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1 Bevezetés

A Compact egér hiperizmoltsagat alapvetéen egy, a miosztatin (Mstn) génben bekdvetkezett
12 bazisparos delécié (Mstn©™Pta1APY eredményezi (Varga és mtsai. 1997; Szab6 és mtsai.
1998), de az izmoltsag mertékét tovabbi modifikator gének is jelentésen befolyésoljak.
Csoportunk tébb olyan kromoszomarégiot is feltérképezett a 3, 5, 7, 11, 16 és X
kromoszémékon (Varga és mtsai. 2003), melyek feltehetéleg hordoznak modifikator geneket.
E régidk kozil a legerésebb hatast az X kromoszéman tapasztaltuk. E palyazatunkban azt a
celt ttiztlk magunk elé, hogy az X kromoszoman a leheté legpontosabban térképezziik fel a
feltételezett modifikator gén(eke)t.

A jelen OTKA pélyazat eredménye harom jol kortlhatarolhato részre tagolhato (2.1, 2.2, 2.3):
Az X kromoszéma (ChrX) térképezése F2-n:

A kutatast a szerzédésben leirtaknak megfeleléen végeztik a Cross-4 F2 populécion.
Osszesen 189 F2 utddotot 9 mikorszatellit markerre vizsgaltunk. E feladat végrehajtasa
kdzben jol kirajzolodott, hogy az X kromoszoma térképezésében a modifikator hatast tikrézé
gorbe valtozatlanul a kromoszdma egész hosszaban magas értekeket mutat, mikozben a
kromoszoma kozepén éri el a cslcspontjat. Ezt okozhatja az a jelenség is, hogy két, egymassal
szomszédos, nagyhatast modifikator gén foglal helyet ezen a kromoszéman, de az F2 nem
képes ezeknek a szétvalasztasara, s a valos hatasok felderitése helyett a gorbe csucsa a ket
hatas eredéjére mutat (ghost QTL), ahol valdjaban nincs semmilyen hatéas. Ezért egyre
nyilvanvaldbba valt, hogy hiaba fogunk tobb és tébb markert bevonni az F2 térképezésbe, a
magas egyedszam mellett sem lesziink képesek a feltételezett modifikator gének
azonositasara, ha nem egy, hanem két-, vagy tobb, erés modifikator gén helyezkedik el
egymas mellett a ChrX-en. Ezért egy Uj, elére nem tervezett, jelentés anyagi- és munka
raforditast igenyl6 feladatnak: a 3. rész megvaldsitasanak lattunk neki.

Az 1. kromoszéma (Chrl) térképezése F2-n: Mikdzben a 3. feladathoz sziikséges, hosszabb
id6t igenybe vevo AlL keresztezés végrehajtasat elkezdtik, s a ChrX-en e keresztezés
elkésziltéig amugy sem tudtunk e téren elérehaladast elérni, kitalaltunk egy 0] térképezési
koncepciot a Chrl-re, amelynek a térképezése ugyan nem szerepelt a tervezett Kiserletek
kdzott, de tlet mégis annyira igéretesnek tiint, hogy belevagtunk a megvalositasaba. Ezt
sikeresen is megoldottuk, s egy cikket tudtunk ebbél az anyaghdl késziteni (Varga és mtsai.
2005).

Az X kromoszéma (ChrX) térképezése a Compact-AlL-K F11-en: Ahhoz, hogy a feltételezett
modifikatorokat pontosan fel tudjuk térképezni, még a kisérletes munkak korai fazisaban
belevagtunk egy, az F2 populaciobol kiindul6 tébbgeneracids térképezési populacio: egy AlL
(Advanced Intercross Lines) kialakitasaba. llyen populaciobdl csupan néhany létezik a
vilagon, mert egyrészt Uj az otlet, masrészt rendkivil sok munkat es id6t igenyel az eléallitasa




s erre kevesen vallalkoztak még, viszont a térképezeési ereje kimagaslo, s mi ezért dontottiink
a Compact-AlL megvaldsitasa mellett. Azonos térkdzokkel pozicionalt keret-markerekkel
elvégeztik a ChrX térképezést és beigazolddott a feltételezéslink, hogy legalabb két
nagyhatasu modifikator gén helyezkedik el szomszédosan ezen kromoszéman.

A vizsgélatok tehat még folyamatban vannak, az eredményeket késébb feltétlentl tudjuk majd
publikalni remelhetéleg a korabbi munkainknak megfelel6 szinvonali nemzetkozi
folydiratban.

1.1 ChrXtérképezés F2-n

Az X kromoszoman korabban dsszesen 6 mikroszatellitet vizsgaltunk 78 olyan egyeden,
amelyek a Mstn®™Pt91AX gelécidra homozig6ta mutansok voltak. A 2003-ban elvégzends
feladat az volt, hogy emeljiik a térképezésbe vont, Mstn©™P A geléciora homozigéta
muténsok szdmaét és a korabban vizsgalt mikroszatellitre genotipizaljuk ezeket. Ezzel a
lepéssel szandékoztunk pontositani a legerésebb modifikator hatast mutato intervallumokat.
Kutatési stratégiank a szelektiv genotipus meghatarozason alapult. Az elébbi fogalom azt

takarja, hogy nem a teljes populaciot, hanem csak a két szélsésegét vizsgaljuk. Esetiinkben ez
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azt jelentette, hogy az MstnC™PtAAR deléciot homozig6tan hordozé egyedek (Mstn
diLAbe/ MstnCmPtdliAbe = | K genotipus) kozil az egyik oldalrél a normal izomzatu
(M1K=normal izomzatl himek, F1K=normal izomzat( ndstények) a masikrol és hiperizmolt
kategoriakat vizsgaljuk (M5K= erételjesen izmolt himek, FAK=eré&teljesen izmolt néstények).
A keresztezéshol folyamatosan keletkeztek az utddok, s amikor a genotipizalas szamara
0sszegyiilt egy egyben kezelhet6 blokk, akkor azt az 6sszes kijel6lt markerre egyszerre
genotipizaltuk. Eredetileg a 78 egyedet szdmlald FIN1 blokk ker(lt genotipizalasra, amelyet
aztan kiegészitettiink a FIN2 (60 egyed) és FIN3 (51 egyed) blokkokkal. igy, az
Osszességében 189 egyedet szamlald FIN1-2-3 a Cross4 keresztezés teljes F2 nemzedéknek
mar 7.2%-at tette ki.

A markerek szamanak ndveléséhez igyekeztlink olyan mikorszatelliteket valasztani
amelyeknek fizikai pozicidja megtalalhaté volt az Ensembl adatbazisban. Ugyanakkor 3
kordbban hasznalt markert atcseréltiink az adott genetikai pozicio kdrnyékén mas markerekre
részben a fizikai pozicié hianya miatt, részben egyéb technikai okokbol (a DXMit120-at a
DXMit94-re, a DXMit63-at a DXMit40-re és a DXMitl16-ot a DXMit970-re). E cserékkel,
valamint az djonnan vizsgalt mikroszatellitekkel egytt a kovetkezé 9 mikorszatellitet
vizsgaltuk: DXMit56 (5.7 cM / 14.082 Mbp), DXMit105 (14.5¢M / 35.608 Mbp), DXMit126
(19.1 cM / 43.299 Mbp), DXMit94 (28.4 cM / 55.256 Mbp), DXMit128 (34.7cM / 76.1 Mbp),
DXMit40 (41.0 cM / 86.989 Mbp), DXMit116 (49.5 cM / 96.75 Mbp), DXMit130 (55.0 cM /
113.149 Mbp) és DXMit99 (65.7 cM / 136.816 Mbp). A genetikai és fizikai poziciok
eloszlasabol latszik, hogy igyekeztink a mikroszatelliteket viszonylag egyenletes térkdzokkel
kivalasztani. Ez a 9 marker egy igen Kiterjedt 60 cM hosszu régiot hataroz meg.

Az igy kapott genotipus ertékeket el6szor Gsszevetettiik az elméletileg vart genotipus
aranyokkal és Chi2 probaval vizsgaltuk azt, hogy ezek szignifikans mértékben eltérnek-e
egymastol - jelezve a kapcsoltsagot -, avagy sem. Ezt kdvetéen az adatokat egy specialis
génterkepezesre kidolgozott szoftver (Map Manager QTX) segitsegével dolgoztuk fel. Mind a
Chi2, mind a Map Manager QTX alkalmazasaval végzett feldolgozasnal részben ivar szerint
kilénvalasztva, részben az 6sszes kivalasztott F2 egyedet egylittesen vizsgalva is elvégeztik a
szdmitdsokat. A kapcsoltsdg mértékét az in. LOD score értékkel fejeztlik ki. A permutacios
teszt eredmények alapjan adtuk meg a LOD score értékek szignifikancia szintjeit. Az
"esetleges" (suggestive) szintet LOD = 2.8-nal, mig a szignifikansat LOD = 4.3-nal kaptuk
meg. A himeket és a néstényeket kilon-kulon vizsgaltuk. Noha a néstények eredménye végig



alacsony volt a régid hosszéban, ez kiléndsebb jelentéséggel nem bir, hiszen a néstények
egyik X kromoszomajat random érinté kromoszoma inaktivacio nehezen teszi értelmezhetévé
az eredményeket. Ezzel szemben a himek csupan egy X kromoszomaval rendelkeznek, s ez a
térképezést egyertelmiivé teszi. A himek egy 43 cM hosszU region keresztil végig a
szignifikans feletti LOD score (4.3) értéket mutatnak. Ennek az elnyulé gorbének van egy
12.6 cM hosszu kiugro csucsa a DXMit94 (28.4 cM / 55.256 Mbp) eés DXMit40 (41.0 cM /
86.989 Mbp) markerek kdzott. A gorbe a legmagasabb - LOD = 7.52 - értéket a DXMit128-
nal (34.7cM / 76.1 Mbp) éri el, mely érték egy igen erés kapcsoltsagra utal.

A LOD score gorbe ilyen jellegti lefutast azonban okozhatja az is, hogy két, egymassal
szomszédos, nagyhatastu modifikator gén foglal helyet ezen a kromoszéman, de az F2 nem
képes ezeknek a szétvalasztasara, s a valos hatasok felderitése helyett a gorbe csucsa két hatas
ered6jére mutat (ghost QTL), ahol val6jaban nincs is semmilyen hatas. Ezért egyre
nyilvanvalébba valt, hogy hidba fogunk tébb és tobb markert bevonni az F2 térképezéshe, a
magas F2 egyedszam mellett sem leszlink képesek a feltételezett modifikator gének
azonositasara, ha nem egy, hanem két-, vagy tébb, er6s modifikator gén helyezkedik el
egymas mellett a ChrX-en. Ezért egy Uj, elére nem tervezett, jelentés anyagi- és munka
raforditast igénylo feladatnak: a 2.3 rész megvalositasanak lattunk neki.

1.2 Chrl térképezés F2-n

Mikdzben a 2.3 feladathoz sziikséges, tobb évet igénybe vevé AIL keresztezés vegrehajtasat
megkezdtik, s a ChrX-en e keresztezés elkésziltéig amugy sem tudtunk elérehaladést elérni,
némileg eltérve a tervezett kutatasi iranytol, belevagtunk egy korabban kitalalt igéretesnek
tino, Uj térképezési koncepcié megvaldsitasaba a Chrl-en.

Ebben a munkankban kisérletet tettlink az 1. kromoszoman feltételezett modifikator régio
feltérképezésére, amely eleinte megoldhatatlan térképezési feladatnak tiint. Az alabbiakban
ismertetett Otlettel és ennek megvalositasaval nem csak feltérképeztiik az 1. kromoszéman a
modifikator intervallumot, de megteremtettiink egy 0j tedriat is az ilyen tipust genetikai
problémak altalanos megoldasara. A témabol irt, a Genetics folydiratban lek6zolt cikk biraldi
is elfogadtdk megkdzelitésunket 0j elméletként (Varga és mtsai. 2005).

A modifikatorok térképezésénél kildnleges figyelmet igényel az a kromoszéma, ahové az a
fégén térképezédik, amelyen keresztil a modifikatorok kifejtik a hatasukat a fenotipusra. Ez
kevésbé jelent gondot abban a legaltalanosabban el6forduld esetben, amikor a modifikatorok
a "background" genotipusbdl szarmaznak. Azokban a ritkabb esetekben viszont, amikor a
felterképezend6 modifikator is a fégént hordozo genotipushol szarmazik, kérdéses lehet, hogy
feltérképezhet6-e egy szintenikus (azonos kromoszoman elhelyezked6) modifikator. Ennek az
az oka, hogy a modifikatorok hatésa altalaban legtisztabban a major gén homozigéta
statuszéban vizsgalhatd, s igy kialakitott térképezési szubpopulacioban ennek kovetkeztében
minden egyed az adott kromoszéman a fégén poziciojaban 100%-ban mutans homozigota. Ez
az erételjes hatas lehetetlenné teheti a modifikatorok detektalasat. Emiatt ezt a kromoszémat
rendszerint Ki is hagyjak a teljes genom térképezésbél, ahogy mi is kihagytuk a Chrl-et a
modifikatorokat keresé teljes genom térképezéshil, amelyen az Mstn“™ 4% mytacio
talalhatd

A vizsgélatokat ugyanannak a ComE9 x CASTI/Ei keresztezésnek (Cross4) az F2, a miosztatin
mutéaciéra homozigdta MstnCMPraltAR \fgtnCMPEdiLARe — i ganotipusti utddcsoportjain
hajtottuk végre, amelyeket a korabbi teljes genom térképezés soran hasznaltunk. A
kivalasztott négy kisérleti csoport (M1K=normal izomzatu himek, M5K= erételjesen izmolt
himek, F1K=normal izomzat( néstények, FAK=er6teljesen izmolt néstények) egyedeit az
MstnC™PraAR mtacioval egyiitt Gsszesen 9 markerre (D1MIit52, Mstn©™PaAYX ‘D1 Mit304,



D1Mit10, D1Mit309, D1Mit262, D1Mit33, D1Mit37, D1Mit154) vizsgaltuk a Chrl
hosszaban. Ezek 14.1 cM - 21.7 Mbp atlagfedéssel takarjak a Chrl-et az MGD cM, illetve az
Ensembl Mbp értékek alapjan és a legnagyobb intermarker tavolsag is 20 cM - 33 Mbp alatt
volt. A négy kisérleti populéacidban az ezeken a markereken talalt genotipus frekvenciakat
viszonyitani kellett valamilyen vart értékhez. Ehhez kivalo kontroll PoEuléciénak kinalkoztak
a Cross4 F2 populaci6jabol azok az egyedek, amelyek az Mstn“™44% mytaciéra homzigéta
vad ,,B” genotipusuak voltak (s emiatt nem is szerepeltek a korabbi modifikator
térképezésben). Ezeknél az egyedeknél a miosztatintdl a kromoszomavégek felé haladva
elméletileg semmilyen géninterakcids hatas nem befolyasolhatja a 100% B genotipus
atalakulasat a normal mendeli genotipus aranyok iranyaba. A markerenkénti minél pontosabb
kontroll genotipus frekvencia értékek megbizhatd megallapitasa végett igyekeztiink minél
nagyobb egyedszamokat vizsgalni. Osszesen 608 (gyakorlatilag az dsszes) kontroll egyeden
végeztiink genotipizalast, s ez a két ivarban a kovetkezoképpen oszlott el: M1B = 295, F1B =
313. E ket csoportban a homozigdta mutans (K) genotipus egyenletes csokkenésével aranyban
a heterozigéta (H) és B genotipusok aranya egyenletesen ndvekedett. A korilbeliili mendeli
aranyok az Mstn-t6l 84.3 cM (MGD) tavolsagra lévé D1Mit154-es markernél alltak be mind
az M1B, mind az F1B csoport eloszlasban. Az M1B és F1B kontroll csoportok alapjan
ivaronként kilon-kulon hatarozzuk meg a kisérleti csoportoknal a vart értékeket, ugy, hogy
kontroll B genotipus szézalékos aranyat a kiserleti csoport K genotipusanal, mig a kontroll K
genotipus szazalékos aranyat a kiserleti csoport B genotipusanak szamitasakor vettiik
figyelembe. A kontroll csoport H genotipusanak szazalékos aranyét valtozatlanul a kisérleti
csoport H genotipusanak szamitasakor vettlk figyelembe. Az igy kapott vart értékeket ivaron
belul Chi2 probaval hasonlitottuk dssze a négy kisérleti csoport (M1K, M5K, F1K, F4K)
nyolc Chrl markeren végzett genotipusos adataival. Az M5K csoportban volt a leglassabb a K
genotipus atalakuldsa H és B tipusokké es csak ennél az egyetlen csoportndl - az M5K-nal -
kaptunk P<0.01-nél kisebb értékeket méghozza harom szomszédos markeren: a D1Mit262-nél
(67 cM / 129.5 Mbp), D1Mit33-néal (81.6 cM / 159.0 Mbp) és a D1Mit37-nél (101 cM / 182.6
Mbp). Ugyanakkor a D1Mit262-t61 proximalisan 3.9 cM tavolsagra elhelyezkedé D1Mit309
(63.1 cM /118.5 Mbp) is csak alig van e szignifikancia szint felett (P = 0.0012), s ez az a két
marker, amelyek esetében az 6sszesen 50 M5K egyedbdl mindkét markernél csak egyetlen B
genotipus - ugyanaz az egyed - fordul el6 és a tébbi genotipus K vagy H. Ezeknél az K
genotipus ~2.5-szerese az H-nak, pedig az M1B és F1B csoportok alapjan az H-nak kozel
egyenlének kellene lennie a K-val és a B-nek 10% koril kellene lennie. Az M5K-ban
tapasztalt genotipus megoszlas elméletileg 6sszhangban van egy a Compact genombdl
szarmazo6 dominans modifikator jelenlétével. A t6lik proximalisan tavolabb 1évé D1Mit33
(81.6 cM) és D1Mi37 (101 cM) markereknél ugyan még mindig szignifikansak az
eredmeények, de a B genotipus mar emelkedé mértékben van jelen (D1Mit33-nél 2; D1Mit37-
nél 5) itt a szignifikancia féleg az H-kat még mindig tulszarnyal6 K részaranybol fakad. igy
elmondhat6, hogy a legerésebb modifikator hatas az M5K csoportban a D1Mit262 marker
koril észlelhets. Feltétlenal emlitést érdemel, hogy a miogenin (72.3 cM / 134.6 Mbp)
amelyrol feltételezik, hogy a miosztatin cél génje, a D1Mit262-t61 disztalisan fizikailag 4
Mbp tavolsagra helyezkedik el. Ez a vizsgalat tehat a miogenint a pozicio alapjan is
lehetséges modifikatornak mutatja, noha ez a régié mindenképpen tul tag ahhoz, hogy
egyertelmii kovetkeztetéseket vonhassunk le beléle, s még tovabbi vizsgalatok sziiksegesek
ezen a téren.

1.3 A Compact-AlL-K F11 elédllitasa

Ahogy ezt a 1.1 részben kifejtettiik, még a palyazat korai szakaszaban elhataroztuk, hogy
Iétrehozunk egy olyan speciélis populécidt, amely a Cross-4 F2 nemzedékéhez képest is



sokkal nagyobb erével és pontossaggal be tudja hatarolni a az X kromoszémas
modifikatorokat kdrbefogo intervallumokat.

Az AIL (Advanced Intercross Lines) egy hagyomanyos intercross keresztezésbél indul ki. Az
egyik alapito beltenyésztett vonal hordozza a komplex fenotipusos tulajdonsagot, a masik
vonal egy ettél genetikailag minél tavolabb allé beltenyésztett tdrzs. A keresztezés nem all
meg az F2 nemzedéknél, amelyen egyébként el lehet végezni a QTL durvafelbontasu
térképezését, hanem folytatddik tovabbi tenyész-generaciokon keresztil - a szimulacios
kisérletek eredményeinek megfeleléen — az F8-F12 nemzedékekig. A rekombinacios
események hatdsara a két alapitd torzs kromoszomakészlete egyre kisebb és kisebb mozaik
darabkakra fragmentalodik az utddnemzedékek egyedeinek kromoszémain beldl. Ettél valik
egyre pontosabba a térképezés. Az F2 nemzedékbél véletlenszertien kell kivalasztani
tenyészparokat. Ebben az elsé Iépésben egy tenyészpar alkot egy csaladot. Az AIL elrendezeés
elmélete szerint, a csaladok szama nem eshet a térképezési populéacidban 50 ala. Az egyes
generaciokbol szuletett utodokat félig-meddig véletlenszeriien (semi-random intercross)
parositjuk egymassal. Ez annyit jelent, hogy elvileg random kellene kereszteznink, de
ugyanakkor figyelnink kell a beltenyésztettseg elkertlésére is. Az AlL tenyésztés végtermeke
tehat a térképezési-populécid, mely az azt megel6z6 tenyeész-generacio felszaporitasabol
keletkezik. Az addigi tenyész-nemzedekék létszamaval kapcsolatban csak annyi a
kdvetelmény, hogy az egyes csaladok biztonsaggal fennmaradjanak. Azt a kromoszomarégiot,
amelyben az adott QTL 95% biztonsaggal benne van konfidencia intervallumnak (CI)
nevezzik. Ez a 95% CI minden egyes AlL-generacio esetében ~t/2-vel lesz egyre sziikebb,
ahol at az AlL-generaciok szamat jelenti. Ez az 6sszefliggés nagyjabdl a 6-8. generacidkig all
fenn, majd azon tdl, a nemzedékenkénti intervallum sziikiilés inkabb mar lineéris lesz.
Tekintve, hogy a modszert csak nehany évvel ezel6tt talaltak ki, tovabba, hogy egy AlL
Iétrenozésa és térképezése is tetemes id6t vesz igénybe, még csak néhany kdzlemény
szllethetett eddig e mddszer felhasznalasaval, viszont ezek mind a konfidencia intervallumok
jelentds csokkenésersl szamoltak be neves nemzetkdzi lapokban.

1.3.1 A Compact-AlL tenyész-generaciok kialakitasa

Ennek alapjan inditottuk el a gyakorlatban a Compact AIL keresztezéstinket. A Cross4 F2-bol
véletlenszeriien kivalasztottunk 65 tenyeszpart. Ezeknek a paroknak egy betijelet adtunk,
amelyek a par genomjat jelképezte. Ezek utan a kdvetkez6 generacidkat ugy hoztuk Iétre hogy
a beltenyésztés maximalis elkertlését alkalmazva az ,,a” csalad himjét a ,,b” csalad
nostényével kereszteztiik. Az e parositasokbdl sziletett utddok mar ,,ab” jeliiek, jelezve, hogy
felvették mar két alapito par genomjat. Ezt az elvet kdvetve az a cél, hogy minden csalad a
lehet6 legaranyosabban vegye fel az 6sszes alapitd par genomjat. A tenyészparok
kivalasztasanal nem vettik figyelembe a Compact fenotipusos értéket. Arra torekedtiink,
hogy, egy csaladdban legalébb két-két utddot nyerjink ivaronként, amelyeket F3-F6
generacidkban az ivarerettség elérése utan, 4-8 hetes életkorban péarositottuk.
Tenyészgeneracionként ~1000 egyeddel dolgozva jutottunk el az F8 nemzedékig.

Ekkor talaltunk ki egy ujabb stratégia mddositast, amivel még az AlL térképezés
hatékonysagat még tovabb tudjuk fokozni: Ahogy azt kordbbiakban mar bemutattuk, a Cross-
4 F2-ben csak a homozigdta mutans egyedeken térképeztiink és a szelektiv genotipus
meghatarozas értelmében igy a populacionak dsszesen 8%-at hasznaltuk fel. Amennyiben az
egész térképezesi allomany csak homozigota mutans egyedekbdl allna, akkor négyszer annyi
egyedet, a populacio 32%-at tudnank felhasznalni a szelektiv genotipizalashoz. Ezért a
Compact-AlL-b6l — amely vegyesen hordozza a harom (B=+/+, H=-+/MstnCmPt-diLAbe
K=Mstn©mPtaiAL \sinCmptdilAbe genotipust) a tovabbi tenyészgeneréciok sorén fokozatosan
kialakitottuk az 0j ,,Compact-AlL-K” vonalat, amely gyakorlatilag csak az Mstn©mPtditAbe



mutécidra homozigdta egyedekbdl allt. Az F8-F9-F10 tenyészgeraciok soran tehat a cél az
ilyen K=MstnCmPraitAbe \jstnCmPtdilAe ganatipust egyek felszaporitasa volt, illetve a mutacié
»bevitele” azokba csalddokba is, ahol az addig nem volt jelen.

1.3.2 A Compact-AIL-K F11 térképezési populacio kialakitasa

Az F11 térképezési generéacidban dsszesen 2818 K=MstnCmPt 1AL/ \jgtnCmPHalAL . ganatipust

egyedet hoztunk létre. Ebb6l 1413 him, s 1405 néstény volt, a ket ivar egyenlo részaranyu
eléforduldsanak megfelel6en.

Mind a 403 (az 6sszes him 28,5%-a) megsziletett extrém fenotipusu him egyed: M1K=155
(az 6sszes him 11,0%-a) és M5K=248 (az 6sszes him 17,5%-a) szerepelt a tovabbi genetikai
térképezésben.

A noéstenyek fenotipusos eloszlasa sokkal ardnytalanabb volt mint a himeké, ezért a
megszuletett extréem fenotipusu néstények 6sszesen 661 F1K egyedebdl (az 6sszes nostény
47,0%-a) csak 172 (az 6sszes néstény 12,2%-a) kerilt az analizisbe, viszont mivel a
legizmoltabb néstények is csak a legritkabban esnek az F5K kategdriaba, ezért itt a megfelel6
szdmu extrém egyed kivalasztdsahoz dssze kellett vonnunk az F3,67K-F5K kategoridkat, s igy
adodott 0ssze az atfogo kategoriakent ,,FAK”-nak nevezett 140 (az 6sszes nostény 10,0%-a)
hiperizmolt egyed. A kivalasztott F1K + F4K kategoriakba igy 0sszesen 312 (az 6sszes
nostény 22,2%-a) egyed kertilt.

A fent bemutatott egyedszamok természetesen csak az F11 térképezési populacid végsé
kiteljesedésekor alltak el6. Azért, hogy a térképezési munkat mar ennél hamarabb el lehessen
kezdeni, technikai csoportokat hoztunk létre a keletkez6 F11 utédokbol. Tekintve, hogy a
ChrX térképezest a himekre koncentralva akartuk vegrehajtani, az extrém egyedeket
tartalmazo csoportokat ehhez a feladathoz, kizarolag himekbdél allitottuk éssze: G1 csoport:
33 M1K + 77 M5K = 110; G2 csoport: 61 M1K + 59 M5K = 120; G3 csoport: 24 M1K + 96
M5K = 120; G4 csoport: 37 M1K + 16 M5K = 53.

1.4 ChrX térképezés a Compact-AlL-K F11 generacidjaban

A terveknek megfeleléen, a Compact-AlL-K F11 térképezést az X kromoszomaval kezdtik el
az extrém fenotipust normél izomzat (M1K) és hiperizmolt (M5K) him, Mstn“™"
diLAbe MstnCmPrat AR K genotipustl egyedek bevonasaval.

Az X kromoszoma térképezéséhez a kdvetkezo Iépést a genetikai markerek ¢sszevalogatasa
jelentette. Az AIL modell-kisérletek tanisaga szerint, az AIL térképezéshez ~5x annyi marker
kell, mint az F2 terképezéshez, az egymast kdvet6 generdciokon keresztil felgyllemlett
rekombinacios események pontos detektalasa végett. Mig az AIL populécié kiindulasi pontjat
jelento Cross4 kisérletlink F2 generacidjanak térképezésekor 6sszesen csak 7-9 mikroszatellit
markert hasznaltunk, addig az AIL-F11 térképezeséhez e markerek mellé még tovabbi 26
markert valasztottunk, s igy 6sszesen 33 keret markerre (framework marker: FWM) alapoztuk
az X kromoszéma térképezését. A markerek kivalasztasat elvileg az egér genetikai térképére
kellett volna alapoznunk, de az egyes markerek genetikai térkép (Jackson Laboratory) alapjan
kapott pozicidja olyannyira eltért az egér szekvencia alapjan kapott fizikai pozicioktol
(Ensembl, Build34), hogy inké&bb ez utdbbira alapoztuk az egesz térképezési kisérletet.

Az FWM-ek pozicionalasanal azt a célt tiiztuk magunk elé, hogy az egyes mikorszatellit
markerek ~5 Mbp tavolsdgokra legyenek egymastol, fliggetlendl a genetikai tavolsagoktdl és
az egyes teriletek génekben valé gazdagsagatol. Ezt az FWM halét siker(lt is ennek
megfeleléen kialakitani, részben az egér tobb ezer ismert mikroszatellit markerébél valogatva
(MIT markerek), részben az egér genomi szekvencia ismeretében, az altalunk tervezett



markerek (Abc markerek) segitségével. Az adott marker pozicidn alapul6 kivalasztas utan, az
egyes markerek un. informativitasat teszteltik, azaz, hogy eltéré allélvaltozatokat hordoz-e a
Compact-AlL alapit6 két térzse: a Comp9 és a CAST/Ei. A nem informativ markerek helyett
Ujabb és ujabb markereket kellett bevonnunk a vizsgalatokba, majd tesztelniink azokat. Végil
igy létrejott az a 33 markeres FWM halo, amelyben a markerek kdzotti atlagos tvolsag
jelenleg 4.94 Mbp, mikdzben a legnagyobb tavolsag 6,52 Mbp a legkisebb pedig 3,15 Mbp.
Ezeket a FWM-eket els6 [épésben nem az dsszes kivalasztott egyedre, hanem csak a G1+G2
csoportokra genotipizaljuk, 6sszesen 94 M1K + 136 M5K = 230 egyedre. Jelenleg mar csak
két marker van a 33-bol, amelyeknek nincs meg a G1+G2 genotipus vizsgalata, a tobbi 31
markerre ezzel mar elkészultink.

A kapott M1K és M5K genotipus értékeket Chi2 probaval hasonlitottuk a vart értékekhez,
majd a két csoport 6sszesitett adataibdl is elvégeztiink a Chi2 probat. Ezt ugy hajtottuk végre,
hogy mivel azt feltételezzlik, hogy a hiperizmoltsag iranyaba haté modifikator allélek a
Comp9 oldalrol varhatdk, ezt a Comp allélt tekintjik kedvezének az M5K csoportban, s
ennek ellentettjekent az M1K csoportban a CAST/Ei oldalrdl jovot tartjuk kedvezonek. Az
ezzel a modszerrel sszevont adatok Chi2 probaval végzett 6sszehasonlitasa egy, az X
kromoszdma proximalis végetol szamitott 55 Mbp-nal 1évé (DXMit126 markernél) és 130
Mbp-nal elhelyezkedé (DXMit37 markernél) két csucsot detektalt, a DXMit126-nal 5,53E-06,
a DXMit37-nél 8,09E-05 értékekkel. Mindkét érték erésen szignifikans. Osszehasonlitva
ezeket a Cross4 F2-ben kapott eredményekkel kitiinik, hogy mig ott a legmagasabb értéket 90
Mbp koril kaptuk, addig itt ugyanebben a pozicidban szignifikancia szint alatti érték
mutatkozott.

Ez az eredmény beigazolta azt a feltételezésiinket, hogy nem egy, hanem két egymassal
szomszédos eroteljes hatdsi modifikator gén helyezkedik el a ChrX-en, az AIL vizsgalat
pedig képes volt szétszedni ezt a kett6s hatést és az F2 analizis &ltal megjeldlt helyen pedig
valdjaban nincs is jelentds hatas (ghost-QTL).

Az X kromoszoma analizise természetesen korant sincs kész ezzel az elézetes vizsgalattal,
mert az AIL nagyon feldarabolja a kromoszémakat és az eddig elvégzett vizsgalatok még csak
elsédleges tajékozodasi pontokat adnak arrdl, hogy mely intervallumokba kell majd tovabbi

és tovabbi markereket bevonni a rekombinans utddok szamanak megfelel6en.

A vizsgélatok tehat még folyamatban vannak, az eredményeket késébb feltétlentl tudjuk majd
publikalni remelhetéleg a korabbi munkainknak megfelel6 szinvonali nemzetkozi
folydiratokban.
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