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Utdrattur

Grunnlitir i hrossum eru jarpur, brinn og raudur. Litadkvordun & grunnlit hrossa er i
Agouti (A) og Extension (E) setum sem taknud eru af Agouti-signalling préteini (ASIP) og
melanocortin-1 vidtaka (MC1R). Frekari litadkvordun verdur m.a. i MATP geni, eda i C
seti. Stokkbreytt MATP verdur C° og deyfir grunnlitina. Glébrann, muskéttur eda
moraudur er raudbranleitur litur i hestum sem hefur hvergi fundist annars stadar en &
Islandi. Globrina litaafbrigdid kemur einungis fram hja hrossum sem bera leirljosa
erfdavisinn, C*C*". Eins basa breytingar hafa fundist i OCA2 geni i hrossum. Tvar
breytinganna finnast i atr6d fimm, su fyrri er G469A og veldur amindsyrubreytingunni
A157T, su seinni er A541G og veldur aminosyrubreytingunni 1181V. Ellefu glébrdn hross
voru greind med tilliti til pessara tveggja breytileika i Gtr6d fimm og kom i 1jés ad pau voru
annad hvort GA-AG eda AA-GG é4samt pvi ad vera af arfgerdinni C*C". Asamt glébranu
hrossunum voru onnur hross skodud par sem bruna litaafbrigdid var i meirihluta, eitt
dokkbrant hross kom upp med arfgerdina C'C" og GA-AA. bad ma pvi alykta ad seinni
breytileikinn, A541G, hafi afgerandi ahrif & globrdna litadkvordun i islenska hestinum.
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1. Inngangur

1.1. Almennt um litaakvordun

HGd- og haralitur spendyra raedst af nokkrum péattum. [ proskun er flutningur
sortukimfrumna til vefja mikilvegur sem verdur eftir taugapiplum i fdsturproska.
Stokkbreytingar i sortukimfrumum ma oft sja i dyrum par sem blettir myndast til deemis i
feld og méa par medal annars nefna skjott hross. Sortukimfrumur proskast i litfrumur og
skiptir lifvaenleiki og péttni peirra miklu mali vid litaakvoroun hadar, hars og augna, asamt
tjdningu ensima og virkni peirra. Litfrumurnar mynda tver gerdir melanins i sortukornum
sem flutt er til ndlegra frumna. Par eru stadsettar a grunnhimnu sem liggur a métum
ledurhtidar og hadpekju, par sem peer tengjast annars vegar starfsemi hyrnisfrumna i
hidpekju og hins vegar starfsemi bandvefsfrumna i ledurhud. Hlutfall litfrumna og
hyrnisfrumna er 1 & méti 10 par sem hver litfruma dreifir sortukornum til hyrnisfrumna i
gegnum griplur. Sortukornin hafa pad hlutverk ad verja kjarna erfdaefnis gegn
atfjélublaum geislum. Gallar i litastjérnun geta leitt til ymissa heilkenna og ma par til
daemis nefna albinisma (Bddvarsdéttir 2011b).

1.1.1. Melanin myndun

Tveer gerdir melanins sem framleitt er af litfrumum eru eumelanin og pheomelanin.
Eumelanin leidir til svarts eda bruns litar en pheomelanin leidir til raudguls litar
(Dessinioti, Stratigos o.fl. 2009; Ito & Wakamatsu 2010; Bddvarsdéttir 2011b). Hlutfall
dopaquinone redur magni melanins sem myndast og er pad had magni tyrosin i upphafi.
Hlutfall eumelanins og pheomelanins raedst pvi af virkni tyrosinasa og magni tyrosin og
cystein amindsyra i sortukornum. Nokkur protein taka patt i litadkvordun, petta eru protein
sem styra pheomelanin-eumelanin myndun, ensim sem hvata melaninmyndun og
sortukornaprétein (Bodvarsdottir 2011b).

Protein sem ad styra melanin myndun eru MC1R, melanocortin-1 vidtaki, ASIP, agouti
signalling proétein, og o-MSH, a-melanocyte-stimulating hormén. MC1R vidtakinn er
afgerandi, ef stokkbreytt eintak erfist frA badum foreldrum, p.e. erfist vikjandi, verdur
afkveemi med rautt har. Raudherdir eru pvi ekki med virkan MC1R vidtaka sem veldur pvi
ad erfitt er ad drva hann & yfirbordi litfrumna til melaninmyndunar, enda eru raudheardir
med litid magn af badum melaningeroum. Vid soélaréreiti verda raudheerdir ekki fyrir
verndun melanins og er pad asteda pess ad raudhardir einstaklingar brenna audveldlega.
Hormonin a-MSH og ACTH, adrenocorticotropic hormdn, eru agoistar & MC1R vidtakann
og orva eumelanin myndun. ASIP er hins vegar antagonisti og pegar protenid binst
vidtakanum hindrar pad leid a-MSH og ACTH & vidtakann sem leidir til pheomelanin
myndunar. Tyrosinasi, TYR, tyrosinasa related protein, TYRP1, og dopachrome
tautomerasi, DCT (TYRP2), eru ensim sem ad hvata melaninmyndun. Tyrosinasi er fyrsta
ensimkerfid i melaninmyndun og eru pad sortukornaprétein sem ad styra flutningi hans til
sortukornanna. Sortukornaprotein eru P-protein, MATP og NCKX5 og hafa pau adallega
ahrif & flutning innan sortukorna og fra golgikerfi (Bédvarsdottir 2011b).



1.1.2. Erfdabreytileikar i litastjornun

Breytingar hafa ordid i erfoaefni spendyra sem hafa &hrif & litastjornun. Flestar
breytinganna sem verda & litafari verda vegna eins basa breytingar (e. single nucleotide
polymorphism: SNP). I flestum tilfellum hafa eins basa breytingar tvé moguleg form, eda
samsatu, til deemis A eda G i akvedinni stédu. Tidni samsatanna getur verid mismunandi,
pad metti pé ekki buast vio pvi ad samsatur med haa tioni hefdu meirihattar ahrif a
svipgerd vegna vals gegn 6askilegum eda skadlegum breytingum, p.e. vegna nattaruvals
(Strachan & Read 2010). Eins basa breytingar eru breytingar sem ad eiga sér stad i
erfdaefninu. Breytingarnar geta att ser stad i utrédum og valdid amindsyruskiptum eda peer
geta oroid fyrir framan gen og hafa pannig ahrif & genatjaningu. bessar breytingar hafa
mikid verid rannsakadar i musum og eru moérg genasveedi vel pekkt sem hafa bein eda
Obein ahrif & litastjornun. Hjd manninum er tidni pessara beytileika i litastjornunargenum
mestur i Evropubuum, peir purfa ekki jafn mikid & verndun sortukorna ad halda likt og
einstaklingar sem ad bla vid meira sélarljos. betta er &steeda pess ad svortustu menn eru fra
Afriku par sem sdlarareiti er mest og ad hvitustu menn lifa mun nordar par sem sélarareitid
er minna (Bodvarsdottir 2011b).

1.2. Litaakvordun hrossa
Litadkvordun grunnlita i hrossum reaedst af breytileika i
premur genum, ASIP, MC1R og MATP og eru tveer Tafla 1. Litaakvéroun hrossa.

myndir fyrir hvert gen. Grunnlitirnir eru jarpur, brann S—
og raudur. Undirflokkarnir eru m.a. moldétt, glébrant, Jarpur A”-/E™-IC"C
leirljost og folt.

o ) _ ) ) Brunn AAYET-ICTCT
Litadkvoroun & grunnlit hrossa er i Agouti (A) og
Extension (E) setum sem taknud eru af Agouti- _—
signalling proteini (ASIP) og melanocortin-1 vidtaka Raudur ~/E°E*/ C'C
(MC1R). Jarpur litur verdur vegna rikjandi virks
agouti-signalling préteins, eda A”® (Rieder 2009). 11 Moldottur AAET-ICTCY

basapara Urfelling & pessu svedi leidir til ovirkjunar

gensins. Eins og &dur segir lokar ASIP fyrir MC1R
vidtakann svo ad horménin a-MSH og ACTH geta
ekki bundist honum. ASIP er virkt & buk og par af

Glébrdnn AAYET-/ICTCT

leidandi myndast fyrst og fremst pheomelanin par og Leirljés --/E’E®/CC™
veldur jorpum lit. Fax, tagl og feetur haldast hins vegar
dokk. MCIR redur brinum og raudum lit, E* er Folur —J—/CCCT

rikjandi og veldur pad branum lit & medan E° er

vikjandi og veldur raudum lit i arfhreinu &standi
(BOdvarsdottir 2011b).

Frekari litadkvordun verdur m.a. i MATP geni eda i C seti. Stokkbreytt MATP verdur
C®" og deyfir pessi samszta fyrrnefnd litarefni. Ef einungis eitt virkt eintak samsaetunnar er
til stadar deyfir han rautt litarefni sem veldur leirljosum lit og ef tvo eintok eru stokkbreytt
deyfist einnig brana litarefnid sem veldur nanast hvitu hrossi, hadin verdur fol og lithimna
augna bla. Ef annad eintak samsetunnar er stokkbreytt hja einstaklingum med jarpan
grunnlit veldur pad moldéttum lit (Mariat, Taourit 0.fl. 2003; Rieder 2009).



Fleiri erfdavisum, sem koma ad litadkvordun hrossa, hefur verid lyst (Rieder 2009) en
verdur peim ekki gerd frekari greinaskil hér.

1.3. Globrann litur i hestum

Glbbrann er raudbrunleitur litur i hestum sem einnig hefur verid nefndur muskéttur eda
moraudur hér & landi (Adalsteinsson 1991; porvaldsson 2004). Grunnliturinn er brinn en
er deyfour pannig ad hud verdur brdn i stad pess ad verda svort og augnlitur moleitur i
stad pess ad verda dokkbrann, ljosari har eru oft undirliggjandi i feldinum og eru héfar
pessa hrossa yfirleitt dokkgrair. Einnig pekkist ad globrani liturinn ber med sér leirljosa
erféavisinn (Porvaldsson 2004).

e

Kampavinslitur i erlendum
hrossum hefur einna helst verid
likt vid glébrana litinn en sa
erféavisir erfist rikjandi 0had
beim leirljosa (C*C®") og er pvi
um sjalfsteedan eiginleika ad
reeda, Olikt pvi sem gerist med
glébrant (Boddvarsdottir 2010).
Gudni borvaldsson (2004) gerdi
rannsoknir a glébrana
litaafbrigdinu og kom pa i ljos
ad eiginleikinn er  mjog
sjaldgeefur i islenska
hestastofninum, eda innan vid
halft prosent (Porvaldsson 2004;
Bodvarsdottir 2010).

Glbbrana litaafbrigdid virdist
einungis koma fram hja peim
T . . hrossum sem hafa arfgerdina
Mynd 1. Gl6bruni stéohesturinn Loftfari arid 1998. C*CY, en p6 kemur ekki alltaf

fram  glébrann  hjd  peim
einstaklingum sem hafa pessa arfgerd (Porvaldsson 2004). Af peim s6kum hefur athygli
beinst ad tveimur 6drum genum sem pekkt eru fyrir litadeyfingu, petta eru genin TYRP1 og
OCA2. NU hafa baedi genin verid radgreind i tveimur globrdnum einstaklingum par sem
engar breytingar fundust i TYRP1 geninu en nokkrar i OCA2 (B6dvarsdottir 2010).

1.3.1. MATP

Proteinid MATP (SLC45A2) er af gerd sortukornaproteina, en pau styra flutningi
tyrosinasa til sortukorna. Breytingar i MATP eru vel pekktar i ménnum og ma par nefna
mjog algenga stokkbreytingu, Leu374Phe, sem er nanast afgerandi i Evrépu en er i mjog
lagu hlutfalli i Afriku og Asiu (Bédvarsdottir 2011b).

Eins og adur segir hefur MATP deyfandi ahrif & grunnliti i litadkvérdun hrossa. Mariet
et al. (2003) syndu fram & eins basa stokkbreytingu i utr6d 2 8 MATP proteininu (G457A)
sem tengist C® einangrudum svipgerdum. Stokkbreytingin virdist raska virkni
flutningsproteinsins sem leidir til deyfingu litar, par med talid hja moldottum, leirljosum og
folum hrossum (Mariat, Taourit o0.fl. 2003).



1.3.2. OCA2

OCA2 er P prétein sem er af gerd sortukornaproteina likt og MATP. Stokkbreytingar i
pessu geni valda albinisma, p.e. deyfingu & huid- og augnlit i ménnum en ekki endilega
deyfingu & haralit. Albinismi, oculocutaneous albinisim, er arfgengur sjukdomur par sem
truflun verdur & sérhaefingu litfrumna vegna dvirkjunar eda vontunar a lykilensimum i
myndun litaefna (Dessinioti, Stratigos o.fl. 2009).

OCA2 genid inniheldur 21 atr6d. Ein breyting hefur verid skilgreind a geninu i hrossum
vid rannsoknir & appaloosa litamynstri (Bellone, Lawson o.fl. 2006). Vid radgreiningu &
fyrstu 10 atrédum gensins fundust prjar basabreytingar i tveimur globrdnum hestum til
vidbotar vid pa breytingu sem Bellone, Lawson o.fl. (2006) fundu. brjar peirra valda
amindsyruskiptum, tveer i Utr6d 5 og ein i Gtrdd 8, og par af leidandi valda peer breytingum
& byggingu og starfsemi proteinsins. Fjorda breytingin fannst i Gtr6d 7 en han veldur ekki
amindsyrubreytingu. Basabreytingin i utréd 8 er ur G basa i T basa og veldur
aminodsyruskiptunum alanine i serine (A299S). Pessi breyting fannst adeins i 6drum
glébrana hestinum og er pvi ekki likleg til ad skyra litabreytinguna. Tveer breytinganna
liggja i utrod 5 og fundust paer i b&dum glébrunu hestunum, pvi er liklegt ad peer, 6nnur
eda badar, hafi ahrif a litadkvorounina i hrossum med brunan grunnlit og leirlita
erfdavisinn. Fyrri basabreytingin er 0r G basa i A basa og veldur aminosyruskiptunum
alanine i threonine (A157T), su sidari er A basi i G basa og veldur aminosyruskiptunum
isoleucine i valine (1181V). Ekki er enn vitad hvort ad basabreytingarnar purfi ad fara
saman til pess ad fa fram globrana litinn, eda hvort ad Onnur basabreytingin sé
fullnsegjandi (Bodvarsdottir 2010). Markmid rannsoknarinnar var ad kanna pessa

breytileika enn frekar og athuga fylgni peirra vid glébrana litinn og adra bruna liti hestsins.

SFTVSFRSHSPFIQFFSSGSKDLCFTENTPLLRNSSQEKGSRCMPVYHPEFITAEESWEN
SSAEWEPRSLLSRESTGSSGSTSLEKGELLDGAFIRFRLSKLRRCVQWLKVAGLEFAEVVV
CSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHVDSILLQVDLAGALVAGSSSRPGREEH
IVVEVTQVDAPGSRWRRPQQVTHNWTIFLNPRRNERSVVSKTFEVLSRDTVSISIRASLQ
QTPAIPLLMAHQYLRASVEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRTLAAMLGSLAALAVLIV
IGDRPSLTHVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVKAYQLSRGRVWAMI IML
CLIAAILSAFLDNVTTSLLEFTPVTIRLCEVLNLDPROVLIAEVIFTNIGGAATAIGDPPN
VIIVSNQELRKMGLDFAGFTAHMEVGICEFVLLESFPLLRLLYWNKKLYNKEPSEIVELKH
ETHVWRLTAQRISPASREETAVRDLLLGKVLALERLLACRLRTEFHRQISQEDKNWETNIQ
ELOKKHRISNRILLAKCLMVLGEVIFMEFFLNSEFVPGVHLDLGWIAILGAIWLLILADIHD
FEIILHRVEWATLLFFAALFVLMEALAHLHLIEYVGEQTALLTIKMVPEDRRLAAAITLVI
WVSATASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSQDPEVSLPAPPLMYALALGACLGGNGTLIGASA
NVVCAGIAEQHGYGEFSFMEFFR

Mynd 2. Aminosyruradir allra itrada OCA2gensins i hestum. Raud yfristrikun synir
amindsyruna sem ad breytist.



1.4. Aodferdafraedi

1.4.1. TagMan tveggja lita prof

TagMan tveggja lita greiningarprof er sértekt prof par sem drradapreifarar tengjast sérhaeft
vid breytilegar samsatur par sem basabreyting hefur att sér stad (Strachan & Read 2010).
Adferdin er notud magnbundid vid greiningu & genatjdningu og samsetubreytileika.
TagMan profid ma nyta vid greiningu a milli eins basa breytinga, til demis til pess ad
greina hvort ad einstaklingur seé arfhreinn eda arfblendinn um &kvedinn breytileika
(Bodvarsdottir 2011a).

TagMan preifari er orradapreifari med flarhop 4 5° endanum og ljomdeyfishop 4 3°
endanum. Ljomdeyfibunadurinn byggist a flarljomun vid orkuflutning sem getur ordid yfir
fremur langa vegalengd, allt upp i 10 nm eda meira. breifarinn getur bundist métlaegri rod i
PCR mognunarhvarfinu en flarhopurinn fer ekki ad lysa par sem orkan berst afram til
naesta ljomdeyfis.

Eftir péattatengingu orradapreifarans og marksins sem & ad magna upp leysir Tag
pélymerasinn 5° enda preifarans af holmi og verdur virkni hans i 5°>3° att. Eftir
pattatenginguna ridur exoénukleasavirkni Taq polymerasans bosum fra 5° endunum med
peim afleidingum ad flarhépurinn og ljdmdeyfirinn losna fra og adskiljast. Vid petta
verdur mikil orkulosun og flarhépurinn fer ad ljéma, & medan ljomdeyfirinn gefur fra sér
mun minni orku (Strachan & Read 2010).

1.4.2. PCR og skerdiensim

PCR, eda polymerase chain reaction, er utan frumu DNA klénun. Hreinn DNA polymerasi
er notadur til pess ad afrita akvednar, valdar DNA radir. Vegna pess hve hréd adferdin er
leyfir hin skimun pusunda syna i einu. PCR er mjog nem og 6flug adferd vio DNA klénun
og hefur verid mjog mikid notud. Fyrsta skrefid i PCR hvarfi er ad edlissvipta DNAIid sem
ad inniheldur rodina sem ad magna & upp, petta er gert med hitun. Orradavisum, eda —
primerum, med samsvarandi DNA r6d vid pad DNA svaedi sem magna & upp er svo leyft
ad bindast. DNA nymyndun a sér stad par sem Orradavisarnir verda hluti af nymyndada
DNA peettinum. Eftir fyrsta hringinn i hvarfinu verda til tveir nyir DNA peettir par sem 5°
endinn er dkvardadur af o6rradavisi en 3¢ endinn framlengist framhja hinum 6rradavisinum.
Eftir annan hringinn verda til afurdir med dkvedna 5° og 3 enda vegna Orradavisanna.
Hvarfid gengur afram og pegar komid er upp i 30 hringi eda fleiri er pessi afurd ordin
rikjandi. Orradavisar pekkja akvednar, stuttar radir sem eru yfirleitt i kringum 20 basar ad
lengd. Ef Orradavisar pekkja rodina med breytileikanum magnast hin upp i PCR hvarfinu,
ef ad peir hins vegar pekkja rddina an breytileikans magnast hun upp i PCR hvarfinu. peir
eru pvi upplagair til pess ad greina basabreytileika (Strachan & Read 2010).

Skerdiensim eru yfirleitt upprunin i bakteriufrumum par sem peer nota ensimin sjalfar til
bess ad brjota nidur utanadkomandi DNA. Skerdiensimin eru notud til pess ad klippa
sérteekt, til deemis par sem breytingar eda stokkbreytingar koma fram (Strachan & Read
2010).

Skerdibataklippingu er heaegt ad nyta vid rannsoknir & breytilegum rédum i genum.
Hlutar genanna eru pa magnadir upp med PCR mognunarhvarfi, peir klipptir med
skerdiensimum og batarnir rafdregnir & akrylamidgeli til greiningar (Strachan & Read
2010; Bodvarsdottir 2011a).



2. Efni og aoferdir
2.1. DNA einangrun

Erfdaefnid sem var notad i rannsoknina var einangrad ur bl6d- og nefstrokusynum.
Almennum adferdum var beitt vid synatoku.

2.2. HOnnun & PCR drradavisum og preifurum

Sigma-Aldrich, i samr&di vid Sigridi Kloru Bddvarsdottur, hénnudu orradavisa og
Orradapreifara fyrir mognun & OCA2 sem notadir voru i rannsoknina. Tvo por Grradavisa
voru hénnud, eitt fyrir fyrri breytileikann i Gtr6d 5, G469A eda OCA2-1, og annad fyrir
seinni breytileikann, A541G eda OCA2-2. Vegna vandraeda sem ad upp komu vid mégnun
4 OCA2-1 var notast vid adra honnun & preifara OCA2-ex5-P1G-LNA. Tvd por
Orradapreifara voru einnig honnud fyrir hvorn breytileika fyrir sig. Fyrir mégnun & MATP
var notad par Orradavisa sem hannad var af Sigma-Genosys og Eurogenetic. Tveir
Orradapreifarar voru hannadir af Sigma-Aldrich, i samradi vid Sigridi Kléru Bédvarsdottur,
fyrir MATP genastid, p.e. C og Cr.

Tveer adferdir voru notadar vid honnun a PCR (tafla 3). Adferd eitt var fyrir OCA2,
samskonar fyrir OCA2-1 og OCA2-2 par sem eini munurinn var & Orradavisum og -
preifurum. Tveir preifarar med mismunandi flurhop, FAM og JOE, voru keyrdir samtimis
fyrir hvort allele, G og A. Adferd tvo var fyrir MATP par sem einn preifari, med flarhop
FAM, var notadur fyrir C annars vegar og Cr hins vegar. BHQL1 ljomdeyfir var notadur a
moti flarhépunum i 6llum tilfellum. Basar6d Orradavisa og -preifara, braedslustig sem
notast var vid asamt flurhopi og ljomdeyfi preifara ma sja i toflu 2.

pynningar voru framkvaemdar & 6rradavisum og preifurum, drradavisar voru pynntir
10x og preifarar 100x. Pynning fyrir OCA2 6rradavisa var framkveemd & eftirfarandi hatt

bar sem upphafsstyrkur var 100uM, p. a.% =10uM - 10099 — 417nM. Pynning fyrir
OCA2 preifara var framkvemd a eftirfarandi hatt par sem upphafsstyrkur var 100
199 1009mM _ 8 5nM. pynning fyrir MATP 6rradavisa var framkvaemd

MM, p.a.— = 1uM -
= 417nM og fyrir preifarann % = 83nM.

100
, . .y 10000nM
a eftirfarandi hatt: -

Tafla 2. Basardd drradavisa og preifara, breedslustig sem notast var vid asamt flarhépi og ljomdeyfi

breifara.
Molikul Flarhopur, 5¢ | Orrod, 5¢>3¢ Tm, °C
Orradavisar:
OCA2-ex5-1Fw CTCCTCCTTGTTTTGTGGTTCA 65,1
OCA2-ex5-1Rv CTCTCCCAGGACGACTTGA 63,1
OCA2-ex5-2Fw AGCAGCCATGTGGATTCC 63,9




OCA2-ex5-2Rv CGTCCACCTGAGTCACTTC 61,0

MATPC-Fw CCTGCACTCACCCATGTACTACTTCATCTG 68,77

MATP-Rv GCAGCAGCAAGATTGCCATCTCCAG 69,43

Orradapreifarar:

OCA2-ex5-P1G-LNA JOE [JOEITGGAT[+T]CC[+G]CG[+C]TGCTC[BHQ1] 66,2
PROBE (nyr | stad ex5-P1G) | JOE [JOEITGG[+A]TTCCGCGCTG[+C]TC[BHQ1] 64,0
OCA2-ex5-P1A-LNA FAM [6FAM]TGGAT[+T]CC[+A]CG[+C]TGCTC[BHQ1] | 62,7
OCA2-ex5-P2A-LNA JOE [JOEJACCA[+C]GA[+T]GT[+G]CTCTT[BHQ1] 753
OCA2-ex5-P2G-LNA FAM [6FAM]JACCA[+C]GA[+C]GT[+C]CTCTT[BHQ1] 66,5
MATP-C FAM [6BFAM]AGCAGCAAAATCAAAGAGAACC[BHQL] | 634
MATP-Cr FAM [6FAM]AGCAGCAAAATTAAAGAGAACCA[BHQL] | 62,8

2.3. PCR mdgnunarhvarf

PCR mognunarhvarfid var framkveemt i AB 7500 RT PCR teeki sem gerir real-time PCR
mognun mogulega med notkun SYBR green efna eda TagMan preifara. Glerir PCR
bakkar med 96 brunnum voru notadir med atta brunna lokum eda plastfilmum, eftir pvi
hversu margir brunnar voru notadir i tiltekinni keyrslu. Heildarrammalid sem ad for i hvern
brunn voru 12 pl. PCR blandan fyrir OCA2-1 og -2 innihélt 1x TagMan®Universal PCR
Master Mix, 417 nM af OCA2 6rradavisum, 85 nM af OCA2 preifurum og um 30 ng af
DNA. PCR blandan fyrir MATP innihélt einnig TagMan®Universal PCR Master Mix, 417
nM af MATP &rradavisum, 83 nM af MATP preifara (fyrir C eda Cr) og um 30 ng af DNA.
PCR prégrammid fyrir baedi hvorfin innihélt skref med AmpliTag Gold DNA Polymerasa
virkni og DNA edlissviptingu i 10 min vid 95°C, pegar pvi skrefi var lokid tok vid 40
hringja mognunarskref par sem hver hringur var ein minata vid 62,5°C fyrir OCA2 en vid
60°C fyrir MATP. Til ad byrja med var OCA2 keyrt vid 60°C en par sem nidurstéour komu
ekki naegilega skyrt fram var hitastigid hekkad um 2,5°C. Einnig var préfad ad keyra
MATP vid 62,5°C, par sem nidurstodur voru ekki marktekar fyrir Cr vid pad hitastig var
bad lekkad aftur nidur i 60°C. Nidurstodur fyrir OCA2 voru lesnar Gt ar multicomponent
plot i 7500 Fast RT PCR tekinu & medan nidurstédur fyrir MATP voru lesnar ut ar
hragognum.




Tafla 3. Adferdir vid honnun & PCR fyrir
bloédsyni. Fyrri er fyrir breytileika 1 og 2 i
OCAZ2, seinni er fyrir MATP.

OCA2-1+2 | pul MATP-C+Cr | pl

Vatn 2,7 Vatn 0,7
Mastermix 6 Mastermix 6
Orradavisir 1 | 0,5 Orradavisirl | 1
Orradavisir2 | 0,5 Orradavisir2 | 1

Fam preifari | 1 Fam preifari 3
JOE preifari | 1 DNA 0,3
DNA 0,3 12

12

Vegna erfidleika vid keyrslu @ OCA2 var nyr preifari hannadur eins og fyrr sagai,
moguleiki var a pvi ad fyrri preifarinn hafi ekki verid nagilega sérteekur og ad hann hafi
bvi valdid krosstengslum. Einnig var profad ad nota adra gerd af MasterMix, JumpStart
Taq, sem hannad var af Sigma-Aldrich par sem beta purfti vid ROI bakgrunnslit og med
lagan MgCl styrk. Haldid var ad MgCl styrkurinn veeri of mikill i TagMan®Universal PCR
Master Mix, sem ekKki var raunin. betta var gert i samraeemi vid upplysingar sem fengust fra
starfsmonnum Sigma-Aldrich.

Styrkur DNA i nefstrokusynum var meldur i NanoDrop taeki og kom i ljos ad styrkur
erfoaefnisins var ekki jafn gédur og i bl6dsynunum, vegna pessa var akvedid ad auka DNA
rammalid i hverjum brunni PCR bakkans ar 0,3 pl upp i 1 pl vid PCR modgnun a
nefstrokusynunum (tafla 4).

Tafla 4. Adferdir vid honnun a PCR fyrir
nefstrokusyni. Fyrri er fyrir breytileika 1 og 2
i OCA2, seinni er fyrir MATP.

OCA2-1+2 | ul MATP-C+Cr | pl
Vatn 2 Vatn 0
Mastermix 6 Mastermix 6
Orradavisir 1 | 0,5 Orradavisirl | 1
Orradavisir 2 | 0,5 Orradavisir2 | 1
Fam preifari | 1 Fam preifari 3
JOE preifari | 1 DNA 1
DNA 1 12
12




e!Ensembl forritid var notad til pess ad skoda basa- og aminosyruradir OCA2 gensins i
hestum og til pess ad finna stadsetningu breytinganna fjogurra. Asamt pessu voru
aminosyruradirnar fyrir OCA2 skodadar hja manni og maus til samanburdar (Flicek, Amode
o.fl. 2012).

Sigridur Klara Bodvarsdottir var buin ad greina nokkur syni, yfirstrikud med gulum lit i
toflu 6, med skerdibltagreiningu. Byrjad var & pvi ad keyra pau syni til pess ad athuga
virkni adferdarinnar, ad pvi loknu voru hin synin greind. Erfitt reyndist ad fa Cr rétt upp og
pbvi var brugdid & pad rad ad framkvaema skerdibutagreiningu.

2.4. Skeroibutagreining

par sem nidurstodur fyrir Cr komu ekki rétt upp var skerdibutagreining framkvemd &
blodsynunum par sem MATP upplysingar vantadi. Adferd vid PCR honnun og klippingu
ma sja i toflu 5, dsamt basardd orradavisa. Fyrsta skrefid i PCR programminu var 5
minuatur vid 94°C, nast gengu 35 hringir med 30 sek vid 94°C, 30 sek vid 70°C og 45 sek
vid 72°C. Vio toku 10 minGtur vid 72°C og ad lokum var kealt nidur i 20°C. Klippingin tok
16 Klukkustundir vid 65°C. Skerdiensimid Tsp509I var notad vid klippinguna og fékkst fra
New England BioLabs, ensimid klippir évirku MATP samsatuna (C"). begar klippingu
var lokid var 10 pl af Dye blandad vid 10 ul af klipptu PCR afurdinni. Rafdréattargelid var
blandad med 7,5% akrylamid geli, 15 ul TEMED og 30 pl AMPS. Klipptu afurdinni d&samt
litnum, teplega 20 pl, var skammtad i brunna akrylamid gelsins. 1x TAE buffer var
notadur i rafdrattinn. pad var rafdregid i 25 minatur vid 180V. Ad pvi loknu var gelid 1atid
liggja i ethium bromidi (EtBr) i teepa minutu og pad svo lagt i Gel Logic myndavél fra
KODAK par sem mynd var tekin af gelinu til frekari greiningar a klippingunni.

Tafla 5. Adferd vid hdnnum & PCR og klippingu PCR afurda asamt basarto drradavisa.

MATP-C+Cr | pl Klipping | pl | | Orradavisar
Vatn [ Vatn 12,

4 8 F GAAGCTGACCTGGGCCATAAC
dNTP 0,5 10*duiR | 2 R CCGCGTGAGAGCATTCC
104di | 12| | Tspsoar | %7
F-Orradavisir 1 PCR afurd| 5

R-Orradavisir 1 20
Taq 0,0
polymerase 6
DNA 0,5
12

NebCutter forritid var nytt til pess ad dkvarda skerdiensimin sem nota ma vid klippingu
a4 OCA2 i hrossum til pess ad akvarda breytileikana fjéra i utrédum 5, 7 og 8 (Vincze,
Posfai o.fl. 2003).



3. Nidurstoour

Synatékuhdpurinn samanstod af 147 islenskum hrossum par sem beaedi métti blast vid
arfgerdum C*C* og C'C®. Eins og &dur sagdi voru bléd- og nefstrokusyni notud.
Nidurstodur fengust fyrir 6l blodsynin en einungis fyrir 7 nefstrokusynanna. |
blodsynahopnum voru einstaklingar sem hafa gefid af sér glébrun afkvemi og méa pvi
blast vid pvi ad peir beri Cr og/eda samsaturnar sem blast ma vid i glébranum hrossum i
fyrri eda seinni breytileikanum i Utréd 5 4 OCA2.

3.1. TagMan greining

3.1.1. OCA2

I prufukeyrslum vid 62,5°C og med nyjan preifara fyrir fyrri breytileikann i Gtr6d 5 i
OCA2 kom allt rétt upp pegar horft var a multicomponent plot, p.e. i samremi vid
nidurstodur Sigridar Kléru sem fengust vid skerdibutagreiningu (Bodvarsdoéttir 2010).
Badir breytileikarnir komu upp fyrir OCA2 nema fyrri breytileikinn kom ekki upp i syni
1816. Allar samsetningar 8 OCA2-1 og OCA2-2 komu fram eins og sja ma i toflu 6.

Glbbranu hrossin komu 6ll upp sem GA-AG eda AA-GG eins og buist var vid, sex
einstaklingar voru med arfgerdina GA-AG og fimm peirra med AA-GG. Allur gangur var
& branu litbrigdunum, p.e. dokkbranu, branu, millibrdnu og mobrunu, par sem allar sex
samsetningar samsatanna tveggja komu fram. Tvé mobran hross greindust med GA-AG
og AA-GG. Allur gangur var & samsetningum samsatanna i raudu, leirljésu, jorpu og
moldéttu hrossunum.

3.1.2. MATP

Erfitt var ad f4 Cr rétt upp med TagMan adferdinni. bad var haegt ad axtla arfgerd
nokkurra einstaklinga, badi Ut fra svipgerd og Ut fra peirri vitneskju ad einstaklingur hafi
eignast glébrant afkvemi og eru pessir einstaklingar med raudri yfirstrikun i t6flu 6.
Nokkur perira syna sem ekki var hagt ad aaztla voru Klippt med skerdiensimum og
rafdregin til pess ad fa réttar nidurstodur, mynd af rafdrattargelinu med klipptu PCR
afurdunum ma sja 4 mynd 8.

Leirljosu og moldéttu hrossin eru 6l med arfgerdina C*'C®". Tveir mébrunir

einstaklingar hafa einnig pessa arfgerd asamt pvi ad vera med GA-AG eda AA-GG eins og
fyrr segir, petta eru hestar nimer 169 og 457 og eru peir med raudum stofum i toflu 6.
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Tafla 6. N6fn, arfgerdir og litur einstaklinga. Radad eftir svipgerad.

KE nr. Nafn: Arfgerd Litur Ex5-1 | Ex5-2 | Fadir
39 Bara cc Glébran GA | AG
125 Gnyr c'c™ Glébrann GA | AG
602 Ovissa ctc™ Globran AA | GG
700 Mugga c'c™ Globran GA | AG
1340 Vaskur c'c™ Glébrann vindhaert GA | AG
1387 Spurning ctc Globran AA | GG
2294 Peyr ctc Glébrann GA | AG
9 Mori c'c™ Glébrann GA | AG
10 Mori ctc™ Glébrann AA | GG
37 Gletta cc Glébran AA | GG
50 Baldur Gloébrann AA GG
542 Kjarkur c'ct Dokkbrann AA | AG X
531 Adam c'c’ Dokkbrann AA GG X
478 Kappi c'ct Dokkbrann GA | AG X
677 Djarfur c'c’ DO6kkbrann GA | AG
883 Leiftur c'c’ Dokkbrann AA | GG X
Kolrassa c'c’ Dokkbrann GA AG
1180
1228 Néttar c'ct Dokkbrann AA | GG
1232 Audur crc™ Dokkbrann GA | AA X
1342 Abel c'c’ Dokkbrann GA | AG
1366 Markus c'ct Dokkbrann GA | AG X
1374 Draumur c'ct Dokkbrann GA | AG
1629 Kiljan c'c* Dokkbrann GA | AG X
169 Fani ctc™ Mébrinn GA | AG
457 Ldkas ctc™ Mébrann AA | GG
528 Gustur c'c* Mébrdnn GA | AG X
705 Saga c'c’ Mobrann AA GG
747 Sveppur ctc™ Moal6ttur AA | AA X
752 Osp ctc MGéblesott GG | AA
836 Brjann c'c’ Mobrinn AA | GG
1099 Harka c'c’ Maobrin GA AG
1107 Fl6 c'c* Méstjornétt AA | GG
1816 Vignir c'c* Mébrdnn AG X
1924 Dugur c'c’ Mobrinstjérnottur AA | AG X
1 Molla c'ct Moalott GG | AA
257 | Makki SE-73 | C'C” Millibrinn AA | AA
374 Hreimur c'c’ Brinn AA AG X
426 Orri cc Brinn GG | AA X
433 Vvenus c'ct Branskjottur AA | AA
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449 pristur c'c’ Branskjottur GA | AG
575 Skorri c'c* Brann GA | AG
598 Hrannar c'ct Brann GA | AG
623 Klettur c'ct Graskjottur/brann GA | AA
662 Audna c'ct Brin GA | AG
677 Djarfur c'c* Brann GA | AG
788 Marel c'c’ Brann GA | AG
842 Hofai c'c’ Brunn AA GG
861 Hamfaxi c'c* Brann GA | AG
867 Kolbakur c'c™ Brann GG | AA
948 Odinn c'C’ Brinn GG | AA
950 Oliver Branskjottur GG AA
966 Holkvir c'c* Brann GA | AA
972 Glanni c'ct Brinn GA | AG
980 Ivar Brinn GG | AA
1008 Sproti c'c’ Brinn GA AG
1010 Heimir c'c* Brann litforottur GA | AG
1011 Andri c'c” Millibrann GG | AA
1013 Mars c'c* Brann AA | GG
1017 Burkni c'c’ Brann GG AA
1018 | Vilmundur c'c’ Brann GG AA
1091 Hugar c'ct Brinn GA | AG
1212 Dynur Brann GG AA
1214 Aris Brdnn GG AA
1221 beyr c'ct Brinn GA | AG
1230 Stadall c'ct Brinn AA | GG
1233 Rokkvi Brdnn GG AA
1247 Tenor c'c’ Brann AA | AG
1251 Tjorvi c'c’ Brann AA GG
1293 Kramsi c'ct Brinn GA | AA
1302 Soldén c'c* Brann AA | AG
1306 Ongull c'c* Branstjérnottur GA | AG
BB | Aogustinus c'ct Brinn AA | GG

2 Hreggur c'ct Brann GA | AG

6 Reifur c'c’ Brann AA | AG

7 Tvitvi c'c’ Brin GG AA
516 Hlingur c'c’ Raudskjottur AA | AG

4 Skylda c'ct Raud GG AA

8 Akkur c'c’ Raudur GG AA
536 Oddur C*'C | Leirljos m.stjornu+glofextur | GG | AA
1062 Fani ctc™ Leirljés, hvitur GA | AG
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5 Isabella ctc™ Leirljos GA | AG
[ ) c'c™ Leirljos AA | GG
B Vaka crc™ Leirljos AA | AG
16 Fifill cc Leirljos GA | AG
1045 Kolfinnur c'c’ Jarpur GA | AG X
3 Eir c'ct Jorp GG | AA
817 Shaer c'c™ Gulmoldéttur GG | AA X
890 Falki cc Gulmoldéttur GG | AA X
23 Reynir cc Moldéttur AA | GG
24 Gundi crc Moldéttur GA | AG

3.2. Basa- og aminésyruradir OCA2 gensins

Basa- og amindsyruradir gensins voru notadar til pess ad stadsetja breyttu basana og
dkvarda hvort ad um aminosyrubreytingu veeri ad raeda. Breyttir basar og aminésyrur eru
yfirstrikadar med raudum & myndum 3, 4, 5 og 6.

421 TCACCGCTGGAAAGCTACTCTGTGAACCTCAGCAGCCATGTGGATTCCcGCTGCTCCAG
141 -S--P--L--E--S--Y--S--V--N--L--S--S--H--V--D--S—-|}--L--1--0-

Mynd 3. Basa- og amindsyrurdd sem inniheldur fyrri breytileika i utréo 5.

GAGCAC 541 JTCGTGGTGGAAGTGACTCAG
-E--H 181 -j--v--v--E--v--T--0-

Mynd 4. Basa- og amindsyrurdd sem inniheldur seinni breytileika i Utrod 5.

661 AAGACCTTTGAGGTACTAAGCAGAGACACGTTTCCATCAGCATTCGAGCCTCCCTCCAG
221 -K--T--F--E--V--L--S--R--D--T--V--S--I--§--I--R--A--S--L--Q-

Mynd 5. Basa- og amindsyrurdd sem inniheldur breytileika i Gtrod 7.

=

841 GTTCACAGAACACTGGCAGCCATGTTGGGTTCCCTCGCGGCGTTAGCAGTGCTGcTGTG
281 -V--H--R--T--L--A--A--M--L--G--S--L--A--A--L--A--V--L-=ff=-v-

Mynd 6. Basa- og amindsyrurtd sem inniheldur breytileika i Gtrod 8.
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http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Variation/Summary?db=core;g=ENSECAG00000009637;r=1:113346147-113559363;t=ENSECAT00000010293;v=rs68620135;vdb=variation;vf=178371
http://www.ensembl.org/Equus_caballus/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSECAG00000009637;r=1:113346147-113559363;t=ENSECAT00000010293;v=rs68620135;vdb=variation;vf=178371

Asamt aminésyruréd OCA2 i hestum, voru aminsyruradir gensins i monnum og mdsum
einnig fundnar til samanburdar. Raud yfirstrikun tknar breyttu amindsyrurnar i geninu &
medan gul yfirstrikun taknar samsvarandi radir i geninu a milli tegunda.

Hross:

SEFTVSFRSHSPFIQFFSSGSKDLCFTENTPLLRNSSQEKGSRCMPVYHPEFITAEESWEN
SSAEWEPRSLLSRESTGSSGSTSLEKGELLDGAFIRFRLSKLRRCVQWLKVAGLFAEFVVV
CSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHVDSILLQVDLAGALVAGSSSRPGREEH
IVVEVTQVDAPGSRWRRPQQVTHNWTIFLNPRRNERSVVSKTFEVLSRDTVSISIRASLQ
QTPAIPLLMAHQYLRASVEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRTLAAMLGSLAALAVLIV
IGDRPSLTHVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFEFDYCAVKAYQLSRGRVWAMI IML
CLIAAILSAFLDNVTTSLLETPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVIFTNIGGAATAIGDPPN
VIIVSNQELRKMGLDFAGFTAHMEVGICEVLLESFPLLRLLYWNKKLYNKEPSEIVELKH
ETHVWRLTAQRISPASREETAVRDLLLGKVLALERLLACRLRTFHRQISQEDKNWETNIQ
ELOKKHRISNRILLAKCLMVLGEFVIFMEFFLNSFVPGVHLDLGWIAILGAIWLLILADIHD
FEIILHRVEWATLLFFAALFVLMEALAHLHLIEYVGEQTALLIKMVPEDRRLAAATIILVI
WVSAIASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSQDPEVSLPAPPLMYALALGACLGGNGTLIGASA
NVVCAGIAEQHGYGFSEMEFFR

Madur:

MHLEGRDGRRYPGAPAVELLQTSVPSGLAELVAGKRRLPRGAGGADPSHSCPRGAAGQSS
WAPAGQEFASFLTKGRSHSSLPOMSSSRSKDSCFTENTPLLRNSLOEKGSRCIPVYHPEF
ITAEESWEDSSADWERRYLLSREVSGLSASASSEKGDLLDSPHIRLRLSKLRRCVQWLKV
MGLFAFVVLCSILFSLYPDQGKLWQLLALSPLENYSVNLSSHVDSILLQVDLAGALVASG
PSRPGREEHIVVELTQADALGSRWRRPQQVTHNWTVYLNPRRSEHSVMSRTFEVLTRETV
SISIRASLOQTQAVPLLMAHQYLRGSVETQVTIATAILAGVYALITIFEIVHRTLAAMLGS
LAALAALIVIGDRPSLTHVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVKAYRLSRG
RVWAMIIMLCLIAAVLSAFLDNVTTMLLFTPVTIRLCEVLNLDPROQVLIAEVIFTNIGGA
ATAIGDPPNVIIVSNQELRKMGLDFAGFTAHMFIGICLVLLVCEFPLLRLLYWNRKLYNKE
PSEIVELKHETHVWRLTAQRISPASREETAVRRLLLGKVLALEHLLARRLHTFHRQISQE
DKNWETNIQELOQKKHRISDGILLAKCLTVLGEVIFMFFLNSEVPGIHLDLGWIAILGAIW
LLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFVLMEALAHLHLIEYVGEQTALLIKMVPEEQR
LIAAIVLVVWVSALASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSHDPEVGLPAPPLMYALAFGACLGG
NGTLIGASANVVCAGIAEQHGYGFSEFMEFFRLGEFPMMVVSCTVGMCYLLVAHVVVGWN

Mds:

MRLENKDIRLASAVLEVELHQTSALSVPTCPDPGRLLTVKPATSNYKLGQADPCIPYAGE
AAGKSVCVPEHTEFGSFLVKGSSSLKDLSFKEDTPLLWNSSQKKRSQLMPVHHPEFIATE
GSWENGLTAWEQKCMLGKEVADLSALASSEKRDLAGSVHLRAQVSKLGCCVRWIKITGLE
VEFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLENYSVNLSGHADSMILOLDLAGALMAGGPSGS
GKEEHVVVVVTQTDAAGNRRRRPOQOLTYNWTVLLNPRSEHVVVSRTFEIVSREAVSISIOQ
ASLOQOTRLVPLLLAHQFLGASVEAQVASAVAILAGVYTLIIFEIVHRTLAAMLGALAALA
ALAVVGDRPSLTHVVEWIDFETLALLEFGMMILVAVESETGFFDYCAVKAYQLSRGRVWAM
IFMLCLMAAILSAFLDNVTTMLLETPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVIFTNIGGAATAIG
DPPNVIIVSNQELRKMGLDFAGFTAHMFLGICLVLLVSFPLLRLLYWNKKLYNKEPSEIV
ELKHETHVWRLTAQRISPASREETAVRGLLLEKVLALEHLLAQRLHTFHRQISQEDKNWE
TNIQELOQRKHRISDRSLLVKCLTVLGEVISMEFFLNSFVPGIHLDLGWIAILGAIWLLILA
DIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFVLMEALTHLHLVEYVGEQTALLTIKMVPEDQRFAAAT
VLIVWVSALASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSQDPEISLPALPLMYALALGACLGGNGTLI
GASTNVVCAGIAEKHGYGEFSFMEFFRLGFPVMLMSCTIGMCYLLIAHTIVVGWN

Mynd 7. Amindsyruradir OCA2 gensins i hrossi, manni og mus.

14



3.3. Skerdibutagreining

Skerdibutagreining var framkvaemd & nokkrum mikilveegum synum til pess ad akvarda
arfgerdina. Synin sem urdu fyrir valinu voru syni 374, 531, 623, 747, 1232, 1340, 1387,
1924 og 2294. Rafdréattargel med klipptu PCR afurdunum mé sjd & mynd 8 par sem
ladderinn er i fyrsta brunninum og svo synin niu i sému réd og pau eru talin upp hér a
undan. Skerdiensimid klippir 6virku MATP samsztuna (C*").

Mynd 8. Rafdrattargel med klipptu PCR afurdunum.

NebCutter programmid var notad til ad leita ad skerdiensimum sem henta best fyrir
breytileikana fjora (Vincze, Posfai o.fl. 2003). Pau ensim sem klippa einungis adra rodina,
b.e. pegar breytileikinn er ekki til stadar eda pegar hann er til stadar, voru valin. Asamt
bessu er best ad finna skerdiensim sem Klippir adeins einu sinni. Myndir af skerdiensimum
sem Klippa radirnar i kringum breytileikana fjora ma sja & myndum 9-12.

Vid val skerdiensima i skerdibutagreiningu er best ad velja ensim sem ad klippir adeins
einu sinni nalaegt breytileikanum og er ekki had metyleringu. Skerdiensimin sem notud
voru vid skerdibutagreiningu & OCA2 voru valin ut fra virkni (p.e. ekki metylnaem),
ensimstyrk og verdi. begar myndir 9-12 eru skodadar mé sja hvada skerdiensim klippa
rodina bara einu sinni og hvada skerdiensim er hagt ad nota annad hvort pegar
breytileikinn er til stadar eda pegar hann er ekki til stadar. Skerdiensimin sem nota m4 &
fyrri breytileikann i utréd 5 eru Acil, BstUl, HinP1l og Hhal sem o&ll klippa pegar
breytileikinn er ekki til stadar, p.e. pegar G basinn er ekki breyttur i A basa. A mynd 9 C
ma sja hvernig hvert peirra klippir rédina. HinP1l og Hhal klippa rédina & sama stad.
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#AC1L

*Bstll
Sgel
MzpdI
#HinP1I
Tzel
CwiAll *Hhal
Fail HinfI *Apekl
Bl TFil #FrudHI
5...CATGTGGATTCCRCGCTGCTCC ... 37
b1 I 1o I Fzo
3... GTACACCTARAGGCGCGACGAGG ... 5°
Bhwl TRiI EApek]
CwifAll Teel
Fail *FhudHI
MzpdI
Sgel
EHinPLl
¥Hhal
*Bstll
¥Acil
HinfI

Mynd 9 A. Skerdiensim sem klippa rédina an fyrri
breytileikans i utrod 5

Acil BstUI
5" cC G C 3 5 C G'C G 3
3" GG CG 5' 3! G C,GC 5

MzplI
Sgel
CwiAll Tsel
Fail Hinfl Ehpek]
Bl I TFiI ¥FriudHI
5 ... CATGTGEATTCCACGCTGCTCC ... 37
F1 I Fio I Fzo
3... GTACACCTAAGGTGCGACGAGG ... 5
Bhwl [TFLI *fpek]
Cyifll Hinfl Tzel
Fail #FrudHI
Sgel
Mgl I

Mynd 9 B. Skerdiensim sem klippa rédina med
fyrri breytileikanum i Gtrd 5

HinP11 Hhal
cTcec 3" s...cecec ... 3
ce E‘}} 5 3 CGCG . 5!

Mynd 9 C. Skerdiensim sem nota ma til ad finna fyrri breytileikann i (tr6d 5 og hvernig
pau klippa rédina.

Skerdiensimin sem hagt er ad nota vid greiningu a seinni breytingunni i Utréd 5 eru
HpyCH41V, BmgBI og Hpy991 sem 6l klippa einungis einu sinni pegar breytileikinn er til
stadar, p.e. pegar A basinn er breyttur i G basa. A mynd 10 C ma sja hvernig hvert peirra

Klippir rodina.
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BziHKAI

FHpUCHSIY
Bspl2as]
*EBmgBI
BsiHKAI ¥5et]
Bsplzas] *0ralll
*0ralll *Hpy99l
... GAGCACATCGTGGT ... 3" ... GAGCACGTCRTGGT ... 3"
P10 ko P11 F10
3...CTCGTGTAGCACCA ... 5 3 ... CTCGTLGCAGCACCA ... 5
*Dralll *HpuCHd Ty
Bspl2a6] *EmghI
Bz iHKAI *0ralll
*Hpyao 1
. . e *5et]
Mynd 10 A. Skerdiensim sem klippa rédina &n Bspl2861
seinni breytileikans i Gtrod 5. BsiHKAL

Mynd 10 B. Skerdiensim sem klippa rédina
med fyrri breytileikanum i Utrdd 5.

HpyCH4IV BmgBI Hpy991
5'... A7CGT ... 3" 5.  CACGTC ...3" 5... CGWCG?T 3"
3'... TGCA ... 5 3., GTGCAG ... 5 3'...,GCWGC 5°

Mynd 10 C. Skerdiensim sem nota ma til ad finna seinni breytileikann i (tr6d 5 og hvernig
pau klippa rédina.

Skerdiensimin sem nota ma vid greiningu a basabreytingunni i Gtr6d 7 eru TspRil,
BtsIMutl og HpyCHA4I11 sem 61l klippa einu sinni pegar breytileikinn er ekki til stadar, p.e.
begar T basinn er ekki breyttur i C basa. A mynd 11 C ma sja hvernig hvert pessara
skerdiensima klippir rodina.

Et=IMutI Et=IMutI
HipwCHA T HppwCHA I T
T=pRI T=pRI
5 ... AGACACTGTTTICC ... 3" 5 ... AGACACTGTTTICC ... 3
P11 k10 FL k10
3 ... TCTGTGACAAAGG ... 5 ... TCTGTGACARAGG ... 5
TepRI HpyCH4III TapRI HpyCH4III
Et=IMutI Et=IMutI

Mynd 11 A. Skerdiensim sem klippa rédina an Mynd 11 B. Skerdiensim sem klippa rédina
breytileikans i utroo 7. med breytileikanum i Gtrdd 7.
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TspRI BtsIMutl HpyCH4III

5'... CASTGM ... 3 5... CAGTGM:"...3" 5 aAcHGT ...3"
3'... ,(M26TSAC ... 5" 3. GTCAC, ++ 3" 3. TGNCA ... 5"

Mynd 11 C. Skerdiensim sem nota ma til ad finna breytileikann i Utréd 7 og hvernig pau
klippa rddina.

Skerdiensimin sem haegt er ad nota vid greiningu & breytileikunum i utrod 8 eru Cac8l,
CviKI-1 og Mwol sem ad klippa 6ll einu sinni pegar breytileikinn er ekki til stadar, p.e.
begar G basinn er ekki breyttur i T basa. Cac81 og Mwol eru ekki neem fyrir metyleringu
en CpG metylering getur hindrad virkni peirra, pvi veeri liklega best ad nota CviKI-1. A
mynd 12 C m4 sja hvernig hvert pessara skerdiensima Klippir rodina.

Mwa I
Btsl

Cacal F=spEI Et=IMutl
FspEl | -BtelMutl Mspll  Btsl
Mspd 1 CvikI-1
Ll i 1l 5... AGCAGTGCTGTCTGTGATTGG ... 3
5... AGCAGTGCTGECTETGATTGE ... 3" P10 Fio | Fzo
FL Fio ' Fao 3... TCGTCACGACAGACACTAACE ... §
3... TCGTCACGACCGACACTAACE ... 5
. MzpJl
Cacgfl“l‘i BtzIMULI
BtsI
MapdI
Btel FapEl
BtsIfutl
FzpEl . , . vox s
Mol Mynd 12 B. Skerdiensim sem klippa rédina med

Mynd 12 A. Skerdiensim sem klippa rédina an breytiletkanum i Gtr6d 8.

breytileikans i Gtrdd 8.

CacS8I CviKI-1 Mwol
'.,.,. CCNHMCGCC ... 3 §',.. BRCGTCY ... 3" B ...GCHHNHNHN HHNGC ... 3°
3'"... CG NAN cG ... &" 3'... ¥ C‘G E ... B" 3"...CGHN NAN HNHNHNNCG ... A"

Mynd 12 C. Skerdiensim sem nota ma til ad finna breytileikann i Gtréd 8 og hvernig pau
klippa rddina.
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4. Umradur

Synahopurinn minnkadi toluvert par sem nefstrokusynin voru ekki i godum styrk eda
260/280 hlutfalli. Nidurstodur fengust fyrir 89 einstaklinga. Af pessum 89 var lang steersti
hopurinn bran hross, eda rimlega 70% af pydinu. Buist var vid pvi ad branu hrossin hefdu
ekki C*'C®" og GA-AG/AA-GG saman par sem gert var rad fyrir pvi ad petta veeri arfgerdin
& bak vid globrana litinn. bratt fyrir petta kom i ljos ad tveir mdbranir hestar voru med
bessar arfgerdir. bessi syni verdur ad skoda betur par sem vel geeti verid ad peir hafi verid
vitlaust litgreindir. Stadfestingu & litgreiningunni pyrfti ad koma fra Gudna borvaldssyni
sem er serfraedingur i litgreiningu islenska hestsins.

Heegt var ad atla arfgerd nokkurra hrossa ut fra lit einstaklinga og peirri vitneskju ad
beir hafa eignast glébrant afkvaemi. Brinu hrossin eru sum hver med C*C®" & medan flest
eru med C'C, ein 6virk MATP samseta hefur ekki alltaf ahrif & brina litinn. Ekkert
hrossana var med C'C®" enda veldur pad nastum hvitum lit og enginn einstaklingur bar pa
svipgerd i pydinu okkar (Mariat, Taourit 0.fl. 2003; Rieder 2009). Breytileikarnir i Gtrdd 5
a4 OCAZ2 virdast ekki heldur hafa ahrif a hversu dokkur brani liturinn er hja hrossunum med
baedi MATP eintokin virk. Samkveemt nidurstodum eru allir raudu hestarnir og 61l jorpu
hrossin med arfgerdina C*C*, hins vegar eru 6ll leirljosu og moldéttu hrossin med C*C®,
sem er i samreemi vid pad sem buist var vid (Mariat, Taourit 0.fl. 2003; Rieder 2009). bad
er pvi MATP sem hefur ahrif & lysinguna eins og adur hefur komid fram a medan
breytileikarnir tveir i Gtréd 5 & OCA2 virdast engin ahrif hafa nema pegar kemur ad
glébrana hrossalitnum, og pa pegar grunnliturinn er brinn med eina dvirka MATP
samsatu.

Framkvemdar voru athuganir & pvi hvort ad stofninn fylgir Hardy Weinberg 16gmali.
Tidni samseetanna breytist ekki & milli kynsl6da ef ad 16gmalid heldur og parf &xlun ad
fara fram algerlega tilviljanakennt. Hardy Weinberg ma tfeera fyrir fleiri en tveer samsaetur
og voru reikningarnir pvi framkvemdir fyrir hvora samsatu fyrir sig og svo fyrir peer
saman. Synahopurinn var ekki algerlega tilviljanakenndur par sem adallega var valid fyrir
glébranum og brdnum einstaklingum. Hugbulnadarforritid R var notad vid reikninga par
sem X?=1.3764, p-gildi=0.2787 fékkst fyrir fyrri samsatuna og X?=0.024, p-gildi=1 fyrir
pba seinni. Par sem p-gildi eru haerri en 0,05 pydir pad ad samseturnar vikja ekki frd Hardy
Weinberg I6gmalinu, p.e. gdgnin benda til pess ad paer séu i jafnveegi i pessu syni. OEGE,
Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology studies, var einnig notad til pess ad athuga
fylgni vid Hardy Weinberg og kom i 1jés ad samseeturnar vikja ekki fra Hardy Weinberg
likt og synt var fram & med R-inu.

Vid athuganir a basa- og amindsyrum OCA2 gensins i hestum var haegt ad stadsetja
basa- og aminésyrubreytingarnar, pegar pad atti vid. Fyrri basabreytingin i Utréd 5 er G
basi i A basa, eda G469A par sem alanine verdur ad threonine, eda A157T. Seinni
basabreytingin i Utr6d 5 er Ur A basa i G basa, eda A541G, par sem isoleucine verdur ad
valine, eda 1181V. Basabreytingin i Gtrdd 7 er ur T basa i C basa i wobble stédu, eda
T690C, og veldur hun ekki aminosyruskiptum. Fjorda breytingin sem var skodud var i
utrdéd 8 par sem G basi verdur ad T basa, eda G895T, sem veldur amindsyrubreytingu Gr
alanine i serine, eda A299S.

Samanburdur & amindsyrur6d OCA2 gensins i hrossi, manni og mus syndi ad engin
samsvorun er & milli hross og muasar par sem breytileikarnir fundust. Samsvoérun finnst po
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hja hesti og manni. Breyttu amindsyrurnar i Utrdd 5 og i Gtr6d 8 eru med samsvarandi radir
hja hrossi og manni i kringum amindsyruna (mynd 7). Fyrsta breytingin i Utr6d 5 hja hrossi
er ur alanine i threonine, threonine er st aminosyra sem ad finnst i samsvarandi r6d hja
manni pannig ad amindsyran virdist ekki vera vel vardveitt a milli tegundanna en rodin i
kring virdist pé vera pad. Annar breytileikinn i Utr6d 5 hja hrossi er ur isoleucine i valine, i
manni finnst einnig aminoésyran isoleucine i samsvarandi r6d og pvi virdist aminosyran
ekki vera vel vardveitt & milli tegundanna en rddin i kring virdist po vera pad likt og med
fyrir breytileikann. Mesta vardveislan & milli tegundanna tveggja, hross og manns, virdist
vera a rédinni sem kemur a eftir amindsyrubreytingunni i Gtr6d 8 par sem 48 amindsyrur
eru samsvarandi a milli peirra. Breytta amindsyran i hrossi, serine, finnst p6 ekki i manni
0g pvi virdist vardveisla aminésyrunnar ekki vera mikil pratt fyrir mikla vardveislu a
rodinni sem & eftir kemur. Aminoésyruskiptin eiga sér stad i utrédum 5 og 8 hja hrossi eins
og fyrr segir, i manni finnast aminosyrurnar i Gtrédum 6 og 9. Fyrri breytileikarnir tveir og
samsvarandi radir i hrossi finnast i Utr6d 6 hja manni. Seinni breytileikinn er i Utr6d 9 hja
manni og teygir samsvarandi rodin sig yfir i utréd 12, i hrossi liggur samsvarandi rédin fra
utrod 8 til dtradar 11.

Ef ad gert er rad fyrir pvi ad mébranu hrossin hafi verid rangt litgreind og ad pau séu i
raun og veru glébrin mé draga pé alyktun ad annar eda badir breytileikarnir & OCA2 hafi
ahrif vid glébrunu litadkvordunina i islenska hestinum. pegar syni nimer 1232 er skodad,
Audur sem er dokkbran ad lit, kemur { 1jos ad han hefur arfgerdina C*'C*" og er med GA-
AA, Ut fra pessum nidurstddum ma azetla ad seinni breytileikinn, A541G, hafi afgerandi
ahrif & globradna litinn. pad pyrfti pé ad skoda steerri synahop til pess ad stadfesta pessar
nidurstddur par sem eingéngu eitt hross hefur pessa arfgerd i rannséknarhépnum sem
fengist var vid hér.
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2012, af http://tools.neb.com/NEBcutter2/.

Mynd 12 C. Skerdiensim sem nota ma til ad finna breytileikann i Gtréd 8 og hvernig pau
klippa rodina. Sétt 25. april, 2012, af http://tools.neb.com/NEBcutter2/.
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