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Osszefoglalas

Egy korabban végrehajtott F2 keresztezés genetikai analizise sordn kimutattuk, hogy a Compact egér mutans
hiperizmoltsagat egy fOgén: a miosztatin, valamint tovabbi, az 1, 3, 5, 7, 11, 16 és X kromoszéméan elhelyezkedd
modifikator gének egyiittesen hatdrozzdk meg. Mivel a dupldn-izmolt szarvasmarha fajtdk legtobbjében ugyancsak
miosztatin muticidra vezethetd vissza a fenotipus kialakuldsa, de ugyanakkor a modifikator hatds is jelentds példaul a
fehér-kék belga esetében, igy a modifikatorok felderitése mezdgazdasdgi szempontbdl fontos lehet. Az egyik
legnagyobb térképezési erdvel rendelkezd egér keresztezési elrendezés a tobbgeneracids AIL (Advanced Intercross
Lines), ezért 1étrehoztuk a Compact AIL-t és a leger6sebb modifikator hatdst mutaté Chr X vizsgilatit ezzel az
elrendezéssel kezdtiik meg. Az elsd F2 keresztezésben a rekombindcids események detektdldsira elég volt csak 9
mikroszatellit markert vizsgalni, de az F2 elrendezés csak egy nagyobb kromoszéma intervallum meghatarozasra volt
alkalmas, amely a leger0sebb modifikéator hatdst a Chr X kozepén mutatta ki. Az AIL elrendezés 11. generdcidjdban
végrehajtott térképezés a felhalmozddott rekombinécids események folytdn sokkal pontosabb modifikator intervallum
besziikitést eredményezett a kromoszoma hosszdban egyenletesen elhelyezett 31 marker segitségével. Az F2-es esélyes
intervallummal szemben, annak a két oldalan hatdrozott meg két esélyes intervallumot (XA és XB) kezelhetd szamu
génnel.

Kulcsszavak: miosztatin, Compact egér, X kromoszéma, modifikdtor gén, genetikai térképezés

Mapping hypermuscularity modifiers on chromosome X

Abstract

In the course of a genetic analysis carried out on an F2 cross we have shown, that hypermuscularity of the Compact
mouse is determined by a major gene: myostatin and by additional modifier genes residing on chromosomes 1, 3, 5, 7,
11, 16 and X. Since in most of the double-muscled cattle breeds the phenotype can be attributable to a myostatin
mutation, but at the same time the modificator effect is also significant for example in case of Belgian Blue, thus the
discovery of modifiers is important from an agricultural aspect. The multi-generation AIL (Advanced Intercross Lines)
is one of the mouse crossing schemes of the greatest mapping power, so we established the Compact-AIL, and began
the examination of Chr X showing the strongest modificator effect. In the first F2 cross it was enough to use only 9
microsatellite markers to detect the recombination events, but at the same time this F2 scheme was suitable only for the
detection of larger chromosome intervals. The strongest modificator effect was detected in the middle of Chr X.
Mapping in the 11th generation of the AIL resulted the much precise narrowing down of the modificator intervals with
the evenly spaced 31 markers along Chr X. In contradiction to the F2 candidate interval, in the AIL two candidate
intervals were shown on the two sides of the F2 interval (XA and XB) with limited number of genes.

Keywords: myostatin, Compact mouse, Chromosome X, modifier gene, genetic mapping
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Irodalmi attekintés

A Compact egér hiperizmoltsagat alapvetden a miosztatin (Mstn) génben bekovetkezett 12 bazispéros
delécié (Mstn“™ 4%y eredményezi (Varga és misai, 1997; Szabd és misai, 1998), de az izmoltsig mértékét
tovabbi modifikdtor gének is jelentdsen befolydsoljak.

Egy kordbban végrehajtott F2 keresztez€s (Cross-4) genetikai analizise sordn tobb olyan
kromoszémarégiot is feltérképeztiink az 1 (Varga és mtsai, 2005), 3, 5, 7, 11, 16 és X kromoszémdkra,
amelyek feltehetOleg hordoznak modifikator géneket. E régidk koziil a leger6sebb hatdst az X kromoszémén
tapasztaltuk. Az F2 elrendezés csak egy nagyobb kromoszéma intervallum meghatdrozaséara volt alkalmas,
amely a modifikétor hatdst a Chr X kdzepén mutatta ki (Varga és mtsai, 2003).

Ahhoz, hogy a feltételezett modifikator géneket pontosan fel tudjuk térképezni, még a kisérletes
munkak korai fazisaban hozzifogtunk egy - az F2 populaciobdl kiindul6 - tobbgenerdciés AIL (Advanced
Intercross Lines) keresztezés: a Compact-AlIL kialakitdsdhoz. Ilyen populaciébol csupan néhany létezik, mert
egyrészt viszonylag Uj a keresztezési elképzelés (Darvasi és Soller, 1995), madasrészt a létrehozasa
hosszadalmas, koriiltekintd tenyésztést igényel (Pinke és mtsai, 2008), viszont az AlIL térképezési ereje

kimagasldan nagy.

Anyag és médszer

Allatok

A Comp9 (Compact beltenyésztett torzs) és a CAST/Ei (Mus musculus castaneus-bol kialakitott
beltenyésztett torzs) keresztez€ésébdl (Cross-4) kiindulé F2 generdcidban csak a homozigéta mutans
egyedeken térképeztiink és a szelektiv genotipus meghatdrozds értelmében csak az izmoltsdg szempontjabol
extrém egyedeket, a populdcidonak Osszesen 8%-at hasznaltuk fel. A Compact-AIL tenyészgeneracidit ugy
szelektaltuk a vonal kialakitdsa sordn, hogy az egyedek az F11 generdcidra teljes mértékben homozigdtava

P Cmpt-dl1 Ab
valjanak az Mstn """ ¢

mutdcidra, igy a populdcionak mar a 32%-a valt alkalmassd a térképezése. Az X
kromoszoma genetikai analiziséhez az X inaktivacié miatt csak a him csoportokat hasznaltuk: dsszesen 155
MIK és 248 M5K egyedet (M = him, 1 = normdl izomzati egyed, 5 = hiperizmolt egyed, K = homozigéta
Mstn“"PAAY mntans). A ChrX  térképezéséhez sziikséges genotipizaldshoz a kovetkezd technikai
csoportokat hoztunk 1étre az extrém him F11 utédokbdl: G1 csoport: 33 M1K + 77 M5K = 110; G2 csoport:

61 M1K + 59 M5K = 120; G3 csoport: 24 M1K + 96 M5K = 120; G4 csoport: 37 MIK + 16 M5K = 53.
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Markerek

A vizsgélatokba a kovetkezd keret-markereket (FWM = framework marker) vontuk be a megfeleld
fizikai térkép poziciokkal (Marker név: Ensembl, Built34 fizikai pozicié6 Mbp, aldhtizds = az adott marker az
F2 térképezésben is keret marker volt): DXMit101: 4.42, DXMitl24a: 7.57, DXMit85: 11.64, DXMit56:
15.15, DXMit90: 20.9, DXMitl101: 4.42, DXMitl24a: 7.57, DXMit85: 11.64, DXMit56: 15.15, DXMit90:
20.9, DXMit81: 30.82, DXMit50: 35.35, DXMitl05: 44.5, DXMit83: 45.45, DXAbc54: 49.83, DXMit75:
51.82, DXMitl126: 54.97, DXMit87: 61.32, DXMit94: 66.68, DXMit45: 71.74, DXMitl11: 75.76, DXMit93:
81.73, DXMit128: 87.92, DXMit96: 93.83, DXMit40: 98.75, DXMit214: 105.27, DXMit39: 1104,
DXMitl72: 116.43, DXMitl149: 121.42 (ez a marker a DXMitl16 helyett szerepelt) , DXMit130: 127.31,
DXAbc32: 128.86, DXMit37: 131.23, DXMit4: 133.02, DXMitl181: 136.26, DXMit152: 141.18, DXMit10:
144.86, DXMit178: 149.73, DXMit99: 153.31, DXMit21: 157.15, DXMit100: 162.54.

Térképezés

Minden egyes marker genotipus gyakorisdgdt meghatdroztuk a kivélasztott M1K és M5K utédokra. A
az M5K csoportba keriilhessen, a szdmdara kedvezd, a hiperizmoltsdg irdnydba hat6 modifikdtor allélnek
Comp9 (K) eredetiinek kell lennie, mig ahhoz, hogy egy egyed az M1K csoportba keriiljon, szdméra a
normdl izomzat kialakuldsdnak kedvez6 CAST/Ei eredetli allél (B) a kedvezd. A legnagyobb modifikator
hatést tehat azokndl a markereknél varhatjuk, ahol az M5K csoport a Compact €s az M1K csoport a CAST/Ei1
allélt hordozza szignifikdnsan nagyobb frekvencidval, mint az ellentétes allélt, s ezért a két értéket Ossze is
vonhatjuk: FAV = M5K-K + M1K-B és UNFAV = M5K-B + MIK-K. A Chi® probét ugy végezziik, hogy az
adott markernél kapott FAV és UNFAV értékeket Osszevetjik a vart egyenld ardnyu allélgyakorisagi
értékekkel. Az X kromoszéma mentén, a fizikai pozicidjuk szerint elhelyezett markerek Chi® értékeit

logaritmikus skaldn feltiintetve kapjuk meg a modifikator hatdst érzékelteté Chi’ gorbét.

Eredmények és értékelés

Az X kromoszéma térképezéséhez a kovetkezo 1épést a genetikai markerek 6sszevalogatdsa jelentette.
Az AIL modell-kisérletek tanulsidga szerint az AIL térképezéshez ~5x annyi marker kell, mint az F2
térképezéshez, az egymast kovetd generdcidkon keresztiil felgyiilemlett rekombindciés események pontos

detektaldsa végett.
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Mig az AIL populacié kiindulési pontjét jelentd Cross4 kisérletiink F2 generadcidjdnak térképezésekor
Osszesen csak 9 mikroszatellit markert hasznaltunk, addig az AIL-F11 térképezéséhez e markerek mellé még
tovdbbi 24 ismert markert (Mit jelli markerek) vdlasztottunk, illetve alakitottunk ki (Abc jeli markerek) ugy,
hogy azok ~5 Mbp térkozokkel fedjék a Chr X-et, fiiggetleniil a genetikai tdvolsagoktdl és az egyes teriiletek
génekben vald gazdagsagatol. Végiil igy 1€trejott az a 33 markeres FWM hdlo, amelyben a markerek kozotti
atlagos tavolsdg jelenleg 4.94 Mbp, mikozben a legnagyobb tdvolsag 6,52 Mbp a legkisebb pedig 3,15 Mbp.
Ezeket a FWM-eket els6 1épésben nem az Osszes kivdlasztott egyedre, hanem csak a G1+G2 csoportokra
genotipizaljuk, 6sszesen 94 MIK + 136 M5K = 230 egyedre. Jelenleg 31 FWM marker (ldsd Markerek)
G1+G2 genotipus vizsgélata késziilt el.

A FAV-UNFAV &sszevont Chi* médszerrel kapott hatdsgorbe, az X kromoszéma proximalis végétél
szamitott 49,83 Mbp-ndl 1évé DXAbc54 markernél €s 131,23 Mbp-ndl elhelyezkedd DXMit37 markernél két
csucsot detektélt er6sen szignifikans 2,45E-06, illetve 2,44E-05 értékekkel.
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1. abra: Az X kromoszoma XA és XB régioja

Figure 1. The XA and XB regions of chromosome X
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Ugyanakkor 6sszehasonlitva ezeket az eredményeket a Cross4 F2-ben kapottakkal, kitlinik, hogy mig
ott a legmagasabb értéket 90 Mbp koriil kaptuk, addig itt ugyanebben a poziciéban a szignifikancia szint
alatti érték mutatkozott. Mindkét csucs esetében egy-egy tovabbi markert vontunk be mind proximadlis mind
disztdlis irdnyban a legerésebb modifikitor hatds leszlikitése végett. Ebben a szakaszban a GI1-G2
utddcsoport mellett mar G3-G4 csoportokat is bevontuk a genotpizdldsba. A DXMit37 marker disztdlis
oldalan bevont DXMit4 markernél csokkent a Chi® érték, viszont a proximdlis oldalon elhelyezkedd
DXAbc32 markernél 1,41E-06 értéket detektdltunk. Ez a legmagasabb csicsa a DXMit130-DXMit37
markerek dltal szegélyezett, XA-nak elnevezett régionak. Ennek hossza 3,92 Mbp az Ensembl Built34 adatai
szerint és ~60 gént foglal magaba.

A DXAbc54 markernél ugyancsak a disztélis oldalon csokkent a Chi” érték a DXMit75 markernél,
viszont nétt a proximadlis oldalon elhelyezked6 DXMit83-as markernél 8,55E-09 értékig. Ez az DXMit105 és
DXAbc54 markerek éltal kozrezart XB régié jelenlegi legmagasabb pontja. E régié 5,33 Mbp (Ensembl

Built34) hosszi és ~30 gén helye ismert benne.

Kovetkeztetések és javaslatok

Ez az eredmény igazolta azt a feltételezésiinket, hogy nem egy, hanem két egymdssal szomszédos
erdteljes hatdsu modifikator gén helyezkedik el a ChrX-en. Az AIL vizsgélat képes volt szétbontani ezt a
kettds hatast bizonyitva azt, hogy az F2 analizis altal megjelolt helyen valdjadban nincs is jelentds hatas
(ghost-QTL).

Mind az XA, mind az XB intervallumban a CAST/Ei-vel elinditott keresztezés jovoltabdl még van
szdmos tovdbbi informativ marker az eldzetes polimorfizmus vizsgédlatainknak megfelelden, igy jo esély van
arra, hogy az ezekben a régidkban feltételezett modifikator géneket mar genetikailag, mds moddszerek
bevondsa nélkiil is rendkiviil pontosan fel tudjuk térképezni az AIL keresztezésben felgyiilemlett

rekombindcids események kovetkeztében.
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