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IzvleGek

Prekomerno nalaganje niabe je iz ekonomskih razlogov nezazeleno tudi pri prireiSp
¢jega mesa zaradi vsegjega povpraSevanja potroSnikov po manj mastnih proizvo@en
leptin (LEP)je bil predhodno Ze povezan z nalaganjem @o&® tudi pri prasiih, zato smo
na primeru tega gena izdelali molekularno-genetski diatitr test za analizo polimorfizma
posameznih nukleotidov (SNP) z metodo, ki se imenuje pafizem dolZin restrikcijskih
fragmentov (PCR-RFLP). Pred reakcijo je potrebno testsést poma@jo bioinformacij-
skih metod, ki jih imenujemo tudi metode silico. Razviti diagnostini testi omog@ajo
nadaljnje laboratorijske Studije povezav genetskih \dinasti s fenotipskimi lastnostmi.

Kljucne besede: prasj leptin (LEP) nalaganje ma®be, bioinformatikain silico

Abstract

Title of the paperApplication of bioinformatics in pig breeding: a case studyon leptin
gene.

Growing consumer demand for products with lower fat conteakes excessive fat deposi-
tion in the production of pig meat undesirable also for econizareasonsLeptingene that
was previously associated with fat deposition in pigs wasduss an example to create a
molecular-genetic diagnostic test for the analysis ofleimgicleotide polymorphism (SNP)
in this gene. This test is called restriction fragment langolymorphism (PCR-RFLP).
Before the reaction the test is designed using bioinforreatols, also calledh silico me-
thods. Developed diagnostic tests enable laboratory sisalfassociations between genetic
variability and phenotypic traits.
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6.1 Uvod

Molekularna biologija in genetika sta v zadnjih letih ém@ napredovali. Za od@itvijo o

neki analizi stojijo Stevilne predhodne raziskave in ureZprete pred réunalnikom. Tako
izberemo vse znane informacije o kandidatnem genu, ki gama@ednalizirati. Razvoj funk-
cionalne genomike je privedel do odkritja Stevilnih genkaterih izraZzanje je povezano s
kopicenjem in presnovo mésbe. Precej omejen napredek pri raziskavah polimorfizmoyv,
povezanih z nalaganjem nt@be kaze na to, da je genetsko ozadje le-teh zelo zapleteno.
V primerjavi s¢lovekom in mi$jo je bilo do sedaj pri pr&# izvedenih bistveno manj Stu-

dij o povezavah med zamenjavami posameznih nukleotidowjSangl. single nucleotide
polymorphismin lastnostmi nalaganja médbe (Switonski in sod., 2010).

Bioinformatika je podrgje, ki nam omogoéa obsezne raziskave bioloskih procesov z ra-
Cunalniskimi orodji, sCimer se stroski in porabljetas za raziskave bistveno zmanjSajo.
VkljuCuje zbiranje, analizo in uporabo bioloSkih podatkov preddnalnika v namen raz-
iskovanja. Z omenjenimi metodami, ki jih imenujemo metadesilico, lahko med seboj
zdruzimo ter obdelamo epodatkovnih zbirk in ostalih rezultatov raziskav s pagao ki
ga proitujemo. Na podrgu genetike in molekularne biologije dnevno potekajo skave,
katerih rezultate raziskovalci vnaSajo v podatkovne zitdporabniki lahko do teh podat-
kov dostopajo preko osebneg&uaalnika. TakSne podatkovne zbirke, so v veliko pémo
za analizo pred delom v laboratoriju. Pred eksperimentatiélom je potrebno predhodne
rezultate in obstojfee podatke zbrati in préiti. Stevilne bioinformacijske metode nam to
tudi omog@ajo. Na podlagi predhodnih bioinformacijskih raziskaveremo metode, ki jih
bomo v raziskavi uporabili. Rezultate raziskiavsilico nato dokazemo s poskusom. Koli-
¢ina objavljenih podatkov se glede na lastnost in Zivalgktowrazlikuje. Najvé raziskav je
opravljenih na podrgu raka, najbolj zastopani preiskovani vrsti med sesadcstaclovek

in miS. Z analizatloveSkega genoma (od leta 1990) so uspeli povezati vpinegna raz-
licne fenotipske zr@lnosti. Ta odkritja so v veliko pormopri raznih klinEnih Studijah. Za
Stevilne lastnosti lahko na podlagi predhodnih raziskampdelnih organizmih analiziramo
gene in njihovo variabilnost. Tak3ni geni so za druge vratedkdatni geni za neko lastnost.
Mis je zaradi hitrega reprodukcijskega ciklusa in rasti eofmodelni organizem za sesalce.
FizioloSke podobnosti (npr. presnova) mddvekom in pradiem kaZejo na uporabnost raz-
iskav pri obeh vrstah, saj lahko glede na rezultate pri esii wklepamo na rezultate pri
drugi. Veliko pristopovin silico nam omog@a, da na osnovi obstdjin rezultatih kandida-
tne gene obdelamo, nato pa jih na podlagi teh bioinformidbignaliz tudi eksperimentalno
dokazemo.

Pri pras€u je znanih le malo genov povezanih z nalaganjemcolag, medtem ko je pri
Cloveku in misi ta lastnost dobro préena in je zanjo znano veliko Stevilo genov. Ti geni
so obenem mini kandidatni geni za omenjeno lastnost tudi pri gfaSiAnalize genoma
prasSta so pokazale, da je ¥&ot 500 odsekov za kvantitativne lastnosti (QTL) (arglan-
titative trait loci) povezanih z nalaganjem n@be. Poleg QTL so analizirali Stevilne SNP-je
znotraj kandidatnih genov za nalaganje Gase, med katerimi je tudéeptin (Switonski in
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sod., 2010). Gereptinje pri prascu lociran na kromosomu 18 znotraj QTL-a povezanega z
debelostjo (Stachowiak in sod., 2007).

Genleptin kodira istoimenski protein (hormon), sestavljen iz 146 rmkislin, ki se sin-
tetizira v magobnem tkivu in se po odcepitvi 21 aminokislin dolgega sigega peptida
izlo€a v krvni obtok. Hormon leptin vpliva na zauzivanje krmepraendokrinoloske in
imunoloSke procese (Barb in sod., 1999; Houseknecht iroPaitero, 1998; Ahima in sod.,
2000). Sprva je bil leptin identificiran kot manjk&jgprodukt pri debelih miSkah (Zhang
in sod., 1994). Ramsay in sod. (1998) so viSje koncentregjgna v serumu opazili pri de-
belih svinjah v primerjavi z nedebelimi krizanci landracgotkshire. Tudi Cameron in sod.
(2000) so predpostavili, da nizje koncentracije leptinavi kplivajo na nalaganje m@sh
pri praStih. V raziskavi, kjer so prage pasme large white razdelili na dve skupini glede
na zauzivanje krme, so zaznali poviSano koncentracijonaphalaganje m&sbe in boljSo
je&nost pri skupini s poM&nim zauzivanjem krme. Glede na rezultate teh raziskajdi
korelacijo med serumskim leptinom in vsebnostjo naloZea&obe smiselno vKljéiti v
izracun plemenske vrednosti za zard@sost pragiev.

Namen prispevka je bil prikazati uporab@umalniskih metod, ki jih moramo izvesti pred
poskusom v laboratoriju. V ta namen smo na primeru glemin prikazati izdelavo
molekularno-genetskega diagn@siga testa za analizo SNP-jev. Diagnositeste upo-
rabljamo v namen povezovanja genotipa (genov, SNP-jewatifgom (npr. zama®enost,
mesnatost). Test za dokazovanje nukleotidne zamenjaveesalje PCR-RFLP (angpo-
lymerase chain reaction - restriction fragment length padyphism in temelji na pomnoZze-
vanju odseka DNA (angldeoxyribonucleic acig ki vsebuje SNP in cepljenju z restrikcij-
skimi encimi.

6.2 Podatkovne zbirke in bioinformacijska orodja

BioloSke informacije so zbrane v tako imenovanih podatkowankah, ki vsebujejo podat-
kovne zbirke z informacijami ter orodja za dostop in obdeléeh informacij. Do podat-
kovnih bank praviloma dostopamo preko interneta. Gledeamem raziskave se uporaba
podatkovnih zbirk in bioinformacijskih orodij razlikujeNajpogosteje uporabljene podat-
kovne zbirke vsebujejo informacije o genih, kot so: nukidod zaporedje DNA, genetska
variabilnost, lokacija v genomu ...

Podatkovna zbirka “Ensembl!” (EMBL-EBI in Wellcome Trustriggr Institute, 2010) po-
nuja obseZen nabor informacij za analizo bioloSkih podatkmtraj vrste in med njimi. Vsi
geni, dostopni v zbirki, temeljijo na eksperimentalnih del zaporedij mMRNA in proteinov,
pridobljenih iz posameznih projektov sekvenciranja geaoazltnih vrst. Prav tako kot
“Ensembl” tudi “NCBI” (National Center for Biotechnologyformation, 2010a) vkljouje
veC podatkovnih zbirk in bioinformacijskih orodij, s kateritahko zberemo in obdelamo
Stevilne bioloSke informacije. Kanalniski program “Primer3” (Rozen in Skaletsky, 2010)
nartuje z&etne oligonukleotide za reakcijo PCR na osnov dejavnikov. Na vneSenem
nukleotidnem zaporedju ¢analniski orodji “NEBCutter” (New England Biolabs, 2004)
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“Webcutter” (Heiman, 1997), pai&ta mozne restrikcijske encime za izvedbo metode PCR-
RFLP.

V podatkovni zbirki “Ensembl” (release 60) in “NCBI” smo riadukleotidno zaporedije
genaleptin pri prastu in njegovo genetsko variabilnost. Ohranjenost genagsetih vrstah
smo preverili z bioinformacijskim orodjem “MultAlin” (Cgret, 2010). Z bioinformacij-
skim orodjem “Primer3” (v. 0.4.0) smo ddidi zaCetne oligonukleotide za gdaptin pri
praStu. Za iskanje in izbiro restrikcijskih encimov smo upotabioinformacijsko orodje
“NEBCutter” (v 2.0).

6.3 Dokazovanje nukleotidne zamenjave z metodo PCR-RFLP

Dokazovanje nukleotidne zamenjave z metodo PCR-RFLP la&kdelimo v dva sklopa.
V bioinformacijskem delu z @unalniskimi metodamin silico poi¥emo in obdelamo po-
trebne bioloSke informacije o genu, v laboratoriju pa SNRgimo dol@&enem protokolu
tudi eksperimentalno dokazemo (slika 1).

Poskus, kjer dokazujemo SNP-je, s&€mza Ze pred delom v laboratoriju. Najprej £ua
nalnikom v podatkovni zbirki “Ensembl” ali “NCBI” izberemioukleotidno zaporedje gena
ter poi€emo nukleotidne zamenjave v njem. Nukleotidne zamengivied motijo prevaja-
nje gena v protein in s tem njegovo funkcijo. Poznamo vest zamenjav, ki na izraZzanje
fenotipskih lastnosti vplivajo raziho ali pa sploh ne (tihe mutacije). &ekot je delez
ohranjenosti gena v obrd s SNP-jem med vrstami, 8@ je verjetnost, da le-ta vpliva na
fenotip (Conde in sod., 2005). Na podlagi pridobljenih mmfiacij o ohranjenosti gena in nu-
kleotidnih zamenjavah doimo odsek, ki ga Zelimo préiti. Z raCunalniSkimi orodji zanj
dolo¢imo in izberemo zéetne oligonukleotide in restrikcijske encime, ki jih pEinjemo
za metodo PCR-RFLP ter jih nationo pri podjetju, ki ji proizvaja. Po opravljenem delu z
racunalnikom lahko zénemo z eksperimentalnim dokazom v laboratoriju.

Pri metodi PCR potrebujemo izoliran genomski material (DNggj gre pri tej reakciji za
pomnoZevanje odsekov molekule DNA. ©ajno DNA izoliramo iz tkiva (meso, uhlji ...)
ali telesnih tekain (kri, seme ...), nato si v mikrocentrifugirkah pripreno reakcijsko pred-
meSanico (anglmaster mi), kateri dodamo izolirano DNA. S tem je vzorec pripravljen z
reakcijo PCR. Reakcijo izvedemo tako, da mikrocentrifkgirstavimo v aparaturo za PCR,
ki uravnava temperaturni ibasovni program. Kot rezultat PCR dobimo Stevilne kopije od
sekov DNA. Dolzino odsekov predhodno déimo z izbiro z&etnih oligonukleotidov, ki se
prilegajo zaporedju DNA. Uspesnost reakcije PCR preverimagaroznem gelu z elekro-
forezo. Restrikcijsko analizo (RFLP) naredimo po uspe8akciji PCR tako, da produktu
dodamo restrikcijski encim, ki dobljeni odsek DNA razrezekmajSe odseke. Kje bo encim
DNA rezal, je odvisno od nukleotidnega zaporedja in prepugnega mesta tega encima.
Produkti PCR in RFLP so vidni na agaroznem gelu kot odsekiA@nabita negativno,
zato pri elektoforezi potuje proti pozitivno nabiti eletdi. V agaroznem gelu odseki potu-
jejo glede na velikost radino hitro (manjSi oz. krajSi potujejo hitreje, daljSiGasneje), zato
jih na sliki opazimo v doléenem zaporedju.
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| POSTOPEK IZVEDBE METODE PCR-RFLP ‘

Potek dela v laboratoriju

Izolacija DNA (iz krvi ali tkiva)

Racunalniske metode

Iskanje nukleotidnega zaporedja gena
(Ensembl, NCBI)
http://www.ensembl.org/index.html

hittp://www.ncbi.alm.nih.gov/ PCR — pomnozevanje odseka DNA v katerem je mutacija/polimorfizem (SNP)

(zacetna oligonukleotida (L, D), dNTP, pufer, MgCl,, H,0, polimeraza Tag, DNA)

&’Ensembl l = NCBI Reakeijska plf‘dmes,vmcd

Izolirana DNA

Aparatura za PCR

Iskanje polimorfizmov (SNP-jev) (Ensembl)

http://www.ensembl.org/index.html A A A
= 0 o
Elektroforeza - preverjanje uspesnosti reakcije PCR na agaroznem gelu
hd = 2 = Produkt PCR

Medvrstna primerjava nukleotidnega zaporedja
(MultAlign)
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

PRASIC nttuﬁmllvwanvm":[nmsncn:mn:cmI(cvnnﬁif[svc:mvmtmw
& TGGGCTCCACCCTCTCCT

OVEDO GTCACTGGTTTGGACTTCATCCC! GAGY T [GTCCARGATGGACCAGACAT
STCACTGGTTTGGACTTCATTCCTGOGCTTCACCCTGTCCTGAGTTIGTC CAGACAT]

KONJ GTCAC CARGATGGAC! RFLP - cepljenje produkta PCR z restrikcijskim encimom - endonukleazo
CLOVEK GTCACCGGTTTGOACTTCATTCCTGOGCTCCACCCATCCTGACKTFATCCARGATGOACCAGACAL]

(produkt PCR, restrikcijski encim, pufer, H,0)
Restrikcijska predmesanica
Inkubacija vzorca

Doloéanje zacetnih oli i (Primer3) ;
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ Produkt PCR
Primer3

Izbira restrikcijskih encimov

(NEBCutter V2.0, Webcutter)
http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://bio.lundberg.gu.se/cutter2/

Elektroforeza— analiza dolzin odsekov DNA na agaroznem gelu in ugotavljanje

genotipov
Produkt RFLP

Fio (1 i)
joserc

¥ TETCCTERGICTGTCERAG ...
bi oy R ERTOTY
... ACAGGATTEREACAGEITE ... 5"

ol Pet

1

1

1

)

1

1
[rinm

Slika 1: Shematski prikaz izdelave molekularno-genetakd@gnostinega testa PCR-
RFLP

6.3.1 Zbiranje bioloskih informacij o genu

V jedru celice je DNA organizirana v kromosome. Péagia 18 parov avtosomalnih in dva
spolna kromosoma (X ali Y). Z bioinformacijskim orodjem “BGMapViewer” (National
Center for Biotechnology Information, 2010b) smo pri pcasgenleptin nasli na kromo-
somu 18 (slika 2).
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Slika 2: Genomska lokacija gemheptin na kromosomu 18 pri pradi. MT: mitohondrijska
DNA

V podatkovnih zbirkah “Ensembl” in “NCBI” smo poiskali nuddtidna zaporedja gehep-

tin za ve& vrst (pradt, govedo, konj¢lovek, gorila, Simpanz, pes, mi$, podgana in oposum)
in Stiri SNP-je v njih. Nukleotidno zaporedje v okolici najih SNP-jev smo primerjali pri
veC vrstah z bioinformacijskim orodjem “MultAlin”. Glede naedvrstno ohranjenost gena
leptinv obmdSjih s SNP-ji smo za analizo 0z. sestavo diagrive&ga testa izbrali nukleoti-
dno zamenjavo timina v citozin (T>C) z imenom rs45431504eknahaja v eksonu 2 gena
leptin pri praStu. Ugotovili smo, da je to obn@je ohranjeno pri desetih vrstah sesalcev
(slika 3).

1545431504
T=-C

GTCCARGATGGACCAGRCCCTGRCGATCTACCARCA
GTCCRAAGATGGRCCAGRCATTGGCGRTCTACCARCA
GTCCAAGATGGACCAGACATTGGCARTCTACCARCA
ATCCAAGATGGACCAGACACTGGCAGTCTACCRACA
RTCCAAGRTGGACCAGRCACTGLCAGTCTACCRACA
ATCCRAAGRTGGACCAGACACTGGCAGTCTACCARCA
GTCCAGGATGGACCAGACGT TGGCCATCTACCAACA
GTCCARGATGGACCAGRCTCTGRCAGTCTATCAACA
GTCCARGATGGACCAGACCCTGRCAGTCTATCARCA
GTCAGACATGGACCAGACTTTGGECATCTACCAGCRA

PRASIC GTCACCGGTTTGGRCTTCATCCCTGGGLTCCATCCTGTCCTGH
GOVEDD GTCRCTGGTTTGGACTTCATCCCTGGGLTCCACCCTCTCCT
KONJ GTCACTGGTTTGGACTTCATTCCTGGGCTTCRCCCTGTCCTGAG
CLOYEK GTCACCGGTTTGGACTTCATTCCTGLGLTCCACCCCATCCTGA
GORILA GTCRACCGGTTTGGACTTCATTCCTGGGCTCCACCCCATCCY
STHPANZ GTCACCGGTTTGGACTTCATTCCTGGGCTCCACCCTATCCTGAC
PES GTCGCTGGTCTGGACTTCATTCCTGGGCTCCARCCAGTLCT

HIS GTCACTGGCTTGGRCTTCATTCCTRGGCTTCACCCCATICTGRG
PODGANA GTCACCGGTTTGGACTTCAT TCCCGGRLTTCACCCCATTCTGR
DPOSUH GTRACTGGCTTGGRATTTCATCCCGGEGETTCRTCCTTTCCAG

Slika 3: Medvrstna primerjava odseka nukleotidnega zatjargenaleptin, v katerem se
nahaja nukleotidna zamenjava rs45431504 T>C
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6.3.2 Iskanje z&etnih oligonukleotidov

Zacetni oligonukleotidi (anglprimerg so dolgi priblizno 20 baznih parov (bp) in se kom-
plementarno prilegajo Zatku (levi - L) in koncu (desni - D) zaporedja DNA, ki ga Zetim
pomnoZevati z reakcijo PCR. Z bioinformacijskim orodjenif®er3” smo za analizo zame-
njave timina v citozin v genieptin dolcCili zaCetna oligonukleotida (L: 5° CCAACTATG-
TGAGAAACAGAC 3'in D: 5 CCAGGGCTGAGGTCCAGCTGC 3) (slika)4

CCAACTATGTGAGARACAGACAGTCATGGCTGGTTCTACAGAAGAGGCATCTGGAGGCCATTCAGAATGGCCCGCGARGGCTGGTCTGGGGGT GGAGGGCAGGGGGCTTT GGGC el
AAGGCCGTGAGACCAGCTTGGAGGCTTGGCAGCCACGCCAGCCCAAGGAGTTCGGGCCTAGATAGGAT GGTGTGGAAGGGGAARAGAAGCAGCC! T T T T CGTGGAC
CAGTCTCCACGCCCGC: CAGGGGCTTGGCAGAGCCAACATCTCTCTCGCTGAGCTCTCGCTCTCCCCTTCCTCCT CAGTCTGTCTCCTCCABACAGAGGGTCACCGGTTTGGACT
TCATCCCTGGGCTCCATCCTGTCCTGAGT [T>C ] TGTCCAAGATGGACCAGACCCTGGCGATCTACCAACAGATCCTCACCAGTCTGCCT TCCAGARATGTGATCCAAATATCGAATGACCTGGAGAAC
CTCCGGGACCTTCTCCACCTGCTGGCCTCCTCCAAGAGCTGCCCCTTGCCCCAGG 'CTGGAGACCTTGGAGAGCCTG! GCGTCCTGGAAGCCTCCCTCTACTCCACGGAGGTGGTGGCC
CTGAGCAGGCTGCAGG TCTGCAGGACATGCTGCGGCAGCTGGACCTCAGCCCTGG

Slika 4: Nukleotidno zaporedje gefeptin z izbranima zéetnima oligonukleotidoma (pod-
¢rtano) in SNP-jem (v oglatih oklepajih)

6.3.3 Dol@anje restrikcijskih encimov

Restrikcijske endonukleaze so encimi, ki rezejo dvojnd(da; angl. double-stranded
DNA) ali enojno vija&nico DNA (ssDNA,; angl.single-stranded DNAna speciftnih me-
stih. Z bioinformacijskim orodjem “NEBCutter” (v 2.0) smaasli tri restrikcijske encime
Hinfl, Plel, Mlyl s prepoznavnim mestom na objo SNP-ja. Restrikcijski enciniinfl
prepozna zaporedije nukleotidov GANTC (N je A, T, C ali 8)¢l in Mlyls pa prepoznavata
zaporedje GAGTC. Omenjena prepoznavna mesta so znotrajasSNP-jem, zato je te
encime mozno uporabiti za restrikcijsko analizo (slika 5).

Plel {1 sites)
GAGTC

Ml hing ¢l sites) :
ot oA P TS
HinfI Miul

5 ... TETCCTGAGTCTGTCCAAG ... 37
k1 1 Fio |
3,.. ACAGGACTCAGACAGGETTC ... 5

HinfI Myl
DeleT Plel
Houl 88111
Mapd I

Slika 5: Restrikcijski encimHinfl, Plel, Mlyl za identifikacijo nukleotidne zamenjave T>C
v genuleptin

6.3.4 Pricakovani rezultati restrikcijske analize na agaroznem gel

Po restrikcijski analizi rezultate preverimo na l-odsémtnagaroznem gelu, &mer do-
lo€imo genotip nekega osebka. Encim nukleotidno zaporedje \c@rimeru zaporedja
GAGTC, v primeru zaporedja GAGTT pa cepitve ni. Ozeealec molekulskih mas (M) na
gel nanesemo za pora@ri oCitavanju rezutatov. Za kontrolo vzamemo vzorec z znanimi
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dolzinami odsekov ter necepljen produkt PCR. V naSem prirseprakovane dolzine 700
baznih parov (bp) (v primeru necepljenega produkta PCR imdmgota TT) ter po ceplje-
nju z restrikcijskim encimom 416 bp in 284 bp (v primeru homgota CC). Heterozigot CT
ima eno verigo DNA z zaporedjem GAGTC ter drugo z zaporedje®&ET, zato na gelu
pricakujemo odseke vseh treh dolzin (700 bp, 416 bp in 284 kg 6)).

M K PCR TT CC CT

1 J L ] L J 1 ] L ] 1 |
1000 DD | o
—
———
S EEENN T — 700 bp
—
500 bp | —
e e e— s mmmm | 416 bp
-
] m—— = | 234 bp
- .
100 bp

Slika 6: Shematski prikaz reakcije PCR-RFLP za analizo dggptan z enim od restrikcijskh
encimovHinfl, Plel ali Mlyl s prikazanimi dolZinami restrikcijskih odsekov. PCR:
necepljen produkt PCR, K: kontrola, M: ozZtevalec molekulskih mas

6.4 Zakljucki

V prispevku smo za prikaz sestave diagn@rstiga testa izbrali gdaptin, ki je bil predhodno
Ze povezan z nalaganjem ngabe pri prafiu. Z metodamin silico smo za omenjeni gen
prikazali razvoj molekularno-genetskega diagrnostpa testa. S podatkovno zbirko “En-
sembl” smo pridobili nukleotidno zaporedije tega gena ininfacije o njegovi genetski va-
riabilnosti (SNP-jih). Na osnovi nukleotidnega zaporesiia ugotavljali ohranjenost gena
leptin med vrstami sesalcev in za izvedbo reakcije PCR-RFLFarralniSkimi orodji po-
iskali z&etne oligonukleotide in restrikcijske encime. Sestawlgiagnosttni test je sedaj
mozno uporabiti v laboratoriju. Opravljene analize obdaas pomgjo statist€nih metod.

S primerjavo genotipa s fenotipskimi lastnostmi lahko dotw vlogo posameznega gena
0z. mutacij znotraj gena.
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