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1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

A szarvasmarha fajtak hiperizmolt, vagyis duplan-izmolt (double muscling, vagy
DM) fenotipusanak genetikai heterogenitasat szamos példa bizonyitja. Kezdetben a
genetikai meghatarozottsagot foként az mh (muszkuléris hipertrofia) génnek, mint
nagyhatast génnek tulajdonitottak, amelyet kés6bb miosztatin néven irtak le
(McPherron és mtsai. 1997). Ez a gén kulcsfontossagu szerepet jatszik az izom
novekedés mértékének meghatarozasadban. A szarvasmarha fajban szdmos
mutacidja ismert, melyek koziil kiemelkedik az a hat, amely a kodolt fehérje
inaktiv forméjat eredményezi (Karim és mtsai. 2000). Ezek homozigéta, illetve
egymassal kombinalt formaban alakitjak ki a miosztatin ,,null genotipust" és igy
szamos hiismarha duplan-izmolt jellegét (ilyen, fehérje funkciot gatld természetes
miosztatin mutaciot tobb fajban: egérben, emberben, juhban, kutydban és sertésben
is leirtak mar). A fehér-kék belga szarvasmarha fajtdban a duplan-izmoltsag
tenyészcél és f0 fajtajelleg. Charlier és mtsai. (1995) tanulméanyabdl kidertil, hogy a
tenyésztés sordn a fajta izmoltsaga sokkal kifejezettebbé valt. Vagyis, az - mh gén
fixalédasat kovetd - izmoltsagra irdnyulo szelekcio soran feltehetéen tovabbi gének
(modosito faktorok, modifikator gének) jutottak szerephez. A hiperizmoltsag
genetikai hattere, ezért sokkal Gsszetettebb, mint azt kordbban gondoltdk. A
kovetkez6 kutatasi eredmények tovabb erdsitik a duplan-izmolt fenotipus komplex
genetikai szemléletét, bemutatva a végleteket, a genotipus-fenotipus kapcsolat két
sz¢€lséséges estét.

¢ Van inaktival6 miosztatin mutacid, nincs duplan-izmolt fenotipus: a fehér-kék
belga szarvasmarha jellegzetes inaktivalé miosztatin mutacidja megtalalhato a
south devon szarvasmarha fajtaban is. Azonban a duplan-izmolt fenotipus és az
ahhoz kapcsolodo ellési problémak elleni tudatos tenyésztdi munkéanak
koszonhetden a mutaciora homozigota egyedek jol izmoltak, de nem mutattak
kimondottan duplan-izmolt fenotipust. Ezt a jelenséget Smith és mtsai. (2000)
tovabbi lokuszok kozremiikodésével magyaraztak.

e Nincs inaktivalo miosztatin mutacio, van duplan-izmolt fenotipus: néhany
hasmarha fajta esetében (limousine és blonde d’aquitaine) eléfordul, hogy a
duplan-izmolt fenotipus ellenére az egyedek nem hordoznak inaktivalo
miosztatin mutaciot, ami szintén felveti annak a lehetdségét, hogy - a
miosztatinon kiviil - mas faktorok is hatassal vannak a muszkularis hipertrofiara
(Grobet és mtsai. 1998).

Tehat, a mutans miosztatin tobb fajban is f6 meghatarozdja a tilzott izomtomeg
kialakulasanak, azonban egy fajon, s6t fajtan beliil akar tobb haté miosztatin
mutacio is l1étezik, melyek hatasat tovabbi gének modosithatjadk. A szarvasmarha
haté miosztatin mutacioi koziil mara mar tobb is ismert, azonban az azokat
ténylegesen modosito faktorok ismeretlenek. Ezek a modifikator gének szintén
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nagy jelentdséggel birnak, mivel megismerésiikkel részletesebb kép alkothat6 az
1izomfejlodés folyamatardl, annak szabalyozasardl, ami igy a miosztatin konzervalt
funkcidjanak ismeretében még az allattenyésztésben torténd felhasznalason is
talmutathat. Genetikai térképezésiik a szarvasmarha faj generacids intervalluma,
valamint az 6nmagukban kis hatassal biré modosito faktorok természete miatt
1ddigényes €s nehézkes feladat lenne. Az 6sszehasonlitéd térképezés €s a
laboratoriumi modellallatok specidlis térképezési populacidinak hasznélata azonban
attorést hozhat ilyen esetekben is. Ezen a teriileten végezett kutatasokat, Dr. Varga
Laszl6 Géntérképezés Allatokon kutatocsoportja (Mez3gazdasagi Biotechnologiai
Kutatokdzpont). Munkajuk soran egy természetes hiperizmolt mutéans, az
ugynevezett Compact egér genetikai hatterét vizsgaltak és térképezték. Korabbi
vizsgalataik alapjan meghataroztak a Compact egér miosztatin gén szekvencidjat és

crer

crer

miosztatin delécio (Mstn""""4**) nem inaktivalé mutacié (a fehérje propeptid

10j4 Cmpt-dildbe o7 iikséges, de nem elégséges feltétele a
hiperizmoltsag kialakuldsanak. Genetikai analizisek soran a kutatocsoport
megallapitotta, hogy a Compact fenotipust a fégénnel egyiitt tobb (1, 3,5, 7, 11, 16
¢s X-kromoszoéman elhelyezkedd) kiillonbozd erdsségli modifikator 16kusz alakitja
ki. Ezek koziil az X-kromoszoman detektalt 16kusz mutatta a legerdsebb, de egyben
a legkiterjedtebb modifikator hatdst (Varga és mtsai. 1997, Szabd és mtsai. 1998,
Varga ¢s mtsai. 2003a, Varga ¢és mtsai. 2005).

Munkdm célja:

e Az X-kromoszomas modifikator régid legerdsebb hatdsu szakaszaban talalhato
androgén receptor gén (Ar) szekvencia €s expresszios szintll vizsgalata Compact
egéren. Ez a gén nem csak pozicidja, de funkcidja alapjan is esélyes miosztatin
modifikator.

o A kiterjedt X-kromoszomas modifikator régio besziikitése genetikai
térképezéssel. Mérete miatt abban tobb modifikator gén egyiittes jelenléte is
elképzelhetd. A régiod jelentds sziikitése esetén a lehetséges esélyes gének szama
is csokken. Ha ez elér egy olyan szintet, amikor mar csak néhany gén szerepel
az adott kromoszoéma szakaszon, akkor ezeknek mind szekvencia, mind
expresszid szintli vizsgalata is a célok kozé kertilhet.

e Amennyiben a munka soran barmilyen szekvencia, vagy expresszios
kiilonbséget sikeriil meghatarozni, akkor annak vizsgalatara egy specialis,
tomegméretekben is alkalmazhat6 detektalasi modszer kialakitasa és populacid
szintll alkalmazésa is szilikséges.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Bioinformatikai vizsgalatok

Munkam in silico (szamitogépes) vizsgalataihoz genomikai adatbazisokat (NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; Ensembl: http://www.ensembl.org/; MGI:
http://www.informatics.jax.org/), primer tervezo (SeqVerter, GeneStudio Inc.
1999; Primer3, Rozen és Skaletsky 2000) és szekvencia elemzd
programcsomagokat (BioEdit, Hall 1997-2004; SeqVISTA, Hu ¢és mtsai. 2003;
EMBOSS, Rice és mtsai. 2000) hasznaltam.

2.2. Kisérleti allatok

2.2.1. Az androgén receptor gén szekvencia és expresszios vizsgalataban
felhasznalt kisérleti allatok

A vizsgalatokhoz a Comp9-es vonalbol kialakitott beltenyésztett torzset (1.abra A)
¢s a CAST/EIi beltenyésztett torzset hasznaltam (1.4bra B). A Comp9-es vonalat
Dr. Miiller Géza hozta 1étre (tizenhat generacion keresztiil tartd testvérparositas és
szelekcio soran) az eredeti, németorszagi Compact t6rzsbdl. Ez az M40
deléciora homozigota, hiperizmolt vonal: fecskehasu, nagy termetli, de kevésbé
tomor testalkatu. A CAST/Ei torzset az egér Mus musculus castaneus alfajabol
hoztak létre beltenyésztés soran (www.informatics.jax.org). Az egyedek vad, aguti
szintiek, feltiinden kis méretliek, normal izomzatiak, nagyon élénkek és
érzekenyek a kdrnyezeti stresszre.

Comp9 . CAST/Ei

1. abra. Az androgén receptor gén szekvencia €s expresszios vizsgalatdhoz hasznalt egér torzsek;
A: a Comp9-es torzs egy egyede, B: CAST/Ei torzs egy egyede (Varga és mtsai. 2003b)

A szekvencia és expresszios vizsgalatokhoz harom hiperizmolt (Comp9) és harom
normadl izomzati kontroll (CAST/E1) him egyed (6-7 hetes) mintdit hasznaltam.

2.2.2. Az X-kromoszoman elhelyezked6 modifikator intervallum sziikitéséhez
felhasznalt kisérleti allatok

Korabbi vizsgalatok sordn kutatocsoportunk létrehozott egy Cross4-nek nevezett,
interszubspecifikus keresztezést az Mstn“"" 4% delécidra homozigdta Comp9



beltenyésztett vonalbol és a CAST/Ei (Mus musculus castaneus, vad tipusu alfaj)
beltenyésztett torzsbol. A CAST/Ei keresztezett populacidk kialakitasdban valo
részvételét és genetikai térképezéshez torténd felhasznalasat az teszi indokolta,
hogy alfajként genetikailag tavolabb helyezkedik el mas laboratoriumi egér
torzsekhez képest, de a keresztezés soran szaporoddképes. Ez nagyobb lehetdséget
biztosit a genetikai markerek polimorfizmusara, ami hatékonyabba teszi a
térképezést. A Cross4 (Comp9 him x CAST/Ei néstény) F2 populéacioval
kutatocsoportunknak sikertilt durvan pozicionalni, kromoszémakhoz kotni
szignifikans miosztatin modifikator hatdsokat (az 1, 3, 5, 7, 11, 16 és X-
kromoszomakon). Ezt kovetden csoportunk Iétrehozott egy specidlis térképezési
populacidt, amely lehetdséget ad a kiemelt kromoszémakon elhelyezkedd
modifikatort, modifikatorokat tartalmazé intervallumok sztkitésére. Ez a bonyolult
keresztezési sémaval 1étrehozott specidlis térképezési populacio Advanced
Intercross Lines (Darvasi és Soller, 1995), vagyis AIL, amit esetiinkben Compact-
AlL-ra médositottunk. A Compact-AIL a modifikator gének térképezéséhez
kialakitott Cross4 F2 populaciobdl indul ki. A folyamat soran a beltenyésztés
maximalis elkeriilése mellett, egymas utani tenyészgeneraciok létrehozasa a cél. A
nagyobb térképezési erd érdekében a Compact-AlL tenyé€szgeneracioit ugy
szelektaltuk, hogy az egyedek az F11 generaciora (térképezési populacio) teljes
mértékben homozigdtava véaljanak az Mstn“™" 4" mutaciora. Ennek
kovetkeztében a populécionak nagyobb része (32%-a) lesz alkalmas a térképezése.
Mivel az AIL tenyésztési modszere noveli a rekombinacids események
valdszinliségét, eredményeként a kiindulasi vonalak genomja nagymértékben
fragmentalddik €s ez lehetové teszi a finomtérképezést (Pinke €s mtsai. 2008).

Az X-kromoszoma genetikai analizisé¢hez a Compact-AIL F11 normal és
hiperizmolt (6-7 hetes) egyedeit vizsgaltuk. Az X-kromoszoma inaktivacios
jelensége miatt csak a him allatok, fenotipusosan szélsdséges csoportjait hasznaltuk
fel: 6sszesen 155 MI1K ¢és 248 M5K egyedet (M = him, 1 = normal izomzatu egyed,
5 = hiperizmolt egyed, K = homozigdta Msn“""""'*** mutans). Az X-kromoszoma
térképezés€hez sziikséges genotipizalas soran a 1. tablazatban 6sszefoglalt
technikai csoportokat hoztunk létre a extrém him F11 utédokbol.

MIK MS5K Csoportonként dsszesen:
G1 csoport 33 77 110
G2 csoport 61 59 120
G3 csoport 24 96 120
G4 csoport 37 16 53
Osszesen: 155 248 403

1. tablazat. A genetikai térképezéshez hasznalt Compact-AIL F11 kisérleti csoportok (G: group).
MIK: normal-izomzati, M5K: hiperizmolt egyedek

A vizsgalatban szerepld 403 allat a 3100 egyedbdl (Pinke és mtsai. 2008) allo
Compact AIL-F11-es generaciobol vizualis birdlat utan (Varga és mtsai. 2002)
keriilt kivalasztésra.



2.3. Mintak eloallitasa

A vizsgalatokban felhasznalt genomi DNS mintakat (Comp9, CAST/Ei és
Compact-AIL F11) sos kicsapasos modszerrel preparaltuk.

A génexpresszids kisérleteimhez a Comp9-es és a CAST/Ei egértorzs egyedeinek
(3-3 darab, 6-7 hetes kort him) hatuls6 végtagjabol, izom preferencia nélkiil,
vegyes vazizmot preparaltam. A szovetmintakbol TRIZOL (GIBCO) reagens
felhasznalasaval allitottam el6 az RNS mintdkat. Az RNS mintdkbol a Stratagene
cég ProSTAR Ultra HF RT-PCR System kitt felhasznalasaval, reverz
transzkripcidval allitottam elé a cDNS-eket, amelyeket mind a szekvenalasok,
mind pedig a génexpresszios vizsgalatok sordn felhasznatam. A DNS mintékat a
szekvenalasokhoz és a populécids vizsgalatokhoz hasznaltam.

2.4. Szekvencia meghatarozas

A Comp9 és CAST/Ei Ar szekvenalasat két részletben cDNS és genomi DNS
templatok hasznalataval hajtottam végre. A szekvencia meghatarozashoz a cDNS
és DNS templatokat klonoztam (pGEM®-T Easy), majd az Applied Biosystems
ABI PRISM BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing kit-jét
hasznaltam a gyart6 ajanlasa szerint. A torzsenkénti (Comp9 és CAST/Ei) 3-3
egyed Ar szekvencidjanak meghatarozashoz az ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
késziiléket hasznaltam.

2.5. Génexpresszios vizsgalatok

A val6s idejli (real time) kvantitativ PCR kisérletek soran a kiilonb6z6 fenotipusu
egér torzsek (CAST/Ei és Comp9) 3-3 him egyedének relativ génexpressziojat
(androgén receptor gén; GAPDH ¢és B-aktin, mint haztartasi gének) vizsgaltuk,
haromszoros higitadsban (1-szeres, 4-szeres €s 16-szoros) és higitdsonként harom
ismétlésben. A génexpressziods vizsgalathoz SYBR Green (Molecular Probes)
modszert hasznaltam, a reakciok ABI 7000-es gépen futottak. A valos idejit PCR
eredmények matematikai feldolgozasat Pfafll modszere szerint, belsé kontroll
génnel kiegyenlitett, efficiencia korrekcioval modositott relativ kvantifikacidval
végeztem (Pfaffl, 2001, Pfaffl és mtsai. 2002). Az adatok elemzéséhez a REST
(relative expression software-tool) programot hasznaltam.

2.6. Genetikai térképezés

2.6.1. Genetikai markerek és marker fejlesztés

A vizsgélatokba a 2. abran lathat6 keret-markereket (FWM = framework marker)
vontuk be az adott fizikai térkép pozicidkkal (fizikai pozicio Mbp-ben Ensembl

Built34 alapjan és marker név; vastagon szedett = az adott marker a Cross4 F2
térképezésben is keret-marker volt).
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2. abra. A genetikai térképezés soran alkalmazott X-kromoszomas mikroszatellit markerek (keret-
markerek: FWM). A Cross4 F2 és a Compact-AIL F11 k6z6s 9 db markere vastagon szedett. * A
DXMit149-es marker a DXMitl 16-os marker helyett lett bevonva. A markerck mellet a fizikai
pozicidjuk van feltiintetve Mbp-ben (Ensembl Built34)

Az Abc jelzésti markerek (DXAbc54 és DXAbc32) fejlesztésénél a
Bioinformatikai vizsgéalatok fejezetben emlitett programcsomagot €s az
www.ensembl.org internetes genom adatbazisbol lekért egér genom szekvenciakat
hasznaltuk.

2.6.2. A vizsgalat soran alkalmazott mikroszatellit detektdlasi modszer

A mikroszatellit markerek detektalasa poliakrilamid gélelektroforézissel és
eziistfestés modszerével tortént (Budowle és mtsai. 1991, Varga és mtsai. 1997).



2.6.3. A vizsgalat soran alkalmazott adatkezelés

A Compact-AIL F11 genetikai térképezése soran a hiperizmoltsagot fokozo
genetikai hatdst a Compact genom elemeitdl, mig a normal izomzat kialakulasat a
CAST/Ei genom elemeitdl vértuk a fenotipusnak megfeleléen. Igy tehat az MSK
(hiperizmolt) egyedeknél a hiperizmoltsag iranyaba haté Comp9 allélt, mig az
MIK egyedeknél a normal izomzat kialakulasat lehetévé tevé CAST/Ei eredetii
allélt itéltiik kedvezonek (favorizadlandd). Az MSK-CAST/Ei és M1K-Comp9
fenotipus-genotipus kombinaciok az elméletiinknek megfelelden nem kedvezdek
(nem favorizalandd). Hat6 mutacioval kapcsolt markereknél a fenotipus-genotipus
kombinaciok eloszlasa jelentdsen megvaltozik, vagyis ilyen esetben az extrém
izomzatu egyedeknél (M5K) a Comp9 allél szignifikdnsan magasabb frekvenciaval
fordul eld, mint a CAST/Ei allél és forditva. A legnagyobb modifikéator hatést tehat
azoknal a markereknél vartuk, ahol az M5K csoport a Comp9 és az M1K csoport a
CASTV/Ei allélt hordozta szignifikansan nagyobb frekvenciaval. Ennek megfeleléen
a vizsgalatba vont M1K és M5K egyedek adott allélgyakorisagi
(genotipusgyakorisagi) értékeit dsszevontan kezeltiik, vagyis:

e favorizédlandd, kedvezd fenotipus-genotipus kombinacidk
FAV=M5K-Comp9 + M1K-CAST/Ei

e nem favorizalandd, nem kedvezd fenotipus-genotipus kombinaciok
UNFAV=M5K-CAST/Ei + M1K-Comp9

A Chi® probat ugy végeztiik, hogy az adott markernél kapott FAV és UNFAV
értekeket Osszevetettiik a vart egyenld ardnyu allélgyakorisagi értékekkel. Ennek
eredményeképpen kaptuk meg a modifikator hatast érzékelteté Chi” gorbét, amely
a markerek Chi® értékeit logaritmikus skalan abrézolja az X-kromoszoma mentén.



3. EREDMENYEK

3.1. Az Compact egér androgén receptor génjének vizsgalata

3.1.1. Az androgén receptor gén szekvencia vizsgalata Compact és normal
izomzatu egereken

Az Ar jelentds (167,4 kb) genomi mérete miatt elsd 1épésben a gén kodold
szakaszait tartalmaz6 cDNS szekvenciat hatdroztam meg. A teljes cDNS-t azonban
nemtd] és torzstdl fiiggetleniil nem tudtam atforditani az mRNS-rél. Ezért a
szekvencia meghatarozas két részben tortént. E16szor az Ar gén 2-8 exonjat
tartalmaz6 cDNS szakasz szekvencidjat hatdroztam meg, majd a genomi DNS-bdl
amplifikalt 1. exont elemeztem. igy valt lehet6vé az Ar gén teljes kodold
szakaszanak szekvencia vizsgéalata. A torzsenként harom-harom, egymastol
fiiggetlen minta szekvenalasat kovetden, négy darab SNP-t (single nucleotide
polymorphism=egy bazispart érinté polimorfizmus) taldltam a CAST/Ei Ar
szekvencidban. Ezek a mutaciok megtalalhatéak a www.jax.org internetes SNP
adatbazisban is a kovetkezo rs (reference SNP) azonositok alatt: rs31851337 (a
324-es kodonnal), rs29087626 (a 346-os kodonnal), rs31851336 (a 388-as
kodonnal) és rs29085429 (a 715-6s kodonnal). Az SNP-k koziil az rs31851337 és
az 1529087626 okoz aminosav cserét. fgy a 324-es kodonnal szerin helyett
aszparagin ¢és a 346-os kodonnal leucin helyett izoleucin talalhato a CAST/Ei
androgén receptor fehérjéjében. Ezek az aminosav cserék az 1. exonban
talalhatoak, mely a fehérje, transzkripcidt szabalyoz6 amino-terminalis doménjét
kodolja. A Comp9 kddold Ar szekvencia teljes mértékben megegyezett a
viszonyitasi alapként hasznalt Ensembl C57B1/6 szekvenciaval.

3.1.2. Az androgén receptor gén expresszios vizsgalata Compact és normal
izomzatu egereken

Az androgén receptor gén expresszidjat valos idejii kvantitativ PCR rekcio
segitségével vizsgaltam. A vizsgalatokban az 1. és 2. exont atfedd 64 bazisparos
szekvenciat hasznaltam. A Comp9 és CAST/Ei Ar génexpressziojanak mértékét
egymashoz képest relativ modon fejeztem ki. A vizsgélatok soran tobbszords
génexpressziora utalo eltérést nem tapasztaltam az egységnyi CAST/Ei Ar
expresszid €és a hozza viszonyitott Comp9 Ar expresszio kozott.



3.2. A Compact egér X-kromoszomajan elhelyezkedd, hiperizmoltsagot
befolyasolé kromoszoma szakasz besziikitése

3.2.1. Genetikai térképezés az F11 generdcion

Az X-kromoszoman elhelyezkedd, hiperizmoltsagra haté gén vagy gének
térképezéséhez a Compact-AlIL kisérleti populacid F11-es generaciojanak
homozigdta mutans (Mstn<™P 40/ 0 fgn“mPrali4bey i7moltsag tekintetében
sz€lséséges, azaz normal (M 1K) és hiperizmolt (M5K) fenotipust egyedeit
vizsgaltam. Az X-kromoszoma markerenkénti, atlagosan 4,94 Mb-os tavolsagu
(legnagyobb ¢és legkisebb tavolsag: 6,52 Mbp ¢és 3,15 Mbp), egyenletes lefedéséhez
az Ensembl (www.ensembl.org) internetes adatbazisban szerepld (DXMit),
valamint az adatbazis szekvencia alapjan altalunk tervezett (DXAbc) mikroszatellit
markereket hasznaltam. A marker szettben szerepelt a korabbi 9db F2-ben vizsgalt
mikroszatellit marker is. A tovabbiakban ezeket k6zos néven keret-markerként
(FWM= framework marker) emlitem. A keret-markerek genotipizalasat, a korabbi
F2 eredmények alapjan legmagasabb LOD értéket ado DXMit128 markertdl
kezdtem és innen haladtam tovabb mind disztélis, mind pedig proximalis iranyba.
A FWM-eket eldszor csak a G1 és G2 csoportra genotipizaltuk. Ez dsszesen 94
normal izomzata és 136 hiperizmolt, homozigéta mutans himet jelentett. igy tehat
elsd Iépésben ezt a 230 egyedet 31 FWM marker vonatkozasaban vizsgaltuk meg.
A tobb mint 7000 genotipizalas eredményeképpen erds hiperizmoltsagot
befolyasold hatast detektaltunk az X-kromoszoman 49,83 Mbp-nal a DXAbc54-es
¢s 131,23 Mbp-nal a DXMit37-es mikroszatelliteknél (3. abra, sarga korrel jelolve).
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3. abra. Az X-kromoszoma F11 (n=230) térképezése Osszevetve az Cross4 F2 (n=85)
eredményekkel. F2 markerszam: 9 (piros haromszog), F11 markerszam: 31 (fekete négyzet). A
kozos markerek kék szaggatott vonallal vannak dsszekotve. A két sarga korrel jelolt markernél az
F11 térképezés soran szignifikans modifikator hatést tapasztaltunk
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A FAV-UNFAYV (lasd a Vizsgalat soran alkalmazott adatkezelés cimii fejezetben)
osszevont Chi’ modszerrel kapott hatasgorbe, ezeknél a pontoknal erds,
szignifikans 2,45E-06, illetve 2,44E-05 értéket mutatott.

3.2.2. Az Fl1-es generacioban tapasztalt modifikator régiok tovabbi sziikitése

Mindkét cstics (DXAbc54; 49,83 Mbp-nal és DXMit37; 131,23 Mbp-nal) esetében
egy-egy tovabbi markert vontunk be mind proximalis, mind disztélis irdnyban (4.
abra, z6ld korrel jelolve) a legerésebb modifikator hatas sziikitéséhez. Ezek a
markerek a DXMit37 koriil: a DXMit4 (disztalis) és a DXAbc32 (proximalis),
valamint az DXAbc54 koriil: a DXMit75 (disztalis) és a DXMit83 (proximalis).
Ebben a szakaszban a mégpontosabb eredmény érdekében megnoveltiik a
vizsgélati egyedszamot, vagyis a G1-G2 utddcsoportok (6sszesen n=230) mellett
mar G3-G4 csoportokat (6sszesen n=173) is bevontuk a genotpizalasba. igy ez

a vizsgalat mar 6sszesen 403 Compact-AIL F11 egyedet érintett (155 M1K ¢és 248
MS5K). A tovabbi kozel 2000 genotipizalas eredményeképpen a DXMit37 marker
disztalis oldalan bevont DXMit4 markernél csokkent a Chi’ érték, viszont a
proximalis oldalon elhelyezked6 DXAbc32 markernél 1,41E-06 értéket kaptunk.
Ez a pont (DXAbc32) a legmagasabb csticsa a DXMit130-DXMit37 markerek éltal
szegélyezett, XA-nak elnevezett régionak. A DXAbc54 markernél ugyancsak a
disztalis oldalon csdkkent a Chi* érték a DXMit75 markernél, viszont nott a
proximalis oldalon elhelyezkedd DXMit83-as markernél 8,55E-09 értekig. Ez a
DXMit105 és DXAbc54 markerek altal kozrezart XB régio jelenlegi legmagasabb

pontja (DXMit83).
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4. abra. Az X-kromoszoéma modifikator intervallumainak szikitése. Az F11 térképezés soran
szignifikans modifikator hatast mutatd6 markerek (sarga kor) mellé ijjabb markereket vontunk be
(z0ld kor), amelyeket nagyobb egyedszam mellett (n=403) vizsgaltunk és két esélyes intervallumot
(XA és XB) hataroztunk meg
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3.2.3. Ket erdsen szignifikans modifikator régio meghatarozadsa

A két egymassal szomszédos modifikator régio sziikitéséhez a térképezési
populacio tovabbi egyedeit vontunk be és tjabb markereket is vizsgaltunk. Igy két
erdteljes hatast, jol definialhat6 intervallumot hataroznunk meg, amelyeket XA-
nak és XB-nek neveztiik el. Az XA hossza 3,92 Mbp és ~60 gént illetve
feltételezett gént foglal magaba az Ensembl Built34 adatai szerint. Az XB régio6
5,33 Mbp hosszt és ~30 gén illetve feltételezett gén helye ismert (Ensembl
Built34) benne.

3.3. Uj tudoményos eredmények

Munkam soran a kovetkezd, Uj tudomanyos eredmények sziilettek:

1.

Szekvencia vizsgalataim sordn meghatdroztam, a miosztatin modifikator
szerepre esélyesnek tartott androgén receptor gén (Ma €s mtsai. 2001,
Varga és mtsai. 2003a) cDNS szekvenciajat a Comp9 miosztatin mutans
egértdrzsben. Az Ar gén nem mutatott eltérést a vad tipusu egértérzshoz
viszonyitva.

A specialis keresztezési eljarassal 1étrehozott populécio (Compact-AlIL)
vizsgalata sordn két modifikator régiora bontottam a korabbi F2 analizis
soran azonositott, X-kromoszéman talalhato miosztatin modifikator régiot,
igazolva ezzel az AIL populaci6 kiilonleges felbontoképességének erejét.
Bizonyitottam azt, hogy az F2-ben végzett vizsgélat egy igynevezett ghost-
QTL-t (lasd a Kovetkeztetések €s javaslatok fejezetben) mutatott ki
legerdsebb kapcsoltsagra utald pontként, amely a két szomszédos valos
QTL egyiittes latszolagos hatasaként jelent meg. Tovabbi mikroszatellit
markerek bevonasaval két szlik, jol definidlhatd modifikator régiot sikertilt
meghatarozni az X kromoszoman, amelyeket XA-nak és XB-nek neveztem
el.

Megallapitottam, hogy a Comp9 egértdrzs hiperizmolt fenotipusanak
kialakitasaban az androgén receptor gén nagy valoszinliséggel nem jatszik
szerepet, mivel nem a lesziikitett XA és XB régiokban talalhat6 és sem
szekvencéja sem expresszidja nem kiilonbozik a vad tipusu egyedekétol.

12



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Az androgén receptor gén mint esélyes gén

Munkam soran az androgén receptor gént elhelyezkedése (genomi pozicidja az X-
kromosz6émas modifikator hatds csiicspontjat jelolé6 DXMit128-as marker
kozelében van egy F2 térképezési populacid analizise nyoman; Varga és mtsai.
2003a) és izomfejlodésben betoltott szerepe (Ma és mtsai. 2001, Chipuk és mtsai.
2002) miatt, mint esélyes miosztatin modifikatort vizsgaltam.

4.1.1. Az androgén receptor gén szekvencia vizsgalata

A gén kiterjedt genomi mérete miatt, els 1épésben a kddold szekvencigjat
hatdroztam meg harom Comp9 (hiperizmolt) és harom kontrollként hasznalt
CAST/Ei (normal izomzatu) egér esetében. Az eredmények alapjan Gsszevetettem a
Comp9 Ar kddolo szekvencidjat a konszenzus (Ensembl, C57B1/6) és a CAST/Ei
szekvenciaval. Az Ar génben nem talaltunk Comp9 specifikus mutaciét. Csupéan az
eddig ismert négy CAST/Ei SNP-t mutattuk ki a Mus musculus castaneus alfajabol
kialakitott beltenyésztett torzsben. A négy mutacidbol mindossze kettd okoz
aminosav cserét az rs31851337 a 324-es kodonnal és az rs29087626 a 346-o0s
kodonnal. Ezek az aminosav cserét okoz6 valtozadsok a CAST/Ei Ar fehérje
transzkripcidt szabalyozo részében talalhatok. Tehat, ha ezeknek a mutacidoknak
fenotipusos hatasa van, akkor ez az Ar fehérje mas gének transzkripcidjara kifejtett,
szabalyozd miikddésében jelenhet meg a CAST/Ei tozs esetében. Mivel a CAST/Ei
tdzs nem mutat extrémen izmolt jelleget ezért valdszinisithetd, hogy a CAST/Ei Ar
SNP-k nem jatszanak szerepet a hiperizmolt fenotipus kialakitdsdban. Az is
megallapithatd, hogy a detektalt, aminosavcserét okozo SNP-k feltételezhetden
alfaji sajatossagok, hiszen a tobb beltenyésztett egér genom mellett a konszenzus
C57Bl/6 genomi szekvencia sem tartalmazza ezeket a mutaciokat.

4.1.2. Az androgén receptor gén expresszios vizsgadlata

A vizsgalatok soran az Ar RNS relativ mennyiségét hataroztuk meg 6-7 hetes him
Comp?9 (hiperizmolt) és CAST/Ei (normdl izomzatl) egerek esetében. A Comp9 Ar
relativ expresszioja (1,16) megkozelitdleg azonosnak bizonyult az egy
egységnyinek vett CAST/Ei Ar expressziohoz képest. Ez a kis kiilonbség a 0,001-
es P-értéket figyelembe véve szignifikdnsnak mondhatd. Osszességében azonban a
génexpresszio kvantitativ analizise nem mutatott jelentds eltérést a Comp9
(hiperizmolt) és CAST/Ei (normal izomzata) him egerek vazizomzati Ar mRNS
szintje kozott.
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4.1.3. Az androgén receptor gen esélyes gen szerepének atértékelése

A Cross4 keresztezésbdl szarmazo (Comp9 x CAST/Ei) F2-generacion végzett
modifikator régio térképezés alapjan a legerdsebb hatast mutatd ponthoz kozeli
modifikator gén szerepre. Eldzetes eredményeink alapjan azonban kijelenthetd,
hogy sem a kodold szekvencia szintjén, sem pedig expresszids szinten nem
igazolhato, az Ar mutéans miosztatin (Mstn“" 4%y modifikator szerepe (Veress és
mtsai. 2009). Tovabbi fehérjeszintli vizsgalatok soran lehetett volna ellendrizni a
mikro RNS-ek esetleges szabalyozasat a Compact Ar esetében, hiszen bizonyos
miRNS-ek hatassal lehetnek az androgén receptor jelatviteli rendszerre (Epis €s
mtsai. 2009), azonban az eldzetes vizsgalatok elvégzését kovetden mar
rendelkezésiinkre allt a nagy felbontoképességii térképezési populacid (Compact-
AIL F11). Ezért gy dontottiink, hogy a tovabbi iddigényes és koltséges Ar
vizsgélatot csak akkor végezziik el, ha a specialis populacié eredményei is
igazoljak az Ar esélyes gén szerepét.

fgy a kiterjedt X-kromoszémas modifikétor régié sziikitése valt a f6 feladatta a
tovabbi Ar vizsgalat, illetve az Gjabb esélyes gén keresése €s vizsgalata helyett.

4.2. Genetikai térképezés a Compact-AlL F11 generaciéban
4.2.1. A Compact-AIL F11 és a Cross4 F2 eredmények osszevetése

A tobb mint 7000 genotipizalast kdvetden lehetdséglink nyilt 6sszehasonlitani a
Compact-AIL F11 eredményeket a Cross4 F2-ben kapottakkal. Az eredmények azt
mutatttdk, hogy mig ott a legmagasabb értéket 90 Mbp koriil kaptuk, addig itt
ugyanebben a pozicidban szignifikancia szint alatti érték mutatkozott. Ez az
eredmény tovabba igazolta azt a korabbi feltételezésiinket, hogy nem egy, hanem
két egymassal szomszédos erdteljes hatdsu modifikator régid helyezkedik el az X-
kromoszoman (5. dbra). A Compact-AlL vizsgélat tehat alkalmas volt arra, hogy
szétbontsam ezt a kettds hatast bizonyitva, hogy az F2 analizis altal megjeldlt
helyen val6jaban nincs is jelentds hatas és az egy ugynevezett: ghost-QTL (Haley
¢s Knott 1992, Martinez és Curnow 1992).

A ghost-QTL egy valotlan kvantitativ tulajdonsag 16kuszt (QTL) jeldl, ami akkor
detektalhato, ha két vagy tobb az adott fenotipusra haté mutacié kdzott nincs vagy
nem tortént kelld mennyis€gii rekombinécid és igy a két hatas egy kiterjedtebb
szakaszon egyiittesen mutatkozik meg. Mivel az F2 generacidig kevés
rekombinacios esemény torténik (foként az X-kromoszémat tekintve) ezért ez
kézenfekvd magyarazata a Cross4-ben tapasztalt eredményeknek.
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5. abra. Az X-kromoszoma F11 (n=230) térképezési eredményeinek Osszevetése az F2 (n=85)
eredményekkel. A piros haromszog az F2, a két fekete haromszdg az F11 térképezési eredményt
mutatja. Az abra bal oldalan a szignifikancia mértéke lathat6 P-értékben kifejezve, mig az abra
alatti skala a kromoszdéma pontok fizikai tavolsagat mutatja megabazisban (a proximalis végétol a
disztalis felé)

4.3. Elérelépés az X-kromoszomas modifikator gének térképezésében

Munkank sordn egy bonyolult keresztezési eljarassal 1étrehozott specialis
(Compact-AIL F11) térképezési populaciot (Pinke és mtsai. 2008) hasznaltunk fel a
megkozelitdleg 100 Mbp-os X-kromoszomas modifikator régio beszlikitésére. Egy
ilyen populéci6 a felhalmozdodo rekombinécios eseményeknek kdszonhetden, a
legalkalmasabb eszkoz a finom térképezéshez. Nagy felbonto ereje miatt
hatékonysaga sokszorosa lehet az F2 populécié hatékonysaganak.

A Compact-AIL F11 populacion végzett genetikai térképezés soran a korabbi F2-es
csucspontnal elhelyezkedd DXMit128-as mikroszatellit marker esetében, illetve - a
rekombinaciés eseményeknek kdszonhetden - a koriildtte tjonnan bevont
markereknél nem tapasztaltunk modifikator hatast.

Folytatva a genetikai térképezést, két egymassal szomszédos modifikator szakaszt
detektaltunk és tovabbi markerek bevonasaval besziikitettiik ezeket a régiokat. Ezt
a két modifikator régiot XA-nak és XB-nek neveztiik el. Ezekben a régiokban
tovabbi rekombinaciok lehetnek, igy ezek segitségével a tovabbi sziikitésére is
lehetdség van, amely megfeleld szamu rekombinécios esemény esetén akar a hato
mutacio szintjéig is folytathaté. Eppen ezért nem volt célunk esélyes géneket
megnevezni €s azokat sorozatosan tesztelni kiillonb6z6 modszerekkel, a koltséges
¢s hosszas kisérleti beallitasok utan.

Amennyiben a jovOben sor keriilhet tovabbi X-kromoszomas modifikator
vizsgélatokra, gy az F2-ben megismert, kiterjedt (~100 Mbp-o0s) régid helyett mar
csak annak toredékére egy 3,92 Mbp-os és egy 5,33 Mbp-os szakaszra kell
koncentralni, ami minden tekintetben nagy eldrelépésként értékelhetd.
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4.4. A finomtérképezés tovabbi lehetdségei

A CAST/Ei-vel elinditott keresztezés jovoltabol mind az XA, mind az XB
intervallumban még szdmos, tovabbi informativ marker talalhat6 az el6zetes
polimorfizmus vizsgalatainknak megfelelden. Igy, a Compact-AIL keresztezésben
felhalmozodott rekombinacids események kovetkeztében jo eséllyel lehet tovabb
szlikiteni ezeket a régiokat, amely nagyban segiti a feltételezett modifikéatorok
térképezését. Abban az esetben, ha ez a folyamat elér egy néhany génes szintre,
akkor célszeri ezeknek a géneknek mind a szekvencia szintli mind pedig az
expresszios szintll vizsgalatat elvégezni. Ha a munka soran barmilyen szekvencia,
vagy expresszios kiilonbséget sikeriil detektalni, akkor azt populacid szinten is
ellendrizni kell. Ehhez egy specialis, tomegméretekben is alkalmazhat6 detektalasi
modszer kialakitasa sziikséges. Azonban az egyaltalan nem biztos, hogy a
modifikal6 hatast eredményezé mutacié génben van.
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