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Doktori (PhD) értekezés tézisei

1 Bevezetés

A sertés agazat hazdnkban hanyatléban van, de a sertés értékes husat és a beldle
késziilt termékeket nem nélkiilozheti a magyar konyha. A génmegdrzés igen divatos
és aktualis témava valt, melynek keretei kiterjednek a mangalica fajtara is. E hazai
sertés fajta tenyésztésének vjjaéledésének lehetliink szemtanti napjainkban. Ahhoz,
hogy egy fajtait megOdrizhessiink genetikai szinten, tobb eszkéz all a
rendelkezésiinkre: génbankok, fajtafenntartd torzstenyészetek ¢és persze a
molekularis genetika kiilonb6z6 vivmanyainak alkalmazasa is. A PCR-RFLP
moédszer egy olyan alapvetd technika, mellyel az egyes egyedekrdl alkothatunk
pontosabb képet. A Real-Time PCR segitségével feltdrhatjuk az egyes szdvetek,
szervek, vagy akar sejtek génexpresszidjat, mely tudas birtokdban jobban
megérthetjiik a benniik lezajlé folyamatokat és az 6roklddést, valamint a kdrnyezeti
hatasokat is.

A petesejtek parthenogenetikus aktivalasa a transzgenikus allatok eléallitasanak is
fontos 1épése. Segitségével pontosithatjuk a termékenyitésrél és embrionalis
fejlodésrdl szerzett tudasunkat.

A parthenogenetikusan aktivalt emberi petesejtekbdl nyerhet6k donorjaik genetikai
kodjaval rendelkezd 6ssejtek, melyek transzplantacios célra késobb felhasznalhatok,
bar a tudomany gyors fejlédése szerint mar szinte barmilyen testi sejt
,ujraprogramozhatd” és indukalt pluripotens Ossejtekké alakithatd. Az emberhez
felépitésében és genetikailag is kozel allo sertés emberi betegségek modell allataként
szolgalhat.
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Doktori (PhD) értekezés tézisei

2 Célkitiizések

Az értekezésben bemutatott kisérletek céljai:

O A kiilonbozo sertés fajtak prolaktin receptor gén polimorfizmusanak és a

kiilonboz6 allélok alomszamra gyakorolt hatasanak vizsgalata.

O A sertés petesejtek Ca’'-oszcillacidjat befolydsoldo gének expressziojanak

vizsgélata: SERCA 2, STIM 2, Orai 2 ¢és Syntaxin 5.

O A kiilonbozd fejlédési allapoti sertés petesejtek Ca®*  visszaeresztd

képességének analizise: Ca*’-mentes koézegben CPA-val (ciklopiazonsav)
torténd blokkoldst, majd emelt mennyiségli Ca®*’-ot tartalmazé oldat

hozzaadasat kovetoen.
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3  Anyag és modszer
3.1  Mangalicak prolaktin receptor génjének polimorfizmusa

A disszertacioban leirt prolaktin receptor gén vizsgalathoz a kiilonb6zo
tenyészetekbdl szarmazd mangalicakbol szortiisz6-, illetve vagohidrol szarmazd
flilmintak keriiltek felhasznaldsra. A DNS kinyerése a Promega Wizard Genomic
DNA Purification Kit segitsével tortént.

A PCR reakci6 az alabbi primerekkel lett végrehajtva:

PRLR4 5° CGG CCG CAG AAT CCT GCT GC ¥’
PRLRS5 5> ACC CCA CCT TGT AAC CCATCA TCC 3’

A kapott termék 2 %-os agardéz gélen, etidium-bromid hozzaadasaval lett
ellendrizve.

A PCR termék ALUI restrikcios enzimes emésztését kovetéen a fragmenteket 3 %o-
os agar6z gélen etidium-bromidos festéssel tettiik lathatova.

A statisztikai elemzés IBM SPSS programmal, Tukey’s Standardized Range és
ANOVA teszttel tortént.

3.2 A sertés petesejtek Ca* — oszcillaciojat befolyasolo gének expresszioja

A Kkisérletekben felhasznalt sertés petesejtek az Indiana Packers Co. Delphi
vagohidjardl szarmazd petefészkekbdl voltak kinyerve. A 3-6 mm atmérdji
tiiszOkbol egy fecskend6 és egy 18 G tii segitségével voltak aspiralva a petesejtek.
Az in vitro maturaltatas 44 oran at LH és FSH hormonnal, valamint EGF-el
(Epidermal Growth Factor = Epidermalis Novekedési Faktor) kiegészitett TCM
(Tissue Culture Medium 199-re alapozott sertés IVM oldat) oldatban tortént.

A GV (germinal vesicle= germindlis vezikulum) allapotu petesejtek a maturaltatas
elétt, az MI (Metafazis 1) fejlettségi allapott petesejtek pedig a maturaltatas kezdete
utan 22 oraval kertiltek gyiijtésre.

A kisérletek haromszoros ismétlésben voltak végrehajtva, csoportonként és
kisérletenként 2-2 RT-PCR ismétlésben. Az els§ kisérletben a mintakat 93 GV, 92-
92 MI és MII fazisu, a masodikban 70, a harmadikban 80 petesejt képezte és az
ezekbdl nyert mRNS-rdl irt cDNS keriilt felhasznalasra a négy génbdl, egy kontrol
génbdl és egy negativ kontrolbol all6 RT-PCR-hoz.

Az NCBI adatbazisat hasznaltuk a génszekvencidk kereséséhez (Az alabbi gének
keriiltek kivalasztasra: STIM2: BP167477, Orai2 FD639141.1, SERCAZ2:
NM 213865.1, STXS: BP159925), a primertervezéshez a Primer3 oldalt
alkalmaztuk; a primereket (1. tablazat) az IDT Inc.-t61 rendeltiik meg.
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Doktori (PhD) értekezés tézisei

1. tablazat. Az alkalmazott primerek szekvenciaja.

Primer Szekvencia

SERCA2 F 5'-TCTGACTTTCGTTGGCTGTG-3'
SERCA2 R 5'-GTATATTGCCCGTCCCTCCT-3'
STIM2 F 5'-TGACCGGAGTCACAGACAGA-3'
STIM2 R 5'-GAAGTGCATCTGGAACAGACC-3'
Orai2 F 5'-CGGTCACCTACCCGGACT-3'
Orai2 R 5'-AGCAGAGCAGCACAACCTCT-3'
STX5 F 5'-GCTGGAGAAGCTGACAATCC-3'
STXS5 R 5'-CTCAATGTTCTGCATGGTGTCT-3'

A petesejtekbdl hirvivd RNS-t izolaltunk, melyet az Invitrogen Co. Dynabeads
(mRNA DIRECT Micro Kit) segitségével hajtottunk végre. A Real-Time PCR
reakcidkat a cDNS-sel Bio-Rad késziilékkel végeztiik.

A petesejtekbdl nyert cDNS plazmid vektorral E. coli baktériumokba lett juttattva
Topo TA Cloning kit (Invitrogen) segitségével. A baktériumokat 37°C-on
ampicillines LB agaron tenyésztettiik egy éjszakan at, majd inokulalta a plazmidokat
hordoz6 telepeket és folyékony LB tapoldatban 37°C-on razodasztalos inkubatorban
tenyésztettiik egy ujabb éjszakan at. Az adott gént hordozé plazmidokat a Qiaprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen) segitségével kinyertiik az E. coli baktériumokbol.
ECORI enzimes emésztés utan agar6dz gélen néztiik meg, hogy beépiilt-e a kivant
gén és annak szekvenciajat ellendriztiik. A génszakaszon beliil rovidebb szakaszokra
terveztiink primereket (2. tablazat). A plazmidokbol kinyert DNS-bdl standard sort
csindltunk a RT-PCR-hoz.

2. tablazat. Az RT-PCR-hoz hasznalt primerek.

Primer Szekvencia
ORAI2 F 5’-CACAACCTCAACTCGGTCAA-3’
ORAI2 R 5’-CTGCCAGGAAGAGCAGTGT-3’

SERCA2 F 5’-TCTGACTTTCGTTGGCTGTG-3’

SERCA2 R 5’-GATCATAATGACCCGGATGC-3’

STIM2 F 5’-ACCGGAGTCACAGACAGAAA-3’
STIM2 R 5’-CAATTATGAGGAGGGCGTGT-3’
STXS F 5’-AGGATTTCGTGAGAGCCAAG-3’
STXSR S-TTTGAAGTCATTGGACATGGAGG-3’
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A statisztikai elemzés SAS programmal tortént, Delta Delta Ct mddszer segitségével
YWHAG génhez viszonyitottuk a vizsgalt géneket.
3.3  Kiilonbozd érési fazisi petesejtek Ca’* szintjének mérése

A kiilonbdzd érési fazisti petesejtek kinyerése a ,, A sertés petesejtek Ca®" —
oszcillaciojat befolyasolo gének expresszidja” fejezetben leirtak szerint tortént.

A petesejteket Ca**-mentes médiumban tartottuk, a mérés elétt 10 uM CPA-val
inkubaltuk 2 6ran 4t (a sejtek Ca**-raktarainak kiiiritése céljabol) és fél oran at Fura
2-AM Ca?'-érzékeld festéket adtunk az oldathoz, hogy a petesejtekben jelen 1évE
Ca®-ot jelolje. A mérést egy Nikon Eclipse TE-2000U invertmikroszkop és egy
hozza kapcsolt InCyt Im2 fluoreszcencia-detektalod rendszer segitségével végeztik.
A kezdeti, kb. 30 mp-es alap Ca*" szint-mérés utan a petesejthez emelt Ca®'-

s
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4 Eredmények

4.1  Mangalicak prolaktin receptor génjének polimorfizmusa

Az enzimes emésztést kovetden az agardz gélen tortént szeparalds utan a kovetkezd
fragmenteket kaptuk A allél - 127 bp, B allél - 92, 35 bp.

Megallapithattuk, hogy mangalicaban is jelen van a prolaktin receptor génjének
polimorfizmusa ¢és az A allél van dsszefliggésben a nagyobb alomszammal. Az AA
genotipusu egyedek 2,21 malaccal tobbet fialtak a BB genotipusuaknal, és a
populécié atlagos alomméretét 1,33, az AB genotipusu egyedekét pedig 1,77
malaccal haladtdk meg.

A harom genotipus szignifikansan (p<0,005) eltér egymastél. Az AA magasabb
alomszammal van &sszefliggésben, mint az AB illetve BB, viszont az AB és a BB
genotipusok kozt nem mutathaté ki szignifikans kiilonbség (p> 0,005).

Az A allél gyakorisaga (mangalicanal 32%), valamint az AA genotipusi egyedek
(mangalicanal 8%) hanyada a populacioban kisebb, és ez Osszhangban van mas
kutatok eredményeivel. Javasolhatd, hogy szelekcioval noveljék az A allél
gyakorisagat, igy varhatéan novekedni fog az alomszam is.

Az AA genotipust hordozd egyedeknek volt a legmagasabb az alomszama, a BB
genotipusu egyedeké a legkisebb. A kisérletekben az AB genotipusti egyedek is
kisebb termelési eredményeket mutattak, mint az AA genotipusu egyedek.

4.2 A sertés petesejtek Ca*" — oszcillaciéjat befolyasolo gének expresszidja

A kezdeti primerekkel I1étrehozott PCR termékek nagysaga: SERCA2 493 bp, Orai2
441 bp, STIM2 497 bp, STXS 499 bp.

A tervezett RT-PCR termékek hosszai a kovetkezOk voltak: SERCA2 103 bp,
STIM2 82 bp, Orai2 106 bp és STX5 114 bp.

A statisztikai analizis soran két gén expresszidjaban volt tapasztalhatod szignifikans
eltérés a kiilonbozo fejlettségii petesejtek kozott (p<0,05). A SERCA2 és STIM2
gének esetében nem volt tapasztalhatd szignifikans valtozas, mig az Orai2 és STXS
gének kifejezodése csokkent a maturaltatas soran.

A 1. abran a génexpresszios kiillonbségek lathatok génenként (SERCA2, Orai2,
STIM2, STX5) és a petesejt-fejlodési csoportonként (GV, MI, MII). A szignifikans
kiilonbségeket a kiilonb6zé betiik jelentik (*P).
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1. abra. A vizsgalt gének expresszios értékeinek kiilonbségei GV, MI és MII
allapota petesejtnél.
(“* az értékek kozti szignifikans kiilonbséget jeléli; P<0,05)

A SERCA2 gén expresszidjanak valtozatlansagat az indokolhatja, hogy az ER raktér
szerepe a petesejt érése soran minden stadiumban egyarant fontos, valamint ez a
sejtszervecske egyéb sejtkommunikacios folyamatokban is részt vesz. A SERCA2 a
SERCA valtozatok koziil a legérzékenyebb a Ca*'-ra.

A STIM2 és Orai2 fehérjék szerepe még nem teljesen tisztazott, de a kisérletek
alapjan a STIM2-nek hasonlé szerepe van, mint a STIMI1-nek, bar foként a
szabalyozas (gatlas) a feladata és az Orai2 is hasonld - bar gyengébb - funkciot tolt
be, mint az Orail.

A STIM fehérjék dimereket illetve oligomereket képezve kapcsoldédnak az Orai
fehérjékhez, amint az ER raktar kiiiriil s csak igy nyilnak meg a plazmamembran
Ca* csatorndi. A STIM1 tllexpresszaltatdsa 6nmagaban nem volt hatassal a Ca®*
bearamlasara, mig Orail-gyel kozdsen tilexpresszaltatva jelentésen megnovelte azt.
Ezzel szemben a STIM2 az Orail-gyel kozosen tilexpresszalva gatolta a Ca"
bearamlast a raktarak kitirtilését kdvetoen, bar masok azt talaltak, hogy lényegesen
nagyobb STIM2 szint kdzosen az Orail-gyel képes volt megndvekedett Ca®* dramot
eléidézni.

Ugy tiinik tehat, hogy az Orai és STIM fehérjék aranya meghatirozo a Ca*'-
bearamlas szempontjabol. A két fehérje egyiittes tilexpresszaltatdsa megnovekedett
Ca**-4ramlast eredményezett, mig az egyenkénti tilexpresszaltatas gatolta a SOCE-t.
Sajat eredmények alatimasztjak ezeket a megfigyeléseket. Eretlen petesejtek -
melyekben magas az Orai2 szint a STIM1 szintjéhez képest- nem mutatnak hosszan
tartd Ca**-oszcillaciot spermiummal vald fuziot kdvetden. Az érés sordan csokken az
Orai fehérjék STIM-hez viszonyitott aranya a sejtekben, és feltehetéleg ennek
kovetkeztében ezen petesejtekben a termékenyitést végzd spermium oOrdkig tartd
Ca*"-oszcillaciot képes elidézni.
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A syntaxin 5 gén expressziojanak csokkenésére az a magyarazat, hogy fehérjéje a
policisztin-2 fehérjével kapcsolodva gatolja a Ca**-dramlast az ER membranon. igy
csokkenése indokolt, mivel az oszcillacid soran a raktarakbol kidramld Ca** felelds
elsédlegesen a Ca®' szignal létrehozasaban.

4.3  Kiilonbozé érési fazist petesejtek Ca** szintjének mérése
A harom eltérd fejlettségli petesejtnél a kovetkezé eredményeket kaptuk: GV és MI

allapotban kevésbé valthato ki a Ca** bedramlasa, mig MII fazisban lényeges
emelkedést mutatott a kezdeti ,,nyugalmi” Ca®* szint (2. 3. 4. 4bra).

2. dbra. MII petesejtben 10 uM CPA és 10 mM Ca** ltal kivaltott Ca®* csiics.

Ez a hirtelen Ca®" szint emelkedés alkalmas lehet egy késébbi kémiai aktivalas
elinditasara.
Ez az emelkedés az extracelluldris Ca®* sejtbe térténd bearamlasanak eredménye és a
sejt Ca®* raktdrainak kiiiriilése valtotta ki (sejtraktarak altal szabalyozott Ca®*
bearamlas).
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3. abra. GV petesejtben 10 uM CPA és 10 mM Ca** 4ltal okozott Ca** cstcs.

Az eredmény tehat azt bizonyitja, hogy érett petesejtekben jelentés Ca** bearamlas
koveti a raktarak kitiriilését; ez Iényeges a raktarak ujratoltéséhez és a spermium
altal elBidézett, hosszan tartd Ca** oszcillacié fenntartasdhoz. GV és MI fazisban
1év8 petesejtek esetében nem kovetkezett be jelentds Ca*" bedramlas a raktirak
kiliritését kovetden; ez Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy éretlen
petesejtekben a spermium csak rovid idejii Ca®* jelet képes eldidézni.

4. dbra. M1 petesejtbeﬁ 10 uM CPA ¢s 10 mM Ca®* dltal kivaltott Ca®* beramlés.
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5 Uj tudomanyos eredmények

1) A mangalica fajtdban is jelen van a prolaktin receptor génjének
polimorfizmusa és a kiilonbdz6 allélok eltérd hatdssal vannak az alomszam
alakulasara. Vizsgalataink alapjan az A allélt hordozd, illetve az AA
genotipusu kocak tobb malacot fialnak, &m kisebb aranyban vannak jelen a
populacioban. Szelekcioval, a masik allél megtartasdval érdemes lenne

ndvelni ezt az aranyt, hogy az alomszam ndovekedhessen.

2) A sertés petesejtekben a Ca**-oszcillaciot befolydsold gének koziil a négy
vizsgalt gén kiilonbozé mértékben expresszalodik a kiilonbozé fejlodési
stddiumokban. A syntaxin 5 és az Orai 2 expresszidja csokken, mig a STIM
2 ¢és a SERCA 2 nem valtozik szignifikdnsan. Ezeket a géneket még nem

vizsgaltak sertés petesejtekben.

3) Erett sertés petesejtekben a Ca®'-raktarak kiiiritése Ca>" bearamlést idéz elé
a sejtmembranon keresztiill CPA-val (ciklopiazonsav) tortént blokkolast,
mértéke novekszik a petesejtek érésével egyidében és ez lényeges a
megtermékenyitést kovetden, az embridfejlédést kivalto  Ca*'-jelek
eléidézésének szempontjabol. CPA-val tortént blokkolast kdvetden eldszor

mi végeztiik el a Ca’* bedramlasanak mérését sertés petesejtekben.
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