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Streszczenie 

 

Otyłość psa domowego (Canis lupus familiaris) jest istotnie powiązana z dobrostanem. 

Nieprawidłowe zwiększenie masy ciała związane jest z licznymi schorzeniami, takimi jak 

cukrzyca, zespół metaboliczny, czy stłuszczenie wątroby. Labrador retriever jest jedną z kilku 

ras z predyspozycją do otyłości. Warianty strukturalne to duże mutacje, które (obok m.in. 

polimorfizmów pojedynczego nukleotydu) mogą potencjalnie kształtować ryzyko otyłości. 

Przykładowo, u człowieka zwielokrotnienie liczby kopii genu AMY1 (kodującego amylazę 

ślinową) obniża ryzyko otyłości. Celem badań była ocena udziału wariantów strukturalnych w 

kształtowaniu ryzyka otyłości psa. Badaniami objęto 109 psów rasy labrador retriever, a także 

60 lisów rudych (Vulpes vulpes), 53 lisów polarnych (Alopex lagopus) i 39 jenotów azjatyckich 

(Nyctereutes procyonoides procyonoides). Warianty strukturalne identyfikowano na podstawie 

pośrednich wyników sekwencjonowania całogenomowego oraz z zastosowaniem emulsyjnego 

PCR.  

Uzyskane dane nie wskazują na związek pomiędzy liczbą kopii genu amylazy 

trzustkowej, AMY2B, a masą ciała i otyłością psów rasy labrador retriever. Wynik ten nie 

wyklucza prawdziwości znanej tezy, że zwiększenie liczby kopii genu ma związek z 

domestykacją i wzrostem udziału skrobi w diecie. Jednocześnie, jest zgodny z ogólną wiedzą, 

że otyłość jest przede wszystkim zaburzeniem uczucia głodu i sytości, a nie skuteczności 

trawienia. Obserwowano zwielokrotnienie genu AMY2B w populacjach lisa rudego, lisa 

polarnego oraz jenota azjatyckiego, jednak średnia liczba kopii oraz poziom zmienności w 

populacjach były niskie. Jeżeli zwiększenie liczby kopii AMY2B jest odpowiedzią ewolucyjną 

na obecność skrobi w diecie, niską zmienność można tłumaczyć relatywnie krótką historią 

hodowli tych gatunków i niskim udziałem skrobi w diecie. Za pomocą emulsyjnego PCR 

ustalono obecność wariantów strukturalnych w sześciu z siedmiu genów wytypowanych na 

podstawie pośrednich danych sekwencjonowania całogenomowego. Wynik ten potwierdza 

powszechną obecność wariantów strukturalnych w genomie psa oraz przydatność metody 

sekwencjonowania z użyciem krótkich odczytów do wstępnej identyfikacji wariantów 

strukturalnych. Dla sześciu genów (ALPL, SGSM1, RYR3, SLC12A6, KCTD8 oraz VPS26C) 

wykryto korelację pomiędzy obecnością wariantów strukturalnych a wskaźnikiem kondycji 

ciała (BCS) i/lub otyłością w populacji psów rasy labrador retriever. Uzyskane dane sugerują, 

że powszechna otyłość psa, w przeciwieństwie do otyłości poligenicznej człowieka, może być 

uwarunkowana wariantami, które mają jednocześnie wysoką częstość i duży wpływ na ryzyko 

otyłości. Fakt, że zidentyfikowane tu geny leżą poza szlakami sygnałowymi, które są  
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ważne dla otyłości człowieka, wskazuje, że źródła zmienności genetycznej dla otyłości 

człowieka i psa mogą być różne. 
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Abstract 

 

Obesity in domestic dogs (Canis lupus familiaris) is closely linked to overall well-being. 

Abnormal weight gain is associated with various diseases, including diabetes, metabolic 

syndrome, and fatty liver. The Labrador Retriever is one breed known to be predisposed to 

obesity. Structural variants, which are substantial genetic mutations that can influence the risk 

of obesity, along with other factors such as single nucleotide polymorphisms, may play a role. 

For instance, in humans, an increase in the number of copies of the AMY1 gene (which encodes 

salivary amylase) is associated with a reduced risk of obesity. This study aimed to evaluate the 

contribution of structural variants to the risk of obesity in dogs. The study encompassed 109 

Labrador Retrievers, along with 60 red foxes (Vulpes vulpes), 53 arctic foxes (Alopex lagopus), 

and 39 raccoon dogs (Nyctereutes procyonoides procyonoides). Structural variants were 

identified using intermediate results from genome-wide sequencing and droplet digital PCR.  

The data did not indicate a relationship between the copy number of the pancreatic 

amylase gene, AMY2B, and the body weight or obesity prevalence in Labrador Retrievers. This 

finding does not refute the widely known hypothesis that an increase in gene copies is related 

to domestication and an elevated proportion of starch in the diet. Simultaneously, it aligns with 

the general understanding that obesity primarily stems from hunger and satiety imbalances 

rather than digestive efficiency. While an increase in AMY2B copies was observed in red foxes, 

arctic foxes, and raccoon dogs, the average copy number and variability within these 

populations were low. This limited variability can be attributed to these species' relatively short 

breeding history and the low proportion of starch in their diet, assuming that an increase in 

AMY2B copies is an evolutionary response to starch consumption. The utilization of droplet 

digital PCR confirmed the presence of structural variants in six out of the seven genes selected 

from the intermediate genome-wide sequencing data. This outcome underscores the widespread 

occurrence of structural variants in the canine genome and the effectiveness of short-read 

sequencing for pre-identification of such variants. For six genes (ALPL, SGSM1, RYR3, 

SLC12A6, KCTD8, and VPS26C), a correlation was found between the presence of structural 

variants and the body condition index (BCS) and/or obesity in the Labrador Retriever 

population. These findings suggest that common obesity in dogs, in contrast to human 

polygenic obesity, may be influenced by variants that are both highly prevalent and have a large 

effect on obesity risk. The identification of genes outside  
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the signaling pathways associated with human obesity indicates potential differences in the 

genetic factors contributing to obesity between humans and canines. 
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1. Wstęp 

 

1.1 Domestykacja psa  

 

 Do udomowienia psa domowego (Canis lupus familiaris) doszło w górnym paleolicie. 

Choć wcześniejsze badania sugerowały, że nastąpiło to pod jego koniec, ok. 14 tys. lat temu, 

najnowsze wyniki przesuwają to wydarzenie na okres pomiędzy 20 tys. a 40 tys. lat temu 

(Botigué i wsp., 2017; Galeta i wsp., 2020). Najprawdopodobniej pies stał się pierwszym 

gatunkiem powstałym w wyniku domestykacji. Obecnie podważa się również wcześniejszą 

hipotezę, zgodnie z którą do udomowienia psa doszło dwukrotnie (Botigué i wsp., 2017). 

 W przypadku psa, tak samo jak w przypadku większości udomowionych gatunków, 

proces domestykacji związany był z doborem sztucznym. Udomowienie znacząco wpłynęło na 

budowę ciała psa oraz jego behawior. Spośród wszystkich udomowionych gatunków, u psa 

domowego możemy obserwować największą różnorodność fenotypów. Wśród współczesnych 

psów obserwujemy duże zróżnicowanie rozmiaru i masy ciała (pomiędzy przedstawicielami 

różnych ras obserwuje się osobniki o masie od 1 kg do 100 kg), maści, budowy kończyn czy 

twarzoczaszki. Widocznym na pierwszy rzut oka zmianom anatomicznym towarzyszyły 

również zmiany w układzie nerwowym i mózgu, prowadzące m.in. do zmian behawioru. Ważne 

było pojawienie się fizjologicznych przystosowań do innej niż w przypadku dzikich wilków 

diety, co wiązało się przede wszystkim z rozwinięciem dostosowania do metabolizmu skrobi 

oraz zwiększonej ilości tłuszczu (Axelsson i wsp., 2013). 

Pies jest gatunkiem modelowym dla chorób człowieka, co wynika m.in. z dzielenia 

naszego środowiska, a więc narażenia na podobne czynniki, również te wpływające na genom 

(Van Steenbeek i wsp., 2016). Ponadto, psy, w przeciwieństwie do udomowionych gatunków 

hodowlanych dożywają zwykle swojej naturalnej starości, co pozwala na obserwacje rozwoju 

schorzeń, które powiązane są z czynnikiem wieku, jak np. otyłość. 

 

1.2 Występowanie otyłości psa domowego i czynniki ryzyka 

 

Psy narażone są na nadwagę oraz otyłość. Wg jednej z analiz, 40% przebadanej w 

Holandii populacji cierpi na nadwagę, natomiast kolejne 20% na otyłość (Courcier i wsp., 

2010). Badanie ankietowe w Pekinie wykazało, że odsetek otyłych psów sięga 44,4% (Mao i 

wsp., 2013). Z kolei badanie przeprowadzone w Japonii na stawce 5287 psów wykazało, że 
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niemal 40% zwierząt miało nadwagę, natomiast kolejnych 15% było otyłych (Usui i wsp., 

2016). Brak jest badań rozpowszechnienia otyłości wśród polskiej populacji psów.  

 Nadmierne zwiększenie masy ciała skraca oczekiwaną długość życia i obniża jego 

jakość. Objawami przewlekłej otyłości u psów są m.in. wzrost poziomu cholesterolu i 

triglicerydów w osoczu (Jeusette i wsp., 2005) oraz rozwój insulinooporności, która prowadzi 

do rozwinięcia się cukrzycy (Lund i wsp., 2006). Inne schorzenia występujące u otyłych psów 

to choroba zwyrodnieniowa stawów, choroby wątroby czy zespół metaboliczny 

(Tvarijonaviciute i wsp., 2012). 

Klasyfikacja cukrzycy u psa domowego jest bardziej złożona niż obecny u człowieka 

podział na cukrzycę typu 1. oraz typu 2., i jest ona powiązana z czynnikami genetycznymi w 

większym stopniu niż cukrzyca człowieka (Catchpole i wsp., 2008). Związek schorzenia z 

otyłością pozostaje niezaprzeczalny. Badania wykazały, że cukrzyca występuje u psów otyłych 

2,6 razy częściej w porównaniu do psów w podobnym wieku o prawidłowej masie ciała (Lund 

i wsp., 2006). Warto wspomnieć również, że niektóre z ras są narażone na cukrzycę w 

większym stopniu. Są to m.in. cairn terrier, samojed i terier tybetański, co związane jest z 

trzema specyficznymi haplotypami głównego układu zgodności tkankowej. Obecność owych 

wariantów zwiększa ryzyko rozwinięcia cukrzycy, a u przedstawicieli trzech narażonych ras, 

haplotypy te występują powszechnie (Catchpole i wsp., 2008). 

W przypadku choroby zwyrodnieniowej stawów, jej związek z otyłością wiązano 

dotychczas ze zwiększeniem obciążenia mechanicznego. Najnowsze badania sugerują również 

istotność czynników biochemicznych i ogólnoustrojowych wpływających na patofizjologię 

tego schorzenia (Loef i wsp. 2019). Choroba zwyrodnieniowa stawów oraz dysplazja stawu 

biodrowego to schorzenia występujące zwykle u dużych ras psów. W przypadku tych zwierząt 

nieprawidłowa masa ciała jest jednym z dodatkowych czynników pogarszających rokowanie 

(Runge i wsp., 2010).  

Zespół metaboliczny to kombinacja powiązanych z otyłością zaburzeń. Zaburzenia te 

to insulinooporność (lub hiperglikemia), nadciśnienie tętnicze oraz hiperlipidemia (Alberti i 

wsp., 2006; Alberti i wsp., 2009). Stany charakterystyczne dla zespołu metabolicznego 

człowieka, takie jak insulinooporność, nadciśnienie czy hipierlipidemia, są obserwowane u 

psów, choć ich skutki nie są identyczne ze skutkami obserwowanymi u człowieka: miażdżyca 

tętnic, choroba niedokrwienna serca oraz udary są u psów rzadko obserwowane (Verkest, 

2014). 

Choć w tej pracy autor skupia się na genetycznym uwarunkowaniu otyłości psów, nie 

można nie wspomnieć o wpływie środowiska na nieprawidłowe zwiększenie masy ciała. 
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Podobnie jak u ludzi, u psów bardzo częstym powodem nadwagi jest nieprawidłowa dieta i 

niewielka ilość ruchu. Na wystąpienie nadwagi wpływa również to, czy zwierzę zostało 

wykastrowane, jego wiek oraz płeć (Colliard i wsp., 2006).  

Bardziej narażone na rozwinięcie się nieprawidłowej masy ciała są samice. Wg. badań 

przeprowadzonych we Francji, samice były narażone na otyłość 1,57 razy częściej niż samce 

(Colliard i wsp., 2006). Wynik ten potwierdziły badania przeprowadzone w Wielkiej Brytanii, 

które wykazały, że u samic ryzyko wystąpienia otyłości wynosiło 41% (podczas gdy u samców 

32%) (Holmes i wsp., 2007). Inne badania określiły iloraz szans wystąpienia otyłości u samic 

na 1,3 (Usui i wsp., 2016) bądź 1,2 (McGreevy i wsp. 2005) w porównaniu z samcami.  

Kolejnym istotnym czynnikiem jest wiek zwierząt. Badania przeprowadzone w 

Wielkiej Brytanii określiły ryzyko wystąpienia nadwagi u psów w wieku powyżej 7,5 roku na 

71% (Holmes i wsp., 2007). Badania przeprowadzone we Francji wykazały, że powyżej 12 

roku życia, ryzyko wystąpienia nadwagi jest 12,33 razy większe w stosunku do psów 

jednorocznych (Colliard i wsp., 2006). 

Na wystąpienie nadwagi i otyłości wpływa również to, czy zwierzę zostało 

wykastrowane. Francuskie badanie określiło częstość wystąpienia nieprawidłowej masy ciała 

u wykastrowanych zwierząt na 2,33 razy większą (Colliard i wsp., 2006). Badanie brytyjskie z 

kolei określiło częstość nadwagi u wykastrowanych psów na 59%, podczas gdy u zwierząt 

niewykastrowanych wynosiła ona 43% (Holmes i wsp., 2007). Również w badaniu 

przeprowadzonym w Japonii iloraz szans w grupie zwierząt wykastrowanych w porównaniu z 

grupą psów niewykastrowanych wyniósł 1,2 (Usui i wsp., 2016). 

Opisano związki pomiędzy otyłością psów a cechami takimi jak zamożność  

właściciela (częściej otyłe były psy właścicieli biedniejszych), jego wiek (częściej otyłe były 

psy, którymi opiekowały się osoby starsze), czy miejsce zamieszkania (otyłość częściej 

występowała u psów żyjących na wsi) (McGreevy i wsp., 2005; Courcier i wsp., 2010). 

Choć każdy pies może być zagrożony na nieprawidłowym wzrostem masy ciała z 

powodu niewłaściwej opieki, niektóre rasy są szczególnie narażone wystąpienie otyłości.  

Rasy te to m.in. cocker spaniel, jamnik, dalmatyńczyk, a w szczególności aportery: labrador 

retriever i golden retriever (Colliard i wsp., 2006; Lund i wsp., 2006). Dla przedstawicieli 

wymienionych ras iloraz szans na wystąpienie nadwagi oraz otyłości zawiera się w przedziale 

od 1,5 do 1,9, w porównaniu z innymi rasami (Lund i wsp., 2006). Dla labradorów retrieverów 

(na których skupia się niniejsza praca) iloraz szans wyniósł 1,6 (przy porównaniu do grupy, w 

której znajdowali się przedstawiciele innych ras) (Lund i wsp., 2006); wyniki te  
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uzyskano dla kohorty 1738 labradorów, z których 35,9% miało nadwagę, natomiast 5,2% było 

otyłych. (Lund i wsp., 2006). Inne badanie wykazało, że przynależność do tej rasy zwiększa 

ryzyko wystąpienia otyłości 4,65 krotnie (Colliard i wsp., 2006). W badaniu skupiającym się 

na określeniu częstości występowania nadwagi i otyłości u psów, labradory zajęły szóstą 

pozycję w rankingu ras, u których otyłość była najczęściej obserwowana. Przeszło dwadzieścia 

procent z 79 zbadanych psów określono jako otyłe. Na pierwszym miejscu rankingu znalazły 

się jamniki z częstością występowania otyłości na poziomie 29,3% (Usui i wsp., 2016). 

Zwiększona podatność poszczególnych ras na nieprawidłowe zwiększenie masy ciała jest 

podstawowym dowodem na związek czynników genetycznych z omawianym zagadnieniem u 

przedstawicieli Canis lupus familiaris.  

 

1.3 Genetyka otyłości psa domowego 

 

 Podobnie jak u ludzi, u psów większość przypadków otyłości to otyłość poligeniczna, 

natomiast otyłość monogeniczna jest rzadko diagnozowana. Możliwe, że skrajna otyłość 

monogeniczna nie występuje z powodu kontroli żywienia przez człowieka. Niestety z powodu 

m.in. fragmentacji populacji, dużej zmienności międzyrasowej czy niepełnych danych 

rodowodowych, określenie ogólnego poziomu odziedziczalności otyłości poligenicznej dla 

całego gatunku jest niemożliwe. Bazując jednak na podobieństwie między otyłością psów a 

innych, lepiej opisanych ssaków (człowiek, świnia, mysz), można założyć, że podobnie jak u 

tych gatunków, u psa odziedziczalność wynosi ok. 30% (Switonski i Mankowska, 2013). 

U psa domowego wykryto delecję (14 pz) w intronie genu POMC, która znacząco 

zwiększa masę ciała i BCS psów rasy labrador retriever, poprzez zmianę funkcji dwóch 

hormonów peptydowych: β-MSH oraz β-endorfiny (Raffan i wsp., 2016; Mankowska i wsp., 

2017). Z uwagi na duży wpływ fenotypowy delecję w genie POMC można zaklasyfikować do 

mutacji wywołujących otyłość monogeniczną, jednak jej relatywnie wysoka częstość 

występowania jest typowa dla poligenów. 

W przypadku otyłości poligenicznej, opisanych zostało więcej mutacji. Jedna z prac 

przedstawiła badania MC4R, genu związanego ze szlakiem melanokortynowym. SNP został 

wykryty u psów rasy beagle i był związany z masą ciała (Zeng i wsp., 2014). Kolejne 

zmienności tego typu zostały wykryte w genie GPR120. W przebadanej populacji polimorfizm 

obecny był u 40 ze 141 osobników, a częstość jego występowania była wyższa u psów z 

wyższym BCS (Miyabe i wsp., 2015). U rasy labrador retriever został z kolei opisany 
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polimorfizm typu SNP związany z otyłością, który znajdował się w genie TNF (Mankowska i 

wsp., 2016). Potencjalnie efekty wywoływane przez mutacje w genach związanych z otyłością 

monogeniczną i w genach związanych z otyłością poligeniczną mogą się sumować. 

   

1.4 Związek wariantów strukturalnych z masą ciała na przykładzie człowieka 

 

 Rozwój narzędzi bioinformatycznych ułatwiających identyfikację wariantów 

występujących w genomie, umożliwia zwrócenie uwagi na tzw. warianty strukturalne (ang. 

Structural variants, SV), czyli mutacje dłuższych fragmentów genomu, o wielkości od kilkuset 

do kilku tysięcy par zasad. Zjawisko zwielokrotnienia (oraz delecji) długich fragmentów, 

obejmujących niekiedy całe geny, określa się mianem zmienności liczby kopii (ang. Copy 

number variation, CNV). "Wariant strukturalny" oraz "zmienność liczby kopii" są pojęciami, 

które w zasadzie pokrywają się. Tego drugiego terminu używa się zwykle w odniesieniu do 

znacznych powieleń danego fragmentu genomu. Określenie "wariant strukturalny" wydaje się 

ogólniejsze i bardziej adekwatne do opisania krótszych mutacji. Dotąd przeprowadzono kilka 

badań nad związkiem pomiędzy zmiennością liczby kopii a otyłością u człowieka. 

  Jedna z wczesnych analiz tego zagadnienia została przeprowadzona in silico. Analiza ta 

skupiała się na wyszukiwaniu wariantów strukturalnych w genomach 1080 Amerykanów 

europejskiego pochodzenia. Wykryte zostały dwie duplikacje (geny KIF2B i ARL15) oraz 6 

delecji (geny EDIL3, S1PR5, FOXP2, TBCA, ABCB5 i ZPLD1), które powiązano z 

nieprawidłowym zwiększeniem masy ciała (Glessner i wsp., 2010). Kolejne badanie, również 

in silico, dotyczyło populacji kilkuset pacjentów cierpiących na ekstremalną otyłość. 

Wykorzystana metoda GWAS wykazała obecność wariantów strukturalnych w trzech genach 

zlokalizowanych na chromosomie 11. Geny te (OR4P4, OR4S2, OR4C6) powiązane są z 

receptorami węchowymi, natomiast obecność mutacji miała mieć związek z występowaniem u 

pacjentów skrajnej otyłości o wczesnym początku (Jarick i wsp., 2011). Z drugiej strony, 

molekularna weryfikacja CNV we wspomnianych genach, którą przeprowadzono na 

meksykańskiej populacji 1841 pacjentów, nie wykazała asocjacji pomiędzy masą ciała a 

wykrytą liczbą kopii (León-Mimila i wsp., 2018).  

W tym samym badaniu przetestowano również geny GPRC5B oraz NEGR1, w obu 

przypadkach zakres zmienności liczby kopii wynosił od 1 do 4, co sugerowało występowanie  
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jednoczesnej delecji i duplikacji, jednak ponownie nie udało się powiązać tych wariantów 

strukturalnych z masą ciała (León-Mimila i wsp., 2018). 

W przypadku genu NPY4R, pierwsze badanie nie wykryło związku masy ciała z 

obecnością wariantu strukturalnego (którego zakres wahał się od 1 do 4 kopii), jednak w kolejne 

badaniu skupionym na tym genie, związek taki został wykryty. W kohorcie 558 pacjentów 

pochodzenia szwedzkiego, liczba kopii wahała się od 2 do 8. Duplikacja genu jest dodatnio 

skorelowana z BMI oraz obwodem bioder, jednak efekt ten obserwowano jedynie u kobiet, 

natomiast u mężczyzn nie występował. Gen NPY4R odpowiedzialny jest za kodowanie 

trzustkowego receptora polipeptydowego Y4, który związany jest z masą ciała jako inhibitor 

apetytu. Jego główne receptory znajdują się w mózgu (Shebantis i wsp., 2018). 

Dobrze opisanym genem, powiązanym z zagadnieniem asocjacji między wariantami 

strukturalnymi a masą ciała, jest gen AMY1, kodujący ślinową amylazę. Opisany w genie AMY1 

wariant strukturalny, będący zwielokrotnieniem tego genu, został ujemnie skorelowany z masą 

ciała w przebadanych populacjach człowieka. Zwiększenie liczby kopii owego fragmentu 

genomu powoduje obniżenie ryzyka wystąpienia nadwagi bądź otyłości w przebadanej 

meksykańskiej populacji dorosłych (Mejía-Benítez i wsp., 2015). Kolejne badanie również 

dotyczyło populacji meksykańskiej. Tym razem jednak oprócz dorosłych, badano również 

dzieci (odpowiednio 921 i 920 osób, kohorta wspomniana wcześniej). Wyniki potwierdziły 

związek wyższej liczby kopii genu AMY1 z obniżeniem ryzyka wystąpienia otyłości u dzieci 

oraz wykazały ten sam efekt u dorosłych. (León-Mimila i wsp., 2018). Początkowo, 

biologiczny mechanizm wpływu liczby kopii genu AMY1 na masę ciała był zupełnie nieznany, 

jednakże analiza GWAS sugerowała związek owego genu ze składem mikrobiomu jelitowego 

(Parks i wsp., 2013). 

W jednym z eksperymentów, w przeciwieństwie do wcześniejszych badań na modelu 

mysim, nie wykryto związku pomiędzy liczbą kopii genu AMY1 a liczebnością bakterii z 

rodziny Enterobacteriaceae. Z drugiej strony, opisano związek pomiędzy CNV owego genu a 

liczebnością bakterii z rodzaju Prevotella, o których wiadomo, że ich duża populacja korzystnie 

wpływa na metabolizm i spalanie węglowodanów. Nie wykryto bezpośredniego związku 

pomiędzy obfitością Prevotella a dietą pacjentów i dlatego, pomimo dużego postępu wiedzy na 

ten temat, związek liczby kopii genów amylazy z mikrobiotą pozostaje niejasny (León-Mimila 

i wsp., 2018). Późniejsze badania wykryły związek liczby kopii omawianego genu z 

liczebnością populacji kolejnych bakterii: rodzajów Dialister oraz Capnocytophaga (który 

występuje w ślinie). Ponownie jednak autorom nie udało się odkryć mechanizmu zależności. 

Ponadto, badanie (przeprowadzone na pacjentach z północnej Japonii) wykazało  



   

 

18 
 

związek zmienności liczby kopii genów z rodziny AMY z ryzykiem wystąpienia cukrzycy. 

Opisano również większą zmienność liczby kopii genu AMY1 w przebadanej populacji w 

porównaniami ze zmiennością opisaną na podstawie wcześniejszych badań (Hasegawa i wsp., 

2022).  

W innym badaniu, w którym brało udział 560 mieszkańców Chin, w tym 260 

cierpiących na zespół metaboliczny. Schorzenie to powiązano z aktywnością amylaz (jednak 

nie z samą liczą kopii genów z rodziny AMY). W artykule zasugerowano, że niska aktywność 

amylaz w surowicy może być związana ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia owego zespołu. 

Aktywność amylaz została zaproponowana jako marker ryzyka wystąpienia tego schorzenia 

(Zhan i wsp., 2021). 

Zmienność liczby kopii genu amylazy została również powiązana z ryzykiem otyłości. 

Wg badania przeprowadzonego na populacjach portorykańskiej i amerykańskiej, pacjenci z 

mniejszą liczbą kopii genu AMY1 narażeni są w większym stopniu na rozwinięcie się  

insulinooporności, co z kolei prowadzi do cukrzycy typu 2. (Liu i wsp, 2020).   

 Warto jednak nadmienić, że obserwowany związek obecności wariantu strukturalnego 

w genie kodującym amylazę z masą ciała nie został potwierdzony we wszystkich artykułach 

omawiających AMY1. Badanie podważające ten jednoznaczny związek dotyczyło populacji 

brytyjskiej, kohorty pacjentów, których dane zbierane były od roku 1958 (1958 Birth Cohort). 

W badaniu tym związek pomiędzy BMI i liczbą kopii AMY1 nie został wykazany (Shawn i 

Armour, 2019). Brak konsensusu na temat związku między liczbą kopii genu AMY1 i masą 

ciała (choć ze znaczną przewagą prac wykazujących tą asocjację) sugerować może różnice 

pomiędzy poszczególnymi populacjami ludzkimi. Należy wziąć też pod uwagę, że pacjenci z 

populacji, w której owa asocjacja nie była zaobserwowana, urodzili się ponad 50 lat temu na 

Wyspach Brytyjskich, a więc w pewnym stopniu była to populacja izolowana. Ponadto, wciąż 

nie został poznany dokładny mechanizm wiążący liczbę kopii genu AMY1 z masą ciała, a więc 

może on być bardziej złożony i wieloczynnikowy, niż zakładały hipotezy dotychczasowych 

badań. 

 

1.5 Warianty strukturalne w genomie psa domowego i innych gatunków 

 

Paralogiem genu AMY1 jest AMY2B, odpowiedzialny za kodowanie amylazy 

trzustkowej. U psa domowego jest to gen najlepiej opisany pod względem występowania 

zmienności liczby kopii. Zwielokrotnienie liczby kopii genu zostało opisane u kilkunastu ras, 
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mimo że dla niektórych z nich próba badawcza była niewielka. Sugeruje to, że zwielokrotnienie 

tego genu jest powszechne. Polimorfizm liczby kopii AMY2B jest wysoki, zarówno pomiędzy 

rasami jak i pomiędzy osobnikami. Rasy bardziej pierwotne, które podlegały mniejszej 

sztucznej selekcji, takie jak japońska Akita, mają średnio mniejszą liczbę kopii niż rasy 

współczesne, u których zwielokrotnienie liczby kopii może dochodzić nawet do trzydziestu 

(Tonoike i wsp., 2015; Arendt i wsp., 2016). 

Badania wskazują, że tak duże zwielokrotnienie materiału genetycznego ma związek z 

domestykacją psa domowego i pojawieniu się w jego diecie skrobi (amylaza odpowiedzialna 

jest za rozkład skrobi). Udomowienie psa miało bardzo silny wpływ na jego przystosowanie do 

nowej diety, ze zwierzęcia mięsożernego stał się zwierzęciem wszystkożernym. (Axlesson i 

wsp., 2013; Ollivier i wsp., 2016). 

 Co ciekawe, zwiększenie liczby kopii genów z rodziny AMY, powiązanych z trawieniem 

skrobi, zaobserwowano u różnych przedstawicieli rzędu Carnivora, mięsożerców, w których 

diecie obecne są elementy roślinne. Zwielokrotnienia takie obserwowano u niedźwiedzi 

brunatnych (Ursus Arctos), niedźwiedzi czarnych (Ursus americanus) (Pajic i wsp., 2019; 

Rinker i wsp., 2019) i borsuków azjatyckich (Meles leucurus) (Abduriyim i wsp., 2019), 

ponadto, wyniki badań sugerują, że zwiększenie liczby kopii w omawianych genach 

występowało na przestrzeni filogenezy kilkukrotnie i niezależnie w różnych taksonach, oraz że 

zwiększenie liczby kopii genów odpowiedzialnych za kodowanie amylazy trzustkowej jest 

pierwszym krokiem do rozwinięcia obecności amylazy ślinowej (Pajic i wsp., 2019). 

Polimorfizm strukturalny inny genów psa jest słabiej zbadany, jednak istnieją dane 

świadczące o tym, że niektóre przypadki zmienności liczby kopii są rasowo specyficzne. 

Przykładowo, w doświadczeniu przeprowadzonym na psach rasy bullmastif, wykryto 82 CNV, 

w tym 50 było specyficznych dla tej rasy. Wykryte warianty występowały w genach, które 

związane są m.in. z funkcjami metabolicznymi, regulacją proliferacji komórek oraz 

chemicznymi powiązaniami pomiędzy siarką i żelazem. Relacja pomiędzy obecnością CNV i 

budową ciała zwierząt została wytłumaczona naturą opisywanej rasy: bullmastify to duże i 

silnie umięśnione psy, natomiast opisane polimorfizmy pozytywnie wpływały na ich wzrost i 

sylwetkę. Warto zauważyć, że część wykrytych w tej rasie CNV pokrywało się z wariantami 

opisanymi u bulldogów, a więc rasy blisko z bullmastifami spokrewnionej. Sugeruje to, że 

analiza zmienności liczby kopii może być sposobem na badanie pokrewieństwa pomiędzy 

poszczególnymi rasami psów (Mortlock i wsp., 2018). 

 Prawdopodobnie, rasowo specyficzny jest również wariant strukturalny wykryty w 

locus genu KITLG u rasy retriever z Nowej Szkocji (Nova Scotia Duck Tolling Retriever). 
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Wspomniany gen jest istotny dla melanogenezy, a obecność powiązanego z nim CNV wpływa 

na intensywność umaszczenia osobników. Z badań na człowieku i myszy wiadomo, że geny 

związane z kolorem skóry i umaszczeniem uwikłane są w szlaki metaboliczne powiązane z 

otyłością. Co ciekawe, wariant znajduje się nie w samym genie, a w jego regionie upstream. 

Oznacza to, że mutacja taka może wywołać istotny efekt fenotypowy nawet pomimo położenia 

poza sekwencją kodującą (Weich i wsp., 2020). Identyczne wnioski można wysnuć na 

podstawie badań związku zaburzeń rozwoju płci z CNV w SOX9. W tym przypadku również 

efekt fenotypowy występuje, mimo że wariant znajduje się w regionie upstream, kilkaset 

tysięcy par zasad od genu (Nowacka-Woszuk i wsp., 2019). 

 W badaniu opartym na analizie genomów trzystu osobników reprezentujących sto ras 

zbudowano mapę CNV dla całego genomu psa. Zidentyfikowano dwa regiony w genach 

MED13L oraz TBX3, których zmienność strukturalna wpływa na rozmiar ciała u różnych ras. 

W badaniu tym wykryto również, że CNV może być powiązany z takimi zagadnieniami jak 

formowanie się chromatyny (poprzez wpływ na motyw czynnika wiążącego), polimorfizm 

pojedynczych nukleotydów (poprzez współwystępowanie z nimi) oraz ekspresja długiego 

niekodującego RNA (lncRNA) (Serres-Armero i wsp., 2021). 
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2. Hipoteza badawcza 

 

Asocjacje, które otrzymano podczas badań nad związkiem między otyłością a 

polimorfizmami pojedynczego nukleotydu w genach kandydujących okazały się rzadkie.  

Jednocześnie mutacje większe (strukturalne), i z racji swojej wielkości z większym 

prawdopodobieństwem a priori zaburzające funkcję genów, mogą być relatywnie bardziej 

rozpowszechnione w populacji psa niż obserwowane jest to w populacjach człowieka, o czym 

mogą świadczyć wyniki otrzymane dla mutacji genu POMC psa. Sugeruje to, że 

uwarunkowanie genetyczne otyłości psa domowego może różnić się od uwarunkowania 

genetycznego otyłości człowieka i obejmować geny charakteryzujące się jednocześnie wysoką 

częstością i dużym wpływem na ryzyko rozwoju otyłości.  

Hipoteza postawiona w tej pracy stanowi, że w genetycznej determinacji otyłości psa 

istotne mogą być powszechne warianty strukturalne, a w szczególności warianty ulokowane w 

obrębie lub w pobliżu genów białek. 

Wariantom strukturalnym, mimo że są reprezentowane w genomie w znacznie 

mniejszym stopniu niż mutacje krótkie, można przypisać większe prawdopodobieństwo a 

priori zaburzenia funkcji genu. Dotyczy to przede wszystkim wariantów ulokowanych w 

obrębie lub w pobliżu genów białek. W ślad za tym idzie ich potencjalny większy wpływ na 

ryzyko rozwoju otyłości u pojedynczego psa. Jednocześnie, selekcja sztuczna i planowane 

kojarzenia stosowane w hodowli psów mogą prowadzić do rozprzestrzenienia szkodliwych 

mutacji i utrzymywania jej wysokiej częstości w populacji. Dla mutacji charakteryzującej się 

jednocześnie dużym wpływem i wysoką częstością, prawdopodobieństwo identyfikacji w 

badaniach asocjacyjnych jest relatywnie duże, a w badaniach małych populacji, jakie są 

dostępne w badaniach nad otyłością psa, warianty takie stanowią praktycznie jedyną 

identyfikowalną grupę. Postawiona hipoteza jest więc z pewnym prawdopodobieństwem 

weryfikowalna na podstawie badań asocjacyjnych w małej populacji, w tym znaczeniu, że 

identyfikacja asocjacji w badaniach populacyjnych stanowi argument na rzecz prawdziwości 

postawionej hipotezy. 

Weryfikacja wyżej postawionej hipotezy jest ważna dla rozwoju wiedzy o genetycznej 

determinacji otyłości. W badaniach otyłości psa może stanowić wskazówkę, co do kierunku i 

sposobu poszukiwania genów uwikłanych w rozwój otyłości, i docelowo w budowaniu strategii 

jej zwalczania. Natomiast w kontekście otyłości człowieka buduje wiedzę o ograniczeniach w 

traktowaniu psa jako zwierzęcia modelowego. Postawiona hipoteza jest zbudowana na gruncie 

istniejącej wiedzy o polimorfizmie genomów ssaków i genetycznej determinacji rozwoju 
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otyłości.  Biorąc pod uwagę znaczenie teoretyczne i praktyczne oraz zasadność i 

weryfikowalność postawionej hipotezy postanowiono ustalić cele badawcze na rzecz jej 

weryfikacji, w oparciu o populacyjne badania asocjacyjne, mimo istniejących ograniczeń w 

odniesieniu do liczebności próby. 

 

3. Cele pracy 

 

Cele pracy ustalono w taki sposób, by potencjalnie uzyskać dowody naukowe przemawiające 

za prawdziwością postawionej wyżej hipotezy, w oparciu o zgromadzone wcześniej dane 

fenotypowe i dostępny materiał biologiczny zebrany w populacji psów rasy labrador retriever 

oraz lisów i jenotów azjatyckich. Sformułowano następujące cele: 

 

1. Analiza znanego polimorfizmu strukturalnego w genie AMY2B oraz ocena asocjacji z 

masą ciała i otyłością.  

2. Analiza porównawcza wariantów strukturalnych w genie AMY2B u lisów (Vulpes 

vulpes, Vulpes lagopus) oraz jenotów azjatyckich (Nyctereutes procyonoides). 

3. Identyfikacja potencjalnych wariantów strukturalnych na podstawie wyników 

sekwencjonowania całogenomowego w genomie psów rasy labrador retriever. 

4. Walidacja wytypowanych wariantów strukturalnych za pomocą techniki emulsyjnego 

PCR. 

5. Ocena związku wariantów strukturalnych ze wskaźnikiem kondycji oraz otyłością psów 

rasy labrador retriever. 
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4. Przebieg badań 

 

Przedstawione cele pracy zostały zrealizowane w ramach trzech badań, których chronologiczna 

kolejność wykonywania odpowiada kolejności przygotowania artykułów naukowych. 

I. (cel 1) Analiza zmienności liczby kopii genu AMY2B w populacji psów rasy labrador 

retriever. Raport z tego badania, pt. "No association between AMY2B gene copy number and 

obesity risk in Labrador retriever dogs" został opublikowany w czasopiśmie Animal Genetics. 

II. (cel 2) Analiza zmienności liczby kopii genu AMY2B w populacjach lisów rudych (Vulpes 

vulpes), lisów polarnych (Vulpes lagopus) oraz jenotów azjatyckich (Nyctereutes 

procyonoides). Raport z tego badania, pt. "AMY2B Gene Copy-Number Variation Studied by 

Droplet Digital PCR (ddPCR) in Three Canids: Red Fox, Arctic Fox, and Chinese Raccoon 

Dog" został opublikowany w czasopiśmie Folia Biologica (Kraków). 

III. (cele 3-5) Analiza zmienności liczby kopii genów wytypowanych na podstawie wyników 

sekwencjonowania całogenomowego. Przeanalizowano następujące geny: ALPL, KCTD8, 

SGSM1, SLC12A6, RYR3, MME oraz VPS26C. Raport z tego badania pt. "Uncovering 

Structural Variants Associated with Body Weight and Obesity Risk in Labrador Retrievers: A 

Genome-Wide Study" został zaakceptowany do publikacji w czasopiśmie Frontiers in Genetics 

(data akceptacji: 11.09.2023r). 
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5. Materiał i metody 

 

5.1 Materiał badawczy 

 

 Materiał do badań I oraz III stanowiła krew pobrana od 109 osobników rasy labrador 

retriever. Materiał biologiczny został pobrany podczas rutynowych zabiegów weterynaryjnych, 

za zgodą właścicieli, w czterech klinikach weterynaryjnych, w okresie 2012 - 2017.  

Dane zarejestrowane dla każdego osobnika to: płeć, wiek (w miesiącach), masa ciała (w 

kg), status kastracji oraz ocena kondycji ciała (BCS) wykonana przez lekarza weterynarii. BCS 

to wskaźnik opisujący kondycje zwierzęcia, ze szczególnym uwzględnieniem stopnia 

otłuszczenia (McGreevy i wsp. 2005). Dla wskaźnika przyjęto skalę 5-stopniową. W skali tej, 

wartości "1" oraz "2" opisują psy niedożywione, "3" dotyczy osobników o prawidłowej masie 

ciała, "4" to zwierzęta z nadwagą, natomiast "5" to psy otyłe. W niniejszym badaniu, wszystkie 

osobniki należały do grup "3", "4", bądź "5". Podsumowanie grup badawczych zostało 

zamieszczone w Tabeli 1. 

Na potrzeby badań I oraz III, populację podzielono na dwie grupy: psy nieotyłe i psy 

otyłe, definiując w ten sposób cechę "otyłość" jako cechę binarną. W badaniu I grupę psów 

zdrowych stanowił psy z BCS 3, natomiast grupę otyłych stanowiły psy z BCS 4 oraz 5. W 

badaniu III grupa psów bez otyłości obejmowała wszystkie psy z oceną kondycji ciała (BCS) 

3, a także psy o najniższej masie ciała w grupie BCS 4. I odwrotnie, grupa psów otyłych 

obejmowała wszystkie psy z BCS 5, wraz z psami o najwyższej masie ciała w grupie BCS 4.   

 Materiał w badaniu II stanowiły tkanki trzech gatunków psowatych: 60 osobników lisa 

srebrzystego; barwnej odmiany lisa rudego (Vulpes vulpes), 53 osobników lisa polarnego 

(Vulpes lagopus) oraz 39 osobników jenota azjatyckiego (Nyctereutes procyonoides). 

Zwierzęta były utrzymywane na fermie zwierząt futerkowych, a ich tkanki (mięśniowa w 

przypadku lisów rudych, krew w przypadku lisów polarnych oraz jenotów) zostały pobrane 

postmortem, za zgodą Lokalnej Komisji Etycznej (nr opinii: 19/2003, data: 30.06.2003). 

Materiał został zebrany na rzecz realizacji wcześniejszych badań wykonywanych w Katedrze 

Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierząt. 
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5.2 Metody badawcze 

 

5.2.1 Wybór genów do badań 

 

 Gen testowany w doświadczeniach I oraz II, AMY2B, został wybrany do badań a priori, 

na podstawie danych literaturowych. Geny wybrane do walidacji w pracy III, wytypowano na 

podstawie bioinformatycznej analizy wyników sekwencjonowania całogenomowego (WGS) i 

wstępnej oceny związku z otyłością psów w grupie 50 zsekwencjonowanych osobników. 

Wytypowano regiony chromosomowe zlokalizowane wewnątrz lub w pobliżu następujących 

genów: ALPL, RECQL4, KCTD8, RBP1, RYR3, SGSM1, SLC12A6, VPS26C, MME, XRN1 oraz 

GTF2A16.  

Wyniki WGS (pliki BAM zawierające odczyty sekwencyjne zmapowane do genomu 

referencyjnego CanFam3.1) analizowane były przy pomocy metod bioinformatycznych  w celu 

wykrycia potencjalnych wariantów strukturalnych. Zastosowano dwie metody: DELLY 

(Rausch i wsp. 2012) oraz TARDIS (Soylev i wsp. 2019). Algorytm DELLY umożliwia 

wykrycie duplikacji, delecji, inwersji oraz translokacji chromosomowych. Wykorzystuje on 

metodę rozdzielnych odczytów (ang. split reads). Algorytm TARDIS to nowsza metoda 

pozwalająca wykryć również bardziej skomplikowane mutacje, takie jak duplikacje 

tandemowe.   

Zarówno DELLY jak TARDIS analizują każdy z genomów osobno. Z tego względu 

dokładna lokalizacja tego samego polimorfizmu strukturalnego może różnić się pomiędzy 

osobnikami. W celu zidentyfikowania regionów chromosomalnych potencjalnie związanych z 

otyłością, wykorzystano algorytm CoNVaQ (Larsen i wsp., 2018). Algorytm CoNVaQ inicjuje 

nowy region za każdym razem, gdy zaczyna się lub kończy wariant zidentyfikowany u któregoś 

z osobników. Narzędzie umożliwia porównanie dwóch grup osobników różniących się 

fenotypami szuka regionów genomowych w których występowanie SV jest istotnie różne 

między grupami. W niniejszej pracy porównano 28 psów otyłych oraz 22 psy zdrowe. 

Wstępnie, do dalszej analizy wytypowano regiony z nieskorygowaną p-wartością <0,05, 

znajdujące się w obrębie lub w bliskiej odległości (<10 kpz) od jednego lub większej liczby 

genów kodujących białka. 

Wstępnie wytypowane regiony poddano dokładniejszej analizie statystycznej. W 

niniejszym badaniu nie zastosowano jednak testu statystycznego oferowanego przez CoNVaQ, 

gdyż test ten nie pozwala uwzględnić dodatkowych, pozagenetycznych czynników ryzyka. Z 

algorytmu CoNVaQ wykorzystano jedynie dane pośrednie. Dla danego regionu 
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chromosomowego CoNVaQ określa zwiększenie bądź utratę materiału genetycznego dla 

każdego osobnika. Dane te wykorzystano w modelu statystycznym weryfikującym asocjację 

każdego z regionów chromosomowych z fenotypem, przy czym w modelu statystycznym 

uwzględniono także znane czynniki ryzyka. Dane uzyskane za pomocą CoNVaQ zostały 

przeanalizowane z użyciem ogólnego modelu liniowego dla masy ciała i modelu regresji 

logistycznej dla otyłości. Modele obejmowały również wiek (jako zmienną towarzyszącą), 

płeć, kastrację zwierząt oraz obecność bądź brak delecji w genie POMC. W przypadku POMC, 

delecja była zaobserwowana u dwóch psów. Dodatkowo, w modelach uwzględniono trzy 

pierwsze składowe główne, wyliczone na podstawie informacji molekularnej. Uwzględnienie 

składowych głównych jest procedurą stosowaną w celu uniknięcia wyników fałszywie 

pozytywnych powstających na skutek ukrytego uwarstwienia populacji. 

W celu dalszego filtrowania regionów chromosomów opracowano listę genów 

związanych z BMI człowieka przyjmując, że mutacje wewnątrz lub w pobliżu ortologów tych 

genów w genomie psa mają większe prawdopodobieństwo wpływu na otyłość psa niż inne 

geny. W tym celu wykorzystano katalog GWAS (www.ebi.ac.uk/gwas, dostęp 5 lutego 2022 

r.), w którym znajdują się SNP zgłoszone w badaniach GWAS i które wykazały istotny związek 

z BMI wraz z odpowiadającymi im zmapowanymi genami. Utworzono listę 1966 genów.  

 

 

5.2.2 Projektowanie sond molekularnych 

 

 Startery oraz sondy molekularne dla wybranych fragmentów genów zostały 

zaprojektowane przy pomocy dedykowanego narzędzia na stronie internetowej firmy BioRad 

(https://www.bio-rad.com/digital-assays) bądź programu Primer3Plus 

(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Sondy i startery 

zaprojektowano w oparciu o genom referencyjny psa domowego (CanFam3.1); wykorzystano 

również bazę danych Ensembl genome browser 109 (https://www.ensembl.org). 

Zaprojektowane startery oraz fragmenty, które miały one obejmować, testowane były 

in silico na okoliczność występowania podobnych sekwencji w innych częściach genomu psa, 

co byłoby zjawiskiem niekorzystnym, prowadzącym do zniekształcenia wyników z powodu 

obecności nadmiarowych produktów reakcji PCR nie pochodzących z badanego fragmentu.  
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Do tego celu użyto narzędzi Basic Local Aligment Search Tool (National Center for 

Biotechnology Information, NCBI) oraz BLAT Search Genome (University of California, 

Santa Cruz).  

W badaniu II, skupiającym się na innych przedstawicieli psowatych wykorzystane 

zostały sondy i startery przygotowane wcześniej na podstawie genomu referencyjnego psa 

domowego, co wynikało z braku genomu referencyjnego dla badanych gatunków oraz bliskiego 

pokrewieństwa z psem. W przypadku badań I i II, dla genu AMY2B użyto sond, których 

sekwencje przedstawiono w publikacji Axlessona i wsp. (2013). 

Genem referencyjnym użytym w badaniach I oraz III był gen C7orf28B położony na 

chromosomie 6. w genomie psa, w przypadku badania II wykorzystano alternatywny gen 

referencyjny HSD17B7 (lokalizacja w genomie psa: chromosom 38.), ponieważ C7orf28B nie 

dawał sygnału dla testowanych psowatych, zapewne z powodu różnic genetycznych. 

Szczegółowe informacje na temat zaprojektowanych starterów zamieszczono w tabelach 2., 3. 

i 4. W przypadku oligonukleotydów zaprojektowanych przy pomocy narzędzia firmy BioRad, 

nie podano sekwencji nukleotydowych starterów i sond, ponieważ wykorzystane narzędzie 

udostępnia jedynie sekwencje produktów, bez wyszczególnienia informacji na temat sekwencji 

poszczególnych starterów. Gotowe oligonukleotydy zostały dostarczone przez firmę BioRad 

bądź przez Pracownię Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligunukleotydów Instytutu 

Biochemii i Biofizyki PAN. 

 

5.2.3 Izolacja DNA 

 

W przypadku psów rasy labrador retriever, lisów polarnych oraz jenotów azjatyckich, 

DNA z krwi mrożonej został wyizolowany przy pomocy zestawu MasterPure DNA Purification 

Kit for Blood Version II (Epicenter). W przypadku lisów rudych, DNA z tkanki mięśniowej 

został wyizolowany przy pomocy zestawu Genomic Mini kit (A&A Biotechnology). Jakość 

wyizolowanego DNA testowana była przy pomocy metody fluorymetrycznej z użyciem 

urządzenia Qubit® 2.0 Fluorometr (Invitrogen by Life Technologies). 
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5.2.4 Reakcja emulsyjnego PCR 

 

Emulsyjny PCR (ddPCR) przeprowadzany był zgodnie z zaleceniami dostawcy 

urządzeń i odczynników, firmy BioRad. Łańcuchowa reakcja polimerazy została 

przeprowadzona z użyciem odczynnika ddPCR Supermix for Probes (BioRad), wcześniej 

zaprojektowanych sond molekularnych oraz enzymu restrykcyjnego. Enzym restrykcyjny 

inkubowany był z mieszaniną reakcyjną dla pofragmentowania DNA i uzyskania jego lepszej 

separacji w kroplach. Dobór enzymu zależny był od testowanego fragmentu: produkty PCR 

testowane były in silico w programach RestrictionMapper (https://restrictionmapper.org/) oraz 

GenScript Restriction Enzyme Map Analysis Tools 

(https://www.genscript.com/tools/restriction-enzyme-map-analysis) w celu uniknięcia użycia 

enzymu, który przecinał sekwencje w obszarze produktu. Enzymy wybrane dla poszczególnych 

fragmentów zostały przedstawione w tabelach 2. oraz 3. 

Po inkubacji trwającej 20 minut, mieszanina reakcyjna łączona była z olejem 

przeznaczonym do reakcji ddPCR (Droplet Generation Oil for Probes, BioRad) w celu 

wytworzenia kropel w urządzeniu do generowania kropel (QX200TM Droplet Generator, 

BioRad). Po wygenerowani kropel, mieszanina była umieszczana na płytce 96-dołkowej, która 

następnie została zabezpieczona folią zapobiegającą odparowaniu mieszaniny w trakcie reakcji. 

Folia ochronna została zgrzana z płytką przy pomocy urządzenia PX1TM PCR Plate Sealer 

(BioRad) w temperaturze 115°C. Gotowa płytka została umieszczona w termocyklerze 

(T100TM Thermal Cycler, BioRad). Łańcuchowa reakcja polimerazy przeprowadzana była 

zgodnie z zaleceniami producenta. Dla każdego z testowanych fragmentów, temperatura 

przyłączania starterów określana była przy pomocy przeprowadzonej wcześniej reakcji 

gradientu temperatur. Temperatury te podane zostały w tabelach 2. i 3. Po przeprowadzeniu 

PCR, płytka z produktami reakcji umieszczona została w urządzeniu QX200TM Droplet 

Reader (BioRad), które umożliwiło cyfrowy odczyt wyników. Zarówno odczyt wyników, jak 

ich późniejsza analiza przeprowadzone były przy pomocy oprogramowania QuantaSoft w 

wersji 1.7.4.0917 (BioRad). 
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5.2.5 Analiza statystyczna 

 

W przypadku badania I zastosowano regresję logistyczną oraz jednoczynnikową analizę 

wariancji (ANOVA). W badaniu II wykorzystano nieparametryczny test Kruskal-Wallisa oraz 

nieparametryczny test Dunn'a. W badaniu III, w celu określenia asocjacji pomiędzy 

wytypowanymi mutacjami strukturalnymi a cechami związanymi z otyłością, zastosowano 

ogólny model liniowy (Typ III SS) z masą ciała i modelem regresji logistycznej ze statusem 

otyłości jako zmienną zależną (zmienna binarna). Modele brały pod uwagę wiek (jako zmienną 

towarzyszącą), płeć, status kastracji, obecność delecji 14 pz w genie POMC i liczbę kopii 

oznaczoną przy pomocy metody ddPCR (jako zmienną towarzyszącą). Analizy zostały 

przeprowadzone przy pomocy oprogramowania statystycznego R w wersji 4.2.2.
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6. Wyniki 

6.1 Wyniki badania I 
 

Za pomocą techniki ddPCR uzyskano liczbę kopii genu AMY2B dla 109 osobników rasy 

labrador retriever. Średnia liczba kopii w grupach była następująca: psy zdrowe = 12,64, psy z 

nadwagą = 13,31, psy otyłe = 13,01, natomiast dla całej stawki osobników średnia liczba kopii 

wyniosła 13,06. Dokładne wyniki zostały przedstawione w Tabeli 5. 

Dane te zostały poddane analizie statystycznej w celu znalezienia związku z cechami 

otyłości. Związek pomiędzy BCS a liczbą kopii nie został wykazany, zarówno w przypadku 

regresji logistycznej (BCS=3 vs BCS=4 i BCS=5; P-wartość = 0,189) jak i w przypadku analizy 

wariancji pomiędzy wszystkimi grupami (test ANOVA, P-wartość = 0,215). 

 

 

6.2 Wyniki badania II 
 

Uzyskano liczbę kopii genu AMY2B dla 60 lisów rudych, 53 lisów polarnych i 39 

jenotów azjatyckich. Średnia liczba kopii dla lisów rudych wyniosła 2,11, dla lisów polarnych 

wyniosła 2,47, natomiast dla jenotów azjatyckich wyniosła 2,06. Wyniki zostały przedstawione 

w Tabeli 6. 

Dla wszystkich trzech gatunków potwierdzono istnienie duplikacji genu AMY2B, jednak 

powszechność mutacji była zróżnicowana między gatunkami. U lisów rudych, wykryto 5 

osobników z duplikacją genu, co stanowiło 8,33% przebadanej grupy. W grupie jenotów 

duplikacja była rozpowszechniona w podobnym stopniu, zaobserwowano ją u 3 osobników, co 

stanowiło 7,5% stawki. Z drugiej strony, dwa z przebadanych jenotów wykazały jedynie jedną 

kopię genu. Lisy polarne były populacją, u której duplikacja była rozpowszechniona w 

największym stopniu, zaobserwowano ją u 17 osobników, co stanowiło 32,07% stawki. 

W środowisku R zostały przeprowadzono testy statystyczne, które wykazały istotną 

różnicę w liczbie kopii pomiędzy grupami. W przypadku testu Kruskal-Wallisa, wykonanego 

pomiędzy wszystkimi trzema grupami, p-wartość wyniosła 2.076×10-8. Test Dunn'a, 

zestawiający ze sobą pary grup również istotną statystycznie różnicę liczby kopii pomiędzy 

lisami polarnymi a pozostałymi grupami na poziomie p-wartość < 0,05.  
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6.3 Wyniki badania III 
 

6.3.1 Wynik projektowania sond molekularnych 

 

Podczas projektowania starterów okazało się niemożliwe zaprojektowanie sond dla 

czterech genów: RECQL4, RBP1, XRN1 i GTF2A16. Przeszkodą było występowanie innych 

fragmentów genomu, które byłyby rozpoznawane i amplifikowane przez pary starterów, co, jak 

wspomniano w podrozdziale 4.2.2, doprowadziłoby do zniekształcenia wyników z powodu 

obecności nadmiarowych produktów reakcji PCR, nie pochodzących z badanego fragmentu. 

Zaprojektowano sondy dla 7 genów: ALPL, KCTD8, SGSM1, SLC12A6, RYR3, VPS26C oraz 

MME. Wyniki dla poszczególnych genów zostały poniżej przedstawione w kolejności ich 

występowania na genomie. Szczegółowe wyniki zostały przedstawione w Tabeli 7. 

 

6.3.2 Gen ALPL 

 

Jeden z wytypowanych regionów znajduje się na chromosomie 2., w regionie upstream 

pierwszego eksonu genu ALPL. Obecność wariantu strukturalnego w tym regione została 

potwierdzona, a wykrytą mutacją była delecja. Średnia liczba kopii dla osobników zdrowych 

(1,8) była wyższa zarówno od średniej liczby kopii u psów z nadwagą (1,7) jak i psów otyłych 

(1,6). Wpływ mutacji okazał się istotny dla BCS i otyłości (zmienna binarna) (odpowiednio: p-

wartość = 0,017 oraz p-wartość = 0,008) 

 

6.3.3 Gen KCTD8 

 

Kolejny testowany fragment znajduje się na chromosomie 13., w trzecim intronie genu 

KCTD8. W przypadku tego genu, potwierdzono obecność wariantu strukturalnego, którym była 

delecja. Delecja ta była znacznie bardziej rozpowszechniona u osobników zdrowych, gdzie 

średnia liczba kopii wyniosła 0,6, a z 32 przebadanych osobników tylko u dwóch nie wykryto 

mutacji. Wśród osobników z nadwagą (średnia liczba kopii = 0,9) oraz otyłych (średnia liczba 

kopii = 1,0) mutacja nie była aż tak powszechna, jednak obecna była u ponad połowy 

osobników. Analiza statystyczna ujawniła związek delecji z otyłością (p-wartość = 0,025). 
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6.3.4 Gen MME 

 

Trzecim testowanym fragmentem był fragment w intronie 14. genu MME, znajdującego 

się na chromosomie 23. W przypadku tego amplifikonu, obecność mutacji strukturalnej nie 

została potwierdzona, a wszystkie przebadane osobniki miały 2 kopie testowanego fragmentu.  

 

6.3.5 Gen SGSM1 

 

W przeciwieństwie do opisanych wcześniej fragmentów, w przypadku amplifikonu 

znajdującego się w intronie pierwszym genu SGSM1, na chromosomie 26., wykryta została 

obecność zwielokrotnienia liczby kopii. Zwielokrotnienie to obecne było u wszystkich 

osobników, jednak jego nasilenie było zróżnicowane. Każdy osobnik posiadał co najmniej 3 

kopie fragmentu, najczęściej występującą wartością były 4 kopie, jednak zdarzały się też 

pojedyncze osobniki z 5 bądź 6 kopiami. Średnia liczba kopii dla osobników zdrowych, z 

nadwagą oraz otyłych była podobna (odpowiednio: 4,1; 3,9; 3,9). Mimo niewielkich różnic 

pomiędzy grupami, wpływ na BCS i otyłość okazał się istotny statystycznie (p-wartość = 0,029 

i 0,013, odpowiednio). 

 

6.3.6 Gen SLC12A6 

 

Wyniki ddPCR dla fragmentu pierwszego intronu genu SLC12A6, znajdującego się na 

chromosomie 30., wykazały zarówno obecność delecji jak i duplikacji, przy czym ta druga 

występowała w stopniu bardzo ograniczonym. Delecja z kolei rozpowszechniona była wśród 

wszystkich grup, jednak największe jej rozpowszechnienie obserwowano u psów z nadwagą 

(gdzie występowała u ponad połowy osobników) i psów otyłych (gdzie zaobserwowaną ją u 

ponad 2/3 osobników). Wyniki te przekładały się na średnie liczby kopii, które były mniejsze 

u psów z nadwagą i otyłych (odpowiednio 1,1 i 1,5) niż u psów zdrowych (1,6 kopii). Mutację 

tę powiązano statystycznie z BCS (p-wartość = 0,029) i otyłością (0,020). 
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6.3.7 Gen RYR3 

 

W przypadku genu RYR3, położonego na chromosomie 30., testowany fragment genu 

położony był w 99., przedostatnim intronie. Potwierdzona została delecja, szeroko 

rozpowszechniona pośród wszystkich badanych grup. Podobnie, jak w przypadku SLC12A6, 

wśród psów z nadwagą osobniki z potwierdzoną mutacją stanowiły ponad połowę stawki, 

natomiast wśród zwierząt otyłych, było to ponad 2/3 grupy. Wyraźna też była różnica w średniej 

liczbie kopii: podczas gdy u psów zdrowych wyniosła ona 1,6, u osobników otyłych było to 

odpowiednio 1,4 i 1,0. Wykazano powiązanie tej delecji z BCS (p-wartość=0,017) i otyłością 

(p-wartość = 0,012). Warto zwrócić uwagę na podobny rozkład genotypów pomiędzy 

testowanymi fragmentami genów RYR3 oraz SLC12A6. Przykładowo, gdy u danego osobnika 

w jednym z genów występowała delecja w układzie heterozygotycznym, analogiczną delecję 

w układzie heterozygotycznym obserwowano także w drugim genie. Podobna sytuacja 

występowała w przypadku osobników z delecją homozygotyczną oraz osobników bez delecji. 

Podobieństwo genotypów w dwóch loci obserwowano u 96% psów. Główną różnicą pomiędzy 

omawianymi wariantami strukturalnymi była obecność dwóch osobników z duplikacją w 

przypadku fragmentu genu SLC12A6. W przypadku RYR3 duplikacji nie zaobserwowano. 

 

6.3.8 Gen VPS26C 

 

Ostatni badany techniką ddPCR  fragment znajdował się na chromosomie 31., przed 

pierwszym eksonem genu VPS26C. W tym fragmencie wykryto delecję, która była 

rozpowszechniona w różnych stopniu pomiędzy grupami (średnio 2,0 kopii u psów otyłych; 1,6 

kopii u psów z nadwagą oraz 1,4 kopii u psów zdrowych). Delecja ta była powiązana 

statystycznie z występowaniem otyłości (p-wartość = 0,019). 
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7. Dyskusja 

 

7.1 Zmienność liczby kopii genu AMY2B w populacji psów rasy labrador 

retriever 

 

Zwiększenie liczby kopii genu AMY2B jest najlepiej opisanym przypadkiem zmienności 

liczby kopii wśród psów domowych. Począwszy od pierwszej publikacji na ten temat, która 

ukazała się w roku 2013, wątek został poruszony w kilku artykułach na przestrzeni ostatnich 

lat. Choć badania liczby kopii zostały przeprowadzone wcześniej dla kilkunastu populacji psa, 

w tym dla psów rasy labrador retriever, opisane w niniejszej pracy doświadczenie 

charakteryzowała relatywnie duża grupa badawcza (n=109) psów należących do jednej rasy. 

Uzyskany zakres zmienności liczby kopii trudno jest jednoznacznie zestawić z wynikami 

uzyskanymi przez inne zespoły z powodu niewielkiej stawki psów rasy labrador retriever w 

poszczególnych doświadczeniach, które skupiały się bardziej na zebranie wyników od 

przedstawicieli kilku rasy. W najwcześniejszym badaniu zmienności liczby kopii genu AMY2B 

uzyskano zakres od 12 do 17 kopii, przy przebadanych siedmiu osobnikach (Axelsson i wsp., 

2013).  

W jednym z kolejnych doświadczeń z kolei uzyskano zakres od 8 do 13 kopii przy dziesięciu 

przetestowanych zwierzętach (Arendt i wsp., 2016). W badaniu przeprowadzonym w Japonii, 

które skupiało się na porównaniu liczby kopii genu wśród osobników ras współczesnych i ras 

pierwotnych, u labradorów uzyskano zakres od 7 do 34 kopii przy piętnastu przebadanych 

osobnikach (Tonoike i wsp., 2015). Gdyby zestawić oba rezultaty uzyskane dla labradorów w 

Europie, otrzymany zakres 8 do 17, pokrywa się z zakresem uzyskanym w niniejszej pracy, 

który wyniósł 9 - 18 kopii. Duża różnica pomiędzy wynikami otrzymanymi w doświadczeniach 

przeprowadzonych w Europie i w Japonii, może sugerować znaczną zmienność 

międzypopulacyjną w liczbie kopii omawianego genu. 

Praca Arendt i wsp. (2014) skupiała się również na wykryciu zależności pomiędzy 

występowaniem cukrzycy a liczbą kopii genu AMY2B, asocjacja taka nie została jednak 

udowodniona. Nadto, ta część doświadczenia nie dotyczyła psów rasy labrador retriever 

(Arendt i wsp, 2014). Jak wspomniano wcześniej, było to pierwsze badanie owego genu 
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przeprowadzone na tak dużej grupie psów jednej rasy. Wcześniejsze badania dotyczyły kilku, 

maksymalnie kilkunastu osobników z poszczególnych ras (Axelsson i wsp., 2013; Tonoike i 

wsp., 2015; Arendt i wsp., 2016). Wynika to z trudności w uzyskaniu materiału. Choć pies jest 

najbardziej rozpowszechnionym zwierzęciem towarzyszącym, uzyskanie materiału 

badawczego od dużej grupy zwierząt nie jest łatwe, co związane jest m.in. z niechęcią 

właścicieli psów rasowych do badań związanych z genetyką molekularną. 

Choć uzyskanych wartości liczby kopii genu AMY2B nie udało się powiązać z 

występowaniem nadwagi i otyłości, wydaje się, że dalsze badania owego zagadnienia są 

zasadne. Badania przeprowadzone na dużych kohortach przedstawicieli innych ras (zwłaszcza 

ras znanych z predyspozycji do otyłości) mogłyby przynieść więcej informacji na temat 

związku genu amylazy z otyłością, jak również historii ewolucyjnej związanej z gwałtownym 

powieleniem owego genu. 

 

7.2 Zmienność liczby kopii genu AMY2B w populacji lisów rudych, lisów 

polarnych oraz jenotów azjatyckich 

 

Zainteresowanie potencjalnym istnieniem zmienności liczby kopii genu AMY2B w 

genomach lisa rudego, lisa polarnego oraz jenota azjatyckiego wynikało z chęci 

skonfrontowania istnienia potencjalnego wariantu strukturalnego z tym występującym u psa 

domowego. Jak wspomniano wcześniej, liczby kopii u przedstawicieli niektórych ras psa 

domowego mogą osiągać spektakularne wartości (Tonoike i wsp., 2015; Arendt i wsp., 2016), 

co stoi w kontraście do dzikich wilków szarych, u których liczba kopii (poza pojedynczymi 

przypadkami) nie przekracza dwóch (Freedman i wsp., 2014; Arendt i wsp., 2016). 

Poza psem domowym i wilkiem szarym, analizą zmienności liczby kopii AMY2B 

poddanych zostało również kilku przedstawicieli gatunków bardzo blisko spokrewnionych, 

należących do tego samego rodzaju: kojotów (Canis latrans), szakali (Canis aureus) oraz dingo 

(Canis dingo); ostatni z wymienionych jest de facto zdziczałym psem domowym. Ponadto, 

badaniu na obecność CNV w omawianym genie poddano osobniki kilku różnych gatunków z 

rodziny łasicowatych (Mustelidae) (Abduriyim i wsp., 2019) oraz trzech gatunków niedźwiedzi 

(rodzaj Ursus) (Pajic i wsp., 2019; Rinker i wsp., 2019).  

Nie są to jednak zwierzęta bardzo blisko spokrewnione z psem i wilkiem. Zarówno łasicowate 

jak i niedźwiedziowate wywodzą się z linii ewolucyjnej, która od psowatych oddzieliła się 



   

 

36 
 

prawdopodobnie około 45 mln lat temu (za Timetree of Life). Brak więc badań taksonów 

pośrednich, nie tak dalekich ewolucyjnie jak wspomniane wyżej łasicowate i niedźwiedzie, ale 

z kolei bardziej oddalonych, niż gatunki, które od psa i wilka dzieli zaledwie ok. 2,4 mln lat 

ewolucji (za Timetree of Life). 

Linia ewolucyjna przedstawionych w niniejszej pracy dwóch gatunków lisa oraz jednego 

gatunku jenota oddzieliła się od linii, z której wyewoluował rodzaj Canis prawdopodobnie ok. 

12,2 mln lat temu, co sprawiło, że wydały się dobrymi kandydatami dla analizy porównawczej. 

Do zwiększenia liczby kopii genów z rodziny AMY doszło również w kilku liniach 

ewolucyjnych zwierząt poza rzędem Carnivora. Jedną z grup, u których obserwowano 

kilkukrotne powielenie genu są gryzonie, a zwłaszcza mysz domowa (Mus musculus) i szczur 

wędrowny (Rattus norvegicus). U tych gatunków obserwowano do 15 kopii genu.  

Innym zwierzęciem, u którego obserwuje się powielenie genu z rodziny AMY jest świnia 

domowa (Sus scrofa domesticus), u której obserwowano do 13 kopii. U dzika (Sus scrofa), 

dzikiego przodka świni domowej, liczba kopii jest nawet nieznacznie wyższa niż u świni (do 

15 kopii), co pokazuje brak wpływu domestykacji na liczbę kopii genów amylazy. Nie jest to 

jednak zaskakujące, ponieważ dieta wszystkożernego dzika jest obfita w skrobię (Pajic i wsp., 

2019). 

Trzecim znaczącym taksonem, u którego obserwuje się zwiększenie liczby kopii genów 

związanych z amylazą są naczelne. Wyniki dla tej grupy są interesujące z uwagi na fakt, że nasi 

najbliżsi krewni, wszystkożerne szympansy zwyczajne (Pan trolodytes) oraz niemal całkowicie 

roślinożerne goryle nizinne (Gorilla gorilla) nie wykazują aż tak wysokich wartości liczby 

kopii. Maksymalna obserwowana liczba kopii u tych gatunków to 6, podczas gdy u ludzi 

notowano czasem wartości przekraczające 20 kopii (tak wysokie wartości występowały u 

pojedynczych osób) (Hasegawa i wsp., 2022). Prawdopodobnie, różnica pomiędzy liczbą kopii 

u człowieka i innych naczelnych wynika z obecności w diecie Homo sapiens zbóż, które są 

znacznie bogatsze w skrobię, niż rośliny spożywane przez małpy człekokształtne. Liczba kopii 

obserwowana u innych naczelnych, takich jak orangutan sumatrzański (Pongo abeli) czy 

pawian oliwkowy (Papio anubis), jest podobna do wyników wymienionych wcześniej 

gatunków z rodziny Hominidae (Pajic i wsp., 2019). 

Poza opisanym wcześniej psem domowym, liczba kopii genu AMY2B dla przebadanych 

przedstawicieli podrzędu psokształtnych oscyluje wokół dwóch. Taką wartość uzyskano dla 

niedźwiedzi polarnych (Ursus maritimus) (Pajic i wsp., 2019; Rinker i wsp., 2019)  
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oraz większości przeanalizowanych przedstawicieli rodziny łasicowatych (Mustelidae) 

(Abduriyim i wsp., 2019). Wynik taki uzyskano też dla innego przedstawiciela rzędu 

Carnivora, kota domowego (Felis catus) (Pajic i wsp., 2019). W przypadku wilka szarego, 

najbliższego krewnego badanych tutaj gatunków, najczęściej obserwowano dwie kopie genu 

AMY2B, a duplikacja występowały rzadko (Freedman i wsp., 2014; Arendt i wsp., 2016). 

Wykryte w niniejszej pracy osobniki trzech badanych gatunków ze zwielokrotnieniem 

genu AMY2B nie stanowiły wysokiego odsetka populacji, jednak warianty strukturalne były 

obserwowane częściej niż u wilków. Uzyskane rezultaty zdają się plasować dwa gatunki lisów 

oraz jenota bliżej zwierząt takich jak niektóre łasicowate i niedźwiedzie. Wśród borsuków 

azjatyckich (Meles leucurus) obserwowano do czterech kopii genu (Abduriyim i wsp., 2019), 

natomiast u niedźwiedzi, odpowiednio, do pięciu kopii u brunatnego (Ursus arctos) i do 

czterech kopii u czarnego (Ursus americanus) (Pajic i wsp., 2018; Rinker i wsp, 2019). 

Zauważyć należy przy tym, że u przedstawicieli rodzaju Ursus zwielokrotnieniu uległ inny gen 

amylazy, AMY1B. U niedźwiedzi brunatnych liczba kopii AMY1B sięga ośmiu. Trzeba mieć też 

na uwadze, że badania niedźwiedzi przeprowadzone zostały na niewielkiej stawce zwierząt 

(Rinker i wsp, 2019). 

Maksymalna liczba kopii AMY2B zaobserwowana w niniejszej pracy, dla lisów oraz 

jenota wyniosła trzy. U dwóch jenotów azjatyckich zaobserwowano obecność jednej kopii 

omawianego genu, co zostało potwierdzone poprzez powtórne analizy ddPCR dla tych 

osobników. Wyniki te nie są jednak niczym niezwykłym, ponieważ sporadycznie obecność 

jedynie jednej kopii AMY2B obserwowano też u innych zwierząt, takich jak wilki i psy 

(Freedman i wsp., 2014, Arendt i wsp., 2016), niedźwiedzie polarne (Rinker i wsp., 2019) czy 

kotowate: gepardy grzywiaste (Acinonyx jubatus) i u przedstawicieli rodzaju Panthera (Kim i 

wsp., 2016). 

Warto pamiętać, że przebadane w tym doświadczeniu lisy oraz jenoty były zwierzętami 

nie dzikimi, lecz hodowlanymi. Jako że fakt występowania elementów roślinnych w diecie 

hodowlanych psowatych jest znany (Gugołek i wsp., 2014), należy założyć, że omawiane tutaj 

grupy badawcze były karmione w podobny sposób. Duplikacja genu AMY2B najbardziej 

rozpowszechniona była u lisów polarnych. Osobniki z omawianym wariantem stanowiły 

niemal 1/3 przebadanej stawki. Wynik ten pokrywa się z badaniami sugerującymi większą 

strawność skrobi u hodowlanych lisów polarnych w stosunku do osobników dzikich (Ahlstrøm 

i wsp., 2003) i może sugerować, że w przypadku  
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przeanalizowania duplikacji genu dla dzikich lisów polarnych, rozpowszechnienie wariantu 

byłoby mniejsze. 

Przedstawione tutaj wyniki badań pokazały, że do badań molekularnych na psowatych 

należących do rodzajów Vulpes oraz Nyctereutes, mogą potencjalnie być wykorzystane sondy 

zaprojektowane dla przedstawicieli rodzaju Canis.  

W przypadku fragmentów genu badanego oraz genu referencyjnego uzyskana liczba 

kropel podczas reakcji ddPCR była podobna do liczby kropel uzyskiwanej dla psów 

domowych. Linia, z której wyewoluowały psy oraz gałąź, z której wyewoluowały lisy i jenoty, 

rozdzieliła się ok. 12,2 mln lat temu (za Timetree of Life), jednak mimo to podobieństwo 

genetyczne niektórych fragmentów genomu okazało się bardzo wysokie. Oczywiście, nie 

należy rezultatów tych ekstrapolować na wszystkie geny.  

Choć otrzymane wyniki nie wykazały spektakularnego zwiększenia liczby kopii genu 

AMY2B u przebadanych przedstawicieli lisa rudego, lisa polarnego oraz jenota azjatyckiego, 

potwierdzono obecność duplikacji owego genu i skonfrontowano wyniki z rezultatami innych 

przedstawicieli Caniformia. Sugeruje się, że badania tego zagadnienia powinny być 

kontynuowane, ponieważ przedstawione tu wyniki i wnioski nie wyczerpują zagadnienia. 

Przetestowany został jeden z kilku genów należących do rodziny AMY, dalsze badania mogłyby 

potencjalnie wykazać obecność nasilonej duplikacji w spokrewnionych genach, co sugerować 

mogą np. wyniki otrzymane dla niedźwiedzia brunatnego, u którego większą liczbę kopii 

obserwowano w genie AMY1B (Rinker i wsp., 2019). 

Nadto, doświadczenie zostało przeprowadzone na zwierzętach hodowlanych, które 

mogły być karmione pokarmem z elementami roślinnymi, co z kolei mogło wpłynąć na wynik 

badania (Gugołek i wsp., 2014). Badano jedynie przedstawicieli trzech grup zwierząt, podczas 

gdy w rodzaju Vulpes znajduje się kilka gatunków, natomiast sam gatunek Vulpes vuples 

obejmuje kilkanaście podgatunków. Zarówno różne gatunki jak i różne podgatunki lisów 

zasiedlają zróżnicowane środowiska na całym globie, dlatego koncept analizy zmienności genu 

AMY2B pomiędzy różnymi populacjami wydaje się interesujący. 
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7.3 Analiza wariantów strukturalnych w genach wytypowanych na podstawie 

sekwencjonowania całogenomowego 

 

Wykryta w genie ALPL delecja, okazała się statystycznie istotna: mutacja występowała 

częściej u psów otyłych niż u psów zdrowych (odpowiednio 38% i 19% badanych osobników). 

Większość zwierząt, u których ją wykryto była heterozygotami, a układ homozygotyczny 

obserwowano u dwóch osobników. Na podstawie wyników obserwowanych u ludzi można 

wysnuć hipotezę, że opisywana delecja może mieć wpływ nie tylko na masę ciała zwierząt, ale 

i na ich stan zdrowia. W przypadku ludzi, mutacje zawarte w ALPL, prowadzą do rozwoju 

hipofosfatazji, choroby powiązanej z metabolizmem witaminy B6 oraz mineralizacją kości. 

Niektóre formy tego schorzenia charakteryzują się wysoką śmiertelnością, również 

okołoporodową (Martos-Moren i wsp., 2018). 

W pierwszym intronie genu SGSM1 wykryto duplikację. Choć wariant ten obecny był 

u wszystkich osobników i występowała pewna różnorodność międzyosobnicza, jednak 

zasadnicza większość psów wykazywała liczbę kopii na poziomie czterech. Mimo niskiego 

polimorfizmu analiza statystyczna wykazała istotny związek pomiędzy omawianym wariantem 

strukturalnym a masą ciała. U ludzi (a więc prawdopodobnie i u psów) gen ten podlega 

wysokiej ekspresji w trzustce oraz w układzie pokarmowym (za The Human Protein Atlas), a 

mechanizm zwiększenia liczby kopii mógł być analogiczny do zwiększenia liczby kopii genu 

AMY2B. Mimo że w niniejszym doświadczeniu związek pomiędzy zmiennością liczby kopii 

genu amylazy a zwiększeniem masy ciała nie został potwierdzony, wcześniejsze prace wiążą 

zwielokrotnienie tego obszaru genomu z presją środowiskową powstałą podczas domestykacji 

psa (Axelsson i wsp. 2013; Freedman i wsp., 2014).   

Brak jest doniesień łączących gen SGSM1 z nadwagą bądź otyłością. Badania na 

ludziach wiążą ten gen z modulacją małego białka G (Yang i wsp. 2007), z chorobami takimi 

jak zanik mięśni (Peeters i wsp., 2014), nowotwory (Li i wsp., 2022), bądź zaburzenia pracy 

układu nerwowego (Kim i wsp., 2021). Dla psa domowego wcześniej nie przeprowadzono 

badań nad SGSM1. Podsumowując, dalsze badania nad niniejszym genem w kontekście 

otyłości psa domowego wydają się uzasadnione. 

Delecja strukturalna wykryta w genie RYR3 zdaje się być obiecującym wynikiem 

niniejszej pracy. Wyniki uzyskane w analizie statystycznej sugerują, że wykryta w genie 

mutacja może mieć istotny wpływ na nieprawidłowe zwiększenie masy ciała psów rasy 
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labrador retriever. Białko kodowane przez gen, receptor ryonadynowy jest ważne dla procesów 

komórkowych oraz skurczów mięśni szkieletowych (Schwrazmann i wsp., 2002). 

Znaczenie mutacji w RYR3 sugerowały wcześniejsze prace, zarówno dotyczące ludzi 

jak i psów. W przypadku ludzi, opisane zostało istnienie polimorfizmu typu SNP, którego 

obecność powiązano z cukrzycą (czyli schorzeniem silnie powiązanymi z otyłością), a poza 

tym z chorobą Alzheimera (Gong i wsp., 2018). Całogenomowe analizy sprzężeniowe (ang. 

Genome-wide linkage) wykazały również związek pomiędzy kilkoma SNP a funkcjonowaniem 

adiponektyny, a więc białkiem wydzielanym przez tkankę tłuszczową (Chang i wsp., 2016). 

Związek RYR3 z pracą układu mięśniowego obserwowano w badaniu przeprowadzonym na 

psach myśliwskich, terierach oraz psach nierasowych. W pracy wykazano, że w omawianym 

genie występuje SNP, którego obecność korzystnie wpływa na rozwój mięśni psa (Kim i wsp., 

2018). Warto też nadmienić, że w przypadku świni domowej (Sus scrofa domesticus) w genie 

paralogicznym, RYR1 (również pełniącym funkcje związane z działaniem kanałów jonowych 

wapnia) występuje mutacja wpływająca na jakość mięsa oraz otłuszczenie (Sadkowski i wsp., 

2015). Powyższe wyniki świadczą o tym, że dalsze badania nad genem RYR3 w kontekście 

otyłości psa domowego wydają się zasadne. 

Mutacje w genie SLC12A6 u człowieka związane są ze schorzeniem znanym jako zespół 

Andermanna. Fenotypy obserwowane u pacjentów powiązane są z zaburzeniami ruchu, to m.in. 

agnezja ciała modzelowatego i neuropatia obwodowa. Nierzadko pojawia się również 

upośledzenie intelektualne. (Van Poucke i wsp., 2019; Bogdanova-Mihaylova i wsp., 2021). 

Istnieje doniesienie z badań skupiających się na analizie mutacji w genie SLC12A6 psa 

domowego i porównaniu obserwowanych fenotypów z fenotypami występującymi u 

człowieka. U psa wymienionych wcześniej typowych objawów zespołu Andermanna nie 

obserwowano. Odnotowano za to niedowład kończyn tylnych, skurcze mięśni oraz postępującą 

ataksję rdzeniowo-móżdżkową; żadna z powyższych dysfunkcji nie była obserwowana u ludzi. 

U Canis lupus familiaris mutacja związana była z wystąpieniem przedwczesnego kodonu stop 

i skróceniem kodowanego białka. (Van Poucke i wsp., 2019). Brak w przypadku tego gatunku 

badań związku genu z nadwagą i otyłością. W ramach badań nad otyłością człowieka analiza 

GWAS pozwoliła określić jeden z wykrytych SNP jako potencjalnie zasocjowany z BMI (Dong 

i wsp., 2018). 

Co ciekawe, rozkład genotypów w loci RYR3 i SLC12A6 pokrywał się w 96 procentach. 

Biorąc pod uwagę relatywnie bliskie położenie obu genów na chromosomie (<0,5 kpz), 

prawdopodobnie warianty w tych genach kosegregują w haplotypach. Podobnie też jak w 
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przypadku genu RYR3, opisany w genie SLC12A6 wariant strukturalny okazał się być ujemnie 

skorelowany z masą ciała. 

Podsumowując, wykryty związek mutacji z masą ciała, w połączeniu z obserwowaną 

kosegregacją z genem RYR3, sugerują, że dalsze badania nad genem SLC12A6 są zasadne. 

Istnieją ograniczone informacje na temat związku genu KCTD8 z otyłością, jednak 

opisano w tym genie SNP, który może mieć wpływ na rozwój cukrzycy typu 2. u człowieka 

(Musambil i Siddiqui, 2019). Inny SNP, wykryty w genie za pomocą analizy GWAS, może być 

potencjalnie powiązany ze wskaźnikiem BMI (Kichaev i wsp., 2018). Nadto, KCTD8 pełni rolę 

w szlakach sygnałowych odczuwania smaków gorzkiego i słodkiego, a także podlega silnej 

ekspresji w mózgu i pewnej ekspresji w tkance tłuszczowej (za The Human Protein Atlas).  

W przypadku niniejszej pracy, wykryta w genie KCTD8 delecja, choć szeroko 

rozpowszechniona w przebadanej populacji, jest o wiele częstsza u osobników zdrowych niż 

chorych, co jest zjawiskiem nieoczekiwanym, gdyż zwykle obecność delecji w obszarach 

genów prowadzi do uzyskania szkodliwego fenotypu. 

Warto zwrócić uwagę również na stopnień rozpowszechnienia delecji pośród 

przebadanej populacji. Z 32 przebadanych zdrowych osobników, co najmniej jeden zmutowany 

allel zaobserwowano u 30 psów, co stanowi niemal 94% grupy. Również u psów z nadwagą 

oraz otyłych, mutacja była bardzo częsta (odpowiednio 73% i 65%). Uzyskany wynik sugeruje, 

że obecność delecji poprawia przystosowanie osobników do życia w środowisku człowieka i w 

jakimś stopniu chroni zwierzęta przed nieprawidłowym wzrostem masy ciała. Uzyskane 

rezultaty uzasadniają dalsze badania nad genem KCTD8 w populacjach psa domowego. 

Białko kodowane przez gen VPS26C związane jest z transportem endosomalnym 

(McNally i wsp., 2017). W przypadku człowieka, u dwóch spokrewnionych pacjentów 

(kuzynów) wykryto identyczną mutację nonsensowną w układzie homozygotycznym.  

Odpowiadała ona za nieprawidłowy rozwój neurologiczny, nieprawidłowości w budowie 

szkieletu, zaburzenia wzrostu oraz charakterystyczny fenotyp twarzy (Beetz i wsp., 2020). 

Starsze badania, które zidentyfikowały VPS26C w genomie człowieka, wiązały go z zespołem 

Downa, ponieważ znajduje się on w regionie krytycznym chromosomu dla tego zaburzenia 

(Down Syndrome Critical Region of Chromosome). Miało to odzwierciedlenie w pierwotnej 

nazwie genu: DCRA (Down syndrome Critical Region gene A) (Nakamura i wsp., 1997). 
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VPS26C podlega ekspresji w wielu tkankach i nie jest w żaden sposób tkankowo 

specyficzny dla narządów związanych z układem pokarmowym, mięśniowym czy tkanką 

tłuszczową. Wykryta w niniejszej pracy delecja była bardziej rozpowszechniona u psów 

zdrowych (rezultat podobny do wyników dla genu KCTD8) a regresja logistyczna wykazała 

powiązanie delecji z otyłością. Otrzymane wyniki, w powiązaniu z brakiem badań nad 

związkiem genu VPS26C z otłuszczeniem oraz brakiem tkankowo specyficznej ekspresji, 

sugeruje, że dalsze badania VPS26C nie są obiecujące. 

Badania przeprowadzone u człowieka nad mutacjami w genie MME sugerują, że gen 

ten jest związany z nieprawidłowym zwiększeniem masy ciała. MME powiązany został z 

występowaniem nadwagi w czasie ciąży (Weiß i wsp., 2020). Podlega on ponadto ekspresji w 

podocytach, wpływając potencjalnie na rozwój powikłań takich jak nefropatia cukrzycowa. 

(Cai i Jiang, 2020). W niniejszym badaniu obecność wykrytego in silico wariantu 

strukturalnego w intronie 14. nie została potwierdzona metodą molekularną. 

Niska liczba doniesień na temat omawianych genów wynika z tego, że nie zostały one 

wytypowane a priori na podstawie literatury. Większość z omawianych genów nie było 

wcześniej analizowany u psów domowych, co pozwoliło na poznanie nieznanych wcześniej 

aspektów genetyki psa.  

Większość wykrytych narzędziami bioinformatycznymi wariantów stanowiły delecje, 

co jest spowodowane specyfiką surowych danych, na których pracują wykorzystywane 

algorytmy. Odczyty sekwencyjne są krótkie, co znacznie utrudnia pracę algorytmów 

wykrywających mutacje inne niż SNP i krótkie indele. Z tego też względu dłuższe delecje są 

mutacjami wykrywanymi częściej niż duplikacje, ponieważ wykrycie braku fragmentu genomu 

(lub mniejsze pokrycie danego fragmentu w przypadku mutacji heterozygotycznej) jest dla 

oprogramowania łatwiejsze niż wykrycie nadmiaru informacji genetycznej. Jest to w dużej 

mierze związane jest z parametrem pokrycia danego obszaru genomu. Wysoki poziom pokrycia 

danego fragmentu może fałszywie zasugerować obecność duplikacji, z drugiej strony niejako 

"ukryć" delecję. Z drugiej strony, niski poziom pokrycia może sprawić, że w danym obszarze 

nie zostanie wykryta ewentualna duplikacja. 
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8. Podsumowanie 

 

1. Zebrane dane nie wskazują na związek pomiędzy liczbą kopii genu AMY2B a masą ciała i 

otyłością psów rasy labrador retriever. Wynik ten nie wyklucza prawdziwości znanej tezy, że 

zwiększenie liczby kopii genu ma związek z domestykacją. Jednocześnie, jest zgodny z ogólną 

wiedzą, że otyłość jest przede wszystkim zaburzeniem uczucia głodu i sytości, a nie 

skuteczności trawienia. 

 

2. Obserwowano zwielokrotnienie genu AMY2B w populacjach lisa rudego, lisa polarnego oraz 

jenota azjatyckiego, jednak średnia liczba kopii oraz poziom zmienności w populacjach były 

niskie. Jeżeli zwiększenie liczby kopii AMY2B jest odpowiedzią ewolucyjną na obecność skrobi 

w diecie, niską zmienność można tłumaczyć relatywnie krótką historią hodowli tych gatunków 

i niskim udziałem skrobi w diecie. 

 

3. Za pomocą emulsyjnego PCR potwierdzono obecność wariantów strukturalnych w sześciu z 

siedmiu genów wytypowanych na podstawie pośrednich danych sekwencjonowania 

całogenomowego. Wynik ten potwierdza powszechną obecność wariantów strukturalnych w 

genomie psa oraz przydatność metody sekwencjonowania z użyciem krótkich odczytów do 

wstępnej identyfikacji wariantów strukturalnych.  

 

4. Dla sześciu genów (ALPL, SGSM1, RYR3, SLC12A6, KCTD8 oraz VPS26C) wykryto 

korelację pomiędzy obecnością wariantów strukturalnych a BCS i/lub otyłością w populacji 

psów rasy labrador retriever. Uzyskane dane sugerują, że powszechna otyłość psa, w 

przeciwieństwie do otyłości poligenicznej człowieka, może być uwarunkowana wariantami, 

które mają jednocześnie wysoką częstość i duży wpływ na ryzyko otyłości. Dane te stanowią 

argument na rzecz prawdziwości postawionej wcześnie hipotezy. Fakt, że zidentyfikowane tu 

geny leżą poza szlakami sygnałowymi, które są ważne dla otyłości człowieka, wskazuje, że 

źródła zmienności genetycznej dla otyłości człowieka i psa mogą być różne. 
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10. Tabele 

 

 

Tabela 1. Struktura próby psów rasy labrador retriever wykorzystanych w badaniach I i III. N 

= 109 osobników; BCS=3 to zdrowa grupa kontrolna, BCS=4 to psy z nadwagą a BCS=5 to 

psy otyłe. 

 

BCS Liczba 

osobników 

Liczba 

samców 

Liczba 

samic 

Liczba osobników 

wykastrowanych 

Średnia masa 

ciała (kg) 

Średni wiek  
(w miesiącach) 

3 32 13 19 9 32 45 

4 50 21 29 7 37 57 

5 27 10 17 7 41 72 
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Tabela 2. Informacje o starterach i sondach zaprojektowanych za pomocą narzędzia 

Primer3Plus. 

 

Gen z 

badanym 

fragmentem  

Sekwencje starterów i sond Temperatura 

przyłączenia 

starterów 

Długość 

amplifikonu 

Enzym 

restrykcyjny 

 

AMY2B 

 

Starter F: 5' CCAAACCTGGACGGACATCT 3' 

Starter R: 5' TATCGTTCGCATTCAAGAGC 3' 

Sonda: 5' FAM-TTTGAGTGGCGCTGGG-BHQ-1 

 

58 °C 

 

76 pz 

 

HaeIII 

 

SGSM1 

Starter F: 5’ GAATGAAGTGGGTGGTAGGG 3’ 

Starter R: 5’ TTCTGCTACGCCAGTCTGAG 3’ 

Sonda: 5’ FAM-CATGCTGTGGGGATTATGTG-BHQ1  3’ 

 

58 °C 

 

93 pz 

 

EcoRI 

 

KCTD8 

Starter F: 5’ AGTGGATGGACGGATGAGTT 3’ 

Starter R: 5’ ACCATCTCGGATGCTCCTAA 3’ 

Sonda: 5’ FAM-TGGAATATAGGCAGTCGTTAAAA-BHQ1  3’ 

 

58 °C 

 

84 pz 

 

HaeIII 

 

ALPL 

Starter F: 5’ GGATCCTAGCTGCAGGTAACAGA 3’ 

Starter R: 5’ AGAACAAAACTCCTTTTAGTAAATTCC 3’ 

Sonda: 5’ FAM-CCACTCCTGCTGTACTAACAGG-BHQ1  3’ 

 

58 °C 

 

80 pz 

 

HaeIII 

 

VPS26C 

Starter F: 5’ TTCTAACTGGAGATTGACTGATGG 3’ 

Starter R: 5’ TGAGTTTTCTCCCTTCGTGT 3’ 

Sonda: 5’ FAM-

CACAAAGGAAAACAAATAATAAATTCA-BHQ1  3’ 

 

58 °C 

 

100 pz 

 

HaeIII 
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Tabela 3. Szczegółowe informacje dla starterów i sond zaprojektowanych za pomocą 

narzędzia BioRad (https://www.bio-rad.com/digital-assays/). Zawarte w kolumnie drugiej 

identyfikatory poszczególnych sond umożliwiają ich odnalezienie na stronie producenta. 

 

Gen z badanym 

fragmentem 

Assay ID 

(Bio-rad.com) 

Temperatura 

przyłączenia 

starterów 

Wielkość 

amplifikonu 

Użyty enzym 

restrykcyjny 

RYR3 dCNS468946122 56 °C 93 pz HaeIII 

SLC12A6 dCNS597396935 56 °C 75 pz HaeIII 

MME dCNS546850895 56 ° C 80 pz HaeIII 
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Tabela 4. Szczegółowe informacja dla starterów i sond genów referencyjnych 

 

Gen referencyjny Sekwencje starterów i sond Długość 

amplifikonu 

 

C7orf28B 

Starter F: 5' TTGTGCAGGATCAGAGCATC 3' 

Starter R: 5' CAACACAGGTTGACCAAGGA 3' 

Sonda: 5' HEX-TGCCATTTGTGTGCATCCCC-BQH1 

 

91 pz 

 

HSD17B7 

 

Starter F: 5' ATGTCCACACAACTAGCCATAC 3' 

Starter R: 5' GTGTCTCGGTAGCGCATTT 3' 

Sonda: 5' Hex-CACGCCCAGTCCTAGTCATGCTT-BHQ-1 

 

98 pz 
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Tabela 5. Zmienności liczby kopii genu AMY2B u psów rasy labrador retriever. W pierwszej 

kolumnie przedstawione zostały poszczególne grupy na podstawie wskaźnika BCS. W drugiej 

grupie umieszczone liczbę osobników przyporządkowanych do poszczególnych grup. W 

kolumnie trzeciej znajdują się wartości średniej liczby kopii genu AMY2B poszczególnych, 

natomiast w czwartek kolumnie wartości mediany dla poszczególnych grup. W kolumnie piątej 

zamieszczono zakresy liczby kopii genu AMY2B dla poszczególnych grup badawczych. W 

ostatnim wierszu przedstawiono wartości dla całej kohorty przebadanych zwierząt. 
 

Grupa Liczba osobników Średnia liczba kopii Mediana Zakres 

BCS = 3 n = 32 12,64 12,65 9 - 16 

BCS = 4 n = 50 13,31 13,2 9 - 18 

BCS = 5 n = 27 13,01 13,1 10 - 15 

Cała stawka n = 109 13,06 13 9 - 18 
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Tabela 6. Wyniki analizy zmienności liczby kopii genu AMY2B dla lisa rudego, lisa 

polarnego oraz jenota azjatyckiego. W pierwszej kolumnie przedstawiono poszczególne 

grupy zwierząt. W drugiej kolumnie zamieszczono liczbę osobników w każdej grupie. W 

trzeciej kolumnie znajduje się średnia liczba kopii AMY2B dla każdej przeanalizowanej 

grupy, natomiast w kolumnie czwartej wartość mediany dla każdej z grup. W kolumnie piątek 

zamieszczono zakres liczby kopii genu AMY2B dla każdej z grup. 
 
 

Grupa Liczba osobników Średnia liczba kopii Mediana Zakres 

Lis rudy n = 60 2,11 2,085 2 - 3 

Lis polarny n = 53 2,47 2,38 2 - 3 

Jenot azjatycki n = 39 2,06 2,11 1 - 3 
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Tabela 7. Wyniki zmienności liczby kopii genów testowanych w badaniu III. 

Lokalizacja1 Zakres wyników 

ddPCR2 Asocjacje 

    

Masa ciała (kg)3 

(na kopię ± SE) 

Otyłość4 

(Iloraz szans) 

ALPL  

delecja 

2:77.622.662–77.622.741 

0 – 2,5 
-2,88±1,17 

P = 0,017 

OR=0,18  95%CI: 0,04-0,58 

P = 0,008 

KCTD8  

delecja 

13:40.904.429–40.904.512 

0 – 2,1 
1,55±0,83 

P = 0,065 

OR=2,36  95%CI: 1,14-5,23 

P = 0,025 

SGSM1  

duplikacja 

26:18.996.505–18.996.597 

2,8 – 5,8 
-2,68±1,20 

P = 0,029 

OR=0,16  95%CI: 0,03-0,58 

P = 0,013 

SLC12A6 

delecja/duplikacja 

30:774.403–774.537 

0 – 3,3 
-1,4±0,82 

P = 0,029 

OR=0,41   95%CI: 0,18-0,84 

P = 0,020 

RYR3  

delecja 

30:1.182.396–1.182.519 

0 – 2,1 
-2,17±0,88 

P = 0,017 

OR=0,34  95%CI: 0,14-0,76 

P = 0,012 

VPS26C  

delecja 

31:32.435.989–32.436.088 

0 – 2,2 
1,64±0,87 

P = 0,065 

OR=2,57  95%CI: 1,20-5,87 

P  = 0,019 

1Fragment zamplifikowany reakcją ddPCR (CanFam 3.1.) Prawdziwa lokalizacja polimorfizmów na 

chromosomach nie są znane, jednak obejmują zamplifikowane fragmenty; 2Wartości uzyskane w rekcji ddPCR są 

liczbami rzeczywistymi i przybliżają liczbę kopii danego wariantuw genomie; 3Szacowany efekt w kg na kopię i 

odpowiadający mu błąd standardowy oszacowany w ogólnym modelu liniowym; 4Iloraz szans (OD) i 

odpowiadający mu 95% przedział ufności (95% CI) oszacowany w regresji logistycznej dla cechy binarnej. Iloraz 

szans = 1 wskazuje na brak różnic między grupami. 
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11. Kopie artykułów naukowych 
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12. Oświadczenia 
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