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STRESZCZENIE

Tempo metabolizmu podstawowego (BMR) jest cecha ilo§ciowa, warunkowana przez
wiele genéw. BMR to cecha zmienna zaréwno na poziomie mig¢dzygatunkowym, jak i
wewnatrzgatunkowym. W 1999 roku Hulbert i Else, opierajac si¢ na licznych badaniach
poréwnawczych zmiennocieplnych i statocieplnych gatunkow zwierzat o réznej masie ciata,
zaproponowali mechanizm ttumaczacy w prosty sposob obserwowana zmienno$¢ BMR na
poziomie migdzygatunkowym. Tak powstata teoria metronomu btonowego (ang. membrane
pacemaker theory of metabolism, Hulbert i Else 1999), zgodnie z ktdra tempo metabolizmu
podstawowego (BMR) zalezy od sktadu lipidowego bton komoérkowych. Zaktada ona, ze
zasadnicza rol¢ w ksztattowaniu BMR odgrywa tzw. ,,indeks saturacji” (IS, ang. saturation
index) membran biologicznych, wyrazany jako proporcja jednonienasyconych (MUFA) do
wielonienasyconych (PUFA) kwasow tluszczowych. Blony komoérkowe gatunkéw o
relatywnie wyzszym BMR posiadaja wigcej kwasow PUFA, przy rownocze$nie niskim
poziomie MUFA. Fizyczne wtasciwosci kwasow PUFA zwigkszaja plastycznos¢ membran
biologicznych oraz wptywaja na aktywno$¢ zwiazanych z nimi biatek, co prowadzi do
wzrostu BMR. Z drugiej strony, wysoka zawartos¢ kwasow PUFA zwigksza podatnos¢ bton
komorkowych na uszkodzenia wywotane dziataniem wolnych rodnikéw, co przyczynia si¢ do
przyspieszenie procesOw starzenia si¢ organizmow o wysokim BMR (Hulbert, 2005). Jak do
tej pory, zalezno$ci tych nie udalo si¢ stwierdzi¢ na poziomie wewnatrzgatunkowym. Mimo
1Z teoria metronomu blonowego potwierdza si¢ na poziomie poréwnan migdzy rdéznymi
gatunkami, czy gromadami kregowcow, to w obrebie gatunkow zwierzat statocieplnych jej
przewidywania moga by¢ niespelnione ze wzgledu na mniejszy zakres obserwowanej
zmienno$ci, jak 1 negatywne skutki zwigkszania wartosci indeksu peroksydacji bton
biologicznych.

Glownym celem niniejszych badan bylo ustalenie, czy obserwowane na poziomie
wewnatrzgatunkowym roznice w profilu lipidowym bton komoérkowych 1 tempie
metabolizmu podstawowego (BMR) sa spowodowane wptywem polimorfizmu w genach,
kodujacych enzymy szlaku przemian kwasow tluszczowych oraz sprawdzenie, czy rdznice te
zmniejszaja podatno§¢ membran na peroksydacje, przy jednoczesnym zachowaniu duzej
ptynnosci bton komoérkowych, niezbednej do utrzymania wysokiego tempa metabolizmu
podstawowego (BMR).



W ramach realizacji projektu badawczego wykorzystalam 120 samcéw myszy
laboratoryjnych (Mus musculus), pochodzacych z eksperymentu selekcyjnego na niskie (L-
BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu podstawowego (BMR) prowadzonego w
Zaktadzie Ekologii Zwierzat Instytutu Biologii Uniwersytetu w Bialymstoku przez 32
pokolenia (F32). Do analiz wybralam losowo 61 samcéw z linii L-BMR 1 59 samcow z linii
H-BMR. W celu kontroli sit dzialania dryfu genetycznego uzytlam 36 myszy z trzech
niezaleznych linii, nie selekcjonowanych na zadna cechg (US1, US2, US3) przez 16 pokolen
(F16), a takze 78 myszy pochodzacych z tego samego eksperymentu selekcyjnego, ale
nalezacych do pokolenia F22.

Wszystkie, biorace udzial w eksperymencie zwierzgta zostaty poddane pomiarom tempa
metabolizmu podstawowego (BMR). Kolejnym etapem badan bylo zsekwencjonowanie i
identyfikacja miejsc polimorficznych w genach, kodujacych enzymy szlaku przemian
kwasow tluszczowych, tj. w sekwencjach genow trzech desaturaz: Scdl: A9-desaturaza,
Fadsl: AS-desaturaza, Fads2: A6-desaturaza oraz elongaz: Elovll, Elovl2, Elovl3, Elovl5,
Elovl6, a takze genu biatka regulatorowego SREBP-1c. Nastgpnie sprawdzitam, czy
obserwowane roznice w BMR pomigdzy liniami L-BMR i H-BMR nie wynikaja z
odmiennego stopnia ekspresji analizowanych genéw. W celu wyznaczenia poziomu dryfu
genetycznego, ktory moze pojawic si¢ w sztucznie prowadzonych selekcjach 1 spowodowac
przypadkowe zmiany czgstosci alleli, oszacowatam wskaznik zréznicowania genetycznego
(Fst) pomigdzy wszystkimi analizowanymi liniami myszy (L-BMR i H-BMR w F22 i w F32
oraz US: US1, US2 i US3) w 10 loci mikrosatelitarnego DNA, ktore stanowity neutralne tto
genetyczne. Dokonalam roéwniez jakosciowego 1 ilosciowego oznaczenia kwasow
tluszczowych w mysich hepatocytach we frakcji lipidow catkowitych (TL) oraz fosfolipidow
(PL). Pozwolito to na wyznaczenie indekséw aktywnosci enzymow kodowanych przez geny,
w ktorych wykrylam polimorfizmy, jak rowniez na sprawdzenie, czy myszy z réznych linii
selekcyjnych posiadaja odmienny sktad lipidowy bton komorkowych, skutkujacy innym
stopniem ich nasycenia (indeksem saturacji, 1S) oraz nienasycenia (indeksem nienasycenia,
IU), a co za tym idzie, zréznicowana podatnoscia na peroksydacje (indeks peroksydacji, IP).
Wykonatam takze pomiary aktywno$ci pompy sodowo-potasowej (Na'/K*-ATPazy) oparte 0
techniki fluorymetryczne.

Myszy, pochodzace z linii selekcyjnych w pokoleniu F32 roznily si¢ od siebie istotnie
statystycznie (jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05) pod wzgledem tempa metabolizmu
podstawowego (BMR). Samce z linii L-BMR posiadaly istotnie nizsze wartosSci

skorygowanego o masg ciala BMR roéwniez w stosunku do myszy z kazdej z trzech linii



kontrolnych (US; jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05). Nie wykazatam natomiast istotnych
statystycznie rdznic pomi¢dzy myszami z linii US oraz, co zaskakujace, pomigdzy liniami US
a samcami z linii H-BMR.

Uzyskane przeze mnie, kompletne sekwencje odcinkow egzonowych badanych genow
nie wykazaty zmienno$ci w genie Fadsl, w genach wszystkich elongaz oraz w genie Srebfl.
Miejsca zmienne wykrylam natomiast w genach pozostatych dwoch desaturaz: Scdl oraz
Fads2, kodujacych odpowiednio: A9-desaturazg¢ (SCD-1c¢) oraz A6-desaturaze (D6D). W
przypadku genu Fads2 zidentyfikowalam dwa miejsca zmienne, z czego pierwsze bylo
niesynonimiczne (V/I) 1 catkowicie sprzgzone z drugim, synonimicznym (F/F) SNP.
Pozwolito to mi na wskazanie dwoch alleli w genie Fads2, odpowiadajacych dwoém
wariantom biatka D6D: allelu G (wariant z waling) oraz allelu A (wariant z izoleucyna). W
przypadku genu Scdl réowniez wykrytam dwa miejsca polimorficzne, z czego oba byty
synonimiczne 1 catkowicie ze soba sprz¢zone. Na podstawie frekwencji alleli 1 genotypow w
genach Fads2 i Scdl pomigdzy myszami z linii L-BMR i H-BMR w F32 oraz pomigdzy
trzema nieselekcjonowanymi liniami myszy wyznaczytam wspotczynnik zréznicowania
genetycznego Fst (Fads2: F32 Fst = 0,140, P < 0,05; $r.US Fst = 0,045, P > 0,05; Scdl: F32
Fst = 0,426, P < 0,05; $r.US Fst = 0,458, P < 0,05). Takie wartosci wspotczynnika Fst
wskazuja na umiarkowane i istotne zréoznicowanie genetyczne w genie Fads2 migdzy liniami
selekcyjnymi ~ przy  jednoczesnym  braku  zréznicowania  pomigdzy  liniami
nieselekcjonowanymi oraz na bardzo wysokie i istotne zroznicowanie w genie Scdl migdzy
L-BMR a H-BMR, a takze pomigdzy liniami nieselekcyjnymi, co z kolei sugeruje, iz
obserwowana zmienno$¢ w genie Scd1 moze by¢ spowodowana przede wszystkim dziataniem
dryfu genetycznego, a nie wplywem selekcji.

Nie wykazatam roznic w ekspresji wszystkich badanych genow (Scdl, Fadsl, Fads2,
Elovll, Elovi2, ElovI3, Elovl5, Elovl6 oraz Srebfl) pomigdzy myszami z linii selekcyjnych
(L-BMR i H-BMR), a takze w poréwnaniach tych linii z trzema liniami nieselekcyjnymi,
podobnie jak w poréwnaniach osobnikow posiadajacych rozne warianty alleli w genach Scdl
oraz Fads2.

Myszy z linii selekcyjnych, posiadajace rézne genotypy w genie Fads2, roznity sig
migdzy soba pod wzgledem tempa metabolizmu podstawowego (BMR). Homozygoty GG
posiadaty istotnie statystycznie wyzsze BMR w stosunku do homozygot AA
(jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05), jak i heterozygot AG (jednoczynnikowa ANOVA, P
< 0,01). Nie wykazalam natomiast istotnych statystycznie réznic w BMR pomigdzy

zwierzgtami posiadajacymi allel A (0 genotypie AA lub AG; P = 0,70). Podobnie, myszy



posiadajace rozne allele w genie Scdl charakteryzowaly si¢ odmiennym tempem
metabolizmu podstawowego (BMR). Homozygoty TT posiadaly istotnie statystycznie nizsze
BMR w poréwnaniu do homozygot AA i heterozygot AT (jednoczynnikowa ANOVA, P <
0,001).

Warto$§¢ wspoélczynnika Fst pomiedzy liniami selekcyjnymi L-BMR i H-BMR w
pokoleniu F22 wskazuje na umiarkowane 1 istotne statystycznie zro6znicowanie genetyczne
(Fst = 0,086, P < 0,001) w 10 loci mikrosatelitarnego DNA, podczas gdy 10 generacji p6zniej
(F32) warto$¢ wspotczynnika Fst wzrosta do 0,224 (P < 0,001). Srednia warto$¢ Fst
oszacowana dla myszy z linii nieselekcjonowanych wyniosta 0,153 (P < 0,001). Analiza
wartosci Fst w genie Fads2 oraz w 10 loci mikrosatelitarnego DNA pomigdzy liniami L-
BMR i H-BMR przy uzyciu programu LOSITAN pokazata, ze zroznicowanie genetyczne
pomigdzy liniami jest istotnie wigksze w locus Fads2 niz w przypadku kazdego z 10 loci
mikrosatelitarnych DNA, co sugeruje, ze locus to moze by¢ pod wptywem dziatania selekcji.
Analogiczna analiza przeprowadzona dla genu Scdl takze wskazata, ze gen ten moze by¢
kandydatem na selekcjg. RoOwnocze$nie jednak test na loci poddane dziataniu selekcji w
liniach nieselekcyjnych (US) ponownie wskazat gen Scdl, jako locus, na ktore dziata dobor,
co moze sugerowac, ze pozytywny wynik testu przeprowadzonego w liniach selekcyjnych
moze by¢ w tym przypadku bigdny.

Myszy z linii L-BMR posiadaty istotnie wyzsza warto$¢ indeksu aktywnosci D6D (IxA
D6D) w stosunku do myszy z linii H-BMR (P < 0,05). Istotnie wyzszymi warto$ciami IxA
D6D charakteryzowaly si¢ rowniez heterozygoty AG w stosunku do homozygot GG w genie
Fads2. Myszy z linii L-BMR posiadaty rowniez istotnie wyzsza warto$¢ indeksu aktywnosci
A9-desaturazy (IXA SCD-1c) w poréwnaniu do myszy z linii H-BMR, podobnie jak
homozygoty TT w poréwnaniu do homozygot AA oraz heterozygot AT (P < 0,05). Natomiast
pomiary aktywno$ci pompy sodowo-potasowej (Na'/K'-ATPazy) nie wykazaty istotnych
statystycznie roéznic zar6wno migdzy liniami L-BMR i H-BMR, jak i pomigdzy myszami,
posiadajacymi rdzne genotypy w genach Scdl, jak i Fads2.

Myszy z linii L-BMR posiadaty istotnie nizsza warto$¢ IS w stosunku do myszy z linii H-
BMR (P < 0,001), a jednoczes$nie nie roznity si¢ wartosciami indeksow nienasycenia (IU)
oraz peroksydacji (IP). Natomiast w poréwnaniach pomigdzy myszami, posiadajacymi rézne
genotypy w genie Fads2 nie udato mi si¢ wskazac istotnych statystycznie r6zni¢ zar6wno w
IS, TU jak 1 w IP. Jedyne réznice wykazatam w wartosci IS pomiedzy heterozygotami AT a

homozygotami TT w genie Scdl (P < 0,05).



Analiza regresji wykazata istotng statystycznie korelacje pomiedzy tempem metabolizmu
podstawowego (BMR) w liniach myszy selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-
BMR) tempo metabolizmu podstawowego przez 32 pokolenia (F32) a indeksami aktywnosci
A9-desaturazy oraz A6-desaturazy. Tempo metabolizmu podstawowego (BMR) dodatnio
korelowato rowniez z indeksem saturacji (IS). Natomiast brak byto takich zalezno$ci
pomiedzy BMR a indeksem nienasycenia (IU) i1 peroksydacji (IP) bton komérkowych.

Zidentyfikowane przeze mnie polimorfizmy w genach Scdl oraz Fsad2 wydaja si¢ miec¢
wplyw na tempo metabolizmu podstawowego u myszy selekcjonowanych na niskie (L-BMR)
i wysokie (H-BMR) wartosci tej cechy. Mimo ze zréznicowanie genetyczne w genie Scdl jest
najprawdopodobniej wynikiem dziatania dryfu genetycznego, a nie skutkiem prowadzonej
selekcji, to polimorfizm ten poprzez najprawdopodobniej zmiang kinetyki procesu translacji,
wynikajacej z odmiennych czgsto$ci wystgpujacych w komorkach czasteczek tRNA (Komar,
2007), wydaje si¢ wptywac¢ na aktywnos$¢ kodowanego enzymu, ktora jest wyzsza w liniach
myszy L-BMR. Natomiast test na loci poddane dziataniu selekcji wskazat, ze dywergencja
genetyczna migdzy selekcyjnymi liniami myszy w genie Fads2 jest na tyle duza, ze nie
mozna jej thumaczy¢ jedynie dzialaniem dryfu genetycznego. Polimorfizm ten jest o tyle
istotny, ze prowadzi do powstawania odmiennych wariantow biatka, ktore z kolei wykazuja
zréznicowanie w warto$ciach indeksu aktywnosci (IxA D6D) pomigdzy selekcyjnymi liniami
myszy oraz zwierz¢tami posiadajacymi rézne genotypy w genie Fads2. Nastgpstwem
opisanych powyzej réznic w aktywno$ciach obu enzyméw jest re-aranzacja skiadu bton
komorkowych mysich hepatocytow, ktora w konsekwencji moze wplywa¢ na tempo
metabolizmu podstawowego (BMR). Prowadzi ona do zrdznicowania w stopniu nasycenia
membran biologicznych, rozumianej jako warto$¢ indeksu saturacji (IS), ale odwrotnie niz
zaklada to teoria metronomu btonowego. Co wigcej, stopien plynnosci i przepuszczalnosci
bton (IU) si¢ nie zmienia, lecz pozostaje na wysokim poziomie, charakterystycznym dla
gatunku, co znajduje swoje odzwierciedlenie w braku zréznicowania w aktywno$ci pompy
sodowo-potasowej (Na'/K-ATPazy). Z kolei, porownywalne wartoéci indeksu peroksydacji
(IP) blon biologicznych u myszy z obu linii wskazuja, Ze membrany zwierzat z linii
wysokometabolicznej (H-BMR) sa w rownym stopniu chronione przed wzmozonymi
procesami peroksydacji wywotanymi reaktywnym dziataniem wolnych rodnikéw co myszy z
linii L-BMR, niz w sytuacji, gdy bylyby bardziej ptynne.

Podsumowujac, przeprowadzony w niniejszych badaniach test teorii metronomu
btonowego (Hulbert i Else 1999) z wykorzystaniem technik biologii molekularnej nie zdotat

jej potwierdzi¢ na poziomie wewnatrzgatunkowym. Wyniki eksperymentu wskazuja, iz w



poréwnaniach zwierzat nalezacych do jednego gatunku obserwowane zroznicowanie tempa
metabolizmu podstawowego (BMR) moga wynika¢ z kompensowania przeciwstawnych
mechanizméw. Kompensacja, poprzez utrzymywanie bton o wigkszym stopniu saturacji, a
jednoczesnie tej samej ptynnosci, chroni przed swoista putapka ewolucyjna w postaci
podatnosci blon komdrkowych na peroksydacje. Niniejsze badania podkreslaja takze rolg
desaturacji w szlaku metabolicznych przemian kwasow ttuszczowych i jej wptyw na tempo
metabolizmu podstawowego (BMR) oraz sugeruja, ze Szlak ten moze pozostawac¢ pod

kontrola genow.



SUMMARY

Basal metabolic rate (BMR) is a quantitative trait with variation potentially affected by
many genes. This trait is variable at the interspecific as well as at the intraspecific level. In
1999 Hulbert and Else, based on numerous experimental and comparative studies on
ectothermic and endothermic species that differ in body mass, proposed the mechanism
explaining in a simply way the observed variability in BMR at the interspecific level. They
have formulated the “membrane pacemaker theory of metabolism” (Hulbert and Else 1999),
according to which basal metabolic rate is dependent on the lipids content in biological
bilayers. This theory assume that the main role in BMR formation plays saturation index (SI)
expressed as a monounsaturated (MUFA) to polyunsaturated (PUFA) fatty acids ratio. Cell
membranes of the species with relatively higher BMR possess more PUFAs and less MUFAS
at the same time. The biophysical properties of PUFAs increase membrane fluidity and affect
activity of the membrane-associated enzymes, which lead to increase of BMR. On the other
hand, high content(s) of the PUFAs increases the susceptibility of the cell membranes to
damages cause by activity of the free radicals, which may accelerate the aging of organisms
with high BMR (Hulbert, 2005). While the link between BMR and membrane lipid
composition is clear on an interspecific level, the underlying mechanism linking them on an
intraspecific level is not well understood. Although the “membrane pacemaker theory of
metabolism” has been confirmed at the level of comparisons of different species, or even
phyla of vertebrates, their predictions within a single endothermic species could not be
fulfilled because of the much narrower range of the observed variation of a physiological trait
like BMR, as well as the negative results of the increasing of the biological membranes
peroxidation index (PI) values.

The main goal of present study was to establish whether differences observed at the
intraspecific level in the lipid profile of cell membranes and basal metabolic rate (BMR) are
caused by polymorphism(s) in genes encoding enzymes of the fatty acids metabolic pathway

and verification if these differences decrease the biological bilayers susceptibility to



peroxidation with keeping the great cell membranes fluidity in the same time, which is
necessary in maintaining high level of basal metabolic rate (BMR).

For this purpose | used 120 males of laboratory mice (Mus musculus) selectively bred for
low (L-BMR) and high (H-BMR) basal metabolic rate, which has been carried on Department
of Animals Ecology, Institute of Biology, University of Biatystok for 32 generations (F32). I
have chosen by chance 61 males from L-BMR line and 59 males from H-BMR line. For the
evaluation of the force of genetic drift, | also used 36 mice from three unselected lines of mice
(US1, US2, US3) that were bred at random in generation 16 (F16), as well as 78 mice, which
were derived from the same stock of Swiss Webster mice used to produce the BMR-selected
lines, but in generation 22 (F22).

I measured BMR of all mice used in this experiment. The next steps of this study were:
DNA sequencing and polymorphic site identification for genes encoding enzymes of fatty
acids metabolic pathway, i.e. in the sequences genes of three desaturases: Scdl: A9-
desaturase, Fadsl: Ab5-desaturase, Fads2: A6-desaturase and elongases: Elovil, Elovi2,
ElovI3, Elovl5, Elovl6, as well as in the gene of the regulatory protein SREBP-1c. Next, |
checked, if the observed differences in BMR between L-BMR and H-BMR lines of mice may
by the result of differences in genes expression. | estimated the average Fsr value for 10
microsatellites loci that, as a neutral markers, enable controlling the force of genetic drift,
which could occur in an artificial selection experiments and led to accidental changing of
allele’s frequencies, between the studied lines of mice (L-BMR and H-BMR in F22 and F32
as well as US: US1, US2 and US3). | have also done the qualitative and quantitative
estimation of fatty acids in the mice hepatocytes total lipids (TL) and phospholipids (PL)
fraction. It allowed me to calculate the activity indexes of enzymes that were encoded by the
polymorphic genes, as well as to test, if mice from the two selective lines differ with respect
to lipids content of the cell membranes, which could led to different level of their saturation
(saturation index, SI) and unsaturation (unsaturation index, Ul) and consequently to various
susceptibility to peroxidation (peroxidation index, PI). | also analyzed the sodium pump
activity (Na'/K*-ATPase) base on the fluorometric techniques.

Mice from the selected lines (F32) differed with respect to body-mass-corrected BMR
(one-way ANOVA, P < 0.05). Mice from L-BMR line had a significantly lower BMR than
individuals from H-BMR and unselected lines of mice (US; one-way ANOVA, P < 0.05 in
both cases), whereas the latter two line did not differ (P > 0.05).

I successfully amplified the whole translated regions of all mouse genes encoding
enzymes involved in fatty acids metabolic pathway (Scdl, Fadsl, Fads2, Elovil, Elovi2,



Elovi3, Elovl5, Elovl6 and Srebfl). All but two were monomorphic. | detected the
polymorphic sites in two desaturases genes: Scdl and Fads2, for A9-desaturase (SCD-1c) and
A6-desaturase (D6D) respectively. In case of Fads2 gene, there were two polymorphic sites.
The first substitution was non-synonymous (V/I) and tightly linked with the second,
synonymous (F/F) one. This revealed the presence of two alleles in the Fads2 gene which
code two variants of D6D enzymes: one with valine (allele G) and the other with isoleucine
(allele A). 1 also indicated two polymorphic sites in Scdl gene, but both of them were
synonymous and completely linked. Based on the alleles and genotypes frequencies in Fads2
and Scdl genes between the selected (F32) and the three of unselected lines of mice I
estimated the Fsr values (Fads2: F32 Fst = 0.140, P < 0.05; US Fst = 0.045, P > 0.05; Scdl.:
F32 Fst =0.426, P < 0.05; US Fst = 0.458, P < 0.05). These Fsr values suggest moderate and
significant genetic differentiation in Fads2 gene between the selected lines and low
differentiation among three unselected lines. In case of Scdl gene the genetic differentiation
was very great and significant between the selected lines, as well as among three unselected
lines, which suggest that observed differentiation in this gene could by caused by genetic drift
and not by selection.

I did not find any significant differences in the all studied genes (Scdl, Fadsl, Fads2,
Elovl1, ElovI2, ElovI3, Elovl5, Elovi6 and Srebfl) with respect to RNA expression between
mice from L-BMR and H-BMR lines as well as between these lines and three unselected
lines, as well as animals with different genetic variants in Scdl and Fads2 genes (pairwise
comparison, t test, P > 0.05).

Fatty acid desaturase 2 (Fads2) genotypes had significant effect on BMR of the selected
mice from generation F32. Mice with genotype GG had significantly higher BMR than
individuals with AA (one-way ANOVA, P < 0.05) and AG genotypes (one-way ANOVA, P
< 0.01). BMR did not differ between mice possessing allele A (i.e., carrying the AA or AG
genotypes; P = 0.70). Similarly, the variant alleles in Scdl gene had significant effect on
BMR. Mice with genotype TT had significantly lower BMR than homozygotes AA and
heterozygotes AT (one-way ANOVA, P <0.001).

The Fst value estimated for the 10 neutral microsatellite loci between H-BMR and L-
BMR line of mice of the F22 indicated moderate and significant level of genetic
differentiation (Fst = 0.086, P < 0.001), whereas 10 generations later (F32), the Fst value
rose up to 0.224 (P < 0,001). The average Fst value among the unselected lines was 0.152 (P
< 0.001). Using the genotype data obtained from the 10 neutral microsatellite loci and the
corresponding Fst value in the Fads2 gene between H-BMR and L-BMR lines (F22), it was



possible to distinguish between the consequences of genetic drift and selection. Analysis
using the program LOSITAN showed that the genetic differentiation among lines (as
measured by Fst) was significantly greater at the Fads2 locus than the value for any of the 10
microsatellite loci indicating that this locus may be under selection. The similar analysis for
Scdl gene also indicated that this gene could be a candidate for selection. However, the test
for loci under selection among unselected lines of mice (US) once again showed the Scdl
gene, as a locus under selection, which could suggest this is a false positive result.

Mice from L-BMR line possessed significant higher value of D6D activity index (IXA
D6D) than mice from H-BMR line (P < 0.05). Fatty acid desaturase 2 (Fads2) genotypes had
also significant effect on the IxA D6D. Mice with AG genotype had significantly higher IXA
D6D than individuals with GG genotypes (P < 0.01). Mice from L-BMR line possessed also
significant higher value of A9-desaturase activity index (IXA SCD-1c) than mice from H-
BMR line, as well as homozygotes TT in comparison to homozygotes AA and heterozygotes
AT (P < 0.05) in Scd1 gene. However, the measurements of sodium pump activity (Na*/K"-
ATPase) did not indicate significant differences between L-BMR and H-BMR, as well as
between mice with various genotypes in Scdl and Fads2 genes.

Mice from L-BMR line possessed significant lower value SI than mice from H-BMR line
(P < 0.001) and, in the same time, did not differ in unsaturation (Ul) and peroxidation (PI)
indexes values. The comparisons between mice with various genotypes in Fads2 gene did not
show significant differences in Sl, as well as Ul and PI1. The only differences | indicated in Sl
value was between heterozygotes AT and homozygotes TT in Scdl gene (P < 0.05).

There was a significant relationship between basal metabolic rate (BMR) and A9-
desaturase and A6-desaturase activity indexes in lines of mice selectively bred for low (L-
BMR) and high (H-BMR) basal metabolic rate for 32 generations (F32). Basal metabolic rate
positively correlated with saturation index (SI; r = 0.45, P < 0.001). However, no
relationships were found between BMR and unsaturation (US) and peroxidation (PI) indexes
of biological bilayers.

Polymorphisms in Scdl and Fsad2 genes, that | identified, seem to have impact on basal
metabolic rate in mice selectively bred for low (L-BMR) and high (H-BMR) values of this
trait. Although, the genetic differentiation in Scdl gene is probably the effect of genetic drift
and not the result of the selection, this polymorphism may influence the encoded enzyme
activity, which is higher in L-BMR line. Silent mutations could affect the activity of an
enzyme due to changing the kinetics of translation process, which is result of divers
frequencies of tRNA (Komar, 2007) molecules in cells. The test for loci under selection



indicated, that genetic divergence between selected lines of mice in Fads2 gene is big enough
that it could not be explain by genetic drift only. Moreover, this polymorphism led to different
variants of protein, which consequently have different values of their activity indexes (IXA
D6D) between selected lines of mice and between animals with distinct Fads2 genotypes. The
consequences of differences in above mentioned activity of both enzymes is the re-
organization of lipids content in cell membranes of mice hepatocytes, which could influence
on basal metabolic rate. This leads to differences in level of biological membrane saturation
(SI), but in opposite way than predictions of the membrane pacemaker theory of metabolism.
Moreover, the level of fluidity and permeability does not change, but it is on the same, high
level that is characteristic for the species and consequently there are no differences in the
sodium pump (Na'/K-ATPase) activity. On the other hand, the similar values of the cell
membranes peroxidation index (IP) among mice from both selected lines indicate that
membranes of animals from H-BMR line are protected from the increased peroxidation to the
same extent caused by reactive oxygen species as mice form L-BMR line.

Taken together, the tests using technics of molecular biology did not confirm the
membrane pacemaker theory of metabolism (Hulbert and Else 1999) on intraspecific level.
The results of the experiment point out that in comparisons between animals that belong to the
same species the observed differences in basal metabolic rate (BMR) might be result of the
diverse mechanisms. The mechanisms could protect mice from a kind of evolutionary trap,
i.e. the susceptibility of biological membranes to peroxidation by the re-organization of lipids
content in cell membranes which lead to the maintenance of higher level of cells membranes
saturation and, at the same time, the similar level of their fluidity. The data presented here
support the role of desaturation in fatty acids metabolic pathway and their impact on basal
metabolic rate (BMR).



