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Sodobni na¢in zivljenja ter pomanjkanje telesne aktivnosti lahko vodita v debelost in
posledi¢no tudi privedeta do razlicnih zdravstvenih tezav. Po drugi strani pa
zavedanje pomena zdrave prehrane spodbuja rejce k vzreji domacih zivali s ¢im
manjSo zamascenostjo. Nalaganje maséevja je kompleksna lastnost, na katero vpliva
veliko Stevilo genov in okolje. Zato so za preucevanje takSnih vplivov primernejsi
poligeni zivalski modeli, ki smo jih uporabili tudi v naSem poskusu. Slednji so bili
razviti iz dveh misjih linij, divergentno selekcioniranih na deleZ telesnih mascob
(debela linija F ter vitka linija L). Cilj diplomske naloge je bil identificirati nove
rekombinantne kongene miSje linije z donorskim odsekom vitke linije, znotraj
katerega se nahaja kvantitativni lokus Fob3a za nalaganje mascevja. Uspelo nam je
odkriti 17 rekombinantov, ki bodo sluzili za nadaljnje parjenje in pridobivanje novih
homozigotnih rekombinantnih kongenih linij s krajSimi donor odseki vitke linije.
Rezultati iz naSe raziskave na kvantitativnem lokusu Fob3a so pokazali statisticno
signifikantni vpliv na zamaséevanje pri Fo-krizanju kongene linije 15FHV. Razlike
med genotipi FF in LL na preuCevanem odseku so kazale na aditivni ucinek
zamenjave alelov na lastnosti zamas¢enosti. Ali se te razlike kazejo tudi v jesénosti,
smo preverili z analizo konzumacije krme. Le-ta je pokazala, da konzumacija krme
pada glede na Stevilo alelov L ter da se nakazuje aditivni vpliv, ki pa deluje v obratni
smeri od pri¢akovane — da misi genotipa LL na odseku Fob3a pojedo ve¢ kot misi
genotipa FF. Rekombinantne kongene linije, ki smo jih razvili v okviru te diplomske
naloge, bodo odli¢en genetski vir za natan¢nejSe preucevanje vpliva fizioloskega
uéinka Fob3a na zamas¢evanje in bodo omogodile nadaljnje Studije za odkritje
vzro¢ne mutacije.
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AB  The current life style, unbalanced diet and lack of exercise can lead to obesity and
consequently to a variety of health problems. On the other hand, increased
awareness regarding importance of healthy diet encourages animal breeders to breed
domestic animals with minimal level of fatness. Polygenic animal models are very
appropriate to study such traits, because fat deposition is a complex character
influenced by a large number of genes and environment. Animal models used in our
experiment were developed from two mouse lines, divergently selected on body fat
percentage (Fat (F) and Lean (L) lines). The aim of this graduation thesis was to
identify new recombinant congenic lines, which carry donor segments of different
lengths of an obesity locus Fob3a originating from the Lean line. We identified 17
recombinant animals, which can now be further crossed and mated to generate new
homozygous congenic lines with shorter overlapping donor segments of Fob3a.
Analysis of phenotypic data in the population segregating for Fob3a showed that
there were statistically significant differences between the FF and LL genotypes in
various fatness traits. This provides strong evidence of a presence of the obesity
guantitative locus which showed an additive genetic effect. With the analysis of
food consumption, we wanted to verify whether differences between genotypes in
daily food intake also exist. Results showed decreasing of food consumption with
regard to the number of alleles L. They also indicated additive effect, which operates
in the opposite direction than expected — mice with genotype LL consume more
food than mice with genotype FF in the Fob3a segment. Hence, the recombinant
congenic lines will play an important role as a genetic resource for more
physiological studies of the Fob3a effect and will enable eventual positional cloning
and identification of the casual mutation.
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FF — homozigot debele linije na odseku Fob3a

LL — homozigot vitke linije na odseku Fob3a

FL — heterozigot debele in vitke linije na odseku Fob3a
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1 UvOoD

V zadnjem desetletju je debelost postala ena izmed perecih kroni¢no povezanih bolezni.
Definirana je kot stanje prekomernega kopicenja telesnih mas¢ob oziroma naravne zaloge
energije prek obiCajne ravni. Zaradi debelosti in prekomerne telesne mase je ogrozeno
zdravje, povecana pa je tudi predispozicija za razli¢ne bolezni, kot so diabetes, bolezni srca
in ozilja, poveCan krvni tlak, neplodnost, zapleti ob rojstvu, artritis, astma ter slabo
zdravstveno stanje nasploh. Pri ljudeh za oceno debelosti najveckrat uporabljamo indeks
telesne mase (ITM), ki ga izracunamo tako, da maso osebe, merjeno v kilogramih, delimo s
kvadratom njegove viSine, merjene v metrih. V razred prekomerne telesne mase spadajo
tiste osebe, katerih indeks telesne mase je med 25 in 30 kg/m?, v razred debelosti pa tiste z
ITM nad 30 kg/m® Potrebno pa je tudi poudariti, da se definicija za debelost, glede na
telesno zamasScenost, razlikuje med moskimi in Zenskami, saj so Zenske Ze naravno

nekoliko debelejse od moskih.

Debelost se naglo Siri po vsem svetu in je prisotna Ze v skoraj vsaki drzavi in vsaki
starostni skupini, kar dokazujejo razni statisti¢ni podatki: razsirjenost debelosti se je od leta
1980 vec kot podvojila, v letu 2008 je imelo 1,5 milijarde ljudi prekomerno telesno tezo,
od tega je bilo 200 milijonov moskih in skoraj 300 milijonov Zensk debelih (WHO).
Debelost postaja, poleg razvitih drzav in drzav v razvoju, ocitna tudi v nekaterih
najrevnejSih drzavah sveta. Obicajno se je problem debelosti v drzavi najprej pojavil pri
premoznejSem delu prebivalstva, vendar v zadnjem desetletju ugotavljajo, da je debelost
znacilnejSa med skupinami z niZjo izobrazbo, nizjim dohodkom in nizjim socialnim

razredom.

Vse ve€ji vnos kalorij v telo ter obfutno zmanjSevanje fizi€ne aktivnosti ljudi zaradi
tehnoloskega napredka ter enostavnejSega in cenejSega dostopa do hrane so glavni krivci,
ki so povzro¢ili nastalo epidemijo debelosti. V ¢asu pomanjkanja, ko je bila hrana na voljo
le obéasno in je bilo tveganje za lakoto zmeraj prisotno, za pridobivanje hrane in prezivetje
nasploh pa so bili potrebni veliki fizi¢ni napori, je ¢lovek skozi evolucijo razvil posebne
mehanizme, ki u¢inkovito kopicijo in porabljajo mascobne zaloge v telesu. Tako so geni,

ki sodelujejo v teh mehanizmih in povecujejo dovzetnost za debelost, ljudem omogocali
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prednost za prezivetje v Casu pomanjkanja hrane. Posledicno vsebuje tudi moderna
Cloveska vrsta visoko pogostnost genotipov, Ki so sposobni u¢inkovito vzdrZzevati bioloske
funkcije in skladis¢iti odvecno energijo v mas¢obnem tkivu. To neskladje med nasim
starodavnim nafinom Zzivljenja in trenutnimi Zzivljenjskimi pogoji lahko vodi do
neravnovesja med vnosom in porabo energije ter sCasoma tudi v debelost. Enaki vzorci teh

mehanizmov veljajo tudi za Zivali.

Zaradi vse veCjega zavedanja pomembnosti zdrave prehrane, energetsko uravnotezene
prehrane in posledicno usmerjenosti porabnika k okusnejSim in bolj zdravim izdelkom,
postaja vzreja zivali z manj telesnimi mascobami vedno veéji izziv pri raziskavah
odkrivanja genov, ki sodelujejo pri nalaganju maséevja. Tako selekcija domacih zivali,
predvsem pri mesnih pasmah, stremi k odbiri na bolj u€inkovito izkorisanje krme in
nalaganje le-te v miSice oziroma proteine. Taka vzreja je tudi cenejSa in zaZelena, saj ima
lahko preveliko nalaganje mascob resne ekonomske posledice v Zivalski industriji — vecje
povpraSevanje po manj zamaS¢enem mesu zaradi zavedanja o nezdravi prehrani, izguba
vrednosti izdelkov in vi§ji dodatni stroski dela zaradi odstranjevanja mascob pri obdelavi
mesa, vi§ji proizvodni stroski zaradi neuporabne odvecne mascobe ter negativni nezeleni

ucinki pri vzrejnih zivalih (neplodnost, problemi s sklepi zaradi prekomerne mase itd.).

Zaradi vse vecjega pojava debelosti pri ljudeh in interesa kmetov za uspesno selekcijo na
manj zamascene zivali SO nujno potrebna nova znanja o genih, ki vplivajo na rast in razvoj
posameznih mascobnih depojev, s Cimer Sse zadnje Case ukvarja tudi vse vel
znanstvenikov. Prav tako je razumevanje dejavnikov in genov, ki vplivajo na nagnjenost
posameznikov k odve¢nemu nalaganju mascob, nujno za nadaljnje preprecevanje Sirjenja
in zdravljenja debelosti. Studije na dvojckih, veégeneracijskih rodovnikih ter splosne
populacijske studije na prebivalstvu, zdruzene Studije, kot tudi Zzivalski modeli, so
pokazali, da ima debelost visok delez genetske komponente, oziroma je posledica tudi
kompleksnih interakcij med Stevilnimi geni in okoljem. K temu so prispevale tudi redke
mutacije pri ljudeh in zivalskih modelih, s pomo¢jo katerih so znanstveniki dobili vpogled
v poti, ki so vkljucene v uravnavanje telesne mase. Raziskave kandidatnih genov kazejo na
to, da bi tisti, ki so vkljuceni v regulatorne poti porabe energije in vnosa hrane, lahko igrali

pomembno viogo pri nagnjenost k debelosti. Identifikacija kvantitativnih lokusov za
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nalaganje maSc¢evja z manjSimi vplivi na izrazen fenotip bi pripomogla k hitrejsi uporabi
doseganje tega potenciala pa je najprej potrebno identificirati posamezne kvantitativne
lokuse. Eden od takih genetskih pristopov temelji na genetskem Kartiranju s tako
imenovanimi kongenimi linijami, ki jih dobimo tako, da z nacrtnim krizanjem dveh linij
zivali, ki se izrazito razlikujeta v opazovani lastnosti, prenesemo doloc¢en segment genoma
iz ene linije na genetsko ozadje druge linije. Te raziskave pa zahtevajo uporabo zivalskih
modelov, ki imajo kratek generacijski interval ter relativno nizke stroske vzdrZevanja.
Najveckrat uporabljene zivali v takih raziskavah so mis, saj, ne le da si delimo kar 99 %
genov, je misji genom tudi zelo homologen genomu domacih zivali, kar predstavlja

odli¢no izhodis¢e za preucevanje kompleksnih bolezni ter prenos znanja.

Glavni namen diplomske naloge je bila identifikacija novih rekombinantnih kongenih linij
za kvantitativni lokus Fob3a na 15. kromosomu misje linije, divergento selekcionirane na
odstotek telesnih mascob. Pri kongenih linijah z zelo majhnim donorskim segmentom
predstavlja identifikacija novih rekombinantov zaradi manjSe pogostnosti rekombinacij
velik izziv. ldentificiranje le-teh pa je pomembno za razvoj novih subkongenih linij z
ozjim donorskim segmentom, s ¢imer se pove¢a moznost odkritja novih vzro¢nih genov, ki

vplivajo na nalaganje mascevija.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MASCOBE IN FIZIOLOGIJA NALAGANJA MASCEVJA

Mascoba je trdna ali tekoca v vodi netopna organska snov, sestavljena iz glicerola in
mascobnih kislin (Mas¢oba, 2000). Mascoba je vse bolj nezazelena sestava ¢loveske hrane,
saj je povezana z debelostjo ter boleznimi srca in ozilja. Kljub temu pa ima Stevilne
pomembne fizioloSke vloge v telesu: predstavlja vir energije, je sestavni del celi¢nih
membran, nekateri derivati mas¢obnih kislin so ligandi za jedrske hormonske receptorje pri
transkripciji genov, je vir v vodi netopnih vitaminov (A, D, E in K) ter esencialnih omega-
3 in omega-6 mascobnih kislin, obenem pa tudi izboljSuje okus in vonj hrane (Sanders in
Emery, 2003).

Nastanek debelosti je posledica motenj ravnovesja med vnosom hrane in porabo energije.
Vse je nadzorovano preko kompleksnih fizioloskih sistemov, katere sestavljajo povezave
Stevilnih perifernih signalov ter hipotalamus kot centralni regulator teh sistemov. Slednji
dobiva informacije glede energijske bilance preko ziveénih in hormonskih signalov, ki
potujejo do Stevilnih tkivnih jeder v notranjosti hipotalamusa in do lateralnega
hipotalamusnega dela. V tem sistemu ima arkvatno jedro najvecjo vlogo. Sestavljeno je iz
dveh tipov ziv¢énih celic — prve proizvajajo aguti-podoben protein (AGRP, angl. agouti-
related protein) in nevropeptide Y (NPY, angl. nuropeptide Y), druge pa
proopiomelanokortin (POMC, angl. pro-opiomelanocortin) ter kokain- in amfetamin-
podobne prepise (CART, angl. cocaine- and amphetamine-related transcript). Aktivacija
nevronov AGRP in NPY (Slika 1) ima oreksigeni ucinek, ki spodbuja zauzivanje hrane in
zavira porabo energije, aktivacija zivénih celic POMC in NPY pa ima obratni,
anoreksigeni uc¢inek. Omenjene celice v arkvatnem jedru igrajo v telesu pomembno viogo
pri regulaciji energijske bilance, saj prenaSajo informacije o vnosu hrane, razpolozljivih
zalogah energije v mas¢obnih tkivih in telesnih aktivnostih. Hipotalamus lahko tako preko
avtonomnega Zivéevja in endokrinega sistema vpliva na fizioloSke dejavnike in vedenjske
spremembe. Uravnava izloCanje hormonov, nevropeptidov in nevrotransmiterjev, Ki
vplivajo na energijsko bilanco organizma. Anoreksigeni hormon, ki je kljucen pri

uravnavanju tega ravnovesja, je leptin in je odgovoren za regulacijo nalaganja mascevja na
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dolgi rok. Za kratkotrajno regulacijo pa so odgovorni nevrotransmiterji, na delovanje

katerih vpliva leptin, ki se izloca iz celic belega mascobnega tkiva (Bell in sod., 2005).

Oreksigeni
signali

Navzdolnji
efektor
nevroni

Arkvatno jedro
hipotalamusa

Anoreksigeni
signali

Leptin Inzulin

® Ma_ééobne
Energijska .__/ celice
bilanca
Slika 1: FizioloSko uravnavanje energijske bilance (prirejeno po Loos in Bouchard, 2003:
407)

Nevrotransmiterje lahko delimo na pospeSevalce ali zaviralce apetita. Primer je oreksigeni
peptid grelin (angl. ghrelin), ki ga primarno izlo¢ata zelodec in dvanajstnik. Njegova
koncentracija naraste pred zauzitjem hrane in pade po njem. Primer drugega
nevrotransmiterja je peptid YYss3s (PYY336), Ki pa ga izlo¢a kon¢ni prebavni trakt ob
zauzivanju hrane. Njegova koncentracija ostane velika $e priblizno eno uro po njem. PPY3.
36 S€ veze na presinapticni receptor Y2 v zivénih celicah NPY, ki naj bi domnevno imele

inhibitoren ucinek, zaradi katerega bi se lahko zmanjsal vnos hrane (Bell in sod., 2005).

Opisan regulatorni mehanizem deluje v smeri za$cite organizma pred izgubo telesnih
mascob, ne pa tudi v smeri pridobivanja telesnih mascob, zato bodo nadaljnje analize teh
fizioloskih poti priskrbele dodatne informacije o kandidatnih genih, ki lahko vplivajo na

genetsko osnovo nalaganja mas¢evja. Prav tako so genetske raziskave s pomocjo zivalskih
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modelov in preucevanjem genetike raznih oblik debelosti obratno pripomogle k boljsemu

razumevanju fiziologije regulacije telesne mase (Bell in sod., 2005).

2.2 DEBELOST

Danasnji najopaznejsi zdravstveni problem ljudi je debelost, ki se je v najveéji meri pojavil
zaradi vse slabSega zivljenjskega sloga: napacne prehranjevalne navade in pomanjkanje
telesne aktivnosti (Lanbein in Skalnik, 2007). Posamezniki z indeksom telesne mase

2 imajo prekomerno telesno maso, tisti z vi§jim od 30 kg/m® pa so

ve¢jim od 25 kg/m
opredeljeni kot predebeli. Debelost je kompleksna, multifaktorska bolezen, kjer so
kopienje mascob in mesta njenega nalaganja determinirana z geni posameznika in
okoljem, v katerem se ta nahaja. Povecana koli¢ina mascob je tako rezultat kroni¢ne
pozitivne energijske bilance, kjer dotok presnovne energije presega porabo le-te. Zato je
pomembno upostevati obe strani energetske porabe — vnos kalorij in njihovo porabo

(Blinger in Hill, 2005).

Tehnoloski napredek ter cenejsi in lazji dostop do hrane povzrocéajo vse vecji vnos kalorij v
telo. Omejujoci dejavniki, ki nas spremljajo v danasnjem zivljenju, pa vedno bolj stremijo
k razvoju v smeri debelosti spodbujajoCega okolja. Slednjega ze lahko najdemo v
industrializiranih drzavah (Loos in Bouchard, 2003), kjer stopnja fizi¢ne aktivnosti strmo
upada. Astrup (2005) navaja, da je bilo leta 2001 14 % moskih in 17 % Zensk na Danskem
predebelih, v Veliki Britaniji naj bi bilo predebelih 21 % moskih in 24 % Zensk, od tega pa
kar 47 % moskih in 33 % Zensk s prekomerno telesno maso. Razmere v ZDA so $e slabse.
Raz8irjenost debelosti naj bi se iz 23 % v letih od 1988 do 1994 povecala na 31 % v letu
2000. Tudi Evropa gre po korakih ZDA, saj ocenjujejo, da bo v naslednjih desetih letih

pricakovati enako stopnjo debelosti, kot jo imajo trenutno v ZDA.

Po mnenju Loosa in Boucharda (2003) so navedeni podatki najverjetneje posledica
evolucije Cloveskega genoma skozi ¢as, ko je bila hrana na voljo le ob¢asno in je bilo za
pridobivanje le-te potrebno vloziti veliko napora. Tako ima ¢lovek v svojem genomu gene,
ki so mu v ¢asu lakote omogocali prezivetje, v danasnjem sodobnem prebivalstvu pa pri
posameznikih, ki so nagnjeni k skladisc¢enju odvecne energije in mascobnega tkiva, lahko

vodijo do neravnovesij v energijski bilanci in postopoma tudi do debelosti. Povecevanje



Beltram J. Identifikacija novih rekombinantnih kongenih linij za kvantitativni lokus Fob3a pri misih. 7
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2011

stopnje razSirjenosti debelosti ima pomemben vpliv na zviSevanje pojavnosti drugih
bolezni, ki lahko zaradi debelosti nastanejo: splosno povecanje umrljivosti in slabo
zdravstveno stanje, bolezni srca in ozilja (povecan krvni pritisk in dislipidemija), diabetes
tipa 11, metaboli¢ni sindrom, kap, motena reprodukcijska sposobnost Zensk, respiratorni
problemi, miSi¢no-skeletne motnje, rak, gastrointestinalne bolezni, psiholoski problemi ter

posledice zaradi debelosti v otrostvu oziroma mladosti (Inoue in Zimmet, 2000).

Pojavlja se tudi problem zamascenosti Zivali, do Cesar je priSlo zaradi selekcije in vse
ve¢jih ¢lovekovih potreb. BoljSe zavedanje porabnika glede zdrave prehrane pa vodi rejce
in selekcijske sluzbe k zmanjSevanju tega problema, pri ¢emer ima ekonomski vidik velik
vpliv. Zaceli so izvajati selekcijo na tanjSo hrbtno slanino pri praSi¢ih (Rattink in sod.,
2000), na manjso maso abdominalnega in podkoznega mascevja pri perutnini (Ikeobi in
sod., 2002), pri govedu in drobnici pa na koli¢ino in sestavo mleka ter na rast in lastnosti
klavnega trupa (Khatkar in sod., 2004; Walling in sod., 2004).

2.3 ODKRIVANIJE KVANTITATIVNIH LOKUSOV ZA ZAMASCEVANIJE
Za kvantitativne lastnosti je znacilna normalna porazdelitev fenotipskih vrednosti znotraj
populacije. Na razvoj takih lastnosti vpliva vecje Stevilo genov, interakcije med njimi,

interakcije genov z okoljem ter seveda samo okolje (Peters in sod., 2007).

Vecina genetskih sprememb za vsebnost telesnih mascob je poligena in dolocena z
kombinacijami genov, ki vplivajo na metabolizem, presnovo lipidov in ogljikovih hidratov,
apetit ter obnasanje. Razli¢ne oblike genov, ve€ina z majhnimi do zmernimi ucinki, tako
vplivajo na genetsko osnovo za debelost (Pomp, 1997). Prispevek genetskih dejavnikov k
debelosti lahko povzamemo kot (Clement, 2005):
e monogena oblika debelosti — ta oblika debelosti je redka, zelo hude in se obi¢ajno
zacne Ze v otrostvu;
e poligena oblika debelosti — v tem primeru pa ima vsak posamezen, za debelost
vplivajo¢i gen, majhen vpliv na debelost, vendar ima kumulativni prispevek teh
genov skupaj pomemben vpliv, ko so prisotne interakcije z okoljskimi dejavniki,

katere kazejo nagnjenost k izrazanju fenotipa (Clement, 2005).
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Opisane znacilnosti genov tako omogocajo iskanje in odkrivanje kvantitativnih lokusov za
telesno maso in nalaganje mascevja, saj je ocenjena relativno visoka genetska korelacija

med telesno maso in nalaganjem mascevja, kot navajajo Leamy in sod. (2005).

Najdenih je bilo ze 75 QTL-ov za debelost in 85 QTL-ov za telesno maso med krizanjem
ve¢ razlicnih linij miSi, navajata Brockmann in Bevova (2002). Nekaj od teh je bilo
identificiranih tudi zaradi kmetijskih interesov za vzrejo Zivali (prasi¢i, govedo, drobnica)
z velikimi prirasti in ¢im manj$o vsebnostjo masc¢ob pri najmanjSem moznem vnosu kKrme
(Comuzzie in Allison, 1998). Lociranje QTL-ov je zato pomembna osnova za iskanje
genov, ki vplivajo na Ze ugotovljene kromosomske ucinke (Aksu in sod., 2007).
Kvantitativni lokus je tisti, ki ima merljive fenotipske spremembe zaradi genetskih in/ali
okoljskih vplivov. Na splosno so QTL-i ve¢ faktorski in so pod vplivom polimorfnih
genov, zato lahko eden ali ve¢ kvantitativnih lokusov vpliva na preucevani fenotip. Pri tem
je pomembno poudariti tudi vplive okolja, ki pa so neodvisni od genotipa ali interakcij
gen-okolje. Na splosno velja, da ve¢ lokusov kot je vkljuéenih v determiniranje
kvantitativnih lastnosti, tem tezje je locirati in identificirati vse vzro¢ne kvantitativne
lokuse. Verjetnost uspeha v lociranju QTL-a pa je odvisna od heritabilitete lastnosti,
njenega nacina dedovanja (dominanten, recesiven in aditiven) in $tevila genov, ki nanjo

vplivajo (Abiola in sod., 2003).

V Studijah prevladujejo trije tipi strategij za identificiranje specifi¢nih genov, ki vplivajo
na debelost (Loos in Bouchard, 2003):

e prvi pristop je identifikacija kandidatnega gena, ki temelji na razumevanju
patoloske fiziologije debelosti. Kandidatni geni So izbrani na osnovi opazenih vlog
ali funkcij v biokemi¢nih poteh, povezanih z regulacijo energijske bilance ali
biologije nalaganja mascevja;

e podrobna raziskava celotnega genoma z namenom identificiranja kromosomskih
delov tako imenovanih kvantitativnih lokusov in postopoma tudi genov znotraj le-
teh;

e primerjava vitkega in debelega posameznika ter drugih informacij na podlagi

vzorca izrazanja gena na ravni RNA, Ki se tkivno-specificno izraza.
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Preden pricnemo =z raziskavami identificiranja kromosomskih regij, ki skrivajo
kvantitativne lokuse v poligenih zivalskih modelih, je potrebno po mnenju Pompa (1997)
upostevati tri bistvene komponente — potrebno je imeti Stevilno populacijo, veliko Stevilo
molekularnih oznacevalcev za pokritje celotnih regij na kromosomih ter primerne

statistiéne metode.

Postopek kartiranja kvantitativnega lokusa (Slika 2):

1. najprej poteka krizanje dveh linij, ki se med seboj izrazito razlikujeta v opazovani
kvantitativni lastnosti ter genetskih oznacevalcih oziroma alelih;

2. potomce generacije F; lahko nato parimo med seboj, da dobimo potomce F, ali pa
jih povratno krizamo (angl. backcross) z eno od starSevskih linij z namenom
pridobiti ¢im ve&ji odstotek genetskega ozadja sprejemne linije. Ce se QTL nahaja
blizu genetskega oznaevalca, se bodo le-ti podedovali skupaj ter bo genetski
oznacevalec v F, ali povratnem krizanju imel razlicna fenotipska povprecja za
kvantitativno lastnost;

3. potomcem F, ali potomcem iz povratnega Krizanja nato z molekularnim genetskim
oznaéevalcem analiziramo celoten genom ter opravljamo in zbiramo meritve za
fenotipsko lastnost. Z genotipiziranjem ugotavljamo, katera od starSevskih linij je
prispevala alel na dolo¢enem lokusu;

4. Kkoliksna je razlika med povpre¢jem fenotipa in genetskim oznaCevalcem, je
odvisno od mo¢i u¢inka QTL-a ter kako tesna je povezava med kvantitativnim
lokusom in genetskim oznacevalcem (Griffiths in sod., 2008). To lahko prikazemo
s pomoc¢jo vrednosti LOD (angl. logarithm of odds ratio), s katero testiramo
hipotezo prisotnost QTL-a. Na podlagi te vrednosti sklepamo, kje v genomu se
nahaja dolo¢en kvantitativni lokus (Lander in Kruglyak, 1995, cit. po Abiola in
sod., 2003).
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Slika 2: Primer pridobivanja linij za identifikacijo in kartiranje QTL (prirejeno po Griffiths
in sod., 2008: 150)
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Odkritih je bilo 77 genov, katerih raven izrazanja je razlitna med debelimi in vitkimi
misjimi linijami. Ti geni kodirajo proteine, ki imajo vlogo pri ogljikovih hidratih in
mascobah, prevajanju signalov, celi¢ni proliferaciji, celicni komunikaciji, organizaciji
citoskeleta in imunskem odgovoru. Geni, ki sodelujejo pri razli¢cnih bioloskih procesih in
molekulskih funkcijah v analiziranih maséobnih tkivih, nakazujejo, da nalaganje mascob v
dozorelih mascobnih celicah igra pomembno vlogo v regulaciji telesne teze (Aksu in sod.,

2007).

Leptin, inzulin in IGF-1 (angl. insuline-like growth factor 1) so dobro poznani po svojih
stimulativnih rastnih u¢inkih na metabolizem. Leptin je periferni signal, ki uravnava
jeS¢nost in porabo hrane v sodelovanju s centralnim Zivénim sistemom. Po navedbah

Maffei in sod. (1995, cit. po Brockmann in sod., 2000) je ta esencialen pri izogibanju
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debelosti, vendar se tako kot pri na leptin odpornih debelih ljudeh pojavljajo povecane
koncentracije le-tega tudi pri mi§jem DU6 modelu, za katerega je znacilno, da zivali
ekstremno hitro rastejo. Do danes glede regulacije telesne mase in debelosti Se niso nasli
povezave z ostalimi kandidatnimi geni, kot so Cpe (angl. carboxypeptidase E), Lep
(leptin), Tub (angl. tubby candidate gene), A’ (angl. agouti signaling peptide), Ucp (angl.
uncoupling protein) in Siml (angl. single-minded homolog 1), odgovorne za ekstremne
koncentracije leptina, inzulina in IGF-I (angl. insulin-like growth factor 1) pri misji liniji
DU6. Zato Brockmann in sod. (2000) sklepajo, da sta rast in debelost regulirana preko
dodatnih genov. Ti morda medsebojno vplivajo na gene, ki so v povezavi z debelostjo in
telesno maso. Svitz in sod. (1997, cit. po Brockmann in sod. 2000) so glede na rezultate
raziskav ugotovili, da bi lahko zaradi znatne korelacije med leptinom in maso misic imel ta
direktni uc¢inek na mascobo in misi¢no tkivo. Odkritje leptina kot faktorja obCutka sitosti
pri debelih mi§jih linijah je imelo stimulativen ucinek za nadaljnje raziskave genetike
debelosti ter za dodatna odkrivanja in raz¢lenjevanja poti leptina, odgovornega za vnos

hrane in homeostazo energije (Brockmann in Bevova, 2002).

Boeuf in sod. (2000, cit. po Aksu in sod., 2007) ter Nadler in sod. (2000, cit. po Aksu in
sod., 2007) so poleg leptin kodirajoCega gena (Lep) identificirali S¢ Cox8 (angl.
cytochrome oxidase c¢ subunit VIII), Gapds (angl. glyceraldehydes-3-phosphate
dehydrogenase), Fbpl (angl. fructose bisphosphatase 1), Ubce7ip3 (angl. ubiquitin
conjugating enzyme 7 interacting protein 3), Csflr (angl. colony-stimulating factor 1),
Gstol (angl. glutathione S-transferaze omega 1) in Apoe (angl. apolipoprotein E), ki se
prav tako izrazajo v gonadalnih mas¢obnih blazinicah odraslih zivali debelih misjih linij z

razli¢no stopnjo hiperglikemije (visoke ravni glukoze v krvi).

Veliko raziskav z razlicnimi zivalskimi modeli in pristopi je usmerjenih k iskanju
kvantitativnih lokusov za odstotek telesne mascobe:

e tako imenovan Mob (angl. multigenic obesity), niz petih QTL-ov, je bil identificiran
pri krizanju med standardno inbridirano linijjo C57BL/6J in divjo linijo Mus spretus
(Warden in sod., 1993, 1995, cit. po Pomp, 1997). Medtem ko sama linija ter
potomci F; ne kazejo znakov debelosti, pa je opazena dramaticna sprememba V

odstotku telesnih mascob pri povratnem krizanju s C57. Ta pojav debelosti pri
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krizancih je najverjetneje rezultat interakcije genov, pri ¢emer pa mora biti prisotna
specifiéna kombinacija alelov pri dveh ali ve¢ lokusih, da se bo lahko izrazil
fenotip za debelost;

Dob (angl. dietary obese), niz petih QTL-ov, ki so odzivni na sestavo krme.
Debelost je v tem primeru pri inbridiranih linijah AKR/J in SWR/J (ki se dvakratno
razlikujejo v odstotku telesnih mascob) povzro¢ena s krmo z visoko vsebnostjo
mascob (West in sod., 1995, cit. po Pomp, 1997).

V nasprotju s tema modeloma, ki temeljita na epistaticnih ali okoljskih u€inkih povzrocitve

debelosti, uporabljata naslednja dva modela razliko v odstotku telesnith mascob, ki se

naravno pojavlja med inbridiranimi linijami oziroma je rezultat direktne umetne selekcije:

tako sta Taylor in Phillips (1996, cit. po Pomp, 1997) odkrila Obq (angl. obesity
QTL), niz QTL-ov, dobljen pri krizanju relativno debele linije EL/Suz z vitko linijo
129/Sv. Liniji kaZeta ve¢ kot trikratno razliko v debelosti in $e veéja razlika je
opazena med samicami;

Sest QTL-ov, katere oznacuje Pfat (angl. polygenic fatness), je bilo identificiranih z
uporabo misje linije M16i, ki je bila podvrZzena dolgoroc¢ni selekciji za hitro
pridobivanje teze, kateri je sledilo parjenje v sorodstvu (brat-sestra) za fiksacijo
lokusov. Linija M16 je tako razvila 60 % vecjo telesno maso od mase
neselekcionirane kontrole. Kot rezultat pozitivne genetske korelacije med telesno
maso in odstotkom telesne mascobe je razvila zmerno poligeno debelost in
hiperfagijo (prekomeren apetit) (Hanrahan in sod., 1973, cit. po Pomp, 1997; Eisen,
1986, cit. po Pomp, 1997; Eisen in Leatherwood, 1978, cit. po Pomp, 1997).

V raziskavi poligenega modela za metabolicni sindrom so z uporabo na maso mascob

divergentno selekcionirane debele (F) in vitke (L) linije, pri§li do sledecih ugotovitev
(Morton in sod., 2005):

debele misi kazejo znake metaboli¢nega sindroma za odpornost na inzulin z
zamas$¢enimi jetri in hipertenzijo,

debele misi so zmanjSale krozenje glukokortikoidov po telesu, ki zviSujejo
koncentracijo glukoze v krvi,

debele misi so zelo obcutljive na glukokortikoide,
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- debele miSi so zmanjSale mascobno-glukokortikoidno  aktivnost in
glukokortikoidno aktivnost v jetrih,

- debele misi imajo vecjo telesno maso kot vitke.

Analiza kartiranja kvantitativnega lokusa pri krizanju med F in L linijo je pokazala Stiri
signifikantne kromosomske regije z geni, ki vplivajo na delez masc¢ob, Fobl (angl. F-line
obesity QTL 1), Fob2, Fob3 in Fob4 na 2., 12., 15. in X kromosomu. Fob1 je pojasnil 4,9
%, Fob2 19,5 %, Fob3 14,4 % in Fob4 7,3 % F, fenotipske variance za odstotek mascobe.
Medtem ko imajo Fobl, Fob3 in Fob4 aditiven uc¢inek, ima Fob2 dominanten genetski
vpliv. Pri vseh §tirih odkritih QTL-ih pa so ucinki pozitivni, kar pove, da aleli iz linije F
zviSujejo odstotek mascobe. Zaradi velikega vpliva na vsebnost mas¢obe (delez mascob pri
homozigotnih zivalih debele linije se je zvisal za 4,62 %) in mocne statisticne podpore
(vrednost LOD 11,3) je Fob3 zanimiv za nadaljnje raziskave (Horvat in sod., 2000). Tako
so Stylianou in sod. (2004) v grobem genetskem kartiranju kvantitativnega lokusa Fob3
odkrili dve regiji znotraj omenjenega QTL-a, Fob3a in Fob3b. Slednja imata neodvisne,
vendar v isti smeri (na delez maScobe) delujoCe ucinke. Kvantitativha lokusa imata
pomemben aditiven in dominanten vpliv na telesno maso, vendar na debelost (delez
mascobe in relativna masa gonadalne mascobe) vplivata aditivno. Ocenjen aditiven ucinek
na delez mascobe pri Fob3a je skoraj dvakrat toliksen (1,62 %), kolikSen je vpliv na delez

mascob pri Fob3b (0,71 %), ne glede na to pa sta oba pomembna (Stylianou in sod., 2005).

Potencialni kandidatni geni, ki so znotraj LOD intervala kvantitativnega lokusa Fob3 na
kromosomu 15, so: Trhrf (angl. thyrotropin releasing hormone receptor), Cog (angl.
congenital goiter), Tgn (angl. thyroglobulin), Smstr3 (angl. somatostatin receptor 3), Tef
(angl. thyrotroph embryonic factor), Ins3 (angl, insulin Il1) in Ppara (angl. peroxisome
proliferator activated receptor alpha) (Horvat in sod., 2000). NatanénejSe kartiranje obeh
lokusov (Prevorsek, 2010) je pokazalo, da se znotraj Fob3b nahajajo za nastanek debelosti
pomembni kandidatni geni Dgatl (katalizira kon¢ni korak v sintezi trigliceridov), Gpihbpl
(kodira protein, ki je vpleten v transport lipidov in holesterola po krvi), Rhpnl (nosi zapis
za protein, ki sodeluje v procesu nastanka mascobnih celic) ter Ly6a (povzro¢a nenormalno
zgradbo mascobnih celice pri transgenih misih). Za QTL Fob3a, na katerem temelji tudi

nase pricujocCe raziskovalno delo, pa je bila razvita kongena linija (Prevorsek, 2010), na
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kateri so opravili fenotipsko karakterizacijo ter statisticno analizo homozigotnih Zivali.
Rezultati te raziskave kazejo na to, da se QTL nahaja na intervalu od 40,14 Mbp do 60,62
Mbp pri kongeni liniji V. Znotraj te regije pa naj bi se nahajali slede¢i, za nastanek
debelosti, kandidatni geni: Trhr (vpliva na debelost preko $¢itni¢énih metaboli¢nih poteh),
Enpp2 (igra vlogo pri uravnavanju razvoja mascobnega tkiva ter vseh z debelostjo
povezanih patoloskih stanj v telesu), Tripl (vpliva na koncentracije trigliceridov v krvi in

na pojav hipertrigliceridemije) in Sqle (vpleten v lipogenezo in biosintezo holesterola).

2.4 ZIVALSKI MODELI

Telesna velikost, masa razli¢nih organov, debelost, gostota mineralov v kosteh, produkcija
toplote, vnos hrane in Stevilne druge kompleksne lastnosti pri sesalcih imajo poligeni nacin
dedovanja. Zaradi tega znanstveniki tudi domnevajo, da so te kompleksne lastnosti pod
vplivom interakcij med S$tevilnimi geni. Slednje je bilo v zadnjih letih prikazano s
konstantno narascajo¢im Stevilom ugotovljenih kvantitativnih lokusov, ki vplivajo na te
lastnosti. Vecina teh raziskav je potekala na mi§jih modelih zaradi uporabnosti inbridiranih
ali selekcioniranih linij, ki so izbrane oziroma vzrejene na odstopanja od povpreéij
opazovanih lastnosti. Te so nato krizane za proizvodnjo F, generacije z genotipsko

variabilnostjo pri na lastnost vplivajocih lokusih (Leamy in sod., 2005).

Med modeli organizmov je laboratorijska mi$ tista, ki je najve¢ uporabljena, saj je njen
genom zelo podoben ¢loveskemu. Ceprav je misji genom nekoliko manjsi, pa vsebuje
priblizno enako Stevilo genov kot ¢loveski. Misi in ljudje so se v evolucijskem razvoju
razdvojili od skupnega prednika pred priblizno 75 milijoni let, kar je zadostovalo za pojav
mutacij, ki so povzrocile razlike med genomoma. Skupne sekvence mi§jega in ¢loveskega
genoma tako verjetno kazejo na skupne funkcije (Slika 3). Prvi korak pri primerjavi
genoma je identifikacija tako imenovanih homolognih genov, ki so si po zgradbi,
delovanju in izvoru ¢im bolj podobni (imajo podobne DNA sekvence). Nadaljnji pregled
misjih genov je odkril, da ima vsaj 99 % vseh misjih genov nekaj homologov v ¢loveskem

genomu in obratno (Griffiths in sod., 2008).
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Kromosomi pri ¢loveku
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Slika 3: Lokalno ujemanje ¢loveskega genoma z deli, ki ustrezajo mi$jemu genomu. Vsaka
barva predstavlja razliéne kromosome pri misih, kot je navedeno v legendi (prirejeno po
Griffiths in sod., 2008: 707)

Mis je bila ze od nekdaj primerna vrsta Zivali pri tolmacenju genetskih osnov ¢loveske
fiziologije in patofiziologije. Po osnovanju prve inbridirane misje linije (DBA) v zgodnjem
20. stoletju so bile raziskave raka in transplantacijske biologije z uporabo teh linij najbolj
uspesne, saj je bil za to potreben enoli¢en rod, ki pa so ga lahko pridobili iz misjih linij.
Sledile so analize napak na posameznih genih, ki so nastale v inbridiranih linijah zaradi
spontanih mutacij. Slednje so postale najpomembnejSe v nadaljnjih genetskih raziskavah
na miSih. S tem se je do danes razvila ena pomembnejsih genetskih raziskav na miSih —
analiza kompleksnih oziroma kvantitativnih lokusov. Na stotine genetsko in fenotipsko
razliénih inbridiranih linij predstavlja izhodis¢e, na katerem bodo lahko preucevali
razmerje med genotipom in fenotipom ter identificirali kvantitativne lokuse za katerokoli

merljivo lastnost (Peters in sod., 2007).
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Inbridirane mi$je linije so pridobljene iz enkratnega parjenja starSev ter sledecega
ponavljajoCega parjenja v sorodu (brat-sestra). Po 20-ih generacijah inbridinga so misi
genetsko identicne in homozigotne na vseh lokusih. Razvitih je ogromno za razlicne
lastnosti inbridiranih misi, kar omogoc¢a (Peters in sod., 2007): izbiro primerne linije za
odkrivanje kvantitativnih lokusov, izhodis¢e za nadaljnji razvoj modelov, fizioloska
testiranja in/ali razvoj zdravil ter razvoj na mutacije obcutljive linije in identifikacijo le-
teh.

Dokazano je bilo, da so miSi pomembni modeli za razumevanje debelosti pri ljudeh in
vzrejnih Zivalih. MiSi z mutacijami na enem genu in genetsko modificirane misi so bile
uporabljene pri Studijah genov in poti, ki regulirajo telesno maso. Vecina uéinkov
kvantitativnih lokusov je aditivna, zato lahko s prehrano, starostjo in spolom spreminjamo
genetske ucinke. Kongene linije (angl. congenic strains), rekombinantne inbridirane linije
(angl. recombinant inbred strains), napredno krizane linije (angl. advanced intercross
lines) in linije s kromosomskimi substitucijami (angl. chromosome substitution strains) so
potrebne za koncno kartiranje QTL-a, identificiranje genov, ki lezijo znotraj teh lokusov
ter za preucevanje interakcij med njimi. Omembe vredne so linije, ki se razlikujejo v
vsebnosti telesnih mascob (NZO, KK, F in L linije), telesni masi v mladosti (DU6 linija)
ali odraslosti (LG/J, SM/J, P6high in P6low linije), stopnji rasti (linija M16) in izgubi
telesne toplote (MH in ML liniji) (Brockmann in Bevova, 2002). Zaradi velikosti,
sorazmernosti med vnosom hrane in telesno tezo je mi§ Se posebej primerna za raziskave
genetskih osnov in medsebojnih povezav med zauzito krmo in hitrostjo metabolizma
(Biinger in Hill, 2005). Dejstvo, da lahko spremenimo samo en gen in s tem pridobimo
debele misi, prepricljivo kaze na to, da geni prispevajo k debelosti. UCinek preucevanega
gena, zlasti ¢e ta prispeva h kompleksnosti lastnosti, je odvisen od genetskega ozadja
(u¢inki drugih genov), glede na katerega se lahko ali pa ne kaze Zeleni fenotip. Zaradi tega
so poligeni zivalski modeli edinstven vir za preué¢evanje kompleksnosti regulacije telesne

mase (Brockmann in Bevova, 2002).

Misi imajo kot zivalski model Stevilne prednosti (Biinger in Hill, 2005): kratek
generacijski interval, so visoko reproduktivne, imajo majhne stroske vzdrzevanja, mozno

je uravnavanje in standardiziranje okolja, v katerem jih vzrejamo, mogoce je nacrtovati
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paritve in vzdrzevati velike populacije. Siroko poznavanje njinove genetike je pripeljalo
misi do tega, da so postale glavni model v raziskavah glede dedovanja telesne kompozicije
in energetike. Vseeno pa lahko biologija in fizioloSka regulacija razporejanja energije in
mascob signifikantno variirata med mismi in ljudmi (Pomp, 1997). Zaradi tega bi lahko
prasi¢ bolje ustrezal kot model za preucevanje genetike debelosti pri cloveku, saj le-ta
poseduje ve¢ podobnosti v prehranski in metaboli¢ni fiziologiji (Houpt in sod., 1979, cit.
po Pomp, 1997; Miller in Ullrey, 1987, cit. po Pomp, 1997; Rapacz in Hasler, 1989, cit. po
Pomp, 1997). Vendar pomanjkanje inbridinga in dobro nadzorovanih okoljskih pogojev

omejuje uporabo prasic¢a kot modela za odkrivanje QTL-ov, ki vplivajo na debelost.

Glede na genetsko variabilnost osnovne populacije selekcijskega poizkusa, specifiénega
selekcijskega kriterija in selekcijskega postopka (npr.: velikost populacije in intenzivnost
selekcije) se na rast selekcionirane misje linije razlikujejo v fenotipu kot tudi v specifi¢no
doloc¢enih genih in genetskih spremembah, ki prispevajo k selekcijskemu odgovoru
(Brockmann in sod., 2004). Zato lahko z vsakim krizanjem med razli¢nimi linijami misi
odkrivamo razli¢ne nize kvantitativnih lokusov. Kongena misja linija je eden od genetskih
virov, ustrezen za fino kartiranje kvantitativnin lokusov kot tudi za fizioloske raziskave
vplivov QTL-ov na debelost (Prevorsek in sod., 2010). Kongene linije so uporabne zaradi
vpliva genetskega ozadja druge linije na spremembe v fenotipu (Peters in sod., 2007). Ena
izmed pomembnih prednosti je tudi ta, da omogocajo ugotavljanje ocene fenotipov pri
genetsko identicnih posameznikih. V takem primeru je lazje dosezena statisticna znacilnost
in so tako kvantitativni lokusi s SibkejSimi vplivi na lastnost identificirani in potrjeni z

uporabo manj$ega oziroma bolj vodljivega Stevila zivali (Abiola in sod., 2003).

Genetsko kartiranje z uporabo kongenih linij je ena od strategij za identificiranje
kvantitativnih lokusov ter nadaljnjo izolacijo genov znotraj teh regij. Razvijemo jih s
prenosom doloCenega segmenta genoma iz ene linije (tako imenovane donor linije) na
genetsko ozadje druge linije (prejemne linije) preko ve¢ generacij povratnega krizanja in
selekcij na Zelen genetski interval. Subkongene linije so razvite z dodatnim povratnim
krizanjem z namenom identificiranja rekombinantnih posameznikov, ki imajo manjsi
odsek donorske regije. Rekombinantne kongene zivali so nato parjene z eno od starSevskih

linij zato, da fiksiramo zmanjsan donorski odsek (Flint in sod., 2005). Najpomembnejsa
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znacCilnost tega sistema — rekombinantne kongene linije je ta, da so v njihovem genomu
geni, ki vplivajo na kvantitativno lastnost, razdeljeni po posameznih rekombinantnih
kongenih linijah. Na ta na¢in se lahko ustvari odseke, ki vsebujejo samo en gen ter je s tem
omogoc¢eno kartiranje in preucevanje le-tega neodvisno od drugih genov. Za to pa je
potrebno krizanje F, ali povratno krizanje rekombinantne kongene linije, da dobimo
genetsko identicne posameznike, na katerih se nadalje opravljajo raziskave QTL-ov
(Stassen in sod., 1996). Pridobivanje taksnih genski intervalov, ki jih pokrivajo posamezne
rekombinantne kongene linije (RKL), pa ima vc¢asih omejitve zaradi tezavnosti
pridobivanja potrebnih rekombinantnih Zivali, vzdrzevanja velikega Stevila populacije
takih zivali ter zaradi tezavnosti pri iskanju polimorfnih markerjev, katerih Stevilo mora

biti primerno veliko, da lahko identificiramo rekombinante (Rogner in Avner, 2003).

S selekcijo na veliko in majhno vsebnost mascobe v telesu so razvili debelo (F) in vitko (L)
linijo mis$i, Ki predstavljata model za poligeno debelost, podobno kot se kaze pri ljudeh.
Preko 60 generacij dolga divergentna selekcija heterogenih, neinbridiranih populacij je
pripeljala do razvoja linij, Ki se razlikujeta v telesni masi in debelosti za faktor ve¢ kot 4-
krat. Selekcija (Slika 4) je tako vodila do zvisanja deleZza mascob pri debelih misih na 23 %
in zmanjSala delez masc¢ob na 4 % pri vitkih miSih (Brockmann in Bevova, 2002). S
krizanjem teh linij so odkrili $tiri kvantitativne lokuse: Fobl, Fob2, Fob3 in Fob4. Za
analizo kvantitativnega lokusa Fob3 na 15. kromosomu je bila uporabljena kongena linija

FE"5L 7 donorskim segmentom vitke linije (Stylianou in sod., 2004).
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Slika 4: Fenotipske in genotipske spremembe tekom dvosmerne selekcije in inbridingom
(prirejeno po Brockmann in Bevova, 2002: 371)
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 OPIS MISJIH LINIJ F, V NAST RAZISKAVI

Poglavitni namen nase raziskave je bil razvoj kongenih linij, s katerimi lahko nato
identificiramo genetske lokuse, ki vplivajo na doloc¢eno kvantitativno lastnost, v nasem
primeru nalaganje mas¢evja. Krizanje moramo opraviti na dveh misjih linijah, ki sta si
razli¢ni v opazovani lastnosti in v molekularnih ozna¢evalcih. Za produkcijo takih zivali SO
tako ze predhodno v skupini profesorja Horvata (Univerza v Ljubljani, Biotehniska
fakulteta, Oddelek za zootehniko) najprej med seboj krizali starSevski liniji F (debela
linija) in kongeno linijo 15FHV ter s tem dobili populacijo F;. Sledilo je parjenje zivali

med seboj znotraj populacije Fi-zivali (ang. intercross), pri cemer so dobili populacijo F..

3.1.1 LinijaFLI

Linija FLI (F - fat) je osnovna selekcijska linija debelih (F) linij mi$i. Je rezultat ve¢ kot
dvajsetletne dvosmerne selekcije, ki so jo opravljali v laboratoriju v Edinburgu na
Skotskem. S krizanjem dveh inbridiranih linij JU in CBA ter genetsko heterogene linije
CFLP so razvili populacijo misi, iz katere izvira tudi linija F in je pred selekcioniranjem
imela povprec¢ni delez mascevja 10 % telesne mase. Selekcija pri teh miSih je potekala v
treh selekcioniranih linijah: linija A (apetit) je bila selekcionirana glede na konzumacijo
krme, linija F (debelost) je bila selekcionirana glede na delez telesnih mas¢ob, linijo P
(protein) pa so selekcionirali na telesno maso pri desetih tednih starosti. Za vsako linijo so
tudi upostevali tri selekcijske kriterije v treh ponovitvah (kon¢no $tevilo linij je bilo 27), in
sicer: selekcija na osnovi povecanja opazovane lastnosti, selekcija na osnovi zmanjSanja

opazovane lastnosti in kontrolna linija, Ki ni bila selekcionirana (Sharp in sod., 1984)

Selekcija za linijo F je potekala 53 generacij, od teh pa je bil v prvih dvajsetih generacijah
selekcijski kriterij delez gonadalne mascobe pri deset tednov starih samcih. S krizanjem
treh ponovitvenih linij pri vitki in debeli liniji v 20. generaciji so tako nastali osnovni liniji
F (debela) in L (vitka). Po 20. generaciji pa je selekcijski kriterij postal delez celotnega
mascevja v telesu pri samcih, ki so ga dolo¢ili z metodo suSenja zamrznjenih evtanaziranih
samceVv pri 14 tednih starosti. Tako je po 53. generaciji imela linija F 23 %, linija L pa le 4
% mascobnega tkiva (Biinger in Hill, 1999; Horvat in sod. 2000).
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Leta 2003 so bile z Univerze v Edinburgu pripeljane na Univerzo v Ljubljani linije F in L
ter nekatere kongene linije. Iz mi§je kolonije na Veterinarski fakulteti, kjer so misi najpre;j
bile, so jih leta 2004 preselili v misjo kolonijo Oddelka za zootehniko na Biotehniski
fakulteti.

3.1.2 Linija 15FHV

Kongene linje so linije, pri katerth manj$i segment genoma ene linije z nacrtnim krizanjem
prenesemo na genetsko ozadje druge linije. Take Zzivali pridobijo tako, da izbrane F,-
potomce (rekombinante) veckratno povratno krizajo s starSevsko linijo F (prejemna linija)
(angl. backcross; BC). Po koncanih krizanjih sledi $e parjenje izbranih potomcev med
seboj (heterozigoti za tar¢ni genomski odsek), da dobijo homozigotne potomce za
opazovani donorski segment genoma. Take zivali so nato osnova za razvoj homozigotne

kongene linije (Rogner in Avner, 2003).

Tri kongene linije, ki so jih pridobili po petkratnem povratnem krizanju F,-potomcev, in
linijja F so sluzile za nadaljnji razvoj novih kongenih linij za natan¢nejSe Kkartiranje
lokusov. Ena izmed teh linij, F*"™°" A, je sluzila za razvoj kongene linije W, ta pa za dve
novi liniji Z in V (Prevorsek, 2010). Slednjo smo uporabili v nasi Studiji. Pri tej liniji je
donorski segment, ki izvira od vitke linije L, precej kratek. Nahaja se med genetskima
oznacevalcema D15Mit5 do D15Mit115 in je dolg 12,874937-12,874979 Mbp (6,18 cM).

Rekombinante Zivali na tem odseku smo nato parili s homozigoti iz linije FLI.

3.2 POSTOPKIV LABORATORNU

3.2.1 Zbiranje fenotipskih podatkov

Pri F,-kongenih Zivalih smo za naSo analizo zbirali fenotipske podatke za oba spola. Do
dneva usmrtitve so misi imele na voljo vodo in hrano, slednjo pa smo jim tri ure pred
sekcijo odvzeli. Zivali smo pri starosti 14 tednov stehtali in Zrtvovali s cervikalno
dislokacijo. Vzorec krvi smo odvzeli iz vratnih ven in ga shranili v posebne reagencne
posodice, katerih stene vsebujejo heparin, ki preprecuje strjevanje krvi. S centrifugiranjem

heparinskih eppendorfovih epruvet z varnostnim zapiralom (v nadaljnjem tekstu epice), na
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8000 obratih za 10 minut pri temperaturi 4 °C so se krvne celice usedle na dno epic, na
zgornjem delu pa nam je ostala krvna plazma, katero smo odpipetirali v novo epico ter jo
shranili na -20 °C. Po tem smo priceli z anatomskim seciranjem, kjer smo mis§ z bucikami
pritrdili na secirno desko in jo na ventralni strani trupa razkuzili s 70 % etanolom ter se s
tem tudi izognili kontaminaciji vzorcev z dlakami. Sledil je rez s topimi secirnimi skarjami
¢ez celoten trebuh Zivali v obliki ¢rke Y. Na sredini trebuha (viSina popka) smo s pinceto
odprtini. Naredili smo Se dva reza vzdolZ rebrnega loka in pritrdili trebuSno steno na
secirno desko. S tem je bila zival pripravljena na nadaljnjo anatomsko seciranje ter odvzem
in tehtanje mascobnih depojev: abdominalno (ABD), gonadalno (epididimalno, EPI in
ovarialno, OVA), femoralno (FEM), mezenterialno (MEZ) in rjavo mas¢obo. Natancnejsi

opis poteka posameznega odvzema mascobnega depoja je opisan spodaj.

Mascobni depo z leve strani telesa homozigotnih misi (FF ali LL) iz krizanja F, smo
razdelili na dva dela ter vstavili v epici, ki smo ju zacasno shranili v teko¢em dusiku,
medtem ko smo opravljali sekcijo. Kasneje smo jih shranili na -70 °C za nadaljnjo
uporabo. Dodatne koS¢ke mascobnih depojev, ki Smo jih odvzeli s Skarjami in pinceto, smo
vstavili v fiksativ (4 % Paraformaldehid DEPC-PBS), in jih poslali na nadaljnje histoloske
preiskave. Poleg tega smo pri -76 °C shranili tudi jetra miSi, Ki sluzijo za analizo

metabolnih procesov in miSico, iz katere lahko kasneje izoliramo mRNA (ang. messenger

RNA).

3.2.1.1 Abdominalna mas¢oba (ABD)
je mascoba, ki se nahaja okrog ledvice. Zaradi tega smo najprej izrezali ledvico s

pripadajo¢o mascobo in jo Sele nato na secirni deski locili od ledvice in nadledvi¢ne Zleze.

3.2.1.2 Gonadalna mas¢oba (GON)

je mascoba, ki se nahaja v blizini spolnih Zlez. Pri samcih se gonadalna maS¢oba imenuje
epididimalna, ker se nahaja v blizini obmodka (epididymis). Pri samicah se imenuje
ovarialna oziroma parametrialna mascoba, saj se nahaja ob maternici in jajénikih. Pri
seciranju levi mascobni depo privzdignemo s pinceto in ga z natanc¢nimi rezi lo¢imo od

obmodka, testisa in semenovoda, ¢e seciramo mi§ moskega spola, oziroma od roga
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maternice in jajénika v primeru samice. Paziti moramo, da pri odvzemu te mascobe ne
poskodujemo moskih spolnih zlez in semenovoda, saj bi s tem lahko povzrocili razlitje
sperme po mascobi. Vzorec v takem primeru ne bi bil ve¢ uporaben za analizo izrazanja

genov.

3.2.1.3 Femoralna mascoba (FEM)
je subkutana masScoba, ki se nahaja vzdolZz stegenske muskulature. Mascobo smo priceli
rezati na hrbtnem (dorzalnem) delu stegna. Sledilo je izkozenje zadnje noge in nadaljnje

izrezovanje mascobe do konca notranjega (ingvinalnega) dela stegna zivali.

3.2.1.4 Mezenterialna mas¢oba (MEZ)

je pritrjena ob ¢revo in nakopicena v ¢revesnem oporku. Mascobni depo smo pridobili
tako, da smo najprej izrezali celotno ¢revo (od dvanajsternika do analne odprtine). Nato
smo s pomocjo ene pincete fiksirali prvi konec ¢revesa, s pomocjo druge pincete pa smo z

neznimi potegi lo¢ili mascobo od Crevesja.

3.2.1.5 Rjava mascoba (RJA)

se v vedji koli¢ini nahaja v obliki dveh blazinic na hrbtni strani prsnega kosa med
lopaticami. Najprej smo truplo miSi obrnili s hrbtnim delom navzgor. S topimi Skarjami
smo naredili zarezo v kozo med lopaticami ter izrezali del z rjavo mas¢obo. Na secirni

deski smo nato od nje loc¢ili belo mascobo, ki jo je obdajala.

3.2.2 Genotipizacija

3.2.2.1 Priprava DNA lizatov

Da smo lahko priceli z analizo, smo morali najprej pridobiti vzorce za genotipizacijo. Ko
So tri tedne stare miSi odstavili, so jih za lazje identificiranje oznacili s $¢ipanjem uses s
pomocjo posebnega $¢ipalca. Ods¢ipnjen delec uSesa so s pinceto dali v 0,5 ml reagen¢no

posodico, oznacéeno s Stevilko vzorca, ter jih shranili v zamrzovalnik na -20 °C.

Kasneje smo v laboratoriju to ods¢ipnjeno usesno tkivo lizirali po nekoliko spremenjenem

postopku Lairda in sod. (1991):
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1. Encim proteinazo K (koncentracija 10 mg/ml) smo dodali v pufer za lizo, in sicer 20 ul
proteinaze/1 ml pufra.

2. 60 pl pufra s proteinazo K smo dodali v vsak vzorec uSesnega tkiva.

3. V vodni kopeli pri 55 °C smo vzorce inkubirali 4-5 ur in jih vsakih 30 minut nezno
pretresli.

4. Posodice z vzorci smo nato centrifugirali 2 minuti pri 14 000 g.

5. Sledila je 10-minutna inkubacija pri 95 °C, s ¢imer smo deaktivirali proteinazo K.

6. Z 10-minutnim centrifugiranjem vzorcev pri 14 000 g so nerazgrajeni ostanki na dnu
reagencne posodice tvorili usedlino.

7. Lizate smo nato z bi-deionizirano vodo razred¢ili v razmerju 1:25 in sicer 6 ul lizata v
144 pl vode.

8. Razred¢ene vzorce smo hranili v hladilniku pri 4 °C. NerazredCene lizate sSmo vrnili

nazaj v zamrzovalnik na -20 °C.

Pufer za lizo (angl. lysis buffer), uporabljen pri pripravi lizatov, smo zameS$ali S

sestavinami, navedenimi v Preglednica 1:

Preglednica 1: Priprava pufra za lizo

1M Tris" pH 8,5 10 mi
0,5 MEDTA™ pH 8,4 1mi
5 M NacCl 4 ml
20 % SDS™ 1mi
Destilirana voda Do skupnega volumna 100 ml

" Tris — trihidriksimetil-aminometan; = EDTA - etilendiamintetraocetna kislina; = SDS - natrijev dodecil
sulfat

3.2.2.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR, angl. Polymerase chain reaction)
Za genotipizacijo zivali smo morali najprej pridobiti pomnozene odseke DNA. Uporabili
smo tehniko verizne reakcije s polimerazo, ki omogocCa pomnoZevanje Zzelenega

specifiénega zaporedja DNA in vitro.

e Cikel standardne PCR reakcije je potekal v treh stopnjah:
— denaturacija DNA — za kratek Cas segrejemo na 92 °C ali ve¢. S tem

dosezemo, da se komplementarni verigi lo¢ita;
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- prileganje zacetnih oligonukleotidov na matrico — temperaturo moramo
znizati na 37 °-55 °C oziroma pod temperaturo talis¢a vezave obeh zacetnih
nukleotidov;

- podaljsevanje verige DNA — sinteza komplementarne verige pri optimalni

temperaturi delovanja encima DNA polimeraze (68 °C—-72 °C).

e Zavsako PCR reakcijo pripravimo meSanico reagentov:
- pufer in MgCl; - zagotavljata optimalne pogoje za delovanje encima,
- deoksiribonukleozid-trifosfat (dATP, dCTP, dGTP in dTTP) - gradniki
fragmentov DNA, ki se sintetizirajo,
- par zacetnih oligonukleotidov (angl. primer) - komplementarna enemu
odseku genoma, ki ga Zelimo pomnoziti ter
- encim Taq DNA-polimeraza - sintetizira del verige DNA med obema

oligonukleotidoma.

Reakcija PCR je potekala v konénem volumnu 10 pl z naslednjo kon¢no koncentracijo

reagentov (Preglednica 2):

Preglednica 2: Kon¢na koncentracija reagentov v verizni reakciji s polimerazo

Reagentov Koli¢ina reagenta / vzorec (ul)

Bi-deionizirana voda (Sigma) 1,42
1 x Taq pufer (Fermentas) 1,00
200 uM dNTP (mesanica dATP, dCTP, dGTP, 1,00
dTTP)

2,5 mM MgCI2 (Fermentas) 1,00
0,25 uM 5' zagetni oligonukletid (Jana Bioscience) 0,25
0,25 uM 3' zacetni oligonukletid (Jana Bioscience) 0,25
0,4 U Ampli Taq polimeraza (Fermentas) 0,08
PCR mesanica skupaj: 5,00 pul
DNA (1:25 lizat) 5,00 ul

e Priprava meSanice za verizno reakcijo s polimerazo
Na sobni temperaturi smo odtajali vse potrebne reagente razen encima DNA polimeraze.
Oznacili smo si prazno reagenc¢no posodico, jo poloZili na hladilno plos¢o, ohlajeno na -20
°C ter vanjo odpipetirali vse sestavine PCR mesanice. 1z zamrzovalnika smo nazadnje, tik

pred uporabo, vzeli e DNA polimerazo, odpipetirali potrebno koli¢ino in jo takoj vrnili na
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-20 °C. Oznaceno mikrotitrsko plos¢ico smo polozili na novo hladilno plos¢o in v dve
prazni vdolbinici nanesli meSanico PCR-ja. Z veckanalno pipeto smo nato odpipetirali
mesSanico v ostale vdolbinice na plosc€ici. Iz hladilnika smo vzeli Se vzorce (razredcene
lizate 1:25). Te smo z veckanalno pipeto nanesli na plos€ico, pri tem pa za vsak vzorec
uporabili svoj pipetni nastavek. Preden smo mikrotitrsko plos¢ico pokrili s prozorno folijo,
smo v vsako vdolbinico odpipetirali Se po eno kapljico mineralnega olja. Pripravljene
vzorce smo na hladilni ploS¢i odnesli do PCR aparata, to je mikroprocesorsko vodenega

termostata PTC-100 (MJ Research).

Program, ki smo ga uporabili, je podrobneje opisan v Preglednica 3.

Preglednica 3: Potek programa za verizno reakcijo s polimerazo

DB-TAQ

1. korak: 95 °C, 3 minute

2. korak 95 °C, 1 minuta

3. korak 62 °C, 1 minuta

4. korak 72 °C, 1 minuta

5. korak 5-krat nazaj na 2. korak
6. korak 94 °C, 15 sekund

7. korak 58 °C, 30 sekund

8. korak 72 °C, 30 sekund

9. korak 30-krat nazaj na 6. korak
10. korak 4°C

Po koncani reakciji smo mikrotitrsko plos¢ico s produkti PCR shranili v hladilnik pri 4 °C,

preden smo produkte PCR-ja preverili na agaroznem gelu.

3.2.2.3 Mikrosatelitski genetski oznaéevalci (angl. genetic markers)

To so ponavljajoca se zaporedja DNA, ki po navadi temeljijo na manj kot 100 ponovitvah
(Schloetterer, 2004) od enega do Sest baznih parov dolgih osnovnih enot in so naklju¢no
ter razmeroma pogosto razporejeni po genomih prokariontov in evkariontov.
Mikrosatelitski molekulski oznacevalci so zelo polimorfni, prisotni pa so v kodirajocih in
nekodirajocih regijah genoma. Preglednica 4 prikazuje, katere polimorfne mikrosatelitske

genetske oznacevalce na kromosomu 15 smo v nasi raziskavi uporabljali.
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Preglednica 4: Opis uporabljenih mikrosatelitskih genetskih oznaéevalcev

Ime markerja Sekvenca'L”™ Lokacija na
R kromosomu 15
(Mbp)*
: CTCAAATCCTCAACTTTTATTTAAAAA .
DI5Mit87 CACACGCAGGCAAAACAC 43,00 Mbp
: CTTCCTAATTCCTGTCAAGCAAAT
DISMIt5 GTTTCATTGGTCAATGGAAACTTA 43,28 Mbp
. TATATGGAAAATAAAGGGGAAAACA
DISMit113 CAGGGTGGATCTGGTGATCT 50,23 Mbp
DIEMItLLS CATACCCACTGGTGCATCAC 56,16 Mbp

AGTGAATTCCATAATTTTAAAGGACG

" Mbp — 10° baznih parov; = L — levi primer; R — desni primer

(* Mouse genome informatics, 2010)

3.2.2.4 Agarozna gelska elektroforeza

Agarozna gelska elektroforeza je metoda za lo¢evanje molekul DNA ali RNA glede na
njihovo velikost. To dosezemo s premikanjem negativno nabitith molekul nukleinskih
kislin skozi agarozni gel v elektricnem polju. Krajse molekule se premikajo hitreje in
posledi¢no pripotujejo dlje od daljSih. Da bi bili rezultati vidni, pa moramo fragmente
obarvati s fluorescentnim barvilom, specificnim za DNA (npr. etidijev bromid ali krajse
EtBr, ki fluorescira pod ultravijolicno svetlobo, ko se vgradi v DNA). Molekule DNA,
obarvane z EtBr, niso vidne pod naravno svetlobo. Zato moramo vzorcu, preden ga

nalozimo na gel, dodati nanasalni pufer.

Ker loCujemo razlicno dolge fragmente DNA, uporabljamo tudi razlicne tipe gelov —
manjSe fragmente DNA (od 5 do 500 baznih parov) lo¢ujemo na poliakrilamidnem tipu,

vecje fragmente (od 100 do 50.000 baznih parov) pa na agaroznem tipu gela.

Hitrost potovanja DNA skozi gel je odvisna od:
- dolzine DNA molekule — manj$e molekule pripotujejo dlje, ker se lazje prebijajo skozi
pore v gelu,
- oblike DNA molekule — najhitreje potuje dodatno zvita oblika plazmida, nekoliko
pocasneje linearna ter najpoCasneje krozna oblika plazmida,
- gostote gela — ob povecani koncentraciji agaroze se hitrost potovanja DNA molekul

zmanjsa,
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- napetosti — visja kot je, hitreje potuje DNA, vendar se s tem loCevanje fragmentov slabsa,
zmanjSuje se resolucija,

- barvila — EtBr nekoliko zmanjsuje gibljivost molekul DNA, s tem ko se vgrajuje vanje,

- sestave in ionske jakosti elektroforetskega pufra — skozi gel ne tece tok in se molekule ne

premikajo, ¢e v pufru ni ionov.

V raziskavi smo uporabljali elektroforetski aparat (Flowgen) z razdaljo med elektrodami
44 cm, kjer smo uporabljali gele dimenzij 25x32 cm. Pri agarozni gelski elektroforezi smo
uporabljali 0,5-kraten tris boratni pufer (TBE, 0,5 M Tris, 0,5 M borova kislina, 10 mM
EDTA), ki je vseboval etidijev bromid (20 ul / 1 | TBE pufra). Pripravili smo ga iz

naslednjih sestavin, navedenih v Preglednica 5.

Preglednica 5: Priprava 2 litrov 0,5x TBE pufra

Deionizirana voda 1900 ml
10x TBE pufer 100 ml
Etidijev bromid 40 ul

Produkte reakcije PCR smo lo¢ili na 4 % agaroznem gelu, ki smo ga pripravili v
mirovalovni pecici s segrevanjem 24 g agaroze v 600 ml 0,5x TBE do vreli¢a. Nato smo
mesanico za kratek Cas ohlajali na meSalcu in jo Sele potem vlili v elektroforetski kalup.
Previdno smo vstavili Se glavnicke in pocakali, da se je gel strdil in smo jih nato lahko
nezno odstranili. Pripravljen gel smo polozili v elektroforetsko kadicko, kjer smo po
potrebi dolili pufer, ki mora prekrivati gel. Z ve€kanalno pipeto smo po 12 ul vsakega
vzorca, ki smo mu predhodno dodali nanasalni pufer bromofenolmodro, nanesli na gel ter
nazadnje priklopili elektroforetski aparat na elektri¢ni tok z napetostjo 170 V. Odvisno od
posameznega mikrosatelitskega lokusa smo gele vozili razlicno dolgo. Ko je bila
elektroforeza kon¢ana, smo gel vstavili v komoro, ga osvetlili z UV svetlobo ter
fotografirali s pomoc¢jo programa transiluminator Gel Doc 1000. Rezultate smo shranili kot

* tif datoteke.
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3.3 ISKANJE NOVIH REKOMBINANTOV V KONGENI LINNI 15FHV

3.3.1 Prvi pregled z markerji

Vzorce in genotipizacijo smo opravili po postopkih, opisanih v poglavju 3.2. Poslikane
agarozne gele z vzorci smo shranili v datoteko na racunalniku ter jo kasneje pregledali v
programu Windows Photo Gallery. Zaporedje vzorcev na gelu je bilo enako zaporedju, Ki
smo ga ze pred samo genotipizacijo zapisali v laboratorijski dnevnik. S pomocjo le-tega
smo nato lahko s slik razbrali posamezne genotipe ter jih vpisali v Excelovo datoteko.
Genotipe smo lahko dolocili tako, da smo na konec vsakega glavni¢ka dodali Se kontroli,
prva je bila vedno FF (homozigot debele linije), druga pa LL (homozigot za vitko linijo).
Kontrole so bile pripravljene prav tako kot vzorci, to je v razmerju 1:25, le da smo vzorce
DNA odvzeli od cistih homozigotnih debelih in vitkih linij. Na Slika 5 so prikazane
kontrole genetskih oznacevalcev, ki smo jih uporabljali za prvo doloCevanje genotipov, saj

dolocajo razlike na preucevanem odseku ter se F in L alela jasno loc¢ita na agaroznem gelu.

DI15Mit87 DIMitl13 DISMitl1s

Slika 5: Genetski oznacevalci, ki smo jih uporabljali pri prvem pregledu genotipov
FF — debela linija (FLI linija); LL — vitka linija (FHI linija)

Slika 6 prikazuje primer, kako smo dolocevali genotipe na agaroznem gelu z markerjem
D15Mit87, na katerega so naneseni vzorci DNA populacije, ki segregira za Fob3a odsek,
pridobljeni iz ods¢ipnjenih delcev uSes misi, zadnja dva vzorca pa sta kontroli FF in LL.
Razvidno je, da je prvi vzorec misi genotipa FF, drugi LL, tretji FL, sledijo Se LL, FF, FL,
FL, LL, FL itd.
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Slika 6: VVzorci na agaroznem gelu, genotipizirani z genetskim oznacevalcem D15Mit87. S
slike je razvidno, katere zivali so heterozigotne (FL) ali homozigotne (FF in LL) na
preucevanem odseku kromosoma. Zadnja dva vzorca pa predstavljata kontroli FF in LL.

3.3.2 Preverjanje rekombinantnih kromosomov z dodatnimi mikrosateliti

Za natan¢nejse kartiranje genotipa rekombinantnih Zzivali, to je misi, katerih DNA oziroma
Fob3a odsek na kromosomu 15 vsebuje razlicne kombinacije alelov enega od svojih
starSev, smo morali optimizirati oziroma doloc¢iti polimorfnost novim markerjem. Odlo¢ili
smo se, da bomo poiskali nove genetske oznaevalce okrog Ze znanega polimorfnega
markerja D15Mit115. Kar pomeni, da smo morali na spletni strani Mouse Genome
Informatics (MGI) poiskati genetske oznacevalce, ki se nahajajo med 52 Mbp in 58 Mbp.
V Preglednica 6 so prikazani vsi genetski markerji, katere bi lahko uporabili pri

natanc¢nejSemu kartiranju rekombinantnih kromosomov.

Preglednica 6: Genetski oznacevalci za natan¢nejse kartiranje na kromosomu 15

Ime Sekvenca® L ’ Lokacija na
markerja R romosomu 15
(Mbp)

D15Mit232 TATTAAGTCAGGAGATGTAAGACATGC 52,94

CTGAAAGCAGTTGATACCTCTCC
CTAACAAAGTGGACAGGCATAGC

D15Mit25 53,09
ATGACAAATTAACCAACCAGGG
D15Wsu126e AGAGAGAGACAGGAAGACAG 53,14
GAGTTTCTCCCAAGTTCTTA
D15Mit269 CACTTCCATATATGCACATGGG 54,08

GTTTGTTGATTGGTTGGTTGG
CCAGGAACTAGAGATAAAGTTCTTTC

D15Mit230 54,70
GAAATCTCATTGTTTAAATGGTGTG
D15Mit231 TCATTTGGGGGACGTAAAAA 54,78
AATTCAAGCCCCAGACCC
D15Mit183 ACTCCCACAACTAAGTACAATTATGTT 55,01
TCTCACAAACTGCCCTCTCA

se nadaljuje
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nadaljevanje
Ime Sekvenca! L Lokacija na
markerja R kromosomu 15
(Mbp)
. ACAGACTGCTACAAACTTGGAGC
D15Mit26 AAATGGCTAAACCCCAGCTT 55,10
. TCACTTTGCCCTTTACCTCTGTA
D15Mitze.1 GCTCCAAGTTTGTAGCAGTCTGT 55,10
. TTCTAATTCTCTAAGATTATTGGGGC
DISMIt15s CTAAAGTGGTTCTCAGACATTAGCC 55,12
. CCATAAATCGTGTGGGCTTT
D15Mit132 ACTCATACACATGTACCTGCACG 55,63
. TGTATTCACAAGCATATACTAACACCA
D15Mitl84 TGGTAAGTTTGAAGTCAACCTGG 56,07
LMt CATACCCACTGGTGCATCAC 5616

AGTGAATTCCATAATTTTAAAGGACG
. CAGTTTCTCAGTCGTTCCAGC
DISMit278 AAGTTTTCCAGCCATTATTTTCC 57,00

TGAGAGGTTAGTTAAAAAGTATAACTAATTGTTGT

D15Dcr1 57.52
TGTATTTGCATATTTAGGTTTTGTGTGT
_ ACGTCATCACACACCGAAGT
D1sMitl21 CCCCAGCCTCAGACATAGAT 57,99

(* Mouse Genome Informatics, 2010)

Nove genetske oznacevalce smo optimizirali tako, da smo jih uporabili na enak nacin kot
ze znane in prej uporabljene markerje. Spremenili smo le to, da smo namesto vzorcev
lizatov najprej uporabili ze znane genotipe, to je FF, LL, vzorec FL pa je meSanica FF in
LL kontrole v razmerju 1:1. Na mikrotitrsko plos¢ico smo za vsak testiran marker nalozili
kontrole v zaporedju, kot ga prikazuje Slika 7. Natanko takega smo nato tudi uporabili pri

nalaganju produktov PCR-ja na agarozni gel za elektroforezo.
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Slika 7: Mikrotitrska plos¢ica za PCR z naloZenimi kontrolami za testiranje polimorfnosti

novih genetskih oznacevalcev. S slike je razvidno, v katerem zaporedju si sledijo kontrole:

FF (homozigot debele linije), FL (heterozigot debele in vitke linije), LL (homozigot vitke
linije), / - nismo dodali nobene kontrole, H,O — bi-deionizirana voda.

Sledila je Se analiza slik gelov, poslikanih v transiluminatorju. Na podlagi teh smo se nato
odlo¢ili, kateri genetski oznacevalec je bil polimorfen, alela F in L se jasno loCita na

agaroznem gelu in kateri ne, kar je tudi razvidno iz Slika 8.

D15Derl )15Mit26 Y -

Slika 8: Primer nepolimorfnega (D15Dcrl) in polimorfnega (D15Mit26) genetskega

oznacevalca, ki smo ga nadalje uporabljali za natancnejSe kartiranje rekombinantnih

kromosomov. Na sliki polimorfnega markerja D15Mit26 se dobro vidi, kako se alel F in L
jasno locita.
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3.4 ANALIZA KONZUMACIJE KRME PRI MISIH 1Z KRIZANJA F;
Namen tega poskusa je bil preveriti, ali misi genotipa LL (homozigot za vitko linijo)
pojedo manj krme v primerjavi z mismi genotipov FF in FL (FF — homozigot debele linije,

FL — heterozigot debele in vitke linije), ¢e so te v kletkah posami¢no ali pa v paru.

V poskus smo vkljucili kongene misi iz krizanja F, kongene linije FHV. Merjenje
konzumacije krme je bilo razdeljeno v dve obdobji po 14 dni, vmes je bil teden dni brez
meritev. V prvem obdobju so bile misi v kletkah v parih istega spola in genotipa (FF, FL in
LL). V vmesnem tednu, ko meritev nismo opravljali, smo misi locili in razselili vsako v
svojo kletko. V tem tednu so imele misi tako tudi ¢as, da so se privadile na lo¢eno bivanje.

Sledilo je Se Stirinajstdnevno merjenje porabe krme, kjer so bile misi v kletkah posami¢no.

Misi so bile naseljene v plasti¢ne kletke, katerim je bila dodana stelja (LIGNOCEL —
Hygienic Animal Bedding, PURE-O'CEL — High purity paper laboratory bedding ali
REHOFIX MK 2000) in bombazne krpice (NES3600 — NESTLETS). Krmljene so bile po
volji s peletirano krmo (ALTROMIN 1324), ad libitum pa je bila tudi voda z dodano HCI,

Ki preprecuje razvoj in okuzbo z bakterijami.

Porabo krme smo merili tako, da smo na prvi dan merjenja odtehtali potrebno koli¢ino
krme, priblizno 225 g, ter jo nato stresli v krmilnik na kletki. Vsak tretji dan (Cetrtek,
ponedeljek, Cetrtek ...) smo tehtali in beleZzili koli¢ino krme, Ki je ostala v krmilniku.

Opisani postopek smo opravljali enako v obeh obdobjih.

3.5 STATISTICNA OBDELAVA

Del statisti¢ne obdelave smo opravili v Microsoftovem programu Excel, v katerem smo
uporabili sledece funkcije:

- povprecje, definirano s formulo:

1
Y X (D),

i =
Kjer je:

X — povprecna vrednost,



Beltram J. Identifikacija novih rekombinantnih kongenih linij za kvantitativni lokus Fob3a pri misih. 33
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2011

n — Stevilo zivali in

Xi — vrednost i-tega vzorca.

- &% varianca — je mera statistiéne razprienosti doloGene spremenljivke in prikazuje

povprec¢ni kvadratni odklon od pricakovane vrednosti, ki ga izracunamo po formuli:

s2= 3, (x; — %) . (),

kjer je:

s? — vrednost variance,

n — Stevilo zivali v vzorcu,

Xi — vrednost i-tega vzorca in

X - povprecna vrednost vzorca.

- s, standardni odklon — meri povprec¢no odstopanje od povprecne vrednosti in ga

izraGunamo s formulo:

s =152 ... (%),

Kjer je:
s — vrednost standardnega odklona in

S2 — varianca vzorca.

- standardna napaka srednje vrednosti, izracunana po formuli:

Sy = — .. (4)

Kjer je:
sz — standardna napaka srednje vrednosti,
s — standardni odklon in

n — Stevilo zivali v vzorcu.
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Nastete enacbe oziroma funkcije smo uporabili za izraCun osnovne statistike analize
fenotipskih podatkov iz krizanja F,. Prvi pregled statisticne znacilnosti prej omenjene

analize pa smo opravili s spodaj zapisanimi funkcijami:

- Test ¥ uporabljamo takrat, ko Zelimo ugotoviti, ali se neka diskretna porazdelitev, ki smo
jo namerili pri nekem poskusu, ujema s teoreticno napovedjo za ta poskus. Vrednosti pa so
izraCunane s formulo:
(0;—E)?
2 =3, lE'l ... (5),
l

kjer je:
+* — vrednost porazdelitve hi-kvadrat,
Oi — opazena frekvenca v i-tem razredu,
Ei — priakovana frekvenca v i-tem razredu, ¢e drzi ni¢elna hipoteza in

n — Stevilo opazovanih razredov.

Za natan¢nejSo analizo fenotipskih podatkov (masa mascobnih depojev, masa zivali pri
treh, Sestih, desetih in Stirinajstih tednih starosti) glede na spol in genotip pa smo testirali s
spodaj zapisanima modeloma v programu R (R 2.12.2, The R project for Statistical
Computing). Prvi model vkljucuje genotip kot sistematski kvalitativni vpliv (kakSen je
uc¢inek posameznega gena), drugi pa kot neodvisno spremenljivko (kakSen je povprecni

uc¢inek zamenjave alelov).

Yijit =+ G+ S5+ 0y + ey ... (6),

Kjer je:

Yijki — odvisna spremenljivka: masa pri treh, Sestih, desetih in $tirinajstih tednih starosti (g),
masa abdominalne, gonadalne, femoralne, mezenterialne in rjave mascobe (g),

u — srednja vrednost,

Gi — sistematski vpliv genotipa (i = FF, FL, LL),

S; — sistematski vpliv spola (j = samec, samica),

Ok — sistematski vpliv obdobja (k = september, oktober, november, december),

eiji — Napaka.
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YVijki = u+bxi+5j+0k+eijkl (7),

kjer je:

Yiji — odvisna spremenljivka: masa pri treh, Sestih, desetih in Stirinajstih tednih starosti (g),
masa abdominalne, gonadalne, femoralne, mezenterialne in rjave mascobe (g),

u — srednja vrednost,

b — linearni regresijski koeficient,

X; — neodvisna spremenljivka: genotip (i=0, 1, 2),

S;j — sistematski vpliv spola (j = samec, samica),

Ok — sistematski vpliv obdobja (k = september, oktober, november, december),

eiji — Napaka.

Za obdelavo podatkov iz analize krme smo uporabili spodaj zapisana modela. V tretjem
modelu je genotip upostevan kot sistematski kvalitativni vpliv, v ¢etrtem pa kot neodvisna
spremenljivka. Za analizo v parih in posami¢no sta bila modela enaka, le da je bila

naklju¢na spremenljivka pri drugi analizi posamezna zival (1= 1, 2, ... 54).

Yijiim = W+ G+ S; + O + 2, + €jjxum ... (8),

Kjer je:

Yijkim — konzumacija krme (g/dan),

u — srednja vrednost,

Gi — sistematski vpliv genotipa (i = FF, FL, LL),

S;, — sistematski vpliv spola (j = samec, samica),

Ok — sistematski vpliv obdobja (k = 1, 2, 3),

Zij — naklju¢na spremenljivka: kletka (1- 1, 2 ... 22),

Eijim — Napaka.

Yijkim = W+ bx; + 8 + O + 2, + €jjkim .. (9),

Kjer je:

Yijkim — konzumacija krme (g/dan),
u — srednja vrednost,

b — linearni regresijski koeficient,

Xi — neodvisna spremenljivka: genotip (i=0, 1, 2),
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S;, — sistematski vpliv spola (j = samec, samica),
Ok — sistematski vpliv obdobja (k =1, 2, 3),
Ziji — nakljuc¢na spremenljivka: kletka (1- 1, 2,..., 22),

Eijkim — Napaka.
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4 REZULTATI

4.1 PORAZDELITEV GENOTIPOV V F,-KRIZANJU KONGENE LINIJE 15FHV

Z ¥* testom smo preverili ali se je opazovana frekven¢na porazdelitev genotipov v Fo-
krizanju kongene linije 15FHV razlikovala od pri¢akovane. Nase rezultate smo testirali
proti ni¢elni hipotezi (Ho), Ki opredeljuje, da so frekvence genotipov med homozigoti FF,
heterozigoti FL in homozigoti LL v razmerju FF:FL:LL = 1:2:1. S tem bi potrdili, da 1.
Mendlov zakon dedovanja drzi tudi v naSem testiranem primeru populacije. Poleg tega pa
smo glede na vrednosti 2, ki so prikazane v Preglednica 7, pridobili 8¢ potrditev, da smo
vzorce pravilno genotipizirali ter da ni prislo do kaks$nih drugih napak (npr.: zamenjave
vzorcev). Pogosto namre¢ odstopanje od razmerja genotipov 1:2:1 pomeni nezanesljiv

marker ali napake pri genotipiziranju.

Nicelno hipotezo bi lahko ovrgli le v primeru, ¢e bi bila p-vrednost manjsa od 0,05. Ker pa
so naSe dobljene p-vrednosti (Preglednica 7) povsod visoke, ni¢elna hipoteza v nasem
primeru drzi. To pomeni, da so frekvence genotipov v Fy-populaciji kongenih misi v
takSnem razmerju, kot smo ga pri¢akovali, gledano skupno v populaciji F, ali znotraj

spolov.

Preglednica 7: VVrednosti * in p za razmerja frekvenc genotipov pri misih linije 15FHV

Genotip fg No pfg” Np x?2 vrednost p-vrednost
< FF 0,305 36 0,25 29,5
% FL 0,398 a7 0,50 50 4,898 0,086
c% LL 0,297 35 0,25 29,5
S FF 0,345 94 0,25 13,75
<§( FL 0,418 23 0,50 27,5 2,782 0,249
N LL 0,236 13 0,25 13,75
tlJ) FF 0,270 17 0,25 15,75
S FL 0,381 24 0,50 31,5 4,365 0,113
c</E) LL 0,349 22 0,25 15,75

" frekvenca genotipa; n, - opazeno Stevilo; n, — pri¢akovano $tevilo;  pri¢akovana frekvenca genotipa
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4.2  ANALIZA PODATKOV V F,-KRIZANJU KONGENE LINIJE 15FHV

V poskusu je bilo zajetih 80 zivali, od tega 29 zivali genotipa FF, 24 zivali genotipa FL in
27 homozigotnih zivali vitke linije. 15 samic genotipa FF, 11 samic genotipa FL in 18
samic genotipa LL smo Zrtvovali za fenotipsko analizo krizanja F,. Povpre¢na masa pri
Stirinajstih tednih starosti je pri samicah med genotipi zajemala razpon vrednosti med
28,14 + 4,86 g in 29,32 + 3,45 g. Znotraj samic je bila najmanjsa zabelezena masa pri 14.
tednih starosti 19,14 g, najvecja pa 48,4 g. Najvecjo povprecno maso masc¢obnih depojev
so dosegale homozigotne samice genotipa FF v odseku Fob3a, najmanjso pa homozigotne
samice genotipa LL v odseku Fob3a, kar je vidno v Preglednica 8. Enako povpre¢no maso
mascobnega depoja pa so imeli vsi trije genotipi pri rjavi mas¢obi, ki je znasala 0,07 g. Pri
zivalih genotipa FL pri starosti 14 tednov je bila za telesno maso izracunana najvisja
standardna napaka srednje vrednosti, in sicer 1,47 g ter varianca z vrednostjo 23,66 g°.

Podatki za maso pri tej starosti so tako bili Siroko razprSeni okrog povprecne vrednosti.

Preglednica 8: Opisna statistika za maso pri F, samicah linije 15FHV glede na genotip

Starost (tedni) Masc¢obni depo (g)
3 6 10 14 GON ABD FEM MEZ RIJA
Genotip FF
n 15 15 15 15 15 14 15 15 15
% 12,63 22,67 2835 2932 | 063 0,30 051 046 0,07
s 9,59 819 20,75 11,87 | 0,03 0,05 004 0,03 0,00
3,10 2,86 4,56 345 | 0,18 021 021 018 0,03
sy 08 074 118 089 | 005 0,06 005 005 001
Genotip FL
n 11 11 11 11 11 11 11 11 11

X 11,00 2094 26,10 28,14 | 0,60 0,29 0,54 045 0,07
S2 11,27 15,23 1768 2366 | 0,05 0,03 0,04 0,04 0,00

S 3,36 3,90 4,20 4,86 0,23 018 0,20 020 0,02
Sg 1,01 1,18 1,27 1,47 0,07 005 006 006 001
Genotip LL

n 18 18 18 18 18 18 18 16 18

X 11,92 2194 2663 28,16 | 0554 030 046 042 0,07
S2 8,14 15,13 15,48 18,76 | 0,05 0,03 0,04 0,03 0,00
S 2,85 3,89 3,93 4,33 0,22 0,19 0,19 0,19 0,02
Sg 0,67 0,92 0,93 1,02 0,05 004 004 0,05 0,01

" stevilo zivali;  povpredje (g);  varianca (g°);  standardni odklon (g), standardna napaka srednje
vrednosti ()
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V Preglednica 9 so podani rezultati za fenotipsko analizo pri samcih, ki je zajemala 36
zivali, od tega 14 zivali genotipa FF, 13 Zzivali genotipa FL in 9 Zzivali genotipa LL.
Maksimalna dosezena povpre¢na masa pri Stirinajstih tednih starosti je bila pri
heterozigotnih samcih 38,82 + 5,37 g. Razpon mas pri starosti Stirinajstih tednov je bil pri
samcih genotipa FF od 27,94 do 48,4 g, pri samcih genotipa FL je zajemal vrednosti med
29,6 in 47,11 g ter pri homozigotnih samcih vitke linije od minimuma 25,48 g pa do
maksimuma 43,1 g. lzmed mascobnih depojev sta najvecje vrednosti zavzemali gonadalna
in mezenterialna maS¢oba, med genotipi pa so bile najve¢je povprecne vrednosti mase
mascobnih depojev zabelezene pri zivalih genotipa FL. Podatki so od srednje vrednosti
mase pri starosti stirinajst tednov najbolj odstopali pri homozigotnih samcih genotipa FF,

saj je bila tam izrac¢unana najvi§ja varianca (39,34 gz).

Preglednica 9: Opisna statistika za maso pri F, samcih linije 15FHV glede na genotip

Starost (tedni) Mascobni depo (g)

3 6 10 14 GON ABD FEM MEZ RIA

Genotip FF
n 14 14 14 14 13 14 14 14 14
% 11,23 2595 3391 3679 | 076 030 069 0,79 0,13
s, 1715 24,03 3154 3934 | 007 001 004 0,08 0,00
4,14 4,90 5,62 627 | 027 010 0,19 029 0,05
sy 1,11 1,31 150 168 | 0,08 003 005 008 0,01

Genotip FL
n 13 13 13 13 13 13 13 13 13
% 11,84 26,77 3585 3882 | 087 0,37 076 087 0,13
S 12,95 16,11 25,17 2881 | 006 0,01 004 0,07 0,00
S 3,60 4,01 5,02 537 | 0,24 012 019 026 0,04
Sy 1,00 1,11 1,39 1,49 | 0,07 003 0,05 007 0,01

Genotip LL

n 9 9 9 9 9 9 9 8 9

% 11,44 2381 31,79 3416 | 070 0,26 062 059 0,11
S 13,53 20,11 17,03 2893 | 005 0,01 003 0,05 0,00
s 3,68 4,48 4,13 538 | 0,23 0,10 0118 0,22 0,04
Sy 1,23 1,49 1,38 1,79 | 0,08 0,03 0,06 008 0,01

" stevilo zivali;  povpredje (g);  varianca (g°);

vrednosti ()

FRFF

standardni odklon (g),

*****

standardna napaka srednje



Beltram J. Identifikacija novih rekombinantnih kongenih linij za kvantitativni lokus Fob3a pri migih. 40
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2011

45
40 t
35
30

25 T m Samci

20 r m Samice
15

10

Masa (g)

3. teden 6. teden 10. teden 14. teden
Starost

Slika 9: Povprecje telesnih mas ter standardne napake v F,-krizanju kongene linije 15FHV
glede na starost

Samci dosegajo vecjo telesno maso kot samice, kar je razvidno tudi iz Slika 9. Glede na
starost narasca tudi povpre¢na masa zivali, vidno pa je tudi progresivno povecevanje
razlike med maso samcev in samic. Pri 14. tednih starosti, je bilo med spoloma opaziti
najvecje odstopanje v povpre¢ni masi, najbolj izenacena pa sta si bila spola pri starosti treh

tednov, kjer so samice bile celo za nekaj gramov tezje od samcev.

B Samci
B Samice

Masa masc¢obnega depoja (g)

GON ABD FEM MEZ RJA
MasCobni depo

Slika 10: Povprecje mas¢obnih depojev pri Fo-krizanju kongene linije 15FHV
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Samci tudi pri mas¢obnih depojih dosegajo ve¢jo maso Kot samice. Najopaznejsa razlika
med spoloma, ki jo lahko vidimo tudi na Slika 10, je v masi mezenterialne mascobe,
mascobe naloZzene okrog Crevesja. Le-ta je pri samcih skoraj za enkrat ve¢ja od mase pri
samicah. Razlike so opazne tudi pri gonadalni, femoralni in rjavi mascobi. Spola pa sta si

najbolj izenacena v masi abdominalne mascobe, to je mascobe, ki se nahaja okrog ledvic.

V programu R smo testirali statisti¢cna modela (enacba 6 in 7) za fenotipske podatke F,-
krizanja kongene linije 15FHV. S prvim statisticnim modelom smo pridobili rezultate o
tem, kaksna so povprecja genotipov oziroma koliksen je vpliv alelov, z drugim pa kakSen
je povprecni ucinek zamenjave alela (Preglednica 10). V Preglednica 10 lahko vidimo, da
so zivali genotipa FF na odseku Fob3a imele skoraj povsod najvecje povprecne vrednosti,
razen pri femoralni mascobi, zivali genotipa LL na odseku Fob3a pa najmanjse.
Regresijski koeficient je pri vseh lastnostih (gonadalni, abdominalni, femoralni in
mezenterialni maS€obni depo ter rjava mascoba) negativen, kar pove, da zamenjava enega
alela F povec¢a maso mas¢obnega depoja. Glede na rezultate pa lahko vidimo, da je alel F
hkrati tudi dominanten nad alelom L. Rezultati kazejo signifikantne razlike (Pr > 0,95)
med genotipoma FF in LL na odseku Fob3a, nakazuje pa se tudi statisticno znacilna

razlika pri rjavi mas¢obi med genotipoma FF in FL na odseku Fob3a.

Preglednica 10: Rezultati analize (povprecja s standardnimi odkloni ter verjetnostmi)
fenotipskih podatkov za odstotek telesnih mascob pri F, kongeni liniji 15FHV
glede na genotip

Genotip Lastnost
GON (g) ABD (g) FEM (g) MEZ (g) RJA (g)

FF 0,82+0,04 032+0,03 070+0,03 0,81+0,04 0,13+0,01
FL 0,80 +0,04 031+£0,03 072+0,04 0,80+0,04 0,12+0,01
LL 0,65+0,05 024+0,03 059+004 0,61+0,04 0,11+0,01
b -0,04+0,02 -0,08+0,03 -0,06+0,02 -0,09+0,02 -0,01 0,004
Pr(FF > FL)" 0,61 0,56 0,32 0,62 0,88
Pr(FF > LL)"™ 1,00 0,98 0,99 1,00 0,99

" Pr(FF > FL) — da je homozigot FF kongene linije 15FHV iz krizanja F, je bolj zamasc¢en od heterozigota FL
iz iste populacije; ~ Pr (FF > LL) - da je homozigot FF kongene linije 15FHV iz kriZanja F, bolj zama$¢en
od homozigota LL iz iste linije
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Slika 11: Povpreéne vrednosti mas¢obnih depojev s standardno napako (g) pri Fo-krizanju
kongene linije 15FHV

Zivali genotipa FF na odseku Fob3a dosegajo vecjo telesno maso in imajo nasploh veéje
mase posameznih mas¢obnih depojev kot misi genotipa LL, kar lahko vidimo na Slika 11.
Najvi§ji masi sta bili zabeleZzeni pri gonadalnem (0,82 g) in mezenterialnem (0,81 g)
masc¢obnem depoju, ki sta obsegali vrednosti od 0,55 do nekje 0,90 g. Nekoliko manjse
povpre¢ne vrednosti so imele misi pri femoralni mascobi z vrednostmi, ki so se gibale od
0,50 do 0,80 g. Pri abdominalni (0,20 do 0,35 g) in rjavi mascobi (0,10 do 0,14 g) pa smo
izmerili najmanjSe vrednosti. Na Slika 11 se lepo vidi aditivni genetski u¢inek — za vsak

zamenjan F alel z alelom L se zmanjSa masa maScobnega depoja. Slednje je najlepSe
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razvidno pri masi rjave mascobe. Za vsak zamenjan alel F se masa mascobnega depoja
zmanjS$a za 0,01 g. Pri gonadalni, mezenterialni, femoralni in abdominalni mascobi je
poleg negativnega trenda vidna tudi dominantnost alela F nad alelom L, saj so pri vseh

stirih primerih vrednosti FL Zivali enake ali celo nekoliko vecje od povprecij genotipa FF.

4.3 REZULTATI ISKANJA NOVIH REKOMBINANTOV V F,-KRIZANJU
KONGENE LINIE 15FHV

Vzorcem smo s pomocjo agarozne gelske elektroforeze dolo¢ili genotipe glede na kontrole,
ki so bile dodane na gel na koncu vsake vrstice. Kontrole smo na gel nanasali vedno v
enakem zaporedju: FF (FLI linija), LL (FHI linija) in FL (heterozigot). Slednja je bila
pripravljena iz Ciste DNA debele in vitke linije v razmerju 1:1. Kontrole genetskih

oznacevalcev, ki smo jih uporabili v nasi raziskavi, so prikazane na Slika 12.

Od vseh novo testiranih genetskih oznacevalcev je bil polimorfen samo D15Mit26. Le-tega
smo nato poleg standardnih genetskih oznaéevalcih (D15Mit87, D15Mit5, D15Mit113 in
D15Mit115) potrebovali pri natan¢nejSem identificiranju genotipa rekombinantov v F-

krizanju kongene linije 15FHV.

EE: It FL

EE I _FI

D15Mit87 D15Mit5

FF LL. EL LL EF FL LL. :FF EL

D15Mit113 D15Mit26 D15Mit115

Slika 12: Mikrosatelitski genetski oznacevalci, uporabljeni pri iskanju novih
rekombinantov v F,-krizanju kongene linije 15FHV

FF = debela linija (linija FLI), LL = vitka linija (linija FHI), FL = heterozigot.
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Uspeli smo odkriti 16 novih rekombinantov, sedem samic in devet samcev. Kromosomska
sestava osnovne linije FHV in genetska sestava odseka Fob3a pri omenjenih
rekombinantih je prikazana na Slika 13.

Genetsko ozadje prejemne linije F je prikazano s ¢rnim stolpcem, medtem ko tanka ¢rna
Crta predstavlja donorski segment linije L. Dele na kromosomu, kjer genetski oznacevalci
niso bili polimorfni, smo oznacili s svetlo sivim stolpcem, saj nismo mogli dolo¢iti, ali
genomski odsek pripada liniji F ali liniji L.

Marker (Mbp)

Lo W N IIIIIIIII NN

D15Mit87 |
D15Mit5 ; I
L 45
I k
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D15Mit113 = §

D15Mit26 ==

D15Mit115 =|

6‘3 /\bx (Lb W bﬂa b:b c)qz z\Q) %‘b blb‘ z\"b Q?J r:)b‘ /\'\ /\'\ =X
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Slika 13: Genetska sestava odseka Fob3a novih rekombinantov, ki izvirajo iz kongene
linije 15FHV
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4.4 REZULTATI KONZUMACIJE KRME V F,-KRIZANJU KONGENE LINIJE
15FHV

4.4.1 Osnovna statistika

V poskusu pri merjenju konzumacije krme, ko so bile misi v kletkah po parih, je bilo
vkljuéenih 44 zivali. Ker smo meritve opravljali po misjih parih so podatki v paru
ponovljeni, zato so v preglednicah rezultati podani samo za eno zival v kletki. Ker smo
imeli po en par samcev na genotip, opisne statistike pri teh nismo mogli opraviti prav

zaradi prej navedenega razloga, saj sta zivali v paru imeli enaki meritvi.

Analiza konzumacije krme je zajemala 5 samic genotipa FF, 7 samic genotipa FL, genotip
LL pa so imele 4 samice (Preglednica 11). Povpre¢na konzumacija krme na dan se je
gibala od 3,94 + 0,32 g/dan (samice genotipa FL) do 4,31 + 0,48 g/dan (samice genotipa
FF). Minimalna poraba krme v obdobju testa je bila 47,93 g, maksimalna pa 69,80 g.
Podatki za konzumacijo krme so od srednje vrednosti najbolj odstopali pri homozigotnih

samicah genotipa FF na odseku Fob3a z izratunano varianco 0,23 g°/dan®.
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Preglednica 11: Opisna statistika za porabo in konzumacijo krme pri F, samicah krizanja
kongenih misi linije 15FHV merjene v parih glede na genotip

Genotip Poraba krme (g) Konzumacija krme (g/dan)
FF
n’ 5 5
x 60,36 4,31
2 44,96 0,23
s 6,70 0,48
sy 3,00 0,21
FL
n 7 7
X 55,18 3,94
s 19,71 0,10
s 4,44 0,32
Sy 1,68 0,12
LL
n 4 4
X 58,84 4,20
s 23,02 0,12
s 4,80 0,34
Sy 2,40 0,17

3. e R 2

" Stevilo zivali; ~ povpredje (g, g/dan);  varianca (g%, g“/dan®), standardni odklon (g, g/dan),

standardna napaka srednje vrednosti (g/dan)

Pri merjenju konzumacije krme z mismi v kletkah posamiéno je bilo vkljucenih 54 zivali,
od tega 32 samic in 22 samcev. Povpre¢na vrednost pri samicah je znaSala 5,42 + 0,91
g/dan, pri samcih pa je bila ta vrednost vi§ja, in sicer 6,03 + 1,08 g/dan. Prav tako so bili
podatki pri samcih (varianca = 1,16 g?/dan?) bolj razprieni okrog srednje vrednosti kot pri

samicah (varianca = 0,83 g*/dan?).

8 samic genotipa LL, 14 samic genotipa FL in 10 samic genotipa FF je bilo vkljucenih v
analizo konzumacije krme, kar prikazuje tudi Preglednica 12. Najve¢ja povpre¢na poraba
krme je bila pri miSih genotipa FF, 79,23 + 13,12 g, najmanjSa konzumacija krme pa pri
homozigotnih samicah vitke linije, in sicer 5,21 + 0,95 g/dan. Podatki so od povprecja
konzumacije krme najbolj odstopali pri samicah genotipa LL z varianco 0,90 g?/dan’. Ta je
najverjetneje tako velika zaradi raztrosa krme, Ki je nastal med prvim in drugim
merjenjem, ko je bil krmilnik v kletki do vrha napolnjen s krmo. Prav tako je bila pri teh
zivalih izracunana najvisja standardna napaka srednje vrednosti za konzumacijo krme, ki je

znaSala 0,33 g/dan.
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Preglednica 12: Osnovna statistika za porabo in konzumacijo krme pri F, samicah krizanja
kongenih misi linije 15SFHV merjene posami¢no glede na genotip

Genotip Poraba krme (g) Konzumacija krme (g/dan)
FF
n’ 10 10
x 79,23 5,66
S 172,04 0,88
s 13,12 0,94
Se 4,15 0,30
FL
n 14 14
X 75,04 5,36
s 161,79 0,83
s 12,72 0,91
Sy 3,40 0,24
LL
n 8 8
X 72,97 5,21
s 175,52 0,90
s 13,25 0,95
Sy 4,68 0,33

" Stevilo zivali; ~ povpredje (g, g/dan);  varianca (g%, g“/dan®), standardni odklon (g, g/dan),

standardna napaka srednje vrednosti (g/dan)

V analizi konzumacije krme je bilo zajetih 8 Zivali genotipa FF in FL ter 6 zivali genotipa
LL. V obdobju Stirinajstih dni so najve¢ krme porabili samci genotipa FF in samci genotipa
FL, katerih pripadajoCe povprecne vrednosti so zapisane v Preglednica 13. Glede na te
vrednosti sta si bili tudi dnevni konzumaciji krme pri samcih genotipa FF in FL dokaj
podobni. Najmanj krme, 5,45 + 1,05 g/dan, so tako konzumirali homozigotni samci
genotipa LL. Zabelezeni podatki so pri teh samcih pokazali najveje odstopanje od
povprec¢ne vrednosti za konzumacijo krme, Ki je nastalo zaradi raztrosa krme med prvima

dvema meritvama.
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Preglednica 13: Osnovna statistika za porabo in konzumacijo krme pri F, samcih krizanja
kongenih misi linije 15SFHV merjene posami¢no glede na genotip

Genotip Poraba krme (g) Konzumacija krme (g/dan)
FF
n 8 8
x 87,66 6,26
a7 305,40 1,56
s 17,48 1,25
sy 6,18 0,44
FL
n 8 8
X 87,46 6,25
s 143,03 0,73
s 11,96 0,85
Sy 4,23 0,30
LL
n 6 6
X 76,30 5,45
§? 216,85 1,11
s 14,73 1,05
Sy 6,01 0,43

3. e R 2

" Stevilo zivali; ~ povpredje (g, g/dan);  varianca (g%, g“/dan®), standardni odklon (g, g/dan),

standardna napaka srednje vrednosti (g/dan)

4.4.2 Razlike med genotipi in spoloma

Iz Preglednica 14 lahko vidimo, da je povprecje parov pri zivalih genotipa FF (5,11 )
ve¢je od genotipa FL (4,77 @) in genotipa LL (4,98 g). Tudi regresijski koeficient je
negativen (-0,08), kar pove, da konzumacija krme pada glede na Stevilo alelov L. Na
podlagi teh rezultatov bi lahko sklepali, da se nakazuje aditivni vpliv. Ker pa je standardni
odklon regresijskega koeficienta ve¢ji kot sama ocena, gre pri genotipu FL bolj za
naklju¢no odstopanje. To domnevo je Se dodatno potrdila statisti¢éno neznacilna verjetnost
(0,74), da je aditivni u¢inek negativen. V drugem delu poskusa pa je padanje konzumacije
krme glede na Stevilo alelov L bolj vidno. Prav tako je tudi verjetnost, da je aditivni vpliv
negativen, statisticno znacilna (0,95). Tudi v tem primeru aditivni genetski u¢inek ni velik,
oziroma nima velikega vpliva. Kaze se pa vecje odstopanje med genotipoma FF in LL (Pr

> 0,95), kar nakazuje na statisti¢no znacilno razliko med obema homozigotoma.
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Preglednica 14: Rezultati analize (povprecja s standardnimi odkloni ter verjetnostmi)
fenotipskih podatkov za konzumacijo krme pri F,-krizanju kongene liniji 15FHV
glede na genotip

Lastnost
Genotip Konzumacija krme — par Konzumacija krme — posameznik
(g9/dan) (g/dan)
FF 5,11 £0,22 6,15+ 0,26
FL 4,77+0,16 5,96 +£ 0,26
LL 4,98 +£0,22 5,61 +0,29
b -0,08 0,11 -0,27 £ 0,17
Pr(FF > FL)" 0,96 0,73
Pr(FF>LL)" 0,73 0,95
Pr(b<0)™ 0,74 0,95

" Pr(FF > FL) — verjetnost, da je homozigot FF kongene linije 15FHV iz krizanja F, konzumira ve¢ krme od
heterozigota FL iz iste linije; ~ Pr (FF > LL) — verjetnost, da je homozigot FF kongene linije 15FHV iz
krizanja F, konzumira ve¢ krme od homozigota LL iz iste linije; *** Pr(b < 0) — verjetnost, da je povpre¢ni
ucéinek zamenjave alelov negativen
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Slika 14: Povpre¢na konzumacija krme glede na genotip pri misih linije 15FHV, ko so bile
v kletkah posami¢no

Na Slika 14 so prikazani rezultati analize konzumacije krme s statisticnima modeloma.
Vrednosti se nahajajo nekje med 5 do 6,7 g/dan, pri ¢emer ima genotip FF zajema najvecje
vrednosti, genotip LL pa najmanjSe. Na sliki lahko vidimo trend padanja konzumacije
krme z zamenjavo enega alela F za alel L. Slednje nakazuje aditivni genetski uc¢inek, ki je
statisticno znacilen v primeru merjenja porabe krme, ko so misi v kletkah posamicno.

Odstopanje je opaznejSe le med genotipoma FF (6,15 + 0,26 g) in LL (5,61 + 0,29) na
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odseku Fob3a ter kaze na to, da aditivni vpliv ni tako velik. Le-ta se v prvem delu poskusa
sploh ni izkazal za statisticno znacilnega, saj je bila napaka vecja od ocene regresijskega

koeficienta (Preglednica 14).



Beltram J. Identifikacija novih rekombinantnih kongenih linij za kvantitativni lokus Fob3a pri misih. ol
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2011

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Namen nasega diplomskega dela je bil odkriti nove rekombinantne Zivali za kvantitativni
lokus Fob3a na 15. kromosomu, ki vpliva na zamaséevanje pri miSih. Fob1, Fob2, Fob3 in
Fob4 so stirje QTL-i za debelost, ki so bili identificirani z metodami grobega kartiranja v
raziskavah miSjega genoma. Fob3, ki se nahaja na 15. kromosomu, je pojasnil 14,4 %
fenotipske variance za odstotek mascevja. Stylianou in sod. (2004) so to regijo podrobneje
kartirali ter jo razdelili na dva manjSa segmenta, Fob3a in Fob3b. Oba sta bila odkrita na
misji populaciji Fy, katere izhodis¢ni starSevski liniji sta bili liniji F in L. Poligena modela
debelih in vitkih misi za to lastnost se medsebojno mocno razlikujeta zaradi dolgoro¢ne
divergentne selekcije za nalaganje mascevja (Horvat in sod., 2000). Tudi populacija F;,
kongene misje linije 15FHV, na kateri je potekala naSa raziskava, izhaja iz omenjenih
selekcioniranih linij, pri ¢emer je vitka linija sluzila kot donor linija na podro¢ju okrog
lokusa na 15. kromosomu Fob3, linija F pa kot prejemna linija. Kongena linija, pri kateri
so dokazali, da se nahaja QTL Fob3a (Prevorsek, 2010), ima genetsko ozadje prejemne
linijje F, le odsek od markerja D15Mit85 (40,14 Mbp) do D15Mit46 (60,65 Mbp)
predstavlja donorski segment linije L. TakSno sestavo so pridobili z medsebojnim
krizanjem (brat-sestra) heterozigotov debele in vitke linije na tem odseku. Tako so
pridobili F, generacijo, ki je bila na preu¢evanem lokusu genetsko bolj izenacena ter hkrati
tudi ciljna skupina za nadaljnje raziskave (PrevorSek, 2005) in ugotavljanje vpliva
donorskega segmenta L na odseku Fob3a za nalaganje mascevja pri kongeni misji liniji
15FHV.

Fenotipske podatke kongenih Zivali na preuc¢evanem odseku primerjamo s fenotipskimi
podatki star$evskih linij. Ce obstajajo statisti¢no znacilne razlike v opazovani lastnosti med
obema linijama, pomeni, da se na tem odseku nahaja en ali ve¢ kvantitativnih lokusov
(Estrada-Smith in sod., 2004). Ce teh razlik ni, lahko sklepamo, da pri tej kongeni liniji na
donorskem segmentu ni kvantitativnega lokusa za preucevano lastnost. Obstajata dve slabe
strani te metode. Prva je, da lahko v kongeni liniji izgubimo u¢inek posameznega QTL-a v
primeru, ¢e na lastnost deluje ve¢ kvantitativnih lokusov, ki se nahajajo na razli¢énih mestih

v genomu (Hill, 1998). Druga slabost je v tem, da je pridobivanje kongenih linij na
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klasi¢en nacin dolgotrajen postopek za katerega potrebujemo tri do stiri leta (Prevorsek,
2005).

Da so postale multigene bolezni dostopne za genetsko in molekularno analizo, so razvili
novo genetsko orodje, rekombinantne kongene linije (RKL) pri misih. Te so nastale z
inbridingom misi druge generacije povratnega krizanja med dvema inbridiranima linijama.
Serija rekombinantnih kongenih linij vsebuje v povprecju 20 linij, od katerih vsaka mi$
nosi razlicne nize genov: priblizno 12,5 % genov iz donor linije in 87,5 % iz prejemne
linije. Ker je vsak donorski set genov v posamezni RKL-i razli¢en, se nepovezani geni
donor linije, ki so vpleteni pri regulacije kvantitativne lastnosti, porazdelijo med razli¢ne
linije, kjer jih nato lahko enega za drugim analiziramo. Tak sistem rekombinantnih
kongenih linij spremeni multigeno lastnost, kjer vsak gen, ki prispeva k izrazanju lastnosti,
lahko preuc¢ujemo loceno. Zaradi tega je vsaka posamezna RKL uporabna pri raziskavah
mehanizmov specifi¢nega gena, ki vpliva na fenotipsko izrazanje. RKL-e so uporabne pri
humani genetiki zaradi kartiranja genov, ki vplivajo na preucevano lastnost in so
homologni regijam na misjih kromosomih. Ce obstajajo razlike med prejemno linijo in
rekombinantno kongeno linijo v tej lastnosti, lahko rekombinante na tej regiji relativno

hitro testiramo za relevanten gen (Groot in sod., 1992).

Pri nasi raziskavi smo genotipiziranje opravili z mikrosatelitskimi genetskimi oznacevalci.
Z njimi smo preverjali, kakSnega genotipa so zivali v populaciji F, kongene linije
(homozigoti FF in LL ali heterozigoti FL) ter na podlagi slik, dobljenih z agarozno gelsko
elektroforezo, ugotavljali prisotnost rekombinantov v populaciji. Pri tem pa smo
uporabljali le tiste genetske oznacevalce, katerih aleli sta se na agaroznem gelu dovolj
jasno locili med seboj. Poleg stirih osnovnih genetskih oznacevalcev smo uporabili Se
enega, katerega smo izmed vseh ostalih na polimorfizem testiranih oznacevalcev uspeli
lo¢iti z gelsko elektroforezo. V celotni populaciji smo tako uspeli identificirati 17
rekombinantnih zivali (Slika 18). Glede na njihovo kromosomsko sestavo so imeli nekateri
osebki krajsi ali daljsi donorski odsek linije L kot drugi ter bili s tem zanimivi za nadaljnje
raziskave. Tako smo z ozirom na to, kje se je donorski segment nahajal znotraj intervala
Fob3a, zivali parili med seboj (rekombinant x rekombinant) ali pa z eno od starSevskih

linij (v nasem primeru linijo F). Z namenom fiksacije zmanjsanih odsekov donor linije
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bomo opravljali tudi nadaljnja krizanja na rekombinantih, kjer bodo na potomcih sledile
raziskave o prisotnosti kandidatnih genov na podroéju QTL-a Fob3a, ki vpliva na
zamascenost. S to namero bomo opravili se fino kartiranje, kjer bodo zbrani fenotipski
podatki rekombinantnih kongenih linij, primerjani s fenotipom prejemne debele linije,
poleg tega pa bomo uporabili tudi vecje Stevilo genetskih oznacevalcev za natancnejSe

kartiranje genetskega lokusa.

Tekom diplomske naloge smo pridobljene genotipe testirali z y°-testom, s katerim smo
preverili njihove frekvence. Zeleli smo preveriti ali je frekvenéna porazdelitev genotipov v
Fo-krizanju kongene linije 15FHV enaka razmerju, ki je v skladu s 1. Mendlovim
zakonom, FF:FL:LL = 1:2:1 (Tabela 7). Rezultati testa niso bili v nobenem primeru
statisticno znacilni in smo tako dokazali, da v nasi testirani populaciji drzi 1. Mendlov
zakon dedovanja. Prav tako smo dobili potrditve, da ni priSlo do napak med
genotipiziranjem ali med postopki jemanja vzorcev. Med zbiranjem fenotipskih podatkov
je bilo iz populacije Fp-krizanja kongene linije 15FHV izlo¢enih 38 Zivali zaradi bolezni
(npr.: povecane ledvice). Med temi je bilo najve¢ heterozigotnih zivali na odseku Fob3a.
Izlo¢ene zivali tako niso bile zajete v analizo fenotipskih podatkov in se zato Stevilo zivali

z opravljenimi meritvami nekoliko razlikuje od vseh genotipiziranih zivali v populaciji.

Sledila je analiza fenotipskih podatkov zivali, pri cemer smo pri treh, Sestih, desetih in
Stirinajstih tednih starosti merili telesno maso misi. Pri Stirinajstih tednih pa smo nato zivali
zrtvovali in s postopki seciranja odstranili pet vecjih masc¢obnih depojev (gonadalni,
femoralni, mezenterialni, abdominalni mas¢obni depo in rjavo maS€obo) ter si zabelezili
njihove mase. Hiter pregled meritev z opisno statistiko je pokazal, da so tekom razvoja
imeli samci vecjo telesno maso in mase masc¢obnih depojev kot samice. Ker pa smo zeleli
preveriti, ¢e obstajajo statisticno znacilne razlike med genotipi glede na posamezen
mascobni depo, smo dobljene meritve nato vstavili v statisticna modela (enacba 6 in 7) ter
ju testirali v programu R. Rezultati analize so podani v Preglednica 10, kjer vidimo, pri
katerih masc¢obnih depojih so statisti¢no znacilne razlike med genotipi. Statistino znacilne
razlike obstajajo med genotipom FF in genotipom LL na odseku Fob3a pri rjavi mascobi
pa se nakazuje Se trend razlike med genotipom FF in FL. Rezultati kazejo tudi na izrazit

aditivni genetski nacin dedovanja, kar smo dokazali z analizo modela, v katerega smo
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genotip vkljucili kot regresijo. Negativni regresijski koeficienti, kar je pomenilo, da je
naklon premice padajo¢ v smeri proti genotipu LL, oziroma da zamenjava enega alela F z
alelom L zmanjSa vsebnost mascob, hkrati pa je alela F tudi dominantna nad alelom L.
Dobljeni rezultati dokazujejo, da odsek Fob3a na kromosomu 15 vpliva na nalaganje
mascevja pri kongeni misji liniji 15SFHV. Omeniti velja Se to, da smo v statisticnem
modelu upostevali tudi vpliv obdobja, saj se je izkazal za statisticno znacilnega. V Casu
zbiranja meritev so potekala v koloniji gradbena dela, kar je najverjetneje vplivalo na same
mis$i in posledi¢no tudi na njihovo rast in pridobivanje teZze. Tako smo z upoStevanjem

vpliva obdobja lahko korigirali te razlike v meritvah.

V naSo raziskavo pa smo poleg analize fenotipskih podatkov vkljucili Se analizo
konzumacije krme pri kongeni liniji misi 1SFHV. Zeleli smo dodatno preveriti, ¢e se kaze
kaksna razlika med genotipi tudi v dnevni porabi krme. Analiza je pokazala, da obstajajo
razlike med spoloma (samci pojedo ve¢ kot samice), med genotipoma FF in FL za
konzumacijo krme merjene v parih ter med genotipoma FF in LL za konzumacijo krme,
merejne, ko so bile misi v kletkah posami¢no (Preglednica 14). Ceprav je regresijski
koeficient negativen in je tendenca premice padajoca, bi lahko rekli, da se tudi pri tej
analizi kaze aditiven u¢inek zamenjave alela F, vendar zaradi visokih vrednosti standardnih
odklonov le-ta ni signifikanten. VV obeh primerih gresta trenda v obratno smer od
pricakovane — donorski segment linije L vpliva na vec¢jo konzumacijo pri kongenih misih,
kar so v prejSnjih poskusih Zze dokazali z linijami L in F (Simon¢i¢ in sod., 2008). V
omenjeni raziskavi so uporabili izhodne linije, v nasem primeru, Kjer smo izolirano
opazovali vpliv QTL-a na kongeni liniji, ta ni imel vpliva, oziroma ima lahko celo obratni

vpliv, ¢e nima moznosti interakcij z drugimi QTL-i, ki se nahajajo v donor liniji L.

Dobljeni rezultati potrjujejo, da se QTL Fob3a nahaja in vpliva na zamas¢evanje pri F»-
krizanju kongene linije 15FHV. Rezultati predstavljajo podlago za razvoj novih
rekombinantnih kongenih linij, katere bomo uporabili za natancnejSa preucevanja debelosti
in posameznih uéinkov QTL-ov na 15. kromosomu. Pojasnjene genetske osnove
zamas$€enosti pri edinstvenih poligenih modelih miSi ter homologija med miSjim,

Cloveskim in zivalskim genomom bodo pri odkrivanju kandidatnih genov za debelost
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pokazale visoko aplikativno vrednost za razvijanje zdravil in diagnostiko pri ¢loveku ter za

selekcijo domacih zivali, rejenih za ¢lovesko prehrano.

5.2 SKLEPI

Identificirali smo 17 rekombinantnih Zivali v Fp-krizanju kongene linije 15FHV, s

krizanjem katerih bomo lahko zmanjsali donorski segment linije L.

e Frekvence genotipov zivali, zajetih v poskusu, so v skladu s 1. Mendlovim

zakonom dedovanja.

e Alel F statisticno znacilno poveCuje maso mascobnih depojev, kar dokazuje, da

QTL Fob3a vpliva na zamas¢evanje.

e Misi genotipa LL v odseku Fob3a niso konzumirale na dan ve¢ krme kot Zzivali
genotipa FF v odseku Fob3a. Med genotipi nismo mogli dokazati razlik. Zaradi

velikih vrednosti standardnih odklonov aditivni vpliv ni bil statisti¢no znacilen.
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6 POVZETEK

Debelost postaja v svetu vedno veéji problem, hkrati pa vse veéje zavedanje problema
zdrave prehrane spodbuja rejce k vzreji domacih zivali z manjSo stopnjo zamascenosti.
Zaradi tega se pojavlja vse ve¢ raziskav odkrivanja genov, ki vplivajo na pojav debelosti

pri ljudeh in na nalaganje mascevja pri zivalih.

V raziskavi smo zeleli odkriti nove rekombinantne zivali s kvantitativnim lokusom Fob3a
na donorskem odseku linije L, ki bi sluzile za razvoj novih kongenih linij s krajSimi
donorskimi odseki linije L. Identificirati smo uspeli 17 rekombinantih zivali v F,-
populaciji kongene misje linije, ki izvira iz starSevske linije F in L, ki je bila za ve¢ kot
triinpetdeset generacij selekcionirana na veéji oziroma manjsi odstotek mascevja. Zaradi
velike fenotipske razlike (linija F je imela 22 % telesnih mascob, linija L pa le 4 %) so ju
parili med seboj ter po inbridingu in povratnih krizanjih dobili Zelene kongene linije, ki so

se med seboj razlikovale po velikosti donorskega segmenta linije L.

F,-populacijo kongenih misi linije 15FHV smo genotipizirali v odseku Fob3a tako, da smo
najprej DNA zivali pomnozili z verizno reakcijo s polimerazo ter za vsak posamezen
mikrosatelitski genetski oznacevalec locili aleli F in L s postopkom agarozne gelske
elektroforeze. Dobljene genotipe smo nato testirali z y’-testom ter s tem dokazali, da
frekvence genotipov ne odstopajo od pri¢akovanega razmerja, ki ga doloc¢a 1. Mendlov
zakon — FF:FL:LL = 1:2:1. Da opazena frekvenca genotipov ni bila statisti¢cno znacilno
razli¢na od pricakovane, je za nas pomenilo to, da med postopki genotipiziranja ali jemanja

vzorcev nismo naredili napak.

Z analizo fenotipskih podatkov smo zeleli potrditi, da kvantitativni lokus Fob3a vpliva na
nalaganje razlicnih mascobnih depojev in pridobivanje telesne mase pri razlini starosti.
Dobljeni rezultati kazejo na statisticno znacilne razlike med genotipi za posamezen
mascobni depo ter signifikanten aditivni vpliv. S tem smo dobili dokaz, da alela F poveca
maso mascobnega depoja, kar pomeni, da QTL Fob3a na donorskem segmentu linije L res
vpliva na nalaganje maScobe. Opravili smo Se dodatno analizo konzumacije krme, kjer smo

preverjali ali vitke misi pojedo ve¢ krme na dan kot debele. Prisli smo do rezultatov, ki so
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bili ravno obratni od pricakovanih. Rezultati kazejo na aditivni vpliv alele F, vendar pa ta

ni signifikanten zaradi velikih vrednosti standardnega odklona.

Identificirani rekombinantni osebki ter ugotovitve, da kvantitativni lokus Fob3a na 15.
kromosomu vpliva na zamaséevanje, predstavljajo odlicen vir za nadaljnje natancnejSe
preucevanje QTL-a ter odkrivanje kandidatnih genov, ki vplivajo na zamaséevanje tako pri

ljudeh, kot tudi zivalih.
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kar sem, se lahko zahvalim le vama in vajini brezmejni ljubezni. Katjusa, hvala ti za vse

sestrske nasvete in pomo¢ pri prevajanju strokovnih terminoloskih izrazov.

Jure, moja zahvala tebi ne pozna meja.

Nazadnje naj se zahvalim tudi tebi nono, ki te Zal ni ve¢ med nami. Vsi nasveti, spodbude,
izku$nje in tudi grajanja so se tekom mojega Zivljenja in $tudija zdruzili v eno — uspeh.
Vem, da bi bil neizmerno ponosen name in na vse, kar sem do sedaj dosegla.

Hvala ti!



PRILOGE

Podatki F,-populacije kongenih misi linije 15FHV

Priloga A:

PODATKI O ZIVALI

FENOTIPSKI PODATKI

&t Datum Telesna teza (g) Mascobni depoji Vel. Zap.
vzofca sekcije Spol  Genotip 3T 6T 10T 14T Gon. Abd. Fem. Mes. Rjava gn Gn.
)] )] )] )] 9
V 386 26.8.2010 Z LL 12,39 22,43 27,57 30,62 0,66 0,30 0,52 0,48 0,10 3 1
V 387  26.8.2010 Z LL 14,05 24,75 30,5 34,41 0,86 0,48 0,69 0,68 0,12 3 1
V 407 3.9.2010 Z FF 9,39 21,53 29,18 30,8 0,62 0,36 0,41 0,46 0,06 7 2
V 408 3.9.2010 Z FL 9,31 20,22 28,13 28,7 0,65 0,36 0,54 0,50 0,05 7 2
V 409 3.9.2010 M LL 9,36 25,8 35,4 38,38 0,91 0,25 0,67 0,78 0,13 7 2
V 410 3.9.2010 M FL 9,07 23,1 34,67 37,8 0,79 0,30 0,60 0,66 0,12 7 2
V 411 3.9.2010 M FL 9,18 24,56 36,09 39,1 0,96 0,43 0,88 1,01 0,17 7 2
V 412 3.9.2010 M FL 9,46 26,11 39,53 44,01 1,01 0,36 0,80 1,02 0,13 7 2
V 414 6.9.2010 Z LL 10,85 23,41 29,67 32,2 0,54 0,41 0,52 0,49 0,08 5 2
V 418 6.9.2010 M FF 11,84 30,32 44,2 48,4 / 0,53 1,16 1,37 0,25 5 2
V 419 8.9.2010 Z LL 12,35 23,54 25,69 25,9 0,37 0,18 0,33 0,30 0,06 6 2
V 420 8.9.2010 Z LL 14,48 22,99 30,09 31,3 0,50 0,33 0,41 0,38 0,06 6 2
V 421 8.9.2010 Z LL 13,61 24,16 28,23 30,6 0,54 0,45 0,45 0,40 0,08 6 2
V 422 8.9.2010 M FL 14,41 31,64 40,17 44,62 1,18 0,47 1,03 1,14 0,19 6 2
V 423 8.9.2010 M FL 14,64 31,33 41,86 47,11 1,33 0,62 1,04 1,35 0,21 6 2
V 425 9.9.2010 Z LL 14,55 24,07 30,42 32,6 0,88 0,67 0,68 0,75 0,08 4 1
V 426 9.9.2010 Z LL 14,6 23,91 29,18 29,5 0,65 0,41 0,56 0,39 0,06 4 1
V 427 9.9.2010 M LL 16,06 27,63 37,8 43,1 1,06 0,37 0,90 / 0,17 4 1
V431 14.9.2010 Z LL 16,03 27,81 29,81 32,6 0,83 0,48 0,57 0,65 0,09 2 1

se nadaljuje



nadaljevanje

PODATKI O ZIVALI

FENOTIPSKI PODATKI

&t Datum _ Telesna teza (g) Mascobni depoji _ Vel. Zap.
vzOrca sekcije Spol  Genotip 3T 6T 10T 14T Gon. Abd. Fem. Mes. Rjava | gn Gn.
(9) (9) Q) (9) (9)
V432  14.9.2010 M FF 19,6 37,07 44,72 47,6 1,25 0,45 0,97 1,26 0,22 2 1
V434  30.9.2010 Z FL 1556 2456 31,23 3548 0,95 0,57 0,77 0,86 0,11 8 2
V435  30.9.2010 Z LL 14,4 24,24 28,43 29,4 0,51 0,38 0,41 0,42 0,10 8 2
V436  30.9.2010 Z FF 15,82 26,26 33,6 35 1,09 0,90 1,00 0,95 0,10 8 2
V438  30.9.2010 M FF 1756 29,14 36,82 45,03 1,11 0,37 0,81 1,14 0,17 8 2
V439  30.9.2010 M FL 17,83 33,77 43,83 44,5 0,98 0,49 0,97 1,21 0,12 8 2
V441  4.10.2010 Z FF 17,78 27,81 33,46 36,2 0,90 / 0,77 0,67 0,15 3 3
V442  4.10.2010 Z FL 16,8 27,39 32,89 35,9 0,94 0,51 0,71 0,64 0,08 3 3
V443  4.10.2010 M LL 16,41 25,95 32,93 33,9 0,60 0,21 0,44 0,44 0,13 3 3
V 445  14.10.2010 Z LL 5,45 19,65 24,6 25 0,35 0,17 0,28 / 0,07 9 2
V446  14.10.2010 Z FL 6,18 16,66 23,53 25 0,56 0,26 0,78 0,49 0,09 9 2
V447  1410.2010 M FL 5,73 23,84 31,72 35 0,64 0,33 0,66 0,75 0,10 9 2
V448  14.10.2010 M FF 5,63 23,25 31,48 33,8 0,52 0,21 0,57 0,52 0,12 9 2
V449 1410.2010 M FF 5,37 21,75 30,41 34,4 0,48 0,34 0,68 0,64 0,12 9 2
V451 14.10.2010 M LL 5,16 16,81 26,78 28,9 0,46 0,23 0,52 0,48 0,09 9 2
V452 14.10.2010 M FF 6,15 22,12 30,34 31,5 0,35 0,20 0,51 0,49 0,10 9 2
V 453  19.10.2010 Z LL 10,96 2391 27,57 24,3 0,20 0,12 0,28 / 0,05 2 3
V 454  19.10.2010 Z FF 10,91 24,94 29,59 31,4 0,66 0,43 0,62 0,57 0,07 2 3
V456  19.10.2010 Z LL 12,01 24,66 28,79 30,7 0,75 0,54 0,75 0,57 0,08 7 3
V458  19.10.2010 Z FL 10,6 22,16 26,43 29,9 0,80 0,32 0,63 0,50 0,08 7 3
V459 19.10.2010 M FL 13,65 29,54 35,78 38 0,83 0,42 0,83 0,79 0,13 7 3
V460 19.10.2010 M LL 12,22 28,87 36,8 39 0,91 0,43 0,87 0,95 0,12 7 3
V461 19.10.2010 M FF 11,86 28,84 35,23 36,6 0,79 0,35 0,62 0,79 0,12 7 3

se nadaljuje



nadaljevanje

PODATKI O ZIVALI FENOTIPSKI PODATKI
&t Datum ool G _ Telesna teza (g) - bdMa§éobni depoji Vel. éap.
: . po enotip on. Abd. Fem. Mes. Rjava | gn n.
vzorca sekcije 3T 6T 10T 14T @) @) ) ) )
V462  25.10.2010 Z FF 12,54 23,74 39,31 30,9 0,81 0,38 0,69 0,54 0,05 5 /
V 463  25.10.2010 Z FF 13,4 23,31 29,67 30,1 0,66 0,34 0,70 0,47 0,07 5 /
V464  25.10.2010 M FF 11,42 25,75 34,95 38,01 0,90 0,31 0,70 0,72 0,11 5 /
V465 25.10.2010 M FL 12,93 27,18 40,07 42,22 0,95 0,34 0,83 0,86 0,10 5 /
V 475 9.11.2010 Z FL 14,77 23,67 29,05 32,44 0,73 0,50 0,74 0,57 0,09 3 /
V476  9.11.2010 Z FF 18,82 26 30,1 30,91 0,59 0,38 0,48 0,59 0,10 3 /
V478  16.11.2010 Z FF 13,81 21,92 27,26 30,4 0,56 0,31 0,49 0,41 0,09 4 /
V480 16.11.2010 Z FF 11,09 19,77 2391 25,74 0,45 0,30 0,49 0,42 0,09 4 /
V481 16.11.2010 M FF 14,08 28,54 37,52 38,07 0,86 0,32 0,77 0,86 0,14 4 /
V483  23.11.2010 Z LL 8,8 16,53 24,32 26,43 0,74 0,17 0,83 0,41 0,08 4 15
V485 23.11.2010 M FF 8,83 18,03 2547 27,94 0,49 0,17 0,54 0,48 0,08 4 15
V486  24.11.2010 Z LL 8,81 15,32 17,11 19,14 0,28 0,05 0,40 0,14 0,05 3 15
V488 24.11.2010 M FL 9,2 23,19 29,75 32,7 0,52 0,20 0,57 0,56 0,09 3 15
V489 30.11.2010 M LL 10,95 23,27 29,12 31,69 0,67 0,24 0,62 0,62 0,09 2 /
V490 30.11.2010 M LL 12,72 27,25 31,16 33,86 0,74 0,30 0,59 0,61 0,17 2 /
V491  30.11.2010 Z FL 9,89 15,97 22,3 25,04 0,45 0,15 0,37 0,26 0,06 4 14
V492  30.11.2010 Z FL 9,76 19,06 20,87 22,36 0,34 0,05 0,26 0,22 0,04 4 14
V493  30.11.2010 Z FF 11,35 22,81 25,14 26,58 0,59 0,07 0,26 0,29 0,06 4 14
V495  2.12.2010 Z LL 11,35 1925 2438 25,29 0,50 0,08 0,31 0,29 0,05 2 16
V496  2.12.2010 M FF 13,27 27,03 29,08 30,76 0,66 0,21 0,52 0,58 0,10 2 16
V497  2.12.2010 Z FF 13,93 20,9 24,88 27,3 0,47 0,22 0,33 0,30 0,05 4 10
V498  2.12.2010 Z LL 12,74 2198 2497 26,91 0,33 0,22 0,23 0,18 0,06 4 10

se nadaljuje



nadaljevanje

PODATKI O ZIVALI

FENOTIPSKI PODATKI

&t Datum ool G _ Telesna teza (g) - bdMa§éobni depoji Vel. éap.
: .. po enotip on. Abd. Fem. Mes. Rjava | gn. n.
vzorca sekcije 3T 6T 10T 14T @) @) ) ) )
V 501 6.12.2010 Z FF 12,46 18,85 25,01 26,7 0,47 0,28 0,30 0,44 0,07 4 11
V503  6.12.2010 M FL 17,38 27,14 32,88 33,49 0,81 0,29 0,58 0,67 0,11 4 11
V 504 6.12.2010 M LL 12,5 21,71 27,89 25,48 0,33 0,10 0,37 0,23 0,05 4 11
V505 7.12.2010 Z FL 10,23 22,53 25,46 25,9 0,43 0,20 0,39 0,32 0,06 5 3
V506  7.12.2010 M FL 10,17 19,59 27,08 29,6 0,48 0,19 0,47 0,47 0,08 5 3
V507  7.12.2010 M FF 10,73 26,29 34,25 36,4 1,05 0,33 0,74 0,88 0,13 5 3
V508  7.12.2010 M FF 11,06 19,58 28,05 31,5 0,65 0,21 0,45 0,59 0,11 5 3
V509  7.12.2010 M FL 10,29 27,01 32,56 36,5 0,82 0,32 0,59 0,85 0,13 5 3
V510  7.12.2010 Z FL 10,84 23,09 27,52 27,2 0,48 0,24 0,49 0,35 0,06 4 4
V511  8.12.2010 Z FF 10,14 23,02 25,07 25,29 0,48 0,07 0,29 0,24 0,05 4 4
V512  8.12.2010 Z FF 10,71 21,93 27,34 28,17 0,61 0,10 0,40 0,33 0,05 4 4
V513  9.12.2010 M FF 9,75 2553 32,18 35 0,81 0,25 0,63 0,75 0,09 4 4
V515  8.12.2010 Z FF 7,32 17,3 21,75 24,37 0,50 0,10 0,38 0,29 0,06 7 12
V516  8.12.2010 Z LL 7,17 12,28 17,97 19,89 0,18 0,03 0,15 0,13 0,03 7 12
V517  8.12.2010 Z FL 7,2 15,07 19,73 21,67 0,32 0,06 0,29 0,23 0,06 7 12
V519 9.12.2010 M LL 7,59 16,98 28,21 33,15 0,64 0,22 0,55 0,59 0,09 7 12




Priloga B:

Podatki o konzumaciji krme, merjene v mi§jih parih Fo-populacije kongenih misi linije 15SFHV

Kletka  Zival Datu_m Spol  Genotip | Krma v 1ﬁB§rghU-;ngma / dan | Telesna l:ngsil Srli%AtNeSnil\rllA TELESTOMASE
odstavitve @) ' (g/dan) starosti (g). Korigirana x krma / g teze
Lol o mae zom | %088 028 12,06 035
AR A AT e 05
S | 6 damamo 2 g | s01 1150 0327
Cl g oEmme oz R we o oz
S | 10 om0 2z e | 51 367 1956 0165
© | 1 om0z B | S 023 14,26 0296
AEE A AL 2 020
© | 1 omaon 7o | 52 a8 1156 026
Iy R T 410 1256 032
A T 5 oz

se nadaljuje



nadaljevanje

Kletka  Zival Datu_m Spol  Genotip | Krma v 1QB§£EU;NISma / dan | Telesna lfngszISrli%AtNec?nmA TELESTOMASE
odstavitve @) ' (g/dan) starosti (g). Korigirana x krma / g teze
L % ez | S48 462 1056 027
R N 16,05 0256
B | % wmemw 2 g | 53 o8 1643 0206
| o emaon 2 g | ST 63 1242 0.7
5 | s wmexw 2 | 0980 498 195 0255
© | % gm0z | %600 400 1427 0280
7| s mioson owm o q | 689 493 195 021
© | % omson owm q | 69 4 1786 0216
9 | % ooson wm  q | 656 460 2426 0102
0 | amaon owm o q | T 510 2225 0.2
Y R T 98 26,4 o175
AR 5 oz




Priloga C:
Podatki o konzumaciji krme, merjene v F,-populacije kongenih misi linije 15SFHV

et 5 Datum ool G ABdSOrI;UTNO | KORIGIRANC? I\r:A TELESNO MASO
Kletka  Zival . po enotip | Krmav 14. dneh X krma/ dan | Telesna masa pri 6. tedni - _ y
odstavitve @) (g/dan) starosti (g) Korigirana x krma / g teze
la 1 10.11.2010 Z FL 69,89 4,99 12,39 0,403
1b 2 12.11.2010 Z FL 73,81 5,27 12,08 0,436
2a 3 25.10.2010 Z FL 84,29 6,02 21,82 0,276
2b 4 3.11.2010 Z FL 80,19 5,73 23,78 0,241
3a 5 12.11.2010 Z FL 78,57 5,61 16,45 0,341
3b 6 13.11.2010 z FL 71,10 5,08 11,60 0,438
4a 7 29.11.2010 z FL 72,58 5,18 18,65 0,278
4b 8 29.11.2010 z FL 54,61 3,90 15,73 0,248
5a 9 30.9.2010 z FL 58,37 4,17 18,82 0,222
5b 10 30.9.2010 z FL 82,23 5,87 19,86 0,296
6a 11 10.11.2010 z FL 80,53 5,75 13,58 0,424
6b 12 19.11.2010 z FL 66,30 4,74 14,26 0,332
7a 13 29.11.2010 z FL 70,56 5,04 12,68 0,397
7b 14 29.11.2010 z FL 107,53 7,68 14,18 0,542
8a 15 25.11.2010 z LL 64,00 4,57 14,30 0,320
8b 16 25.11.2010 z LL 69,92 4,99 14,36 0,348
9a 17 29.11.2010 z LL 67,57 4,83 13,01 0,371
9b 18 15.11.2010 z LL 103,03 7,36 12,56 0,586
10a 19 5.11.2010 z LL 77,73 5,55 14,99 0,370
10b 20 30.9.2010 z LL 73,86 5,28 19,77 0,267
1la 21 7.10.2010 z LL 66,56 4,75 20,09 0,237
11b 22 29.11.2010 Z LL 61,07 4,36 10,58 0,412

se nadaljuje



nadaljevanje

et ot Datum ool G ABC?OrI:UTNO | KORIGIRANC(j) IFI]A TELESNO MASO
Kletka  Ziva . po enotip | Krmav 14. dneh X krma/ dan | Telesna masa pri 6. tedni - _ y
odstavitve @) (g/dan) starosti (g) Korigirana x krma / g teze
12a 23 4.10.2010 Z FF 83,46 5,96 19,93 0,299
12b 24 4.10.2010 Z FF 76,71 5,48 16,05 0,341
13a 25 11.10.2011 Z FF 64,13 4,58 22,44 0,204
13b 26 30.9.2010 Z FF 65,44 4,67 18,43 0,254
14a 27 10.11.2010 Z FF 91,80 6,56 11,41 0,575
14b 28 15.11.2010 Z FF 96,93 6,92 12,42 0,557
15a 29 5.11.2010 Z FF 74,19 5,30 16,18 0,328
15b 30 30.9.2010 z FF 79,42 5,67 19,59 0,290
16a 31 7.10.2010 z FF 62,69 4,48 17,49 0,256
16b 32 19.11.2010 z FF 97,55 6,97 14,27 0,488
17a 33 11.10.2010 M FL 88,11 6,29 16,18 0,389
17b 34 11.10.2010 M FL 87,29 6,24 19,59 0,318
18a 35 10.11.2010 M FL 110,16 7,87 16,59 0,474
18b 36 10.11.2010 M FL 95,67 6,83 17,89 0,382
19a 37 25.10.2010 M FL 75,11 5,37 15,66 0,343
19b 38 25.10.2010 M FL 71,57 5,11 24,36 0,210
20a 39 3.11.2010 M FL 83,87 5,99 20,12 0,298
20b 40 3.11.2010 M FL 87,87 6,28 22,25 0,282
21a 41 4.10.2010 M LL 66,79 4,77 25,60 0,186
21b 42 4.10.2010 M LL 85,73 6,12 28,43 0,215
22a 43 6.10.2010 M FF 68,06 4,86 22,37 0,217
22b 44 6.10.2010 M FF 101,03 7,22 20,27 0,356
23 45 7.10.2010 M FF 90,53 6,47 27,74 0,233
24 46 4.10.2010 M FF 65,10 4,65 24,82 0,187

se nadaljuje



nadaljevanje

} Datum ABSOLUTNO KORIGIRANO NA TELESNO MASO
Kletka  Zival odstavitve Spol  Genotip | Krmav 14. dneh  x krma/dan | Telesna masa pri 6. tednih Koridirana % krma / o te?
(9) (g/dan) starosti (g) 9 X krma /g teze
25 47 30.9.2010 M FF 87,25 6,23 24,49 0,254
26 48 26.11.2010 M FF 92,62 6,62 17,44 0,379
27 49 25.10.2010 M FF 78,28 5,59 11,21 0,499
28 50 5.11.2010 M LL 72,38 5,17 20,73 0,249
29 51 3.11.2010 M LL 68,87 4,92 23,96 0,205
30 52 11.10.2010 M LL 101,62 7,26 14,00 0,518
31 53 19.11.2010 M LL 62,40 4,46 18,89 0,236
32 54 12.11.2010 M FF 118,40 8,46 12,74 0,664
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