali

Zivalim smo dolocali genotipe z mikrosatelitskimi ozna¢evalci na 15. kromosomu, okrog
Fob3b2. Lizate od$¢ipnjenih tkiv uSes misi smo razredg¢ili z destilirano vodo v razmerju
1:9 in uporabili kot genetski material za verizno reakcijo s polimerazo (angl. polymerase
chain reaction) (prirejeno po Laird in sod., 1991; Preglednica 2).

Preglednica 2: Reagenti in priprava lizatov iz od$¢ipnjenih tkiv misjih uses
Table 2: Procedure for preparing lysates from clipped tissues of mouse ears

1. korak 2. korak 3. korak 4. korak
(Material in reagenti) (Inkubacija) (Deaktivacija proteinaze K) | (centrifugiranje vzorcev)
* USesno tkivo misi *55°Cza * 95 °C za 10 min * 6000 g za 2 min
* 60 ul pufer za lizo minimalno 4 h

(IM Tris-HCI pH=8,3, 0,5 M | ali ¢ez no¢
EDTA, 20 % SDS, 5 M
NaCl)

* 0,3 pl Proteinaza K (10
mg/ml)




27
Beltram J. Identifikacija vzro¢nega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Za vsak par nukleotidov smo optimizirali pogoje reakcij PCR (Preglednica 3). Pripravljene
PCR mesanice redCenih lizatov in reagentov za vsak mikrosatelitski oznacevalec posebe;,
smo inkubirali na PCR plos¢icah (Thermoquick PCR-Plate 96-well; Greiner Bio-One) v
aparatu za PCR (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems). Produkte reakcij smo
lo¢ili na 4 % agaroznem gelu (SeaKem LE agarose, Lonza) v 0,5 pufru TBE, kateremu je
bil dodan etidijev bromid (20 uL/l TBE pufra).

Preglednica 3: Mikrosatelitski genetski oznacevalci, uporabljeni pri genotipizaciji sub-kongene M2 linije ter
reagenti in pogoji PCR reakcije za vsak par oligonukleotidnih oznadevalcev

Table 3: PCR mix and cycling condition optimized for microsatellite marker pairs, used in M2 sub-congenic
line genotyping

Oligonukleotidni par Sekvenca® (5'-3") Bp"? Pogoji
D15Mit28 - smerni ATACACACGCACCCCCATAT 74915354 1
- protismerni CACCACTGACCAATGAGCC 74915517 '
D15Mit68 - smerni TTCCATGTGAGTTCCAAGCA 76910182 1
- protismerni GAACTGCCATTCAGAATATTTGG 76910293 '
D15Mit239.2 - smerni CACCCTCCACAACAAACACA 78576820 1
- protismerni AGCTTGCCAGCCCCTAAAT 78576920 '
D15Mit238 - smerni AAGCATAAAACCAGACTAAGAGAACA 79269828 2
- protismerni TAGACCTTTCCCATAAATATCATCTC 79269948 '
Pogoji S Program pomnoZevanja
PCR meSanica DNA
1. Koli¢ina reagenta / vzorec: 95°C 3 min
1,42 ul diH,0 95°C  1min
1 ul pufer (Taq buf +(NH,4),SO4 — MgCly) 62 °C 1 min 5 ciklov
1 ul MgCl, (25 mM) 72 °C 1 min
1 pldNTP (2 mM) 94 °C 15s
0,25 ul smerni zaéetnik (10 uM) 58 °C 30s 30 ciklov
0,25 ul protismerni zacetnik (10 uM) 79 0C 30s
0,08 ul polimeraza® -
72 °C 7 min
5 ul gDNA (5 ng/ul)
4°C 00
2. Koli¢ina reagenta / vzorec: 98 °C 30s
8,4 ul diH,O 98 °C 7s

4 ul HF buffer
0,4 ul ANTP (10 mM)

60 °C 30s 35 ciklov

2,5 pl Levi primer (10 pM) 72°C 1 min
2,5 pl Desni primer (10 uM) 72°C 10 min
0,2 pl polimeraza®

2 ul gDNA (5ng/ul) 10°C *®

" Mouse Genome Informatics, 2015; * Lokacija mikrosatelitskega genetskega oznaGevalca v Bp; ° Taq DNA
Polymerase, ThermoFischer Scientific; * Phusion High-Fidelity PCR kit, ThermoFisher Scientific

! Mouse Genome Informatics, 2015; 2 Microsatellite marker location in Bp; 3 Taqg DNA Polymerase,
ThermoFischer Scientific; 4 Phusion High-Fidelity PCR kit, ThermoFisher Scientific



28
Beltram J. Identifikacija vzro¢nega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

3.1.3 Oznacevalci SNP sivih con subkongenega segmenta (polimorfna mesta)

Med polimorfizmi, identificiranimi s sekveniranjem 15. kromosoma F, L in M miS§je linije
na The Jackson Laboratory (ZDA), smo izbrali tiste, ki kartirajo v sive (ne-genotipizirane)
cone kvantitatvinega lokusa Fob3b2 sub-kongene linije M2 ter s katerimi bo mogoce
dolo¢iti meje zamenjave donorskega segmenta (Slika 9)(rs32292369, rs32476725 in

NES12090622).
1532402009
| S 132144501
SHEHS :::::::::::::::::::::;:2 1

DI5SMit28 >
1332292369
oy T e - 1532476725
DI5Mit68 —»777 777777777777777 ~ 1532512712
| NES12083042
o 78
Na) DI15Mit239
a o : - NES12076143
L‘E DI5Mit238 > N
N\ NES12095289
80
\| NES12093675

DISMit70 > g1 | NES12090622

DI5Mit107 -

F L M M2

Slika 9: Polimorfizmi, identificirani s sekveniranjem 15. kromosoma F, L in kongene M linije na The
Jackson Laboratory (ZDA)

Figure 9: SNP symbols and genotypes identified on Chr 15 by sequencing F, L and congenic M line in The
Jackson Laoratory (USA)

DNA smo izolirali (NucleoSpin Tissue, Macherey-Nagel) iz jeter misi, po dva vzorca na
vsak genotip iz F, populacije sub-kongene linije M2. VVzorce produktov PCR za vsak
izbran par oznacevalca SNP (Preglednica 4), smo v primernih koncentracijah in koli¢inah
(100 ng/ul neociscenega produkta PCR, minimalen konc¢en volumen 30 ul in 10 pmol/ul
oligonukleotidi s kon¢nim volumnom 20 ul na 5 vzorcev) poslali na standardno Sanger
sekveniranje (Standard-seq single z aparatom Applied Biosystems 3730XL, Macrogen
Inc., Nizozemska). Rezultate smo obdelali s prosto dostopnim programom za poravnavanje

sekvenc Molecular Evolutionary Genetics Analysis 5 (MEGA 5, Tamura in sod., 2011).
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Dobljene elektroferograme sekvenc smo pregledali za morebitne artefakte in nepravilnosti
pri avtomatskem dolocanju sekvenc. Nadaljnje smo sekvence poravnali glede na
referen¢no (C57BL6/J; Ensembl verzija 67). Identificirane alele SNP-jev smo primerjali z
7e znanimi aleli Zivali linij F, L in M ter dolocili meje donorskega segmeneta pri M2
homozigotih za vitko linijo.

Preglednica 4: SNP oznadevalci, uporabljeni za natanénej$e kartiranje mej donorskega segmenta pri sub-
kongeni M2 liniji ter reagenti in pogoji PCR reakcije za vsak par oligonukleotidnih oznagevalcev

Table 4: PCR mix and cycling condition optimized for SNP marker pairs, used for fine mapping of the M2
sub-congenic line

Oligonukleotidni par Sekvenca® (5'-3") Bp?
rs32292369 - smerni CTGATACAAGTTGGGCGCAA 75260126

- protismerni AGTGGATGTGCTCAGCTTCA
rs32476725 - smerni GAGGGGAGGGAGTGGTTATG 26375640

- protismerni CGTCCCTACAGCTCCTCATC
NES12090622 - smerni AAAGGAAGAGGAAGCCACCA 79166594

- protismerni TGCCACTCTCTTGCTTCCAT

PCR meSanica® Program pomnoZevanja DNA
Koli¢ina reagenta / vzorec: 95 °C 3 min
1,42 ul H,0 95 °C 1 min
1 pl pufer (Taq buf +(NH,),SO, — MgCl,) 62 °C 1 min 5 ciklov
1 ul MgCl, (25 mM) 72°C 1 min
1 ul ANTP (2 mM) 94 °C 15s
0,25 pl smerni zacetnik (10 pM) 58 °C 30s 30 ciklov
0,25 pl protismerni zacetnik (10 uM) 72 °C 30s
0,08 ul Phrmentas polimeraza 72 °C 7 min
5 pul gDNA (5ng/pl) 4°C 00

*Ensembl verzija 67; “Lokacija SNP oznagevalca v Bp, ® Taq DNA Polymerase, ThermoFischer Scientific

Ensembl version 67; 2SNP marker location in Bp, * Tag DNA Polymerase, ThermoFischer Scientific

3.1.4 Analiza fenotipov

3.1.4.1 Zbiranje mascobnih depojev

Analizo smo opravili na zivalih F, sub-kongene migje linije M2 obeh spolih. Zivali so bile
razdeljene na dve skupini — kontrolno, krmljena s standardno krmo in HFD, krmljena s
krmo z visokim deleZem mas¢ob. Zivali smo tehtali pri starosti 3., 5., 6., 8., 10, 12., 14, in
nazadnje pri 16 tednih, ko smo jih usmrtili s cervikalno dislokacijo. VVzorec krvi smo
odvzeli iz vratnih ven ter jo na 6000 obratih centrifugirali za 15 min pri temperaturi 4 °C in
s tem pridobili krvno plazmo. Odvzem in tehtanje abdominalnega (ABD), gonadalnega
(GON), femoralnega (FEM) in mezenteri¢nega (MEZ) mas¢obnega depoja smo opravili po
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postopku opisanem v Prevorsek (2010b) (Slika 10). Vsaki zivali smo odvzeli tudi kosc¢ek
jeter, femoralne in gonadalne mascobe in jih shranili na -76 °C za nadaljnje analize.
Adipozni indeks (angl. adiposity index; ADI) smo izracunali iz vsote mas vseh zbranih
mascobnih depojev po enacbi 1:

ADI = 2*(ABD + EPI + FEM )+ MES )

FEM

Slika 10: Mas¢obni depoji, odvzeti za fenotipsko analizo u¢inka QTL-a Fob3b2 na vitkost pri sub-kongeni
misji liniji M2
Figure 10: Fat depots collected for phenotypic analysis of QTL Fob3b2 effect on leanness in sub-congenic
M2 mouse line

3.1.4.2 Analiza fenotipskih podatkov

Zbrani fenotipski podatki so nakazali normalno porazdelitev vsake analizirane
spremenljivke, zato smo uporabili statisticni model (Enac¢ba 2), z multivariatno normalno
porazdelitvijo.

y|b,s,R~MVN(Xb + Zs, R) .. (2)

Kjer je yny x 5 matrika fenotipskih vrednosti; b je vektor lokacijskih paramterov za vpliv,
ki se razlikujejo med seti podatkov; s je vektor lokacijskih paramterov za ns sezon
disekcije, definiran kot interakcija leto-mesec in R = I, ® R, je kovarian¢na matrika

ostanka. Pri analizi kongenih F,-Zivali (M2-F,) je vektor b vseboval vpliv spola (samci in
samice), zaporednega gnezda (1, 2 in ve€ kot 3), Stevilo mladicev na gnezdo (1-2, 3, 4, 5,
6, in veC kot 7) in genotip znotraj linije [homozigoti z dvemi aleli linije F (FF) ali L (LL)
za lokus Fob3b2 ter heterozigoti z eno alelo linije F in L (FL) za lokus Fob3b2]. Aditivni
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in dominantni ucinek alelov smo testirali z statistiko DIC (angl. deviance information
criteria), pri ¢emer se je izkazalo, da aditivni model bolje opisuje zbrane podatke.
Posteriorno porazdelitvijo smo opisali s povpre¢jem in standardnim odklonom za vsak
genotip za prvo gnezdo s petimi mladi¢i. Obstoj razlik med homozigoti M2-F, smo
ovrednotili s posteriorno verjetnostjo, to pomeni, da velika verjetnost (npr. 0,95) nakazuje
na signifikantne razlike in prisotnost u¢inka kvantitativnega lokusa Fob3b2.

3.1.4.3 Oralni glukozni toleran¢ni test (0GTT)

Analizo testa glukozne tolerance smo opravili na populaciji homozigotov sub-kongene
linije M2-F,, povpre¢ne starosti 18 tednov in krmljene s HFD krmo (28 samic in 22
samcev). Za dosego fiziolosko osnovnega nivoja glukoze v krvi (160 — 180 mg/dl; povzeto
po http://phenome.jax.org/), smo zivalim odvzeli krmo 5 ur pred zacetkom testa. Vsebnost
glukoze v krvi smo dolo¢ali z glukometrom (Contour XT, Bayer), na katerega smo kanili
kapljico krvi (~ 1 pl) iz repne vene misi (Slika 11), pridobljene z majhnim vbodom igle.
Raztopino glukoze (2 g glukoze / kg telesne mase, 25 % D-glukoza) smo z gavazno sondo
vnesli v zelodec misi. Kri smo pobirali ob 0 (pred administracijo glukoze), 15, 30, 60 in
120 minutah po aplikaciji glukoze).

Slika 11 : Prikaz merjenja nivoja glukoze v krvni kapljici, pridobljeni iz repne vene misi
Figurell: Measurement of glucose level in a drop of blood, collected from mouse vein tail

Stopnjo statisticno znacilne razlike nivoja glukoze v krvi med homozigoti F, za Fob3b2
smo dolo¢ili z uporabo modela analize variance za ponovljene vzorce (angl. repeated-
measures analysis of variance; RM-ANOVA) v statisticnem paketu SAS/STAT 9.3 (SAS
Institute, Cary NC). S tem testom smo ugotavljali statisti¢no znacilne razlike med obema
skupinama homozigotov (FF in LL) za segment Fob3b2 glede na c¢as ter glede na
posamezno Casovno to¢ko merjenja glukoze v krvi. Meja statisticne znacilnosti je bila
postavljena na p-vrednost < 0.05.

3.1.4.4 Izrazanje adiponektina v mascevju sub-kongene misje linije M2-F;

Iz vzorcev gonadalne mascobe treh homozigotov LL in treh homozigotv FF sub-kongene
linijje M2-F, smo izolirali mRNA s komercialnim setom reagentov po navodilih
proizvajalca (RNeasy Lipid Tissue Mini Kit, Qiagen). Koncentracije in kvaliteto izolirane
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MRNA smo izmerili na spektrofotometru FE NanoVue (GE Healthcare Life Sciences). V
analizmo smo vkljucili vzorce z RIN > 8. Da smo preprecili kontaminacijo z DNA, smo
vzorce RNA obdelali s deoksiribonuklezo | (angl. deoxyribonuclease I; DNase ) po
protokolu proizvajalca (Deoxyribonuclease I Amplification Grade; Invitrogen). Nadaljnje
smo vzorce z reverzno transkripcijo prepisali v cDNA s kompletom reagentov High
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems). Za izdelavo standardne
krivulje, smo vzorce naprej zmesali skupaj (»pool«) in nato uporabili celokupen vzorec ter
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 in 1:64 red¢en skupni vzorec. Za dolocanje nivoja izrazanja gena
smo uporabili TagMan sonde (Applied Biosystems) za Adipoq, kot tar¢ni gen, in Gapdh,
Thp ter Actb, kot normalizacijske gene (Preglednica 5). PCR v realnem c¢asu (angl. real-
time PCR) smo izvedli po standardnem protokolu kompleta TagMan na aparatu Applied
Biosystems ViiA 7 Real-time PCR System. Reakcijska meSanica za PCR (kon¢ni volumen
10 pl) je vsebovala 2 pul cDNA (1 — 100 ng cDNA/ul), 2X TagMan Universal Master Mix
11, 20X TagMan Gene Expression Assay in vodo brez RNaz. Reakcije so potekale na PCR
ploscici s 384 vdolbinicami (Applied Biosystems). Zacetni inkubaciji pri 50 °C za 2 min je
sledila aktivacija polimeraze pri 95 °C za 10 min ter 40 ciklov pri 95 °C po 15 s in 60 °C
po 1 min. Vse reakcije, vkljucujo¢ negativno kontrolo (angl. non-template control; NTC),
so bile izvedene v triplikatih.

Standardna krivulja nam je sluZila kot indikator uspesSnosti amplifikacije tarénega in
normalizacijskega gena (standardiziranost/optimizacija protokola) ter za izbiro najboljSe
dilucije/red¢itve (koncentracije) vzorca pri katerem je pomnoZevanje najbolj senzitivno
oziroma optimalno (standardna deviacija med ponovitvami ¢im manjSa ter C; vzorca
oziroma nivo ekspresije znotraj mej standardne krivulje).

Za vsak vzorec smo izracunali povprecen fluorescencni prag (angl. treshold cycle; C) ter
vrednosti normalizirali na geometrijsko sredino treh endogenih kontrol (Actb, Gapdh in
Thp), da smo tako dolo¢ili parameter AC,. Z uporabo metode 2" smo kvantificirali
relativno spremembo ekspresije tarénega gena. Diferencialno izrazanje gena med
homozigoti za genotip LL in FF za segment Fob3b2 smo preverjali s Studentovo t-test
metodo (p-vrednost < 0,05).

Preglednica 5: Simbol tarénih in normalizacijskih genov ter TagMan sond uporabljenih za dolo¢anje nivoja
izrazanja adiponektina v mas¢evju sub-kongene M2-F, linije

Table 5: Target and normalization gene and TagMan assay symbol used for quantification of adiponectin
expression in sub-congenic M2-F, line fat

Gen TagMan sonda 1D
Actb (angl. Beta-actin) MmQ0607939_s1
Gapdh (angl. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) Mm99999915 g1
Tbp (angl. TATA-binding protein) Mm00446971_m1

Adipoq (angl. Adiponeqtin) Mm00456425 m1
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3.1.5 Izbor kandidatnega gena znotraj non-1BD regije Fob3b2

Z intervalno specifi¢no analizo haplotipov znotraj intervala Fob3b2 smo identificirali
genomske regije, ki med linijama F in L ter kongenima linijama M in M2, niso enake po
izvoru (non-IBD; angl. not identical by descent). Te regije najverjetneje vsebujejo vzro¢ne
polimorfizme, odgovorne za fenotipske razlike pri kongenih Fp-zivalih.

3.1.5.1 Izrazanje kandidatnih genov znotraj non-1BD regije segmenta Fob3b2

Ekspresijo kandidatnih genov znotraj non-1BD regije med homozigoti FF in LL za odsek
Fob3b2, smo merili na izoliranih vzorcih RNA (postopek opisan v poglavju 3.1.4.4) iz
gonadalne mascobe. Za doloCanje nivoja izrazanja kandidatnih genov smo uporabili
TagMan sonde (Preglednica 6; Applied Biosystems) ter izvedli PCR v realnem casu po
standardnem protokolu TagMan PCR kit na aparatu Applied Biosystems ViiA 7 Real-time
PCR System. Vsaka 10 pl PCR reakcijska zmes je vsebovala 2 ul cDNA (~50 ng), 2X
TagMan Universal Master Mix Il, 20X TagMan Gene expression sondo, in vodo brez
RNaz. Reakcije so potekale na PCR plos¢ici s 384 vdolbinicami. Zacetni inkubaciji pri 50
°C za 2 min je sledil korak aktivacije polimeraze pri 95 °C za 10 min ter 40 ciklov
pomnozevanja ¢cDNA pri 95 °C po 15 s in 60 °C po 1 min. Vse reakcije, vkljucujo¢
negativno kontrolo, so bile izvedene v duplikatih. Za vsak vzorec smo izracunali
povprecen C; vsakega kandidatnega gena ter z normalizacijo na tri endogene kontrole (B-
actin, Thp in Gapdh) determinirali AC;. Relativne spremembe nivoja izraZzanja genov
homozigotov LL za lokus Fob3b2 smo dolo¢ili z metodo izraguna 2", Z analizo Student
t-test smo preverili ali obstajajo statisti¢no znacilne razlike v izraZzanju kandidatnih genov
med F, homozigoti LL in FF za segment Fob3b2.
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Preglednica 6: TagMan sonde uporabljene za preverjanje izrazanja kandidatnih genov znotraj segmenta
Fob3b2
Table 6: TagMan assays used for identification of kandidate gene expression within locus Fob3b2

Gen TagMan sonda
Actb MmO00607939_s1
Gapdh Mm99999915 g1
Top MmO00446971_m1
Arhgap39 MmO01197504_m1
Zfp251 MmO02342310_m1
Zfp7 Mm00524080_m1
Mb MmO00442968_m1
Apol6 MmO03990658_m1
Rbm9 Mm00612735_m1
Apol7a Mm01200950_m1
Apol9a Mm04206749 gH
Apol7b Mm01616698_m1
Apoll0a MmO04214065_g1
Apol7c Mm01628124_s1
Apol10b Mm04212537_m1
Apol7e Mm01616699 ml
Myh9 Mm01197036_m1
Pvalb Mm00443100_m1
Ncf4 Mm00476300_m1
Csf2rb2 Mm00655763_m1
Csf2rb Mm00655745_m1
Tst Mm01195231_ml
Mpst Mm00460389 m1

3.1.5.2 Toplotni graf (angl. heat-map) za izbor kandidatnega gena znotraj Fob3b2

Z uporabo razli¢nih kriterijev, smo med identificiranimi kandidatnimi geni znotraj non-
IBD regije lokusa Fob3b2 dolo¢ili najbolj verjetni kavzalni kandidatni gen. Strukturna
ohranjenost genomov med sesalskimi vrstami omogoca zmanjSevanje intervalov QTL. Z
genomskimi primerjavami, kjer poravhamo QTL-e razli¢nih zivalskih vrst glede na
genomsko zaporedje, lahko identificiramo regije prekrivanja, skupne dolo¢enemu QTL-u.
Na ta nacin lahko tudi sklepamo, da se kandidatni gen znotraj QTL-a pri opazovani
zivalski vrsti, nahaja tudi v regiji, ki je skupna drugim prekrivajoc¢im se QTL-om drugih
vrst. Analizo genomske primerjave za kvantitativni lokus Fob3b2 smo izvedli pri ¢loveku,
govedu, prasi¢u in kokosi. Tako smo za vsak kandidatni gen znotraj lokusa Fob3b2
preverili ali se prekriva s kvantitativnim lokusom, povezanim z zamascenostjo pri drugi
zivalski vrsti (Kunej in sod., 2012; http://www.integratomics-time.com/fat_deposition). V
podatkovni zbirki o ekspresiji genov BioGPS (2015) smo pregledali nivo izrazanja vsakega
non-IBD kandidatnega gena v metaboli¢nih tkivih miSi pri dveh neodvisnih platformah
mikromrez (MOE430 in GNFI1M). Izrazanje gena je moralo biti vsaj 3-krat nad mediano v
vsaj enem relevantnem metabolicnem tkivu (hipofiza, moZgani, belo in rjavo mascobno
tkivo, jetra, miSice, ¢revesje, zelodec, trebusna slinavka in nadledvic¢na Zleza), da smo ga
nadalje obravnavali kot potencialni kavzalni gen znotraj lokusa Fob3b2. Anotacije
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molekularnih funkcij non-IBD kandidatnih genov smo pridobili v bazi Gene Ontology (
http://amigo.geneontology.org eontology.org), kjer smo preverjali povezanost genov z
biologijo in/ali rastjo adipoznega tkiva. V bazi Mouse Genome Informatics
(http://www.informatics.jax.org), smo za vsak kandidatni gen pregledali njegov vpliv na
fenotip povezan s telesno tezo, debelostjo, vnosom hrane ali metabolizmom pri knock-out
in transgenih mis§jih modelih. Za identifikacijo kavzalnega gena znotraj lokusa Fob3b2
smo uporabili tudi podatke o izrazanju non-IBD kandidatnih genih v razli¢nih tkivih F in L
linije misi (razlika v izrazanju genov med F in L je morala biti > 2-krat), pridobljenih
Studiji Morton in sod. (2011). Glede na presek zbranih bioinformacijskih podatkov in
podatkov o izrazanju non-IBD genov pri kongeni liniji M2-F,, smo lahko dolo¢ili najbolj
verjetne (prioritetne) kavzalne gene znotraj kvantitativnega lokusa Fob3b2.

3.2 VPLIV KANDIDATNEGA GENA Tst NA VITKOST PRI SUB-KONGENI MISJI
LINIJI M2

3.2.1 Sekveniranje eksonov gena Tst

Da smo lahko dolo¢ili nukleotidno zaporedje eksonov gena Tst in potencialne kavzalne
variacije za vitkost pri sub-kongeni liniji M2, smo iz homozigotov FF, LL in heterozigotov
FL sub-kongene linije M2 izolirali genomsko DNA (gDNA) iz jeter s kompletom
reagentov GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma). Koncentracijo
vzorcev DNA smo izmerili na FE NanoVue Spektrofotometru (GE Healthcare Life
Sciences). Vzorce produktov PCR (po postopku v Preglednica 7), smo v primernih
koncentracijah in koli¢inah (100 ng/pl neociS¢enega PCR produkta, minimalen koncen
volumen 30 pl in 10 pmol/ul oligonukleotidi s kon¢nim volumnom 20 pl na 5 vzorcev)
poslali na standardno Sanger sekveniranje (Standard-seq single z aparatom Applied
Biosystems 3730XL, Macrogen Inc., Nizozemska). Rezultate smo obdelali s prosto
dostopnim programom za poravhavanje sekvenc Molecular Evolutionary Genetics
Analysis 5 (MEGA 5, Tamura in sod., 2011). Dobljene elektroferograme sekvenc smo
pregledali za morebitne artefakte in nepravilnosti pri avtomatskem doloc¢anju sekvenc.
Nadaljnje sekvence smo poravnali glede na referen¢no (C57BL6/J; Ensembl verzija 67) in
zabelezili identificirane alele SNP-je. Znotraj regije 3'UTR kandidatnega gena smo s
spletnim orodjem miRecords (http://cl.accurascience.com/miRecords/doc.php) preverili
obstoj vezavnih mest za miRNA na indentificiranih SNP-ih. Ker spletno orodje zdruzuje
razli¢na prosto-dostopno orodja smo vsako napovedano vezavno mesto in miRNA potrdili
Se z direktno uporabo teh orodij. Sekvenco regije 3'UTR (Ensembl verzija 67) smo
primerjali z sekvencami napovedanih miRNA (NCBI BLAST) ter pregledali in izbrali
tiste, ki se vezejo na identificirane SNP-e znotraj preucevane regije.
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Preglednica 7: Mikrosatelitski genetski oznacevalci, uporabljeni za sekveniranje eksonov gena Tst ter
reagenti in pogoji PCR reakcije za vsak par oligonukleotidnih oznacevalcev
Table 7: PCR mix and cycling condition optimized for Tst exons sequencing

Oligonukleotidni par Sekvenca® (5'-3") Bp'?
TST.EX2.1 - smerni CCCTCTCAGGCCTGTCTCTT 78405896

- protismerni GCATAGAAGCTGCCCAGGTC 78405508
TST.EX2.2 - smerni GGGACTATGTGGGCAACCTG 78405589

- protismerni TGTTGTGCAATCCTCCCAAG 78405201
TST.EX1.1 - smerni CACCCTCCACAACAAACACA 78400073

- protismerni CTGCACACACTCAGGCCTTC 78399722
TST.EX1.2 - smerni GCCTACCTTTGTGGCAAACC 78399845

- protismerni CTTCTGTGTGGCCTTCATGG 78399479
PCR mesanica Program pomnoZevanja DNA
Koli¢ina reagenta / vzorec: 95 °C 3 min
1,42 ul diH,0 95°C 1 min
1 ul pufer (Taq buf +(NH,4),SO4 — MgCly) 62 °C 1 min 5 ciklov
1 ul MgCl, (25 mM) 72°C 1min
1 Hl dNTP (2 mM) . 94 °C 15s
0,25 ul sme‘rm zaCjctnlk (19 uM) 53 °C 30s 30 ciklov
0,25 pl protismerni zacetnik (10 uM)

. 3 72 °C 30s
0,08 ul polimeraza :
5 pul gDNA (5 ng/ul) 72°C 7 min
4°C )

* Ensembl verzija 64; ° Lokacija mikrosatelitskega genetskega oznadevalca v Bp; ° Taq DNA Polymerase,
ThermoFischer Scientific

! Ensembl version 64; ? Microsatellite marker location in Bp; ® Taqg DNA Polymerase, ThermoFischer
Scientific

3.2.2 Alelno specifi¢no izraZanje

Metodo alelne diskriminacije (t.i. TagMan SNP genotipiziranje) smo prilagodili za
doloc¢anje nivoja izrazanja posamezne alele pri heterozigotih M2-F, za segment Fob3b2 za
SNP (rs31534689) v 3'UTR gena Tst. Nacrtovali smo alelno specifiéne TagMan zacetnike
(Applied Biosystems) in sicer: 5-CCTGCTGTAGGTTCACCTTTTAGG-3" (smerni
zacetnik), 5'-GAGGCACCAAGAGCAATTCTAAA-3' (protismerni zacetnik) ter tarCne
TagMan sonde za preuCevani SNP (podértano) pa CCCTGTCAATCTCCGT (alel
specificen za debelo (F) linijo; barvilo FAM) in ACCCTGTCAATATCCGT (alel
specifi¢en za vitko (L) linijo; barvilo VIC). lIzolirano genomsko DNA (po protokolu
GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kits, Sigma) dveh homozigotov F; vitke in
debele linije M2 za segment Fob3b2 smo zmesali v razlicnih molarnih razmerjih F alel/L
alel (FAM alel/VIC alel) 8:1, 4:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4 in 1:8, da smo dolo¢ili umeritveno
krivuljo. Reakcije za kvantitativni PCR v realnem c¢asu smo pripravili po navodilih
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proizvajalca (Custom TagMan SNP Genotyping Assay, Applied Biosystems). Za vsako
razmerje smo izraCunali logaritem intenzitete barvil (R, — fluorescentni signal
reporterskega barvila FAM ali VIC, normaliziran na fluorescentni signal pasivnega
referen¢nega barvila ROX; Enacba 3), ki je sluzil za izdelavo standardne krivulje. y-0s je
tako predstavljala logaritem intenzitete barvil pri danem razmerju, x-0s pa logaritem
razmerja alelov FAM/VIC (Lo in sod., 2003; Sun in sod., 2010). Alelno specifi¢no
ekspresijo gena (reakcije pripravljene po Preglednica 8) smo nadaljnje merili na osmih
izoliranih RNA vzorcih heterozigotov F, za segment Fob3b2 (glej postopek izolacije RNA
v poglavju 3.1.4.4). S primerjavo izmerjene fluorescenc¢ne intenzitete na izdelano
standardno krivuljo, smo z determinirano enacbo izracunali alelno razmerje heterozigotov
[log2(FAM allele/VIC allele)] ter opredelili relativno ekspresijo alela F:L. S tem smo
opredelili katera variacija SNP-ja gena Tst se bolj izraza. To¢nost in delovanje te metode
smo potrdili s ponovno izdelavo standardne krivulje in analizo heterozigotnih vzorcev
RNA z zamenjanimi barvili v TagMan sondi.

log,(ARNg sy /ARy c) = a+ b - log,(FAM alel /VIC alel) ... (3)

Preglednica 8: Reagenti in protokol reakcije PCR v realnem ¢asu
Table 8: PCR mix and protocol for Real-time PCR

Komponente reakcije Volumen (ul) Protokol PCR amplifikacije v realnem ¢asu
TagMan Universal PCR Master 25 95 °C 10 min
Mix (2X) '
20X Assay Mix (TagMan sonda) 0,25 92 °C 155 .

; . 40 ciklov
Redcitev cDNA (1 — 20 ng) 2,25 60 °C 1 min

3.2.3 Analiza korelacij med ekspresijo kandidatnega gena Tst in ostalimi geni ali
fenotipi

Podatke o izrazenih genih v adipoznem tkivu posameznih misjih linij smo pridobili iz baze
BioGPS (2015) ter za isti set misjih linij pridobili tudi fenotipske podatke (glukoza v krvi,
holesterol in trigliceridi v plazmi, odstotek mascevja in masa gonadalne mascobe) v bazi
Mouse Phenome Database (http://phenome.jax.org/; CGDphenol, 2009). Pearsonov
koeficient korelacije smo izracunali s statisticnim paketom SAS/STAT, kjer smo preverjali
statisticno signifikantno korelacijo (p-vrednost < 0,05) med Tst in geni izraZenimi v
adipoznem tkivu ter med Tst in izbranimi fenotipi.

3.2.4 Polimorfizmi kandidatnega gena Tst pri linijah Fin L

Da smo dolocili sekvenco celotnega genomskega odseka, ki vsebuje Tst in potencialne
vzro¢ne variante za Vvitkost pri sub-kongeni liniji M2, smo iz osnovnih, starSevskih linij F
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in L izolirali genomsko DNA (gDNA) iz jeter in ledvic z uporabo kompleta reagentov
GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma). Koncentracijo vzorcev
DNA smo izmerili na spektrofotometru FE NanoVue (GE Healthcare Life Sciences). Za
lazjo izvedbo reakcije PCR smo preucevani segment, dolg 10 kb, pomnozili v ve¢ krajsih
odsekih (A - zelena, B - modra, C - roza; Slika 12A). Reagente iz Phusion High-Fidelity
PCR Kit-a (Thermo SCIENTIFIC) smo uporabili za pomnozevanje posameznih delov.
PCR mesanice (kon¢ni volumen 20 pl) so vsebovale 5x Phusion GC pufer, 10 mM dNTP-
je, 10 uM pare zacetnih oligonukleotidov (Preglednica 9), 2 U/ul Phusion polimerazo
DNA in 50 ng/ul gDNA. Reakcije so potekale na aparatu PCR pri pogojih: 98°C za 30 sec,
35 ciklov pri 98°C po 7 sec, 68°C po 30 sec in 72°C po 3 minute ter kon¢ni cikel pri 72°C
za 10 minut. UspesSnost amplifikacije vzorcev smo preverili na 1,5 % agaroznem gelu z
dodanim etidijevim bromidom ter jih ocistili s kompletom reagentov GenElute™ PCR
Clean-Up Kit (Sigma). Vsak pomnozen segment smo nato razdelili na 10 pl sekvenéne
reakcije, ki so vsebovale 20 — 80 ng/ul produkta PCR in 5 uM oligonukleotidov za
natanénejSe sekveniranje znotraj pomnozenih segmentov (Slika 12B). VVzorce smo poslali
na standardno Sanger sekveniranje na GATC Biotech (Nizozemska). Dobljene sekvence
smo poravnali na referen¢no sekvenco (referen¢na linija C57BL/6J, Ensembl verzija 78) z
uporabo prosto dostopnega programa MEGA 6 (Tamura in sod., 2013) ter preverili
morebitne variacije med osnovnima linijama F in L.

Al A2 Ql 2

Tst

A B i 5

- 1T B

Slika 12: Postavitev oligonukleotidov uporabljenih pri sekveniranju segmenta Tst
Figure 12: Primers positions used in sequencing the Tst locus
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Preglednica 9: Imena in sekvence oligonukleotidov uporabljenih pri sekveniranju segmenta Tst
Table 9: Oligonucleotide symbols and sequences used for Tst segment sequencing

Oligonukleotid Sekvenca® (5' - 3"

Slika 12A Al TCCTGTGCTCCCTCTACAGC
A2 TCAGTGTGGAAACTGCTTGC
Bl TGCCTAGCTTTGTGAGTCGT
B2 GGTCCCCTTTGGTATGTGTG
C1 GTGAGGTGGGCCAAAACTT
C2 AAAACTGAAGCCCAAGACGA

Slika 12B Al.l TGGTTGAAGGTTGGCAAAGG
Al.2 TGGCGGACAGAAACTTTGTG
Al.3 TCCATAGTTAGAGGCCAGCC
A2.1 ACTTTGGTGCTGTCTTGAGTC
A2.2 CTTCTTTCTTCCCTGGGCAC
A2.3 CATGTCAGTGCACCTCAGC
A2.4 ACTGTAAGACCCAAGCCTGC
A2.5 TGAAGGGAACTGGCTGGATT
A2.6 CTTGGCTTGAGACATCCCAC
B1.1 CTGTGTAACCCTGCCAGTGA
B1.2 CTGATGTTCATGCCCCTGGA
B1.3 CATTCAAGTCAGGAGGCACG
B1.4 ACAAGGTCACAGGTACCCAG
B1.5 TGGTGTGCATTTGTGTCCAG
B1.6 CACTCTCCCTTCCTCCAGTT
B2.1 CTCTGCCAACTCCATGTGTG
B2.2 CCATGTACTGTGACAGGGCT
B2.3 GGATCACAGAGAAGAGAGGCA
B2.4 CCTCCTTCGTACATAGCAACC
Cl1 TTCACAGACACTAGCCAGGG
Cl.2 CTTTGAAAACGGCTGGCTCT
Cl3 CAGGAAAGAGACAGGCCTGA
Cl4 CAGTCGCAAAAGTAGCTGGG
c2.1 GAGCTGTGGTGAGGAGATCT
C2.2 TGAAGCTCGAGGTGACACTG
C2.3 CCTAGGGAATGTGCCAACCT
C24 AGAAGCTGCCCAGGTCATC
C25 AATAGGGGCAGCTTGTTAGC

*Ensembl verzija 75

3.2.5 Atlas regulacije transkripcije kandidatnega gena

Na segmentu mi§jega gena Tst, vkljucujo¢ regijo 1,5 kb navzdol (angl. downstream) in 2
kb navzgor (angl. upstream), smo izvedli bioinformacijsko analizo regulacije transkripcije
gena. Preucevani segment dolg 9804 bp smo najprej pregledali v podatkovni bazi Ensembl
(verzija 79; http://www.ensembl.org/index.html), kjer smo povzeli polimorfizme (variacija
navzgor od gena, sinonimna variacija, intronska variacija, drugaénopomenska variacija
(angl. missense variation), 3' UTR variacija in variacija navzdol od gena) glede na
ohranjenost nukleotidov med 39 sesalci iz nadreda visjih sesalcev (angl. eutheria) (Slika
13).
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Slika 13: Iskanje polimorfizmov znotraj ohranjenih mest med 39 nadredi vi§jih sesalcev v podatkovni bazi
Ensembl
Figure 13: Searching conserved polymorphisms among 39 eutherian mammals in Ensembl database

V zavihku »Region in detail« smo pridobili evolucijsko ohranjene elemente med 39
nadredi vi§jih sesalcev (Slika 14), status metilacije DNA smo zbrali za zarodne mati¢ne
celice, prav tako smo zbrali tudi podatke o aktivnosti in statusu kromatina (DNasel
hipersenzitivna mesta, histonske modifikacije, vezava polimeraze II in III) ter celi¢no
specifi¢nih vrhov vezavnih mest transkripcijskih faktorjev.
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Slika 14: Iskanje ohranjenih elementov, status metilacije DNA, DNasel hipersenzitivnih mest, histonskih
modifikacij, vezav polimeraz in vezavnih mest transkripcijskih faktorjev v podatkovni bazi Ensembl
Figurel4: Searching for conserved elements, DNA methylation status, DNase | hypersensitive sites, histone
modifications, polymerase binding sites and transcription binding sites in Ensembl database

Eksperimentalno validirane promotorje evkariontov in TATA-mesta za gen Tst smo
pridobili iz baze Eukaryotic Promoter Database (EPDnew Mouse version 002;
http://epd.vital-it.ch/) (Slika 15A). Napovedi za vezavna mesta transkripcijskih faktorjev
smo iskali tudi S programi Alibaba2.1 (http://www.gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html) in MotifMap
(http://motifmap.ics.uci.edu/). V prvo orodje (Slika 15B) smo vnesli ~2 kb dolgo sekvenco
regije navzgor od Tst gena (15:78405000-78407859) ter za boljSo zanesljivost rezultatov
pustili parametre iskanja kot privzete. V programu MotifMap smo v oknu (Slika 15C)
»Gene search« izbrali gen Tst ter med privzetimi filtri iskanja povecali le razdaljo od
zacetka mesta transkripcije (angl. transcription start site; TSS) na 2000 bp.
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A Eukaryotic promoter database

é l}J_gEPD

omputational Canc er Genomis | ExPASY | EPFL

ST in | EPDnew - M. musculv SEARCH
'
H. sapiens This resource allows the access to several of validated EPD and EPDnew databases. They differ by the validation technique used and the coverage.
M it EPD is a collection of eukaryotic promoters derived from published articles. Instead, the EPDnew databases (HT-EPD) are the result of merging EPD promoters whith in-house analysis of
wsculu

D. melanogaster
D. rerio

C. elegans

A thaliana
Standard search

Select/ Download

promoter-specific high-throughput data for selected organisms only. This process gives EPDnew high precision and high coverage.

for the D. 10728

account during the analysis. The resulting database contains 23360 promoters for the human (H. sapiens) collection, 21239 promoters for the mouse (M.

for the

Promoter analysis tools
worm (C. elegans)
FTPsite

Access EPD

Promoter elements

Database: mouse

collection and 10229 promoters for the A. thaliana collection

EPDnew is a new collection of experimentally validated promoters in human, mouse, D. melanogaster and zebrafish genomes. Evidence comes from TSS-mapping
.- from high-throughput expreriments such as CAGE and Oligocapping. ChiP-seq experiments on H2AZ, H3K4me3, Pol-ll and DNA methylation are aiso taken into

(D. rerio)

7120 p

Promoter ID Gene Name Description
I v Tst 1 Tst thiosuifate sulfurtransferase |

Tsta3 1 Tsta3 GDP-L-fucose synthase m
Tstd1 1 Tstd1 thiosulfate sulfurtransferase -like
T 1 Tstd2 thiosulfat -like m

Text view Genome view

General information:

Entry name: Tst_1

Promoter type: region

Organism: Mus musculus (Mouse)

Gene Symbol: Tst

[ase
Sequence: |

ccgccca:cg:aclcagcc:lc‘:aggcctg!clcmcctggncccAACCGCGCCAGI Promotor

Position in the genome: Chromosome
Ensembl NSM
RefSeq NM 009437
NCBI Gene: Tst

External resources:

EPD view at UCSC (mm9): ¢hr15:78234
SwissRegulon hr15:7:
SwissRegulon:
Retrive Sequence:

[NC_000081.5], Strand [-; Position [78236295]
44
g 9
-7823820.

chr15:78234205-78238205

Get sequence Tst_1 from -499 t0/100 bp relative to TSS  GET SEQUENCE
Search motif:
Search for: | TATA-box s%mcu
=}
TATA-box
| ] »
B Alibaba 2.1
N 5 PARAMETERS
\ Pairsim to known sites 50 v
(( AliBabaz.l Mat. width in bp 10 v
Min num of sites 4
Min mat. conservation 75% v
Prediction of transcniption factor binding sites by constructing Sim. of seq to mat. 1% v

matrices on the fly fom TRANSFAC4Osites
>15 dna:chromosome -
chromosome : GRCm38:15:78485000:78407859:1
GGAAGTGGACCATGGATGGACAGGACCCCAGTCACCTAATAG
GGGCAGCTTGTTAGCACC
CGGCTATGGCACACAGGGCCCCCATGTATGAGCGCTATAAAA
GACTTCAAGGTTGGCCGT
ACCCTCCCATTTTACAGATGGAAAGACAAGTCTACCTAGAGG ~
GCCTGAGGGATCCAGGGG Y

Paste pure sequence without header or simple fasta format for
Itiple sequences (~seqs ).

START || CLEAR

Factorclass level
Optional:

Search only one factor (e.g. T00820)
Search only one class (e.g.4.3.2.0.)
Position offset in bp (e.g. 300)
QOutput format

INFO

4(eg RARD) v

seq v

Version 2.1 1s from January 2000, modified 17.2.2000.

What 15 it ? Documentation
Samples for testing: Promoters and Exons

slika 15 se nadaljuje
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C MotifMap

MotifMap: genome-wide maps of regulatory elements.

Home Motif Search

Select species (alignment) and click next

Mouse (mm9 multiz30way)

Home Motif Search Gene Search SNPer

Mouse (mm9 multiz30way)

Enter a gene name (official gene symbol or refSeq transcript id) and click next

L Tst (NM_009437) v

Home Motif Search Gene Search SNPer

Mouse (mm9 multiz30way) -> Tst (NM_009437)

Set filters and click search to list binding sites

Filters:

Conservation Scores False Discovery Rate Motif Scores Distance From TSS
BBLS| 0.0/% FDR| 0.50/% NLOD | 065/ am 2000/ 5
BLS 0.0{% Z-Score._1.00'5 Downstream 1000} 5

Slika 15: Iskanje Tst promotorja in TATA-box mesta v bazi EPD (A). Iskanje vezavnih mest za
transkripcijske faktorje v »upstream« regiji Tst gena z orodjem Alibaba 2.1 (B) in MotifMap (C)

Figure 15: Tst promoter and TATA-box searching in EPD (A). Transcription factor binding sites searching
within Tst upstream region with Alibaba 2.1 (B) and MotifMap (C) tool

Pregledovalnik UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/index.html) ter tri
dodatna spletna orodja MethPrimer (http://www.urogene.org/methprimer/), CpG Island
Searcher (http://cpgislands.usc.edu/) in EMBOSS Cpgplot
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqgstats/emboss_cpgplot/) smo uporabili za iskanje CpG
otokov znotraj 2 kb regije navzgor od gena Tst. CpG otoki so bili napovedani po Kriterijih:
vsebnost GC > 50 %, dolzina > 200 bp in razmerje opazovan/pricakovan CpG > 0.6
(Gardiner-Garden in Frommer, 1987) (Slika 16A-D).
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A UCSC Genome browser

Genome Browser Tools Mirrors ads My Data Help
Mouse (Mus lus) G B y
The UCSC Genome Browser was created by the Genome Bicinformatics Group of UC Santa Cnu:
Software Copyright (c) The Regents of the University of Califomia. All rights reserved
group genome assembly position search term
Mammal v | Mouse v || Dec. 2011 (GRCm38/mm10) v | chr15:78399556-78405859 | Tst (Mus musculus thiosulfate sulfurtransferase, mitochond || submit

Click here to reset the browser user interface settings to their defaults. More on-site workshops available!

track search || add custom tracks | | track hubs | | configure tracks and display

UCSC Genome Browser on Mouse Dec. 2011 (GRCm38/mm10) Assembly

move|<<<| << | < | > | >> | >>>|zoomin | 1.5x | 3x | 10x | base | zoom out | 1.5x | 3x | 10x | 100x
chr15:78,397,980-78,407,435 9,456 bp. | enter positio

e symbol or search terms

[eess coen>

Mapping and Sequencing
Genes and Gene Predictions
mRNA and EST

Expression and Regulation

Comparative Genomics

Variation and Repeats

B MethPrimer

Paste an ORIGINAL source sequence. Try this Sample sequence
You don't need to modify your sequence (e.g. convert 'C' to 'T') before pasting.

>15 dn, \romos 31 -

ATTCAGTGTGGCTTTGAAAACGGCTGGCTCTGGCCTCGAGGGCTCAGATGTCACCGGGTG

] ?

v ||Use CpGisland prediction for primer selection? 200 v 1 06 v 50 v

C CpG Island Searcher
Current Version:10/29/04
After submitting. the results will appear as a jpeg file on a new page.
Select the lower limit values

%GC ® 50% 51% 52% 53% 54% 55% 56% 57% 58% 59% 60%
ObsCpG/ExpCpG ®0.60 0.61 0.62 0.63 0.64 0.65 0.66 0.67 0.68 0.69 0.70

.

Length 200bp BOObp 400bp 500bp 600bp 700bp 800bp 900bp 1000bp 1100bp  1200bp

7 . B
Gap between adjacent 1slands 100bp 150bp 200bp 250bp  300bp

Submit Reset

slika 16 se nadaljuje
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D EMBOSS Cpgplot

Tools > Sequence Statistics > EMBOSS Cpgplot

EMBOSS Cpgplot

Identify and plot CpG islands in nucleotide sequence(s)

STEP 1 - Enter your input sequence

Enter or paste a nucleic acid sequence in any supported format

>15 gna.chromosome chromosome.GRCM38:15.78405000.78407859:1
GGAAGTGGACCATGGATGGACAGGACCCCAGICACCTAATAGGGGCAGCTIGTTAGCACS
CGGCTATGGCACACAGGGCCCCCATGTATGAGCGCTATAAAAGACTTCAAGGTTGGCCGT

-\CCC CCCAT '\G-\TGQ-\-\’\G-\C 2TCTACCT) ‘\C-\CCCC CAGGGATCCAGGGG
TGATTCCCC GG AAGGG :

ACTAT-\TCCCCC'CCCCTT CAGGTACCGTCCTIGGGCCCGAG,

TGGAACCTTTTAGACTGGA 'Ci»\CC»\CCTCC CATAGGT C"TC-\CC»\CCC-\CAC

Or, upload afile: | Choose File | No file chosen

STEP 2 - Set options

WINDOW SIZE MINIMUM LENGTH MINIMUM OBSERVED MINIMUM PERCENTAGE
100 s 200 06 50

STEP 3 - Submit your job

Be notified by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results are available)

Slika 16: Iskanje CpG otokov v regiji Tst gena z razli¢nimi orodji: UCSC (A), MethPrimer (B), CpG Island
Searcher (C) in EMBOSS Cpgplot (D)

Figure 16: Searching for Cpg islands in Tst region with different tools: UCSC (A), MethPrimer (B), CpG
Island Searcher (C) in EMBOSS Cpgplot (D)

S spletnimi orodji miRWalk (Slika 17A) (http://www.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/), miRDB (Slika 17B) (http://mirdb.org/miRDB/),
MicroCosm (Slika 17C) (http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/#)
in miRecords (Slika 17D) (http://cl.accurascience.com/miRecords/) smo preverili obstoj
mikro RNA (angl. microRNA; miRNA) s tarnim mestom znotraj regulatorne regije
kandidatnega gena. Napovedane miRNA smo pridobili z vnosom imena gena v orodje.
Upostevali smo le tiste rezultate, katerih sekvence in taréno mesto napovedanih miRNA so
se ujemali s sekvenco kandidatnega gena.



46
Beltram J. Identifikacija vzro¢nega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

A miRWalk database

> mMiRWalk

The Database on Predicted and Validated microRNA Targets

Validated Targets Documentation Disclaimer

Predicted gene-miRNA interaction search

Species Mouse ¥ Select your specie of interest
Tst
Enter GeneSymbols OR EntreziDs
Identifiers
| Example |
Upload a file | Choose File | No file chosen OR Choose from a File (example list)
Gene Region
Promoter " 2000 | Upstream flanked || Upstream flanking region (assumed promoter) Max. 10kb is allowed
5 UTR L/ CDS ¥ 3UTR Restrict your search of miRNA binding sites within specific region(s)
Options
Transcript All ® Longest Select either all or the longest transcript of gene(s)
; Mini number of nucleotides of miRNA seq through which they can make one or more interactios with their
Min Seed Length || 17 ible targets
pValue 0.05 A probability distribution of random matches of a subsequence in the given sequence
Comparative analysis by 8 prediction programs
¥ DIANA-mT ¥ miRanda ¥ miRDB ¥ miRWalk ¥ RNAhybrid
¥ PICTAR4 ¥/ PICTARS Y PITA ¥ RNA22 ¥ TargetScan
B miRDB

Choose one of the following search options:

'Search by miRNA name |

Human ¥ Go | | Clear

Search by gene target |
Mouse v Gene Symbol v | |Tst | Go || Clear |

C MicroCosm

Select a Genome
M. musculus v

Enter miRNA id

Enter Gene Name [Tst

Enter EnsEMBL identifier ENSMUSG00000044

Select a GO class | Function v

Enter GO Term
® by phrase

Keyword Search

| Search

slika 17 se nadaljuje



47
Beltram J. Identifikacija vzro¢nega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

D miRecords

Validated Targetsl Predicted Targets lDownload Validated Targets | Submit Data | Documentation | Disclaimer | siRecords | Biolead.org

Updated!

miRecords was last updated on
April 27, 2013 Search Targets Below ( Click here to see the detailed information of the target prediction tools. )

= Species Mus musculus v
. mIiRNA Select a miRNA ¥ | (*miRNA Mature ID)

About miRecords

- Y r Target Gene Gene Name v | |Tst *Optional)

miRecords is a resource for animal

miRNA-target interactions. miRecords Search

consists of two components. The

Slika 17: Iskanje tarénih mest za miRNA v regiji Tst gena z razli¢nimi orodji: miRWalk (A), miRDB (B),
MicroCosm(C) in miRecords (D)
Figure 17: Searching for miRNA target sites in Tst region with different tools: miRWalk (A), miRDB (B),
MicroCosm(C) in miRecords (D)

Vse rezultate smo nato zdruZili v enotno sliko glede na izbrane kriterije: prisotnost vsaj
enega evolucijsko ohranjenega elementa ter vsaj dveh regulatornih elementov, kot so
vezavna mesta za transkripcijske faktorje in RNA polimerazo, histonske modifikacije,
DNA metilacija, CpG otok, odprt kromatin ali vezavna mesta za miRNA. Na ta nacin smo
poiskali najbolj ohranjena transkripcijsko aktivna mesta za katere menimo, da imajo
pomembno regulatorno vlogo pri genu Tst.
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4 REZULTATI

4.1 NATANCNEJSE KARTIRANJE QTL-A Fob3b2 Z ANALIZO F,-POPULACIJE
SUBKONGENE MISJE LINIJE M2

7 namenom natanénejSega kartiranja QTL-a Fob3b2, ki pri F,-populaciji kongene linije M
povzrodi statisticno znacilno zmanj$anje mascobnih depojev (PrevorSek, 2010b), smo
razvili sub-kongeno misjo linijo M2. Slednja vsebuje donorski segment vitke linije L med
mikrosatelitskima oznacevalcema D15Mit68 in DI5Mit239 (~1,7 Mbp) in se v celoti
nahaja znotraj kvantitativnega lokusa Fob3b2 (Slika 18). Mesta brez polimorfnih
mikrosatelitskih genetskih oznaevalcev (na Slika 18 prikazano kot sive cone) smo
genotipizirali s tremi SNP oznacevalci 1s32292369, rs32476725 in NES12090622. Na ta
nacin smo lahko natancneje dolocili meje donorskega segmenta vitke linije L pri sub-
kongeni liniji M2. Relativno dolga ne-genotipizirana segmenta smo uspeli skrajsati in jima
opredeliti izvor. Donorski segment vitke linije L tako zajema daljso regijo lokusa Fob3b2
na 15. kromosomu (~3,9 Mbp), napram predhodni genotipizaciji z mikrosatelitskimi
oznacevalci.
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Slika 18: Genetska sestava regije kvantitativnega lokusa Fob3b2 na 15. kromosomu ter genotipizirani
polimorfizmi sub-kongene linije M2. Crni pravokotnik —genomski segment debele linije F; tanka ¢rna érta —
genomski segment vitke linije L; sivi pravokotnik — regija z neznanim izvorom. Na desni strani je oznacen
interval Fob3b2, na levi pa uporabljeni polimorfni mikrosatelitski genetski oznacéevalci

Figure 18: The genetic map of the Fob3b2 QTL on Chr 15 and genotyped polymorphisms in M2 sub-
congenic line. Black rectangle — genomic segment from fat line (F); thin black line — genomic segment from
lean line (L); grey rectangle — unknown region. On the right site Fob3b2 segment position is marked and on
the left site polymorphic microsatellite genetic markers are presented

4.1.1 Fenotipska analiza F,-populacije sub-kongene linije M2

Populacijo F, sub-kongene linije M2 smo uporabili za potrditev vpliva kvantitativnega
lokusa Fob3b2, pri ¢emer smo med seboj primerjali fenotipe zivali z razlicnimi genotipi
(FF, FL in LL). Donorski segment pri sub-kongeni liniji M2 je v primerjavi s kongeno
linijo M relativno krajs$i (Slika 18). Ker so bile razlike med genotipi pri kongeni liniji M in
u¢inek QTL-a na zmanjSanje masc¢obnih depojev manjse v primerjavi z drugimi kongenimi
linijami, smo eno skupino F,-populacije misi krmili s krmo z visoko vsebnostjo mascob. S
slednjim smo povecali uc¢inek Fob3b2 in dodatno preverjali prisotnost interakcije gen-
dieta.

Misi krmljene s HFD krmo so priras¢ale telesno maso hitreje kot misi krmljene s
standardno krmo. Pri Sestih tednih starosti so misi iz HFD skupine v povpre¢ju bile 1,34-
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krat tezje od misi v kontrolni skupini (Slika 19). V nasprotju z mnenjem/hipotezo, da krma
z visokim delezem masScob spodbuja hiperfagijo, so misi krmljene s HFD krmo tekom
tednov zmanjSale konzumacijo le-te. Tako se je razlika pri 16. tednih starosti nekoliko
zmanjSala, in sicer je bila kontrolna skupina misi povprecno 1,24-krat lazja.

50
45
40
35
30
25

Telesna teza (g)

20

15

10 1 L 1 1 L 1 ]
3 5 6 8 10 12 14 16

Starost (tedni)

Slika 19: Telesna teza Fo-populacije sub-kongene misje linije M2, krmljene s visokokalori¢no in standardno
krmo. HFD — krma z viskim deleZem maséob; ALT — standardna, kontrolna krma

Figure 19: Body weight of sub-congenic mouse line M2-F, fed with high-fat and standard diet. HFD — high
fat diet; ALT — standard control diet

Statisti¢no znacilne razlike v telesni masi med homozigoti krmljeni s HFD krmo so se
kazale Ze pri treh tednih starosti in se ohranile vse do 16. tedna starosti, ko smo zivali
usmrtili (Preglednica 10). Podoben trend se je nakazoval tudi pri zivalih krmljenih s
standardno krmo, pri ¢emer razlike v telesni masi med homozigoti niso bile signifikantne.
Aditivni model podatkov iz F,-populacije sub-kongene linije M2 je pokazal znacilne
negativne vrednosti aditivnega ucinka alela, ki izvira iz vitke linije L. Vpliv alela na
telesno tezo pri treh tednih je tako bil -0,33 + 0,13 g in se je stopnjeval do 16. tedna
starosti, ko je njegov uc¢inek na zmanjsanje telesne teze bil kar -1,06 = 0,43 g. Tudi pri
skupini Fp-zivali krmljenih s standardno krmo smo opazili podoben trend, vendar z
nekoliko manj$im ucinkom alela L, ki pa se ni izkazal za signifikantnega. Pri tej skupini
zivali je bil aditivni u¢inek alela L na telesno maso pozitiven (0,15 + 0,26 g), kar pomeni,
da so zivali z alelom L bolj pridobivale na telesni tezi. Po Sestem tednu starosti, pa se je
njegov ucéinek na telesno maso spremenil (-0,51 = 0,70 g) in ohranil skozi celotno obdobje
preuCevanja zivali. Iz slednjega lahko zaklju¢imo, da je pri obeh skupinah zivali iz F,-
krizanja sub-kongene liniji M2, alel, ki izvira iz vitke linije L, zna¢ilno zmanjSeval telesno
tezo.
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Preglednica 10: Povpredja (+ standardni odklon) za telesno teZzo Fp-populacije misi krmljenih s standardno in
visokokalori¢no krmo pri razliénih starosti
Table 10: Means (+ standard deviation) for body weight of F, mice fed with standard and high-fat diet chow

HFD
Genotip TT3(9) TT6 (9) TT12 (g) TT16 (9)
FF (n=40) 12,70 + 0,82 33,13+0,52 46,97 + 0,69 49,89 + 0,81
FL (h=e62) 12,45 + 0,81 32,23 + 0,45 46,64 + 0,61 48,44+ 0,71
LL (1-42) 12,03 + 0,82 31,77 + 0,49 44,90 + 0,66 47,77+ 0,77
Pr(FF >FL)* 0,85 0,96 0,69 0,97
Pr(FF >LL)" 0,99 0,99 1,00 0,99
a 0,33+ 0,13 -0,68 + 0,28 -1,03 0,37 -1,06 + 0,43
d? 0,09 + 0,19 0,22 + 0,41 0,71 + 0,55 -0,38 + 0,64
Pr(lal >0)* 0,99 0,99 1,00 0,99
Pr(ldl >0)* 0,68 0,70 0,90 0,73
ALT
Genotip TT3(g) TT6 (9) TT12 (g) TT16 (g)
FF (n-10) 10,40 + 0,61 24,93+ 1,32 36,35+ 1,31 40,09 £ 1,72
FL (h=18) 10,70 + 0,50 23,77 + 0,99 34,68 + 0,95 37,97 + 1,30
LL (1= 14) 10,70 + 0,57 23,95+ 1,21 3521+ 1,18 39,01+ 1,57
Pr(FF >FL)* 0,75 0,83 0,90 0,89
Pr(FF >LL)* 0,72 0,77 0,80 0,73
a 0,15+0,26 0,51+ 0,70 0,57 0,70 -0,54 + 0,92
d? 0,12 + 0,34 -0,69 + 0,98 -1,10 + 0,98 1,57+ 1,32
Pr(lal >0)* 0,71 0,77 0,80 0,73
Pr(ldl >0)* 0,67 0,77 0,87 0,88

TT3, TT6, TT12, TT16 — telesna teza pri 3., 6., 12. in 16. tednih starosti; HFD — visokokalori¢na krma; ALT
— standardna, kontrolna krma; Pr(X > Y)! — posteriorna verjetnost da je genotip X debelejsi/ bolj zamasten
kot kot genotip Y; ? — povpregen u¢inek zamenjave alel (aditivni u¢inek); * - dominantni vpliv; Pr(|X| > 0)* —
posteriorna verjetnost, da je absolutna vrednost X ve¢ja od 0. Statisti¢no signifikantne vrednosti (Pr > 0,95)
so oznacene s krepko pisavo

TT3, TT6, TT12, TT16 — body weight at 3, 6, 12 and 16 weeks of age; HFD — high fat diet; ALT — standard
control diet; Pr(X > Y)* - posterior probability that a genotype X is heavier/fatter than genotype Y: % —
averages allele substitution effect - additive effect; * - dominance deviation; Pr(IXl > 0)* — posterior
probability that absolute value of X is greater than 0. Statistically significant values (Pr > 0,95) are marked in
bold

Statisti¢no signifikantne razlike med genotipi so se pokazale pri femoralnem maS¢obnem
depoju misi, krmljenih s HFD, kjer je tudi aditivni u€inek alela, ki izvira iz vitke linije L
imel znacilen vpliv na zmanjSanje mase mascobnega depoja (-0,047 + 0,020 g)
(Preglednica 11). Trend vpliva alela L se je kazal tudi pri drugih mascobnih depojih
homozigotov vitke linije (LL) za segment Fob3b2. Najvecji ucinek je bilo zaznati pri
gonadalnem mascevju (-0,061 = 0,039 @), ki pa ni bil statisticno znacilen. Kvantitativni
lokus Fob3b2, ki ga zajema sub-kongena linija M2, povzro¢i tudi statistiéno znacilno
manjsi adipozni indeks (-0,273 + 0,162 g), kot posledica zmanj$anja vseh $tirih opazovanih
mascobnih depojev. Slednje je potrdila tudi analiza mas¢obnih depojev kontrolne skupine
misi. OpaZen je podoben trend, vendar z manj$im vplivom alela vitke linije L, ki pa pri tej
skupini ni signifikanten. Zaradi vec¢jega vpliva kvantitativnega lokusa Fob3b2 pri skupini
misi krmljenih s HFD krmo, smo se za vse nadaljnje analize v tej raziskavi osredotocili le
na to skupino.
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Preglednica 11: Povpredja (+ standardni odklon) za maso ma$¢obnih depojev in adipoznega indeksa F»-
populacije misi krmljenih s standardno in visokokalori¢no krmo
Table 11: Means (+ standard deviation) for fat pads of F, mice fed with standard and high-fat diet chow

HFD
Genotip ABD (g) FEM (g) MEZ (g) GON (9) ADI (g)
FF (h=40) 0,631 +£0,022 1,170 + 0,037 1,123 £ 0,057 0,890 £+ 0,066 6,459 £ 0,282
FL =62 0,602 + 0,019 1,108 + 0,033 1,053 + 0,047 0,777 £ 0,055 6,025 £ 0,240
LL (n=42) 0,596 + 0,021 1,076 + 0,036 1,053 + 0,053 0,768 = 0,062 5,949 £ 0,266
Pr(FF >FL)* 0,90 0,95 0,86 0,94 0,94
Pr(FF >LL)" 0,92 0,99 0,83 0,94 0,95
a -0,017 £ 0,012 -0,047 + 0,020 -0,035+ 0,036 -0,061 + 0,039 -0,273 £ 0,162
d? -0,011 +£0,018 -0,015 + 0,030 -0,035 £ 0,054 -0,052 + 0,058 -0,197 £ 0,240
Pr(lal >0)* 0,92 0,99 0,84 0,94 0,95
Pr(ldl >0)* 0,74 0,69 0,74 0,82 0,80
ALT
Genotip ABD (g) FEM (g) MEZ (g) GON (9) ADI (g)
FF (n=10) 0,409 + 0,031 0,865 + 0,065 0,998 + 0,086 0,952 £ 0,098 5,435+ 0,448
FL (=18 0,403 £ 0,021 0,851 + 0,044 1,024 + 0,057 1,013 £ 0,065 5,559+ 0,297
LL (=14 0,402 + 0,029 0,817 + 0,061 1,029 £ 0,080 0,969 + 0,092 5,398 £ 0,418
Pr(FF >FL)1 0,57 0,58 0,62 0,72 0,61
Pr(FF >LL)1 0,73 0,73 0,62 0,56 0,53
A2 -0,003 £ 0,018 -0,024 + 0,039 0,016 £ 0,051 0,009 £+ 0,059 -0,019 + 0,269
D3 -0,003 + 0,025 0,010+ 0,053 0,011 +0,070 0,052 £ 0,080 0,142 + 0,365
Pr(lal >0)4 0,58 0,74 0,62 0,56 0,53
Pr(ldl >0)4 0,55 0,58 0,56 0,74 0,65

HFD - visokokalori¢na krma; ALT — standardna, kontrolha krma; ABD — abdominalni mas¢obni depo; FEM
— femoralni mas¢obni depo; MEZ — mezenterialni maséobni depo; GON — gonadalni mas¢obni depo; ADI —
adipozni indeks; Pr(X > Y)* — posteriorna verjetnost da je genotip X debelejsi/ bolj zamaséen kot kot genotip
Y; 2 — povpregen u¢inek zamenjave alel (aditivni ucinek); - dominantni vpliv; Pr(JX| > 0)* — posteriorna
verjetnost, da je absolutna vrednost X veéja od 0. . Statisti¢no signifikantne vrednosti (Pr > 0,95) so oznaene
s krepko pisavo

HFD - high fat diet; ALT — standard control diet; ABD — abdominal fat depo; FEM — femoral fat depo; MEZ
— mesenteric fat depo; GON — gonadal fat depo; ADI — adiposity index; Pr(X > Y)* - posterior probability
that a genotype X is heavier/fatter than genotype Y 2 — averages allele substitution effect - additive effect; * -
dominance deviation; Pr(IXI > 0)* — posterior probability that absolute value of X is greater than O.
Statistically significant values (Pr > 0,95) are marked in bold

Test glukozne tolerance je standardni postopek, kjer ugotavljamo kako hiter je vnos
eksogene glukoze iz krvi v celice. PoslabSana glukozna toleranca kaze na tezave pri
vzdrzevanju glukozne homeostaze (inzulinska rezistenca, diabetes,...). Test glukozne
tolerance smo opravili na HFD skupini homozigotov F,-M2 debele (n = 29) in vitke linije
(n=21) za segment Fob3b2 pri starosti Stirth mesecev. Na Slika 20 vidimo, da so
homozigoti LL imeli visji zaCetni nivo glukoze v krvi (¢as = 0 min), kot homozigoti FF. Po
vnosu glukoze, se je nivo le-te dvignil. Po 30-ih minutah je nivo glukoze v krvi pri
homozigotih LL zacel padati, medtem ko je nivo glukoze pri homozigotih FF $e naras¢al in
pricel padati Sele po eni uri. Sklepamo lahko, da homozigoti LL za segment Fob3b2 Se
niso razvili inzulinske rezistence. Zaradi relativno velikih standardnih odklonov razlike
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med genotipi niso bile statisti¢no znacilne. Analiza glukozne tolerance po spolu je razkrila
statisticno znacilne razlike med genotipi pri samicah. In sicer so samice, homozigoti LL za
segment Fob3b2, imele boljso glukozno toleranco, medtem ko ni bilo opaziti nobenih
razlik v nivoju glukoze v krvi samcev.

Inzulinsko rezistenco spremlja tudi zmanj$ano izrazanje adiponektina (Adipoq), tj. gena, ki
ga izlocajo adipocite in ki vpliva na boljSo obcutljivost na inzulin ter ima antidiabeti¢ni
vpliv. Analiza izraZanja gena adiponektin (Slika 20) v gonadalnem mascobnem depoju F»-
populacije sub-kongene misje linije M2 je pokazala statisti¢éno znacilno povisano izraZanje
gena pri homozigotih vitke linije L za segment Fob3b2. Zmanjsano izrazanje gena in v
skladu s tem tudi slabSa glukozna toleranca, kazeta na razvoj inzulinske rezistence pri
homozigotih FF.
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Slika 20: Test oralne glukozne tolerance in izraZanje gena adiponektin v gonadalnem maséevju pri HFD
skupini F, sub-kongene linije M2

Figure 20: Oral glucose tolerance test andr elativ expression of adiponectin gene in gonadal fat pad in HFD
group of F, sub-congenic line M2

4.1.2 Identifikacija kandidatnega gena znotraj QTL-a Fob3b2

Z intervalno specifi¢no analizo haplotipov med linijama F in L ter kongenima linijama M
in M2, znotraj skrajSanega segmenta Fob3b2 (~3,9 Mbp), smo odkrili non-1BD regije z
variacijami, ki prispevajo k razlikam v zamaS¢enosti med linijami in identificirali 20
pozicijskih kandidatnih genov za vitkost. Znacilno povisano izrazanje (> 2,5-krat; na Slika
21 oznaceno z rdec¢o vodoravno ¢rto) v tkivih gonadalne mascobe F2-M2 homozigotov LL
za segment Fob3b2 so imeli geni Apol7a (angl. Apolipoprotein L 7a), Apol7b (angl.
Apolipoprotein L 7b), Apol7e (angl. Apolipoprotein L 7e) in Tst (angl. Thiosulfate
sulfurtransferase). Kljub znacilno razli¢ni ekspresiji Apol* genov med homozigoti za
odsek Fob3b2, so bili slednji na mejnem robu ekspresije (C; > 33). Primerjava
diferencialnega izrazanja zelo nizko izrazenih genov je lahko problemati¢na, zato smo te
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gene izkljucili iz nadaljnjih analiz. Gen Tst se je tako izkazal kot edini tkivno specifi¢no
razli¢no izrazen gen v gonadalnem maséevju sub-kongene M2 linije.
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Slika 21: Relativna sprememba izrazanja non-IBD kandidatnih genov v gondalanem ma¢obnem depoju F,-

populacije sub-kongene misje linije M2
Figure 21: Relative fold change of non-1BD canidate genes in F,-M2 gonadal fat pad

Kot glavni kandidatni gen za vitkost znotraj QTL-a Fob3b2 se je Tst pokazal tudi pri
drugih analizah, katerih rezultati so prikazani na Slika 22. Pozitiven zadetek pri vsaki od
analiz smo prikazali z rde¢im kvadratkom, negativen s sivim, rezultate brez podatkov pa
smo podali z belim kvadratkom. Izmed vseh izbranih non-IBD genov, je le Tst imel
zadetke pri vseh kriterijih posameznih analiz.
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Slika 22: Prikaz rezultatov analiz za dolo¢anje glavnih kandidatnih genov za vitkost znotraj kvantitativnega
lokusa Fob3b2. Rdeti kvadratek — zadetek oz. pozitiven rezultat; sivi kvadratek — ni zadetka 0z. negativen
rezultat; bel kvadratek — ni podatka

Figure 22: Results of top candidate lean gene positioned within the Fob3b2 region. Red square — hit/positive
result; gray square — no hit/negative result; white square — no data

4.2 REZULTATI ANALIZE VPLIVA KANDIDATNEGA GENA Tst

S sekveniranjem eksonov gena Tst pri F,-M2 sub-kongeni liniji smo identificirali le en
polimorfizem, in sicer v 3'UTR regiji gena (polimorfizem prikazan na Slika 25). Odkriti
SNP v prepisanem nekodirajo¢em delu kandidatnega gena Tst (rs31534689) smo izkoristili
za analizo alelne diskriminacije ter s tem preverili obstoj razlik v izrazanju mRNA v
maséobnem tkivu heterozigotov F, za segment Fob3b2. Z vnosom izmerjene intenzitete
fluorescence alelno specificnega izrazanja Tst na standardno krivuljo (Slika 23 levo) smo
dolo¢ili relativno izrazanje alela iz vitke linije proti alelu iz debele linije (L:F).
Ekstrapolirane vrednosti izrazanja alelov pri heterozigotih populacije F, sub-kongene linije
M2, kazejo na visjo ekspresijo alela iz vitke linije L (povpre¢je F:L = 1:1,64). Rezultati
alelno specifi¢nega izrazanja tako nakazujejo kavzalnost variacije z alelom iz vitke linije L
na poviSan nivo Tst mRNA in posledi¢no vpliv na vitkost.
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Slika 23: Alelno specifiéna ekspresija gena Tst pri F,-M2 heterozigotih za segment Fob3b2
Figure 23: Allelic imbalance of Tst gene in heterozygotes from F2-M2 sub-congenic cross

Z analizo korelacij smo preucili ali obstajajo podobni fenotipski u¢inki gena Tst tudi pri
nekaterih drugih misjih linijjah na razliéne metabolicne parametre ter Ce obstajajo
asociacije z drugimi geni, specifi¢no izrazenimi v adipoznem tkivu smo preverili (Slika
24). Kandidatni gen Tst je bil statisticno signifikantno (p-vrednost < 0,05) povezan s 4114
geni izrazenimi v mascobnem tkivu 23-ih linij misi, od tega s 1140 geni v moc¢ni oz. zelo
moc¢ni korelaciji (r-vrednost > |0,7 — 1|). Klasifikacija genov s spletnim orodjem
PANTHER (http://pantherdb.org/) je razvrstila slednje v 42 skupin glede na molekularno
funkcijo genov, po sistemu genske ontologije (GO; angl. Gene Ontology). Na Slika 24
(levo) so prikazane le pozitivne in negativne moé¢ne oz. zelo mocne povezave med Tst in
ostalimi geni. Geni, ki so v signifikantni pozitivni povezavi s Tst spadajo v skupino s
transportno aktivnostjo (GO: 0005215; Slcla3, Slc5a6), skupino, ki se selektivno in
nekovalentno veze z DNA ali RNA sekvenco z namenom uravnavanja transkripcije (GO:
0001071; Sox7, Bnc2, Sp2), skupino s kataliti¢no in regulatorno aktivnostjo (G0O:0003824,
0030234; Ppm1k), skupino z vezavno aktivnostjo (GO:0005488; Vegfa, Gulpl, Angptl,
Lgals12), skupino s transkripcijsko regulatorno aktivnostjo (G0O:0045182; Ddx3y) in
skupino s kataliti¢no in vezavno aktivnostjo (GO: 0003824; N6amtl). Moc¢no negativno je
kandidatni gen koreliran le s Baiap2, ki v kombinaciji z zunaj- ali znotraj-celi¢nim
sporoCilom promovira spremembo v celi¢ni aktivnosti (GO: 0004872). Izrazanje gena Tst
je med metaboli¢nimi parametri signifikantno negativno korelirano le z vsebnostjo glukoze
v krvi (GLU) in z odstotkom mascob (% MA). Vsebnost holesterola (HOL), trigliceridov
(TG) in masa gonadalne mascobe Se zmanjSuje ob povisanem izrazanju gena Tst, vendar se
povezanost le nakazuje. Da ima povis$ano izrazanje gena Tst vpliv na vitkost ter s tem tudi
izboljSane metaboli¢ne parametre pri sub-kongeni liniji M2, potrjuje tudi signifikantno
znacilna povezanost med Tst in Adipoq pri drugih mi§jih linijah (Slika 24 desno). Njuna
korelacija je pozitivna in zmerna, kar pomeni, da ob poviSanem izrazanju gena Tst
opazimo tudi poviSano ekspresijo adiponektina, ki posredno vpliva na boljSo obcutljivost
celic na inzulin.

(T:4) 121e al1owzey
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Slika 24: Moc¢na oziroma zelo mo¢na korelacija med kandidatnim genom Tst, geni izrazenimi v adipoznem
tkivu ter metaboli¢nimi parametri pri 23-ih mi§jih linijah. GLU — glukoza ; HOL — holesterol; TG —
trigliceridi; %MA — delez mascob; GON — gonadalnamas¢obni depo

Figure 24: Correlation heatmap of Tst, adipose tissue expressed genes and different metabolic parametrs in
23 mouse lines. GLU — glucose; HOL — cholesterol; TG — triglycerides; %MA — fat percent; GON — gonadal
fat pad

4.3 DOLOCANJE VZROCNOSTI KANDIDATNIH GENOV ZA UCINEK Fob3b2
QTL

Namen natan¢nega sekveniranja lokusa Tst debele in vitke linije v nasi $tudiji je bil
identificirati Se ostale moZne genetske variante, ki bi lahko prispevale k ucinku
preucevanega QTL-a na debelost oziroma vitkost. Sekveniranje je obsegalo 10962 bp dolg
segment (Chr 15: 78399030 - 78409992 bp), ki je pokrival gen Tst ter del navzgor
(promotorski del) in navzdol od gena. Poravnava sekvence debele in vitke linije je
pokazala le pet polimorfizmov (Slika 25). V primerjavi z referen¢no sekvenco linije
C57BL/6J (Slika 25A), vsebujta liniji F in L 3 SNP-¢, delecijo nukleotida in insercijo dveh
nukleotidov pri liniji F (Slika 25B). Polimorfizem rs31534689, katerega smo odkrili tudi
pri sekveniranju eksonov pri sub-kongeni M2 misji liniji, se nahaja v regiji 3’UTR,
medtem ko so vse ostali variante locirane znotraj introna Tst. Nobenega polimorfizem
nismo odkrili v regiji navzgor od gena. Sekvence debele in vitke linije in sekvence drugih
misjih linij smo primerjali med seboj ter na ta nacin poskusali dolociti izvor lokusa Tst
nasih linij. Linija F ima enak haplotip genetskih variant gena le z linijo WSB/EiJ, podobna
je pa tudi drugim divjim linijam, kot so CAST/Eij, PWK/PhJ in SPRET/EiJ (Slika 25B).
Po drugi strani pa ima vitka linija L skupen haplotip z ostalimi 13 klasi¢nimi inbridiranimi
linjjami, vkljucujo€ referen¢no linijjo C57BL/6J.
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Slika 25: Identificirani polimorfizmi znotraj regije Tst med vitko in debelo linijo
Figure 25: Identified variations between Fat and Lean mouse line within the Tst region

Glavni cilj izgradnje karte kandidatnih regulatornih elementov gena Tst (v nadaljevanju
»Tst atlas«) je bil sestaviti oziroma povezati razlicne genomske anotacije za kandidatno
regijo lokusa Tst ter z razlicnimi bioinfomacijskimi orodji (Slika 26 A-H) identificirati
genomske odseke, ki so potencialno pomembni za regulacijo izrazanja gena Tst. Iskali smo
elemente povezane s spremembami strukture kromatina, kot so histonske modifikacije,
regije odprtega kromatina, mesta metilacije DNA in vezavna mesta za transkripcijske
faktorje, polimerazo RNA in miRNA. Dodatno smo pregledali tudi genetske variante pri
vseh sekveniranih misjih linijah. Zgornji del slike prikazuje strukturo gena Tst (6304 bp),
ki vsebuje dva eksona in en intron. Na sliki je s svetlo sivim kvadratom oznacen promotor,
ki se prekriva z zaCetnim mestom transkripcije gena (na sliki oznaceno s puscico). Znotraj
~ 7,4 kb dolgega preucevanega segmenta, smo iskali evolucijsko ohranjene elemente
znotraj 39 vrst sesalcev nadreda »vi$ji sesalci (lat. eutheria). Skupno se nahaja znotraj
preucevanega segmenta 12 visoko ohranjenih regij (Slika 26A), izmed katerih samo dva
najdaljSa elementa pri¢akovano sovpadata z eksonoma. Nadaljnje smo opazili dve mesta
hipersenzitivni na DNazo | oziroma regije odprtega kromatina (Slika 26B), kjer ena kartira
v intron, druga pa prekriva promotorsko mesto gena Tst. Regije odprtega kromatina
sovpadajo z vezavnimi mesti transkripcijskih faktorjev (Slika 26C). V podatkovni bazi
Ensembl smo nasli anotacijo vezavnih mest za 5 razli¢nih transkripcijskih faktorjev
(ESRRB, E2F1, ZFX, KLF4 in NELFE), medtem ko sta spletni orodji Alibaba2.1 in
MotifMap napovedali dodatnih 55 razli¢nih potencialnih vezavnih mest, izmed katerih so
imeli najvi§jo frekvenco transkripcijski faktorji SP1, NF1 in C/EBPa. Zabelezili smo 4
razli¢ne histonske modifikacije (Slika 26D) in vezavno mesto za polimerazo RNA (Slika
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26E), eksperimentalno potrjeno v projektu ENCODE pri dveh celi¢nih linijah, v regiji
odprtega kromatina v promotorskem delu gena. Zbrane anotacije tako kaZzejo na
regulatorno vlogo identificiranih dveh regij odprtega kromatina znotraj Tst lokusa.
Identificirali smo 181 CpG mest, katerih stopnja metilacije (0 - 100 %) je na Slika 26F
prikazana kot viSina Crtice. Najnizja stopnja metilacije oziroma nemetilirana mesta se
prekrivajo z napovedanimi regijami CpG otokov (Slika 26G), kot tudi s promotorsko regijo
gena Tst in regijo odprtega kromatina. Rezultati analize z orodji za napoved vezavnih mest
za miRNA (Slika 26H) nakazujejo na prisotnost regulatorno pomembne regije na 3'
neprevedenem mestu drugega eksona gena Tst. Orodja so predpostavila 54 razli¢nih
miRNA, med katerimi so bile najveCkrat napovedane mmu-miR-10a, mmu-miR-10b,
mmu-miR-761, mmu-miR-214, mmu-miR-670, mmu-miR-877 and mmu-miR-339. Pri
analizi so se izpostavila tudi 4 mesta v 3'UTR regiji gena Tst, ki so vsebovala najveé
napovedi za vezavo miRNA. Primerjalna analiza vseh zabelezenih regulatornih elementov
kaze na obstoj treh pomembnih regulatornih segmentov, ki locirajo v promotorski,
intronski in 3'UTR del lokusa Tst (na Slika 26 spodaj Segment 1-3).

Zbrani podatki regulatornih elementov lokusa Tst in identifikacija genetskih variant med
nasima linijama F in L so omogo¢ili dolo¢itev glavnih variant, klju¢nih za u¢inek lokusa
Tst na vitkost. Izmed $tirih intronskih variant (Slika 25), je le ena (rs251994838) locirana
znotraj evolucijsko ohranjenega elementa. Druga kandidatna varianta (rs31534689) pa lezi
v 3' neprevedeni regiji gena Tst. Z bioinformacijsko analizo smo identificirali kar nekaj
moznih vezavnih mest okrog kandidatnega SNP-a, a le miRNA mmu-miR-338-5p je imela
napovedano popolno vezavo s »seed« mestom na variacijo, ki izvira iz vitke linije L.
Polimorfizma rs251994838 in rs31534689 tako predstavljata glavni genetski variaciji,
kavzalni za fenotip vitkosti pri homozigotih M2 LL za segment Fob3b2.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Glavna tema doktorske naloge je bilo pozicijsko kloniranje kvantitativnega lokusa za
vitkost znotraj QTL odseka Fob3b2. V prvem delu naloge je bilo teziSée na pristopu
natancnejSega genetskega kartiranja. V drugem delu je bil cilj dokazati vzrocnost
identificiranih  kandidatnih genov  z  ekspresijskimi  Studijami in  razli¢nimi
bioinformacijskimi analizami. Z natan¢nej$§im kartiranjem smo Zeleli s kvantitativno
analizo krizanja F, subkongenih linij ¢im bolj zoZati genetski odsek, ki je odgovoren za
vpliv na vitkost. Z ekspresijskimi in bioinformacijskimi analizami pa smo Zeleli odkriti
kandidatne gene, ki se nahajajo znotraj preucevanega lokusa ter z zbranimi podatki iz
razli¢nih baz identificirati vzro¢ni gen.

5.1.1 NatanénejSe kartiranje QTL Fob3b2

Z metodami grobega Kkartiranja v raziskavah genoma misi so predhodne Studije
identificirale stiri QTL z u¢inkom na maso masc¢evja Fobl, Fob2, Fob3 in Fob4. QTL z
najvecjim vplivom je Fob3, ki se nahaja na 15. kromosomu in pojasnjuje kar 14,4 %
fenotipske variance za odstotek mascevja (Horvat in sod., 2000). Regijo so podrobneje
kartirali v raziskavi Stylianou in sod. (2004) ter jo razdelili na dva manjsa segmenta Fob3a
in Fob3b. Odkrita sta bila na misji populaciji F», katere izhodi$¢ni starSevski liniji sta bili
poligeni model debele (F) in vitke (L) misi. Slednji se med seboj moé¢no razlikujeta zaradi
dolgoroéne dvosmerne selekcije za nalaganje mascevja (Biinger in Hill, 1999). Za
natan¢nejse kartiranje lokusa Fob3b2 smo razvili populacijo F, sub-kongene misje linije
M2, ki izhaja iz omenjenih selekcioniranih linij, pri ¢emer je vitka linija sluzila kot
donorska linija znotraj preucevanega lokusa, linija F pa kot prejemna linija. Subkongena
linija M2 ima torej genetsko ozadje prejemne linije F, donorski segment linije L pa
predstavlja le odsek med mikrosatelitskima genetskima markerjema D15Mit68 in
D15Mit239. 1zmed polimorfizmov odkritih v The Jackson Laboratory (ZDA) pri linijah F
in L ter kongeni liniji M, smo izbrali tiste, ki so locirani v negenotipiziranih segmentih
lokusa Fob3b2 pri sub-kongeni liniji M2. Na ta nacin smo lahko natan¢neje opredelili
donorski segment vitke linije, Ki pri liniji M2 sega od rs32476725 do NES12090622 (2,8
Mbp) in se nahaja znotraj lokusa Fob3b2. Nadaljnje zmanjSevanje genetskega intervala
QTL pri misih je tezko dosegljivo, ker je razmerje med genetsko rekombinacijo (1%
rekombinacije oziroma 1c¢M) in fizi¢no razdaljo (v baznih parih, bp) zelo neugodno: 1 cM
genetske razdalje pomeni 1 Mbp fizi¢ne razdalje v bp (Shifman in sod., 2006). Zato pri
tipiénih velikostih krizanj, ki so ekonomsko in prakti¢no izvedljivi pri misih (do 500 F»
Zivali) ne moremo pricakovati tako velikega Stevila rekombinantov v tarénem odseku, ki bi
zmanjSali fino kartiran interval pod 1 cM. Poleg tega se pogosto pojavlja interferenca
izmenjave kromatid (angl. crossing over) v donorskih segmentih, ki so genetsko
heterogene v sicer homogenem genomskem ozadju. V takih heterozigotnih donorskih
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segmentih so namre¢ eksperimentalno pokazali, da je frekvenca rekombinacij Se manjsa
(Valdar in sod., 2006). Zaradi teh fenomenov v nasem poskusu nismo nadaljevali z
nadaljnjimi krizanji in lahko zaklju¢imo, da smo dosegli visoko stopnjo natan¢nosti
genetskega Kartiranja pri subkonegni liniji M2 z dosezeno fizi¢no razdaljo 2,8 Mbp
oziroma 1,4 cM.

Pri analizi razlicnih parametrov F,-populacije sub-kongene linije M2 za Fob3b2, kjer je
ena skupina bila krmljena s standardno krmo (ALT), druga pa s krmo z visoko vsebnostjo
mascob (HFD), smo primerjali fenotipske razlike med tremi genotipi (LL, FL in FF) obeh
skupin. Analiza opisnih statistik je pokazala, da so misi krmljene s HFD pridobivale na
telesni masi veliko hitreje kot druga skupina. Razlike v telesni masi in masi ma$cobnih
depojev med homozigoti FF in LL za segment Fob3b2, pri skupini ALT, so tekom
celotnega obdobja preucevanja nakazovale trend (homozigoti FF v poprecju en gram tezji),
vendar razlike niso bile statisticno znacilne tudi zaradi relativno velike variabilnosti znotraj
genotipov FF in LL. Za majhne razlike in velike variacije znotraj genotipa je najverjetnejsa
razlaga v dolzini donorskega segmenta vitke linije L, ki je pri liniji M2 krajsi. Da ima QTL
manjsi, vendar signifikanten u¢inek na zamascevanje, so ugotovili Ze v raziskavi Prevorsek
(2010b), kjer so ucinek slednjega preucevali tudi na kongeni liniji M, iz katere izvira nasa
sub-kongena linija. Zatorej lahko sklepamo, da ima QTL Fob3b2 pri liniji M2 krmljeni z
ALT krmo manjsi ucinek, z nakazanimi razlikami med genotipi. V tem primeru bi lahko
Slo za fenomen vezane epistaze, zelo redek, vendar ze opaZen pojav predvsem pri
genetskih modelih, ki omogocajo analizo velikega Stevila rekombinacij in imajo kratek
generacijski interval, kot so vinska muS$ica in nekatere rastline (Haig, 2011). Da se je
ucinek QTL Fob3b2 pri liniji M2 krmljeni z ALT krmo zmanjsal v primerjavi z linijo M
lahko pripisemo epistatiénemu delovanju QTL Fob3b2 s tesno vezanim alelom vitke linije,
ki je prisoten v daljSem donorskem segmentu linije M, ne pa tudi v liniji M2. Menimo, da
je ta rezultat lahko podlaga za nadaljnje raziskovanje tega redkega fenoma, ki lahko razlozi
tudi doloCen deleZ variabilnosti, ki ni pojasnjena, v literaturi imenovani kot »manjkajoca
dednost« (angl. missing heritability) (Eichler, 2010).

Ceprav u¢inek QTL-a Fob3b2 na vzdrzevalni krmi ni bil zelo izrazit, pa smo uspeli potrditi
njegov ucinek z visoko statisticno znacilnostjo pri Fo-populaciji linije M2 krmljene s krmo
HFD. Rezultati analize fenotipskih podatkov so pokazali, da imajo homozigoti LL krmljeni
s HFD krmo, manj$o telesno maso in maso mascobnih depojev, kar lahko pripiSemo
ucinku Fob3b2. Negativni koeficienti pri analizi aditivnega modela za vsako preucevano
lastnost skupine HFD, kaZejo na izrazito zmanj$ano zamaséenost pri zamenjavi enega alela
F z alelom L (npr.: Fob3b2 vpliv na adipozni indeks v povpre¢ju -0,273 £ 0,162 g).

Razvoj debelosti spremljajo tudi druge spremembe v metabolizmu. Da ima QTL Fob3b2
ugodne ucinke na vitkost smo potrdili z analizo glukozne tolerance. Kot Ze omenjeno
poslabsana glukozna toleranca kaze na tezave pri vzdrZzevanju glukozne homeostaze
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(inzulinska rezistenca, diabetes,...), kar smo tudi opazili pri homozigotih FF za segment
Fob3b2. Medtem ko so homozigoti LL uspesno in hitro uspeli znizati nivo glukoze v krvi
po administraciji le-te, so homozigoti FF za slednje potrebovali veliko ve¢ Casa.

Zanimivo je, da je analiza vpliva genotipa na glukozno toleranco misi krmljenih s HFD
krmo, lo¢eno po spolu, pokazala statisticno znacilno izboljSano glukozno homeostazo pri
homozigotnih samicah LL za segment Fob3b2, v primerjavi s FF homozigotnimi
samicami. Samci so razvili glukozno intoleranco in med njimi ni bilo razlik. Dobljeni
rezultati sovpadajo z dognanji Studij na ¢loveku, kot tudi na drugih Zivalskih modelih, kjer
so dokazali boljSo obcutljivost na inzulin in vecjo rezistenco na visokokalori¢no hrano pri
zenskem spolu ter ve¢jo dovzetnost na razvoj inzulinske rezistence pri moskih, kljub
manjSemu odstotku telesnih mas¢ob. Vzroki za te razlike med spoloma pa Se niso dobro
pojasnjeni (Macotela in sod., 2009; Varlamov in sod., 2014). Povecano telesno teZo in
inzulinsko rezistenco spremlja tudi zmanjSano izrazanje adiponektina (Adipoq), katerega
glavni funkciji sta uravnavanje metabolizma glukoze in oksidacije mascobnih kislin.
Slednje velja tudi za naso sub-kongeno linijo — homozigoti LL imajo dvakrat vi$jo
izrazanje gena adiponektin kot homozigoti FF. Sklepamo lahko, da so slednji razvili
inzulinsko rezistenco in debelost, medtem ko je Fob3b2 na misi genotipa LL deloval
rezistentno proti razvoju debelosti. O visokih in pozitivnih korelacijah med nivojem
adiponektina v krvni plazmi in ugodnimi u€inki na zmanjSanje debelosti ter inzulinske
rezistence so porocali tudi v epidemioloskih studijah pri ljudeh (Silha in sod., 2003). Nasa
raziskava k temu ponuja novo znanje in sicer, da je lahko dolo¢en deleZz teh ugodnih
ucinkov povezan z delovanjem gena Tst oziroma izboljSanjem metabolizma mitohondrijev,
kjer Tst deluje.

Glede na rezultate nase raziskave lahko zaklju¢imo, da smo uspes$no natanc¢neje kartirali
Fob3b2 ter da smo uspeli dokazati njegov vpliv na rezistenco za razvoj debelosti pri misih.
Rezultati so predstavljali podlago za drugi del naloge, kjer smo zeleli znotraj kartiranega
odseka odkriti vzro¢ni gen.

5.1.2 Dolocanje vzrocnosti kandidatnih genov za u¢inek QTL Fob3b2

Znotraj intervala Fob3b2 smo identificirali genomske regije, ki med linijama F in L niso
enake po izvoru. V takih regijah se namre¢ najverjetneje nahajajo vzro¢ni polimorfizmi
(DiPetrillo in sod., 2005). Pri primerjavi haplotipov med linijama F in L, smo izbrali 20
kandidatnih genov, ki so se nahajali znotraj non-IBD regij. Analiza izrazanja izbranih
kandidatnih genov v gonadalnem mascevju homozigotov debele in vitke linije M2 je
pokazala 2,5-kratno povisano ekspresijo le pri genih Apol7a, Apol7b, Aplo7e in Tst. Po
pregledu podatkov o izrazanju Stirih izbranih genov v drugih tkivih misi v podatkovni bazi
BioGPS (2015), smo ugotovili, da se geni Apol* specifi¢no izrazajo le v imunskih celicah
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in ne v adipocitih. VzorCenje smo opravili pri relativno starih zamascenih zivalih (16.
tednov), hranjenih s HFD krmo. Znano je, da stanje prekomerne adipoznosti pri miSih
mocno poveca dovzetnost za okuzbe in negativno vpliva na imunski sistem in obrambne
mehanizme (Fantuzzi, 2005; Fantuzzi, 2013). Glede na veliko moznost prisotnosti
infiltriranih imunskih celic v vzorcih mascevja ter relativno poznih ciklih detekcije v
vzorcih (nizke koli¢ine tar¢nega gena) smo skupino izrazenih genov apolipoprotein L
(Apol*) izkljucili iz seznama pomembnih kandidatnih genov in jih nismo upostevali pri
nadaljnjih analizah.

Na osnovi rezultatov bioinformacijske analize povezav kandidatnih genov z zamaséenostjo
oziroma adipoznim tkivom glede na razliéne podatkovne baze in kriterije, zdruzenimi s
rezultati ekspresije genov pri liniji F in L (Morton in sod., 2011) in sub-kongeni liniji M2,
smo doloc¢ili gen Tst kot najbolj verjetni kavzalni kandidatni gen znotraj lokusa Fob3b2
(Slika 21 in Slika 22). Tiosulfat sulfurtransferaza je $e relativno nepoznan zaséitni encim,
ki pospeSuje detoksifikacijo cianida v tiocianat. V najve¢ji meri je prisoten v jetrih,
ledvicah in debelem crevesju, kjer je pomemben pri detoksifikaciji produktov mikrobiote,
katera pridobiva energijo z oksidacijo organskih komponent oziroma vodika (H,) preko
pretvorbe sulfatov (S0Z~) v vodikov sulfid (H,S). Novejsa dognanja pa kaZejo na vlogo
encima v poteh mitohondrijske oksidacije sulfida, kjer katalizira prenos sulfan sulfurja
(angl. sulfane sulphur) iz glutation persulfida (angl. glutathione persulfide; GSSH) do
sulfita za formacijo tiosulfata (Libiad in sod., 2015).

Ljudje in misi so diploidni organizem, kar pomeni da imamo po dve kopiji vsakega gena.
Normalno se ti dve kopiji izrazata enako. V nekaterih primerih pa slednje ne drzi.
Ekspresiji dveh alelov, ki nista v razmerju 1:1 pravimo alelno neravnovesje (Al; angl.
allelic imbalance). Obstaja veliko razlogov zakaj se ekspresija razlikuje med aleli. Ena
izmed takih so cis-delujoce mutacije, ki lahko spremenijo regulacijo enega alela preko
sprememb v promotorskih/ojacevalnih regijah (vezavna mesta za transkripcijske faktorje),
ali celo preko mutacij v 3'UTR, ki vplivajo na stabilnost mRNA ali vezavo miRNA.
Primerjava stopnje relativne ekspresije dveh alelov SNP gena v istem vzorcu, namesto
primerjave izrazanja gena med posamezniki, predstavlja alternativni pristop za
identifikacijo cis-delujo¢ih regulatornih SNP-ov ali haplotipov. Velika prednost tega je
primerjava ekspresije dveh alelov SNP znotraj posameznika (0z. posameznega vzorca),
kjer vsak alel deluje kot interna referenca za druge faktorje (angl. confounding factors), ki
lahko vplivajo na celokupno ekspresijo dolocenega/preucevanega gena. Ti faktorji so lahko
spremembe pri pripravi tkiv in mRNA, okoljski vplivi, sekundarne spremembe ekspresije
kot posledica trans-delujo¢ih substanc (npr.: hormoni) in vplivi sekundarnih
polimorfizmov  drugih genov, ki posledicno spreminjajo raven ekspresije
preucevanih/tarénih genov (Milani in sod., 2007). Alelno neravnovesje je splosen fenomen
- ve¢ kot 80 % genov pri misi ima cis-regulatorno variacijo, ki vpliva na kompleksne
lastnosti in so navadno prisotne tudi kot ¢loveski ortologi (Crowley in sod., 2015). Pojav
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alelnega neravnovesja smo testirali tudi pri nasem kandidatnem genu Tst. Analiza
ekspresije alelov SNP za identificiran polimorfizem v 3'UTR regiji (rs31534689) je
pokazala poviSano izrazanje L alela pri heterozigotih M2 za segment Fob3b2, kar podpira
dejstvo, da ima polimorfizem cis-u¢inek in je vzroen za povisano raven Tst mMRNA in
vitkost pri misih.

Povisan nivo ekspresije Tst, izboljSani metaboli¢ni parametri in zmanjSana telesna teza pri
homozigotih LL-M2, oziroma nasprotno nizja ekspresija Tst, inzulinska rezistenca,
pridobivanje telesne teze in na splo$no slabse zdravstveno stanje homozigotov FF-M2, pri
krmljenju s HFD krmo, podpira naso predpostavko, da je kandidatni gen specifi¢no
povezan z zamascenostjo in dovzetnostjo za metabolicne bolezni. Pojav je prisoten tudi pri
drugih misjih linijah, kjer je ekspresija Tst v adipoznem tkivu misi negativno korelirana z
maso mascobnih depojev in pozitivno povezana z nivojem adiponektina v plazmi. V moc¢ni
korelaciji je tudi z 12 geni, katerih bioloske funkcije so organizacija celi¢nih komponent,
usmerjanje substanc do specificnih lokacij, odzivanje na drazljaje, signalizacija,
sodelovanje pri razvoju sistemov in procesih metabolizma proteina. lzmed teh izstopa
povezava med Tst in genom Lgalsl12, ki ima poleg nastetih, tudi funkcijo pri procesih
metabolizma lipidov. Gen se preferen¢no izraza v adipoznem tkivu, Kjer je reguliran preko
hormonov in citokinov, ki sodelujejo pri regulaciji obcutljivosti na inzulin, kar nakazuje na
vklju¢enost gena v energijski homeostazi. Misi z izbitim genom Lgals12 so imele poviSano
lipolizo v povezavi s povefano mitohondrijsko respiracijo v adipocitih ter povefano
porabo energije. Prav tako so imele manj mascobnega tkiva in izboljSano inzulinsko in
glukozno toleranco (Yang in sod., 2011). Zaklju¢imo lahko, da se je povi$ano izrazanje
gena Tst evolucijsko ohranilo skupaj s fenotipom zdrave vitkosti tudi pri ostalih linijah in
je njegov vpliv mo¢no povezan z zamaS¢enostjo.

Nasa raziskava in odkritje QTL Fob3b2 ter nase analize vzroc¢nosti kandidatnih genov so
bile povod za sodelovanje s skupino dr. Mortona (Univerza v Edinburghu), ki je v naso
skupno raziskavo prispeval dodatne dokaze in ve¢ fizioloskih podpornih analiz. Tako so na
podlagi rezultatov tega doktorata razvili neodvisne transgene modele za Tst: transgeni
model s prekomernim izraZzanjem gena Tst specificno samo v belem mascevju ter model z
iznienim genom Tst, kar je naSi Studiji nudilo dodatne dokaze o vzrocnosti gena Tst za
uéinke QTL Fob3b ter komplementarne podatke za boljSe razumevanje funkcij gena.
Utisanje (angl. knock-down) gena Tst je povzroc¢ilo vecjo akumulacijo lipidov med
diferenciacijo preadipocit 3T3-L1 in zmanjSanje ekspresije nekaterih genov, ki sodelujejo
pri lipolizi. Prav tako so adipocite z utiSanim genom bile bolj obcutljive na zaviranje
lipolize. Po drugi strani pa je transgeni model z izbitim (angl. knock-out) kandidatnim
genom kazal poslabSanje metaboli¢nih parametrov. Misi niso bile bistveno bolj zamascene
od kontrole, tudi razlik v porabi energije ni bilo, ampak so histoloSko gledano kazale
hipertrofijo adipocit in povecano akumulacijo lipidov v preadipocitih. Prav tako so
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adipocite transgenega modela razvile tudi inzulinsko rezistenco. Odsotnost gena Tst
povzro¢a akumulacijo mascob in vpliva na metaboli¢ne funkcije adipocit.

Najbolj prepri¢ljiv dokaz o pravilnosti nasih rezultatov glede vzrocnosti gena Tst za
opazeni fenotip pa je pokazala fenotipska Kkarakterizacija transgenega modela s
prekomerno ekspresijo Tst. Ta model je kazal fenotip zdrave vitkosti z zelo podobnimi
fenotipskimi in fizioloskimi parametri kot nas model razvit iz vitke linije L. Misi
izpostavljene HFD krmi so imele statisticno znacilno zmanjSano telesno maso in maso
adipoznih depojev v primerjavi s kontrolo, imele so boljSo glukozno toleranco in
vzdrZzevale so visok nivo adiponektina. FizioloSki mehanizmi transgenega modela so tako
vkljuc¢evali boljsi lipoliti¢ni odgovor, boljSo obcutljivost adipoznega tkiva na inzulin in
konstantno spros€anje adiponektina. Ker je bil ta model s prekomernim izrazanjem Tst v
belem mascevju razvit na popolnoma drugem genetskem ozadju kot linija L je to dodaten
dokaz, da v naSem primeru ne gre za mutacijo, ki specificno deluje samo v selekcijskem
ozadju linije L ampak gre za sploSen ucinek, ki je neodvisen od genetskega ozadja. Vec;ji
delez rezultatov tega doktorata in Studij skupine dr. Mortona smo objavili v skupni
publikaciji (Morton in sod., 2016).

Z analizo sekveniranja kandidatnega gena smo dolo¢ili polimorfna mesta med osnovnima
linijjama F in L in s tem identificirali genetske variante v genu Tst, potencialno odgovorne
za povisano izrazanje in fenotipske ucinke na vitkost. Analiza poravnanih sekvenc med
linijama F in L je razkrila le 5 polimorfizmov. Majhno Stevilo odkritih variacij nakazuje,
da preucevana genomska regija debele in vitke linije mi$i najverjetneje izhaja iz dveh po
izvoru bliznjih starSevskih linij. V regulatorno ohranjenih in pomembnih regijah se
nahajata le rs31534689 v 3'UTR regiji in rs251994838, lociran znotraj konzerviranega
elementa. Z analizo sekvenc linije F in L nismo ugotovili nobenega polimorfizma
specificnega samo za nasi liniji, kar je v skladu z dokazi, da obstaja le ~2 % specifi¢nih
variacij med genomi laboratorijskih misjih linij (Keane in sod., 2011). S sekveniranjem
10962 bp dolgega segmenta Tst smo uspeli odkriti 5 polimorfizmov, ki predstavljajo
osnovo za nadaljnje analize primerjalne genomike in ugotavljanje potencialnih funkcijskih
variacij.

Ker vzorcev inbridiranih linij JU in CBA ter neinbridirane linije CFLP, ki so bile
uporabljene v tri-linijskem prvotnem krizanju za razvoj genetsko heterogene osnovne
populacije iz katere so zaceli selekcionirati liniji F in L, ni mogoce dobiti, nismo mogli z
natan¢nostjo preveriti porekla lokusa Tst pri naSih dveh linijah. S pomocjo celotne
sekvence lokusa Tst smo lahko identificirali najverjetnejsi izvor debele in vitke linije s
primerjavo sekvenc in analizo haplotipov. Debela linija ima popolnoma enak haplotip
genetskih variacij kot linija WSB/EiJ, ki predstavlja podvrsto Mus musculus domesticus, iz
¢esar zmo zakljucili, da lokus Tst pri debeli liniji vsebuje DNA M.m. domesticus. Linija L,
si za razliko od linije F, deli enak haplotip genetskih variant s kar 13 klasi¢nimi
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inbridiranimi linijami, ki predstavljajo mozaik genomov Mus musculus castaneus, Mus
musculus musculus, Mus musculus domesticus in Mus musculus spretus (Yang in sod.,
2011). V primerjavi s ¢lovekom, kjer s projekti kot je 1000 genomov (»1000 genomes«) -
katalog CloveSkih genetskih variacij, pa za genom misi primanjkuje podatkov o
variabilnosti mis§jih populacij, iz katerih so bile razvite laboratorijske linije (Didion in de
Villena, 2013). Prav zaradi tega ni bilo mogoc¢e natan¢neje dolociti izvor lokusa Tst linije
L. Kljub temu pa nase ugotovitve kazejo na to, da ima lokus Tst debele linije divji tip
haplotipa in da je alel vitke linije po izvoru enak inbridiranim laboratorijskim linijam.

Vzro¢nost gena za zmanjSano zamasCenost smo zeleli potrditi tudi z asociacijskimi
Studijami pri ¢loveku. Tako smo v publikaciji Morton s sod. (2016) povabili k sodelovanju
skupine, ki imajo zbrane specificne podatke povezane s parametri debelosti oziroma
vitkosti pri ¢loveku. In sicer je bil nivo mMRNA TST, v vzorcih belega mascevja populacije
na Dunaju, vi§ji v vzorcih vitkih osebkov kot pri debelih. Negativna korelacija je bila
prisotna tudi pri ekspresiji TST in indeksom telesne teZze v vzorcih subkutane masc¢obe v
populaciji Islandcev. Isto so potrdili tudi na vzorcih visceralne in subkutane mascobe na
vzorcu spanske populacije, kjer je bil nivo mRNA TST pri debelih osebkih z diabetesom
tipa 2. Prav tako je bila ugotovljena povezava med mRNA TST in markerji za dolocanje
inzulinske obcutljivosti v adipoznem tkivu (GLUT4, IRS1, PPARG) ter z markerji za
kapaciteto lipolize in formacijo lipidnih kapljic. Vsa dognanja naSe Studije in raziskave
skupine dr. Mortona v Edinburghu kaZejo na evolucijsko ohranjenost kandidatnega gena
med ¢lovekom in misjo. Glede na rezultate in vitro in in vivo $tudij menimo, da ima
kodirajo¢i encim poleg vloge pri detoksifikaciji, vnosu mito-ribosomalne RNA in formaciji
zelezo-Zveplovih gru¢ tudi novo funkcijo, povezano z zdravo vitkostjo, in sicer preko
mehanizmov kjer aktivacija Tst poveca spros¢anje mascobnih Kislin in adiponektina iz
adipocit.

Prvi korak pri analizah pozicijskega kloniranja je vrednotenje vpliva genomskih variant
kandidatnih genov za kompleksne lastnosti na funkcije in posledi¢no tudi na fenotip. S
Studijami genetskega kartiranja kompleksnih lastnosti zozamo kandidatno regijo na en ali
par povezanih lokusov, ki pa Se vedno vsebujejo Stevilne genetske variante. Da bi
zmanjSali Stevilo genetskih variant doloCene kandidatne regije, se lahko posluzimo
informacij v literaturi in podatkovnih bazah. S slednjim lahko sestavimo podroben
zemljevid elementov genov, kar omogoca ucinkovito ovrednotenje polimorfizmov znotraj
kandidatnih genov za vsako preucevano lastnost in vrsto. ZmanjSanje Stevila potencialnih
kavzalnih polimorfizmov je pomembno in nujno za vsako nadaljnje naértovanje raziskav, s
katerimi bi potrdili ali podprli vzrocnost kandidatnih genetskih variant. Z izgradnjo atlasa
pomembnih regulatornih elementov lokusa Tst, za kar smo uporabili razli¢na
bioinformacijska orodja in podatkovne baze, smo znotraj lokusa Tst odkrili tri pomembna
regulatorna podrocja, ki zajemajo promotoski del, intronski del in del 3'UTR regije lokusa
Tst.
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V prvem, promotorskem segmentu je bilo identificiranih 14 SNP-ov, izmed katerih se en
nahaja v evolucijsko ohranjeni regiji in en znotraj promotorja gena. SNP-i, ki se nahajajo
znotraj ohranjenih funkcijsko pomembnih regij, lahko vplivajo na ekspresijsko in
fenotipsko variabilnost pri linijah s polimorfnimi aleli. Regulacija odprtosti kromatina v
genomu eukariontov je pomemben faktor, saj nadzoruje regulatorno aktivnost (Cockerill,
2011). Te funkcionalne elemente lahko lokaliziramo preko identifikacije regij v genomu,
ki so hipersenzitivne na vezavo DNaze | (Boyle in sod., 2008), tj. regij odprtega kromatina.
Prisotnost funkcionalno odprtih mest na kromatinu pa je podprta z vezavnimi mesti
transkripcijskih faktorjev znotraj teh regij. Slednje je podprto tudi v naSem regulatornem
atlasu za gen Tst, kjer regija odprtega kromatina v prvem regulatornem segmentu sovpada
z informacijami in predikcijami o vezavnih mestih transkripcijskih faktorjev. Najvec
napovedi za vezavna mesta je imel transkripcijski faktor SP1, katerega so ze povezali kot
senzor glukoze v celici in vkljucenost v promotorsko aktivnost leptina (Prieto-Hontoria in
sod., 2011). Dodatno so bioinformacijska orodja predpostavila najve¢ vezavnih mest tudi
za NF1, vezavni protein za aktivacijo transkripcije (Xu in sod., 2005) in CEBP/a, regulator
transkripcije v jetrih, vklju¢en v metabolizem energije (Lee in sod., 1997). Napovedana
vezavna mesta za transkripcijske faktorje sovpadajo tudi z manj metiliranimi mesti CpG,
vezavnim mestom za polimerazo RNA in histonskimi modifikacijami specificnimi za
aktivno transkripcijo. Rezultati analize vezavnih mest za transkripcijske faktorje tako
nudijo dobro podlago in izto¢nice za nadaljnjo eksperimentalno preucevanje kateri
transkripcijski faktorji so funkcijsko pomembni pri tkivno specifi¢ni regulaciji gena Tst.
Regulatorno pomembno funkcijo prvega segmenta preuc¢evanega lokusa Tst potrjujejo tudi
tri odkrite histonske modifikacije. Modifikacija H3K4me3, ena izmed najbolj preucevanih
modifikacij kromatina, je prisotna pri aktivno prepisovanih protein-kodirajocih
promotorjih eukariontov. Obstoj vezavnih mest za transkripcijske faktorje potrjuje tudi
histonska modifikacija H3K4me2, katere prisotnost je znana ravno znotraj vezavnih mest
za transkripcijske faktorje (Wang in sod., 2014). Z dognanji sovpadajo tudi nasi rezultati,
da je modifikacija H3K36me3 bolj pogosta v eksonih kot intronih ter da oznacuje aktivno
prepisovane regije (Hon in sod., 2009). Na podlagi rezultatov za prvi regultorni segment
znotraj lokusa Tst smo zakljucili, da promotor Tst, S'UTR in prvi ekson vsebujejo najved
histonskih modifikacij, tipi¢nih za promotorje aktivno izrazenih protein kodirajo¢ih genov.

Nasa bioinformacijska analiza je razkrila tudi prisotnost druge regulatorne regije znotraj
introna Tst (15:78402750 — 7840000 bp). Slednji lahko vplivajo na transkripcijo z vezavo
regulatornih proteinov ali RNA, ki delujejo kot ojacevalci ali represorji. Tako smo znotraj
introna identificirali razlicne regulatorne elemente — evolucijsko ohranjene regije, mesta
odprtega kromatina, dve histonski modifikaciji povezani z ojacevalci in drugimi distalnimi
elementi ter vezavno mesto za transkripcijski faktor. Ugotovili smo, da je frekvenca
metilacije DNA v tej regiji statistino znac¢ilno zmanj$ana v primerjavi s prisotnostjo le-te
v preostalem delu introna Tst. Prekrivanje regulatornih elementov (regija odprtega
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kromatina, histonska modifikacija H3K4mel in vezavno mesto za transkripcijski faktor
ESRRB) v intronu nakazuje na mozno prisotnost funkcionalnega znotraj-genskega
spodbujevalca za Tst oziroma druge bliznje gene, kar so na primer dokazali v $tudiji
Kowalczyk in sod. (2012). V studiji Zhang in sod. (2014) kjer so dosegli popolno
reprogramiranje induciranih izvornih celic, pridobljenih iz adipoznega tkiva prasicev, so
opazili signifikatno povecano regulacijo Esrrb. Izrazanje le-tega v adipocitih podpirajo
tudi podatki studij transkriptomov zajetih v podatkovni bazi BioGPS (2015). Nasi rezultati
tako nakazujejo, da bi transkripcijski faktor ESRRB z vezavo na spodbujevalno mesto v
intronu Tst, lahko tkivno specifi¢no reguliral koli¢ino proteina TST v maséevju.

Tretji pomembni regulatorni segment smo pozicionirali v drugi ekson Tst gena. Priblizno
polovico kon¢nega dela drugega eksona predstavlja regija 3'UTR, ki kot posttranskripcijski
mehanizem pogosto uravnava ekspresijo gena pri evkariontih (Barrett in sod., 2012).
Regije pomembne za tako regulacijo se navadno nahajajo okrog poli(A) repa, ki ga v
nasem primeru najdemo med 15: 78399577 in 78399572 bp. Slednji v kombinaciji z
vezavo poli(A) proteinov prispeva k regulaciji translacije, stabilnosti in izvoza mRNA.
Druga moznost vpliva neprevedene regije na izrazanje gena, so njene strukturne
znacilnosti. In sicer je daljsa 3'UTR regija povezana z nizjo ekspresijo, saj vsebuje vec
moznih vezavnih mesta za miRNA ali proteine, vklju¢ene v zaviranje translacije. Dve
regiji, bogati z napovedanimi vezavnimi mesti za miRNA, se nahajata v drugem eksonu in
v 3'UTR regiji. Zivalske miRNA se tipiéno veZejo na taréno mRNA v 3'UTR regiji, s
¢imer vplivajo na degradacijo ali inhibicijo translacije mRNA. Slednje je mogoce opaziti
tudi v primeru gena Tst, saj so §tiri regije, z najpogosteje napovedanimi vezavnimi mesti za
miRNA, locirane prav v 3' neprevedeni regiji gena. Identificirane regije tako lahko imajo
funkcionalen vpliv na izrazanje gena, kar je Se dodatno podprto z ohranjenostjo regije med
mi§jimi linijami. Stiri regije so pozicionirane vsaj 15 nukleotidov navzdol od stop kodona
in so blizu konca 3'UTR regije — dve lastnosti, ki podpirata dejstvo, da regije predstavljajo
ucinkovito mesto za vezavo miRNA, kot so tudi eksperimentalno ugotovili v S$tudiji
Grimson in sod. (2007). Dodatno so regije bogate tudi z AU elementi (angl. adenylate-
uridylate element), kar so v $tudiji Bartel (2009) eksperimentalno povezali s povecano
dostopnostjo taréne mRNA za regulatorni kompleks miRNA. Glede na osnovo naSe
bioinformacijske analize, lokacija identificiranih mest za vezavo miRNA kaze na tkivno
specifiéni funkcionalni potencial za spremenjeno izraZanje kandidatnega gena pri nasi
subkongeni liniji.

Na$ glavni cilj izgradnje atlasa regulatornih elementov transkripcije gena Tst, je bila
identifikacija genetske variacije, odgovorne za fenotipski ucinek na vitkost oz. debelost.
Zdruzitev informacij iz atlasa in identificiranih genetskih variant pri nasih dveh linijah, je
omogocila izbor potencialnih polimorfizmov za nadaljnje eksperimentalne Studije.
Nekodirajo¢i polimorfizmi enega nukleotida imajo lahko cis-regulatorne vplive, ¢e lezijo v
pomembnih regulatornih regijan DNA, kjer na primer lahko spreminjajo afiniteto
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transkripcijskih faktorjev, postopke izrezovanja intronov 0z. spajanja eksonov (angl.
splicing) ali procese preoblikovanja kromatina. V naSem primeru je le ena intronska
variacija rs251994838 sovpadala z evolucijsko ohranjenim elementom, Kjer bi lahko imela
vpliv na regulacijo izrazanja gena Tst preko spreminjanja dostopnosti DNA (struktura
kromatina) ali preko afinitete za vezavo transkripcijskih faktorjev. Druga prioritetna
genetska variacija lezi znotraj 3'UTR regije (rs31534689), na katero se izmed vseh
napovedanih miRNA, potencialno veze le mmu-miR-338-5p, ki se popolno ujema s tar¢no
sekvenco mRNA Tst, za alel iz vitke linije, z alelom iz debele linije pa ne. SNP je lociran v
tako imenovani »seed« regiji miRNA, kjer popolna komplementarnost sekvenc igra
pomembno vlogo pri prepoznavanju tar¢ miRNA (Zorc in sod., 2012). Na podlagi tega ima
SNP velik funkcionalni potencial, ki bi ob vezavi z identificirano miRNA lahko vplival
stabilnost ali translacijo Tst mMRNA. Glede na zbrane podatke, smo zakljucili, da
rs251994838 in rs31534689 predstavljata glavni kandidatni variaciji za nadaljnje
eksperimentalno-funkcijske validacije njihovega tkivno specifi¢nega ucinka na fenotip.
Povecana izrazenost gena Tst je bila znacilna pri vitki liniji, specifi¢no v belem mascevju,
zato so funkcijske raziskave kandidatnih SNP-ov na celi¢nih linijah adipocit ali adipoznem
tkivu, prvi korak pri validaciji u¢inkov le-teh. Tudi novi pristopi, ki bazirajo na tehnologiji
CRISPR, s katero lahko zamenjamo alele, predstavljajo obetajoca orodja za vrednotenje
vzro¢nosti polimorfizmov in vivo. Na§ razvit atlas pomembnih regulatornih elementov
gena Tst in polimorfizmov pri liniji L bo sluzil kot osnova za nadaljnje preucevanje
regulacije izrazanja na nivoju MRNA in proteinskem nivoju tega pomembnega gena. Za
razumevanje drugih funkcij tega gena, kot je le do sedaj opisana funkcija detoksifikacije
cianida, je nujno preucevanje regulatorne mreze v katere je Tst vkljucen in identificiranje
regulatornih elementov, ki usmerjajo tkivno ali celi¢no specifi¢no izraZanje. Nasi rezultati
so nakazali, da je za ucinke na vitkost, izboljSanje homeostaze glukoze in povecanje
lipolize dovolj Ze 2-kratno povecanje izrazanja specificno v belem mascevju. Prihodnji
raziskovalni izzivi bodo torej usmerjeni na preucevanje regulatornih elementov
identificiranih v tej $tudiji, ki so odgovorni za to diferencialno regulacijo. Odkritje takih
mest in regulatornih proteinov ali molekul RNA, ki usmerjajo to poviSano izrazanje lahko
pomeni tudi osnovo za razvijanje aplikacij v humani medicini za zdravljenje debelosti ali v
zivinoreji za zmanjSevanje zamascevanja domacih zivali. Atlas regulacijskih elementov
transkripcije kandidatnega gena ter obratni postopek odkrivanja genov za vitkost in
mehanizmov njihovega delovanja, predstavljata nov izviren pristop, zato naloga
predstavlja pomemben prispevek k znanosti.
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5.2 SKLEPI

e V sklopu doktorske naloge smo razvili sub-kongeno misjo linijo za interval Fob3b2
in potrdili u¢inek kvantitativnega lokusa na zmanjSano zamascevanje.

e Znotraj preucevanega lokusa Fob3b2 smo z uporabo razli¢nih bioinformacijskih
orodij in primerjavo izrazanja non-IBD kandidatnih genov med vitko in debelo
linijo ter med homozigoti vitke in debele sub-kongene linije M2 identificirali gen
Tst, kot glavni kandidatni gen za preucevani segment.

e Rezultati analize alelnega neravnovesja so pokazali, da je povisano izrazanje alela
L pri heterozigotih M2 za segment Fob3b2, posledica cis-ucinka identificiranega
polimorfizma v 3'UTR regiji gena, ki je vzroCen za povisano raven mMRNA Tst in
vitkosti pri misih.

e PoviSano izrazanje kandidatnega gena in posledi¢no tudi manj$a zamascenost ter
izboljsani metaboli¢ni parametri so sploSen pojav, prisoten tudi pri drugih misji
linijah, kar smo dokazali z analizo korelacij.

e S sekveniranjem lokusov Tst debele in vitke linije smo uspeli identificirati 5
polimorfizmov ter dolo¢ili izvor preuevanega segmenta za obe liniji.

e Uporaba razli¢nih bioinformacijskih orodij in podatkovnih zbirk nam je omogo¢ila
izgradijo regulatornega atlasa transkripcije kandidatnega gena, ki bo sluzil kot
osnova za nadaljnja preucevanja in validacije mehanizmov regulacije transkripcije
gena.

e Zdruzitev podatkov iz atlasa z identificiranimi polimorfizmi znotraj Tst lokusa nam
je omogocila izbor prednostnih kandidatnih genetskih variant za nadaljnje
eksperimentalno-funkcijske validacije v prihodnosti.

Rezultati nase Studije predstavljajo pomemben korak k identifikaciji genetskih variant, ki
vplivajo na vitkost pri miSih. Pridobljeno znanje in razumevanje uravnavanja kopicenja
telesnih mascob bo v bodoce lahko uporabljeno v medicini za boj proti debelosti in razvoj
ucinkovitih terapevtskih pristopov za zdravljenje le-te. Poleg tega pa bodo nasa dognanja
lahko sluzila tudi kot smernice za rejo manj zamascenih domacih Zivali.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Debelost predstavlja eno izmed pomembnejsih kroni¢nih bolezni, ki postaja vedno vecji
zdravstveni problem. Kljub prisotnosti debelostnega okolja, pa ostaja del populacije Se
vedno vitek, kar nakazuje na obstoj genetskih mehanizmom rezistentnih za razvoj
debelosti. Tako debelost, kot tudi vitkost sta kompleksni lastnosti, na kateri vpliva veliko
Stevilo genov in okolje. Zato predstavljajo poligeni Zivalski modeli primerno orodje za
preuCevanje tak$nih lastnosti. Genetske analize kongenih inbridiranih linij tako
pripomorejo k identifikaciji novih kandidatnih genov, ki povzro€ajo razlike pri razvoju
debelosti oziroma vitkosti. V §tudiji smo uporabili nas poligeni model vitke (L) in debele
(F) mi$je linije, ki sta bili razviti na osnovi dvosmerne selekcije za odstotek telesnih
mascob. Po vec kot 60. generacijah se je odstotek telesnih masc¢ob pri liniji F povisal na 22
%, medtem ko se je pri liniji L zmanj$al na 4 %. S krizanjem teh dveh linij so v raziskavi
Horvat in sod. (2000) odkrili stiri QTL-e z vplivom na zamas$Cevanje. Izmed teh je imel
najvedji vpliv Fob3 na 15. kromosomu. Znotraj slednjega so nato z nadaljnjimi Studijami
(Stylianou in sod., 2004; Prevorsek in sod., 2010a) ugotovili obstoj treh krajsih lo¢enih
kvanitativnih lokusov — Fob3a, Fob3bl in Fob3b2.

Namen naSe Studije je bil natancneje kartirati in preuciti vpliv kvantitativnega lokusa
Fob3b2, z, v ta namen razvito, sub-kongeno misjo linijo M2, ki se od prejemne starSevske
linije F razlikuje le v kratkem kongenem segmentu za preucevani predel, Ki izvira iz vitke
linije. Sub-kongeni segment smo s sekveniranjem obmog¢ij brez polimorfnih
mikrosatelitskih genetskih markerjev (odsek dolg ~ 2Mbp) uspeli natan¢neje kartirati na
~3,9 Mbp. S sekvencami Ze prej odkritih polimorfizmov med linijami F, L in kongeno M,
smo lahko dolo¢ili meje donorskega in prejemnega segmenta za lokus Fob3b2. Fenotipska
analiza podatkov sub-kongene M2 linije je ovrgla naSo hipotezo, da med homozigoti za
preucevani segment ni razlik, saj se je izkazalo, da so homozigotne misi vitke linije za
Fob3b2 segment bile manj zamasfene in so imele izboljSane metabolicne parametre
napram homozigotom debele linije. Z intervalno specifiéno analizo haplotipov med
linijama F in L znotraj skrajSanega segmenta Fob3b2 (~3,9 Mbp), smo odkrili 20 non-IBD
kandidatnih genov za vitkost, izmed katerih je le gen Tst imel poviSano izrazanje v
gonadalni mascobi homozigotov LL sub-kongene linije M2. Slednje je potrdila tudi
bioinformacijska analiza, pri kateri smo uporabili razlicna orodja za preverjanje ustreznosti
pozicijskih kandidatnih genov povezanih z vplivom na debelost znotraj preucevanega
segmenta.

V drugem delu doktorske naloge smo Zeleli preuciti vzrocnost kandidatnega gena z analizo
alelnega neravnovesja. Rezultati so pokazali poviSano izrazanje alela, ki izvira iz vitke
linjje, s ¢imer smo ovrgli ni¢elno hipotezo, da se aleli F in L enakomerno izrazata. Z
analizo smo potrdili cis-delovanje edine identificirane variacije znotraj nekodirajoce



73
Beltram J. Identifikacija vzro¢nega gena za vitkost znotraj lokusa Fob3b2 pri misih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

sekvence eksonov Tst, vzro¢ne za povisano raven MRNA Tst in vitkost pri misih. Da je
izrazanje kandidatnega gena v adipoznem tkivu povezano z manjSo zama$¢enostjo in
izboljSanimi metabolicnimi parametri, smo potrdili z analizo korelacij med 23 linijami
misi. Zdruzeno z rezultati sodelujoce skupine dr. Mortona v Edinburghu, kjer so preucevali
vplive kandidatnega gena v misjih modelih s prekomernih izrazanjem gena (miSi manj
zamasc¢ene) in modelih z izbitim genom (poslabsani metaboli¢ni parametri), smo potrdili
gen Tst kot glavni kandidatni gen za vitkost pri miSih znotraj kvantitativnega lokusa
Fob3b2. Slednje dodatno potrjujejo tudi rezultati raziskav na ¢loveku, ki so imeli podobne
ucinke kot misi - vitki osebki so imeli povisano izrazanje Tst v mas¢obnem tkivu. Glede na
nase rezultate menimo, da ima Tst vlogo tudi pri mehanizmih za rezistenco na razvoj
debelosti, in sicer preko aktivacije povecanega sproS¢anja mascobnih kislin in
adiponektina iz adipocit.

S sekveniranjem lokusa Tst smo Zeleli identificirati polimorfizme, vzro¢ne za ohranjanje
vitkosti pri sub-kongeni liniji M2. Pet odkritih genetskih variacij smo zdruzili skupaj s
podatki iz sestavljenega regulatornega atlasa za transkripcijo Tst. Identificirani
polimorfizmi znotraj introna Tst, lahko vplivajo na njegovo izraZanje preko spreminjanja
dostopnosti DNA ali preko afinitete za vezavo transkripcjiskih faktorjev. Variacije v
kodirajocih regijah, v naSem primeru v 3'UTR regiji, pa z vezavnim mestom za miRNA
vplivajo na stabilnost mMRNA — v primeru popolnega ujemanja vodi do degradacije oziroma
do supresije translacije MRNA v primeru nepopolnega ujemanja tarne mRNA in miRNA.
Glede na zbrane podatke, smo zaklju¢ili, da dve odkriti genetski varianti, ena v 3UTR
regiji in druga znotraj evolucijsko ohranjene regije introna, predstavljata glavni kandidatni
variaciji za nadaljnje eksperimentalno-funkcijske validacije njihovega ucinka na regulacijo
transkripcije gena Tst, kot tudi na fenotip. Pridobljene informacije bodo tako sluzile za
izboljSanje starih in razvoj novih terapij proti debelosti, kot tudi k boljSemu razumevanju
delovanja mehanizmov povezanih z rezistenco na razvoj debelosti.

6.2 SUMMARY

It is well known that today's obesogenic environment, coupling with genetic factors, may
lead to obesity. But there is still a large proportion of human population, which remain lean
despite those factors, suggesting genetic resistance to obesity. Polygenic mouse models
present a powerful tool for understanding common complex diseases, including obesity.
By divergent selection on fat proportion for over 60. generations, were generated a
poligenic fat (F) mouse model, with 23% of fat , and lean (L) mouse model with 4 % of fat
(Horvat et al., 2000). They present a unique model to study the genetics of the most
common poligenic form of obesity and leanness, which are found in humans and animals.
By crossing the two lines, four QTLs with an effect on fatness were identified, of which
Fob3 on Chr 15 was the most significant. Later studies mapped the QTL into three separate
QTLs — Fob3a, Fob3bl and Fob3b2 (Stylianou et al., 2004).
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To identify a causal gene for the QTL Fob3b2, a new sub-sub congenic line M2 was
developed, with introgression of around 2 Mbp lean line segment into the genetic
background of fat line. F, cross between the congenic line M2 was then used to examine
the phenotype effects of the QTL, which was also the purpose of our study. By sequencing
the polymorphisms in the ungenotyped sub-congenic segment we were able to fine map it
to ~3,9 Mpb and more accurate define borders of the segment. Based on our results, the
null hypothesis that there is no difference between the homozygotes for Fob3b2 segment
was rejected, since LL homozygotes showed decreased body fat mass and improved
metabolic parameters. Next step we took was the identification of candidate genes within
the studied interval. Twenty non-IBD candidate genes were discovered with interval
specific haplotype analysis of Fob3b2 locus, between F and L line. Only one gene, Tst, had
significant higher expression in gonadal fat tissue of LL-M2 homozygotes. Additionally,
the bioinformatic analysis of non-IBD candidate genes associated with fatness found the
Tst gene as the most likely candidate gene in the Fob3b2 segment.

In the second part of our study we examined the causality of the candidate gene by allelic
imbalance analysis. Higher levels of L line allele are due to cis-acting polymorphism
identified in the non-coding region of Tst (3’UTR), with an effect on higher Tst expression
and leanness in mice. Tst expression in adipose tissue is also positively correlated with
metabolic parameters in our sub-congenic line, but also with other mouse strains.
Combined with results of the collaborating team in Edinburgh, where Tst overexpression
and Tst knock-out was studied, we confirmed the Tst as the candidate gene with an effect
on leanness. The findings are also supported with the results of studies on humans, with
lean subjects having higher Tst expression. Based on results we suggest a new gain of
function leanness mechanism, which by Tst activation increase the release of fatty acid and
adiponectin from adipocyte.

The identified five polymorphisms between F and L line, by sequence analysis, were
narrowed down to two candidate genetic variants with combining data of the developed
atlas of Tst transcription regulatory elements. In this study we developed a map of
regulatory elements for the Tst locus in mice potentially involved in regulating enzyme
expression or activity, by chromatin remodelling, altering the affinity of transcription
factors or degradating or suppressing translation of Tst mMRNA with miRNA binding. The
combination of identified candidate polymorphisms and developed map, provides a basis
for planning further experimental validations and functional analyses of this important and
evolutionary conserved gene and also for more focused and hypothesis-driven
experimental work. Informations gathered in our study will serve for better understanding
of genetic mechanisms for resistance to obesity development and will help to improve
knowledge for obesity treatment.
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