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ROVIDITESEK

ATP — adenozin trifoszfat

CcDNS — komplementer DNS

CL - Corpus Luteum = sargatest

cM — centi Morgan

CPA — cyclopiazonic acid = ciklopiazonsav

Ct érték — cycle threshold = ciklus kiiszébérték

DNS - dezoxiribonukleinsav

E. coli — Escherichia coli

EGF — Epidermal Growth Factor = Epidermalis ndévekedési
hormon

ER — endoplazmatikus retikulum

FSH — Follikulus stimulalé hormon

GV — Germinalis vezikulum

GVBD - Germinal Vesicle Break Down = germinalis
vezikulum felbomlésa

IVM — In vitro maturécio

LH — Luteinizal6 hormon

MI — Meidzis 1. fazisa

MII — Meidzis 2. fazisa

MRNS — messenger RNS
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Orai — nem rovidités, fantazianév, mely a gérog mitologiaban
a Mennyorszag kapujanak 6rzéit jelenti

PCR — Polymerase chain reaction = polimeraz lancreakcié
PRLR — prolaktin receptor

QTL — Quantitative Trait Loci = mennyiségi tulajdonsagok
helye

RFLP — Restriction fragments length polymorphism =
restrikcios darabok hosszanak polimorfizmusa

RNS — ribonukleinsav

gRT-PCR — Real Time PCR

Rt-PCR — Reverse Transcription PCR (Reverz transzkripcios
PCR)

SERCA - Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase =
szarko/endoplazmatikus retikulum kalcium ATPaz

SNP — Single Nucleotide Polymorphism = egy nukleotidos
polimorfizmus

SOCE - Store-Operated Calcium Entry = sejtraktarak altal
szabalyozott kalcium bearamlas

STIM - Stromal Interaction Molecule= stromalis (citoplazma)
kdlcsénhatas molekula

STX5, SYN5 — syntaxin 5

UTR - Untranslated Region = nem kodold régio
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KIVONAT

A mangalica megmentése fontos feladat és éppen ezért az
alomméretek gyors ndvelése genetikai szelekcid alapjan érdeke a
tenyésztoknek.

A termékenyilés jobb megismerése mar a petesejtek szintjén is
olyan tudas birtokdba juttatndA a szaporodasbioldgiaval foglalkoz6
kutatokat és altaluk a tenyésztoket, mellyel hatékonyabbd vélna a

tenyészt6i munka.

Az értekezés elsé részében a prolaktin receptor génjének
polimorfizmusat vizsgaltam mangalicdknal, valamint az egyes allélok
hatasat az alomszam alakuléséara.

Kisérleteim sordn hasonlé eredményre jutottam, mint a
hashibridek vizsgalatat leir6 szdmos kutatas, vagyis a mangalicaban is
jelen van a prolaktin receptor gén polimorfizmusa és az A allél van

0sszefliggésben a magasabb alomszammal.

A Ca** fontos szerepet jatszik a sejtkommunikéci6s
folyamatokban, tébbek kozt a spremium is egy Ca* - oszcillaciot indit
termékenyitéskor. Az értekezés masodik részében a sertés petesejtek Ca**
— oszcillaciojat befolyasolé gének kozul négy (SERCA2, STIM2, Orai2
¢és STXS5) expressziojat vizsgaltam kiilonbozé fejlodési  allapota
petesejtekben (GV, Ml és MII). Arra kerestem a valaszt, hogy a petesejt

érés soran milyen mértékben valtozik ezeknek a géneknek az aktivitasa.
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Eredményeim alatdmasztjak az oszcillacidban  betdltott
szerepik jelentdségét, két gén expresszidjaban talaltam szignifikans
eltérést (Orai2 és STXS), kettében pedig nem szignifikans (SERCA2 és
STIM2).

A harmadik részben a Ca”* — bedramlast vizsgaltam sertés
petesejtekben. A sejtekben a SERCA pumpéat CPA-val (reverzibilisen
k6t6d6 inhibitor) Ca®'- mentes kozegben gatoltuk, majd mértik a Ca®*
bearamlast emelt Ca**-tartalmt oldat hozzaadasat kovetden.

A mérések sordn az érett, MII allapotd petesejtekben lehetett
kivaltani nagyfok( Ca’* bearamlast - mely elsé 1épése lehet egy kémiai
aktivalasnak -, mig éretlen, GV és MI petesejtekben nem volt

megfigyelhetd egy ilyen mértékii Ca** bedramlés.
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ABSTRACT

The rescue of the mangalica from extinction is an important
task so that is why the fast increase of its litter size by genetical selection
is essential for the breeders.

A better understanding of fertilization on the level of oocytes
could provide a usefull knowledge for reproduction researchers and thus
the breeders with which they could make fertilization and breeding more

effective.

In the first part of my thesis the existence of polimorphism of
prolactin receptor gene was investigated in mangalica and the effect of
the differenet alleles on its litter size.

The result of my experiments was similar to those studies
carried out in commercial meat type swine; the polimorphism of prolatin
receptor gene exists in mangalica and the A allele is related to the bigger

litter size.

The Ca?* has really important role in cell communication and
for example the sperm inducec a Ca®*" oscillation at fertilization. The
second part of my thesis is about the investigation of the expression of
four different genes (SERCA2, STIMZ2, Orai2 and STX5) which have
influence on the Ca®*-oscillation in pig oocytes of different
developmental stages (GV, Ml and MII). | was looking for an answer on

how the activity of these genes changes with the maturation.
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The results confirm the importance of their role in oscillation;
the expression of two genes (Orai2 and STX5) differed significantly
while the two others (STIM2 and SERCAZ2) did not.

In the third part the ability of pig oocytes to generate a Ca*'-
influx was examined. The oocytes were treated with CPA (an inhibitor of
SERCA pumps) in Ca**- free medium and the Ca®* influx was measured
after adding an elevated level of Ca® back to the medium.

During the measurements a large Ca?* influx could be observed
in completely mature (MI1) oocytes — which could be the first step in an
activation protocol — while inmature (GV and MI) oocytes did not show

this high level of influx.
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1 BEVEZETES

A DNS szerkezetének 1953-as feltarasat kovetéen (Watson —
Crick, 1953) a molekularis genetika rohamosan fejl6dé tudomanyagga
valt. Szd&mos olyan modszer kerllt kidolgozésra, mely megkonnyiti,
lerbviditi a DNS sokszorozésat, daraboldsat, beépitését, mddositasat és

egyéb vizsgalatat.

A sertés dgazat hazankban hanyatloban van, de a sertés értékes
husat és a beldle késziilt termékeket nem nélkiilozheti a magyar konyha.
A génmegdrzés igen divatos ¢és aktudlis témava valt, melynek keretei
kiterjednek a mangalica fajtara is. E hazai sertésfajta tenyésztésének
ujjaéledését figyelhetjik meg napjainkban. Ahhoz, hogy egy fajtat
megOrizhessiink genetikai szinten, tobb eszkoz all a rendelkezésiinkre:
génbankok, fajtafenntartd torzstenyészetek és persze a molekularis
genetika kiilonbozé vivmanyainak alkalmazasa is. A PCR-RFLP
modszer egy olyan alapvetd technika, mellyel az egyes egyedekrdl
alkothatunk pontosabb képet. A Real-Time PCR segitségével feltarhatjuk
az egyes szovetek, szervek, vagy akar sejtek génexpressziojat, mely tudas
birtokaban jobban megérthetjik a bennik lezajlé folyamatokat és az

oroklddést, valamint a kdrnyezeti hatasokat is.

A petesejtek parthenogenetikus aktivalasa a transzgenikus allatok
eléallitasanak is fontos Iépése. Segitségével pontosithatjuk a

termékenyitésrol és embrionalis fejlodésrdl szerzett tudasunkat.

Gajdaocsi Erzsebet Emilia PhD értekezés 15
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A parthenogenetikusan aktivalt emberi petesejtekbdl nyerhetk
donorjaik  genetikai  koédjaval  rendelkezé  Ossejtek,  melyek
transzplantacios célra késobb felhasznalhatok, bar a tudomany gyors
fejlodése szerint mar szinte barmilyen testi sejt ,,0jraprogramozhat6”. Az
emberhez felépitésében és genetikailag is kozel all6 sertés emberi

betegsegek modell allataként szolgalhat.

1.1 Az értekezés célkitiizései

Az értekezésben bemutatott kisérletekben a sertés szaporodasbioldgia
oOriasi terlletének két szegmensét vizsgaljuk, egyrészt a szaporasaggal
Osszefiiggésben a prolaktin receptor polimorfizmust, masrészt azt a
molekularis mechanizmust, amely hozzajarul a petesejtek sikeres
termékenyiiléséhez. Ennek megfeléen a kovetkezé vizsgalatokat

végeztik el:

o Mangalicdk prolaktin receptor gén polimorfizmusanak és a

kiilonbozd allélok alomszédmra gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

o A sertés petesejtek Ca’*-oszcillaci6jat befolyasolé gének
expresszidjanak vizsgalata: SERCA2, STIM2, Orai2, STX5.

o A kiilonbozé fejlodésti  allapotd  sertés petesejtek Ca?*
visszaereszté képességének analizise: Ca®*-mentes kozegben
CPA-val torténd blokkolast, majd emelt mennyiségii Ca®*-ot

tartalmaz6 oldat hozzaadasat kovetden.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A sertés géntérképezés fejlodése

A géntérképezés mar az 1970-es évek ota zajlik; kiilonb6z6
Kisérleti allatok géntérképeit készitették el, tobbek kozott az
ecetmuslicaét, egérét és az emberét is. Az emldsallatok géntérképezése
fényt derithet a genom evolucios szervezdésere is, annak rekombinacios
és variacids szempontjabol is (ELLEGREN és mtsai, 1994). Kétféle
genetikai térkép létezik, egy fizikai (cytogenetic) és egy kapcsoltsagi
(linkage). Az elsd tipusu a gének kromoszoman vald elhelyezkedését
adja meg (akér lathatova is téve egy-egy régidban egy-egy gént), mig a
masodik relativ helyeket ad meg, vagyis az adott gén mas génektdl vald
tavolsagat (http://www.animalgenome.org/edu/.html). A kapcsoltsagi
térképeket kizarélag, vagy tobbségében mikroszatellit markerek alkotjak
(ELLEGREN és mtsai, 1994). A sertés kromoszOmaszama minden
sejtben 18 péar, valamint az ivari kromoszomak (X és Y)
(www.animalgenome.org). A sertés genetikai térképének elkészitése
komoly feladat és nem csak azért Iényeges megvalositani, mert a sertés
az egyik legnagyobb hus- és fehérjeforras az emberi taplalkozésban,
hanem mert szdmos human betegség fontos modell allata, valamint a
xenotranszplantacids (idegen — pl. sertés — szervek belltetése emberbe)
kisérletekben is kiemelt helye van (HUMPHRAY és mtsai, 2007, JIANG
és mtsai, 2007, LUNNEY és mtsai, 2007). Olyan human betegségek
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gydgyitasaban és modellezésében segithetnek, mint példaul a
cukorbetegség, elhizés, sziv- és érrendszeri betegségek (mivel a szivik
mérete és a vérnyomasuk is igen hasonld az emberéhez).
Tanulméanyozhatéak altaluk az emberi szaporodasbioldgiai  és
taplalkozasbiologiai (Ggymint a magas koleszterinszint) problémak is
(ROHRER és mtsai, 2002). A malacok etologiai megfigyelésébdl pedig a
gyermekek viselkedésének bizonyos elemeire is kovetkeztethetiink
(példaul a sziilétél vald korai elvalasztis agressziv viselkedést,
immunrendszeri zavarokat és tanuldsi nehézségeket eredményez)
(ORGEUR és mtsai, 2001, GARDNER és mtsai, 2003).

Az Emberi Genom Projekt (Human Genome Project) soran
feltérképezték az emberi 6rokité anyagot. A rokon fajok géntérképeinek
Osszehasonlitdsa segitséget nyljthat az eddig ismeretlen teriletek
feltdrdsdban. Mivel az ember és a sertés genetikailag kozel all
egymashoz, igy ez az dsszehasonlitds kozelebb viheti a tuddsokat a
sertések géntérképének befejezéséhez (HUMPHRAY és mitsai, 2007).
WERNERSSON (és mtsai, 2005) 6t sertésfajtabdl szarmazd mintat
hasonlitott 6ssze emberi és egér DNS mintakkal valamint evolucios
analizisnek  vetette ala azokat véletlenszerli  szekvenalassal.
Filogenetikus fat rajzolt eredményeik segitségével (1. abra) és
megallapitotta, hogy a sertés genom szekvencidja kozelebb all az
emberéhez, mint az egére. A vizsgalt parameéterek kézul a micro RNS-ek
fejlédése volt a leggyorsabb, majd ezt kovette az intergén és intron
régidok szekvencidjanak evolucids fejlodése, valamint az 5° UTR
(5’untranslated region = nem kodold régié az mRNS-ben, mas néven

vezetd szekvencia: ott kezdddik, ahol a transzkripcio indul és a start kod
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elétt fejezddik be), majd a 3 UTR (3’ untranslated region = nem kodold
régié az mRNS-ben, a kodold régiot koveti). Végil az exonok evoluciodja
mutatta a leglassabb fejlodést, azaz a legkisebb eltérést a vizsgalt fajok

kozott.

Ember

Intron Intergén miRNA

Sertés
0.0 _fg
0.025

Ember
Egér

Ember
5 Ember

1. dbra. Ember-egér-sertés filogenetikus fa: az egyes dgak hossza jelenti
(vagyis a kiindulasi ponttdl valé tavolsag) az evollcids tavolsagot. Az
egér fejlodése joval elobb valt kiilon az emberétdl, mint a sertésé. (forras:

TUGGLE és mtsai, 2001)

Az alabbiakban néhany Iépcséfokot emlitek a  sertés

géntérképezésenek torténetébol, a teljesség igénye nélkal.
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Bar 1989-ben 50 gén és marker helyét mar ismerték
(ROTHSCHILD, 2000), a sertés géntérképezéset az 1990-es évek elején
kezdték el a PiGMaP program keretein belil. Akkor 239 genetikai
marker analizisével jarultak hozza a kapcsoltsagi térkép megalkotasahoz,
ezek kozil 81 marker felelds az akkor mar ismert gének kddolasaért; 69
markernek pedig mar a kromoszoman elfoglalt helyét is megtalaltak
(ARCHIBALD és mtsai, 1995, ROTHSCHILD és mtsai, 2003).

1994-ben ROHRER és mtsai kapcsoltsagi vizsgalatok soran 23
autoszomalis és egy X kromoszomalis kapcsoltsagi csoportot azonositott.
Megmérték a szomszédos markerek atlagos tavolsagat, amit 5,5 cM-nek
talaltak. Az eddigre azonositott 383 kapcsolt marker 6sszesen 1997 cM-t
Olelt fel. Ez csaknem a teljes genom hossza, am az 1994-es becsléseik
szerint ez kb. 2300 cM (az emberé 3800-4000 cM, az egéré 1600 cM)
(ELLEGREN és mtsai, 1994). 27 polimorf 16kuszt rendeztek csoportokba
13 autoszomalis kromoszomarol. 5 I6kuszt a 7-es kromoszoman, 4-et a
hatoson, a tobbi 11 kromoszéman pedig 1-3-t talaltak meg. Kutatasuk
eredményeként 4 ismert strukturalis gén és 13 publikdlt MS
(mikroszatellit) fizikai helyét azonositottak.

ROHRER és mtsai (1996) 1042 kapcsoltsagi lokuszt irt le, 19
csoportra osztva, ezek teljes hossza 2286,2 cM volt, atlagos tavolsaguk
pedig 2,23 cM. Az egy kromoszomara esé lokuszok szama 11 és 90
kozotti volt.

2000-ben két nagy sertés géntérképezési projekt volt, az egyik a
PigMaP, amit az EU finanszirozott, 15 eurdpai (18 labor) és 7 méas orszag
vett részt benne. A masik az Amerikai Egyesiilt Allamok altal tamogatott

USDA-ARS Pig Genome Coordination program (US Department of
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Agriculture — Agricultural Research Service). Egy minden haziallatfajt
vizsgal6 harmadik program - a NAGRP (National Animal Genome
Research Program), mely szintén amerikai finanszirozasu - Kkeretei
kiterjedtek a sertés géntérképezésre is. (Ezt a programot 1993-ban
inditottak.) (FESUS és mtsai, 2000, ROTHSCHILD, 2003) 1996-ra tébb
mint 1800 I6kuszt — melyb6l 250 gént takart — térképeztek fel (ROHRER
és mtsai, 1996).

2001-ben TUGGLE és mtsai arrél szamoltak be, hogy a Midwest
EST (Expressed Senquence Tag) Consortium elkészitette a ndivaru
sertések reproduktiv szoveteib6l nyert génexpresszids adatok alapjan
annak cDNS kdnyvtarat és kdzel 15000 génszekvenciaval (ami 8900 gént
jelent) jarultak hozza a nyilvanos adatbazishoz. Kozel 1500 sertés gén
mutatott hasonlésagot az emberi génekkel. A 2000-es év végére 522 gén
és 374 marker kromoszoman elfoglalt helyét is meghataroztdk a fizikai
térképezés segitségével.
(http://www.toulouse.inra.fr/lgc/pig/cyto/cyto.htm)

2002-ben 2900 I6kuszt, koztuk kb. 1700 mikroszatellit markert és
1200 SNP/RFLP (Single Nucleotide Polymorphism/Restriction Fragment
Length Polymorphism) markert tartalmazott a kapcsoltsagi térkép
(ROHRER és mtsai, 2002).

2003-ban megalakult az SGSC (Swine Genome Sequencing
Consortium). A bakterialis mesterséges kromoszomék alkalmazasaval
(BAC- Bacterial Artificial Chromosome) a fizikai térképezést segitették
elé. A sertés teljes genomjanak 15%-at, vagyis 393756515 béazispart
hataroztak meg (HUMPHRAY és mtsai, 2007).
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2005-re mér tébb mint 3000 lékuszt katalogizaltak a sertés
genomban (SCHOOK és mtsai, 2005), mely toébb szaz gént is magaban
foglal (ROTHSCHILD, 2003). A szakirodalmi adatok azonban nem
egységesek, HARBOE 2004-ben PhD értekezésében 5000 ismert l16kuszt
emlit.

2007-ben CHEN (és mtsai, 2007) sertés géntérképezésrdl szold
cikkében mar 4000 Iékuszt ir le, mely 1588 gént foglal magaban,
valamint 2493 markert és ezek atlagos tavolsagat 2-3 cM-ben hatarozza
meg. A fizikai térkép fejlddésérdl is ir; a radidcios hibrid (Radiation
Hybrid- RH) és a szomatikus sejt hibrid panelek segitségével eddig kozel
10000 gén és marker kromoszoéman elfoglalt helyét hataroztdk meg.
Cikkébdl azt is megtudhatjuk, hogy jelenleg az USA-ban foglalkoznak a
teljes genom szekvenaldsaval a CSREES-USDA (Cooperative State
Research, Education and Extension Service at the United States
Department of Agriculture) program keretében a The Wellcome Trust
Sanger Institute laboratériumaban. ROTHSCHILD (és mtsai, 2007)
cikkében a QTL (Quantitative Trait Loci, vagyis a mennyisegi
tulajdonsagok lokuszai) felfedezések gyors eldrehaladasarol szamol be.
Hivatkozik a http://www.animalgenome.org/QTLdb/ honlapra, melyen
2013. decemberi adatok szerint az eddigi 391 publikacié 9862 QTL-t irt
le 653 kiilonb6z6é tulajdonsagrol sertésben. Itt részletezé tablazatokat
talalhatunk az egyes tulajdonsagok, tulajdonsagcsoportok, megjelent
ujsagok, folyoiratok, az adott évben felfedezett QTL-ek szamardl (1.
tablazat, 2. abra) stb.

Gajdaocsi Erzsebet Emilia PhD értekezés 22


http://www.animalgenome.org/QTLdb/

Kiilonbo6z6 sertésfajtak genetikai analizise

1. tblazat. A QTL felfedezések szama a kiilonbozé években (forras:
http://www.animalgenome.org/QTLdb)

Evszam Felfedezett QTL-ek szama
1994 5
1995 5
1996 6
1997 11
1998 102
1999 49
2000 102
2001 279
2002 195
2003 661
2004 223
2005 517
2006 520
2007 491
2008 1828
2009 837
2010 765
2011 1,380
2012 1,195
2013 691

Egy masik honlaprol, az SGSC hivatalos oldalarél megtudhatjuk,
hogy a sertés-ember 0sszehasonlito térkép elkészult
(http://www.piggenome.org/).
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A teljes sertés genom térképének megalkotésa elkészilt, am az
Osszes gén, marker, QTL feltarasa jelenleg is folyamatban van. Az eddig
felfedezett gének vizsgalataval és céliranyos szelekcioval javithatjuk a

domesztikalt sertés termelési mutatoit.
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2. bra. A felfedezett QTL-ek szdma az egyes években és dsszesen (sajat

forras: 1. tablazat adatai alapjan)

A SNP (Single Nucleotid Polymorphism = egy nukleotidos
polimorfizmus) hasznos eszk6z lehet a sertés géntérképezésben illetve az
egyes fajtak analizisében, genetikai marker szerepiiknek koszonhetéen
(KERSTEN és mtsai, 2009). Egy masodik generacios szekvenalasi
technolégaval, a chippel egyszerre tobb SNP vizsgalatara nyilik

lehetdség, igy az egyedek és populaciok vizsgalata gyorsabb és olcsobb
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lehet (RAMOS és mtsai, 2009). A kutatok megtervezhetik sajat igényeik
szerint, vagy a kereskedelemben hasznalatos chipeket is megrendelhetik.
Fokuszalhatnak egy tulajdonsagcsoportra is, mint a szaporasaggal

Osszefliggd mutatok, vagy tobbre (UIMARI és mtsai, 2011).

2.2 A mangalica fajtacsoport bemutatésa

A magyar mangalica fajta kialakitdsa 1833-ban kezd6dott, amikor
Szerbidbol szumadia sertéseket hoztak be. A behozott sertések kozott
kiilonosen a kisjendi uradalom szamara vasarolt 2 kanbol és 9 kocabol
allo torzs volt értékes. A hazai parlagi sertésadllomanynak (a bakonyinak
és a szalontainak) a szumadia sertéssel valo fajta-atalakitd keresztezése, a
megfeleld egyedek céltudatos kivalogatidsa és okszerli takarméanyozasa
révén jott letre a magyar mangalica, amely mind kiillemében, mind bels6

tulajdonséagaiban Iényegesen jobb a balkéni rokonainal.

2.2.1 A sz6ke mangalica

3. abra. Széke mangalicak

(http://konyvtar.univet.hu/praxis/vetkonf6/mangalica.pps#23)
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A szérzet finomszaly, télen gyaluforgacsszeriien gondor, nyaron
ritkdbb, révid és sima, szine a vidék talajanak mindségét6l fiiggden a
szlirkét6l a sargas pirosig minden arnyalatban megtalalhaté. A pilla, a
szemOldok és a tapintoszorok, valamint a farok bojt belseje fekete. A bort
vékony, palasziirke szinli réteg fedi, amely levagas utan forrazéssal,
porzsoléssel teljesen eltavolithatd. A tardkarima, szemhéjak, kdrmok,
természetes testnyilasok feketék, mig a péraajkak vilagosabb arnyalatuak
is lehetnek. A bdér a hasaljon, a lagyéktdjon, a haskorcon halvany
palasziirke szinii. A csecsbimbok feketék. A fiiltd belsd és alsd szélén
vilagosabb folt taldlhat6, amely a kornyezo testrészek palasziirke szinébe
fokozatosan megy at. A fej torzshoz viszonyitva kdzéphosszU és
oldalnézetben mérsékelten homorti. A kézépmagasan tiizétt flilek az
orrhat felé hajolnak, s igy a latdst nem zavarjdk. A fll hossza a fej
hosszanak kb. kétharmada. A hat kdzéphosszl és enyhén ivelt. Az 4gyék
feszes, a far gyengén lejtds, a sonka kozepesen izmolt, a farok
kozépmagasan tlizott. A has feszes, 5-5 egyenletesen elosztott
csecshimbdval. A tdrzs kozepesen hossz(, a csontozat szilard.
(http://www.mangold.hu/hu/mangalica.php,
http://mangalicatenyesztok.hu/fajtak.html, HORN, 2000) Mozgasa a
legeléshez szokott sertésére jellemz6; konnyed és rugalmas (3 és 4.
abra). J6 tulajdonsagai kozé tartozik az edzettség, az igénytelenség, a
nagyfoku zsirtermel6-képesség. Emellett azonban olyan hibai is vannak,
amelyeknek kikuszobolése igen fontos a fajta fennmaradasa érdekében.
gy pl. nem elég szapora. Altalaban 5-8 malacot fial. Az egynapos
mangalica malacok sulya 0,8-1 kg, az alom sulya pedig szlletésekor 6-10

kg. 30 napos korban megkivanjuk, hogy a malacsuly legalabb 8-10 kg, az
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alomsuly pedig legalabb 60-70 kg legyen. A mangalica zsirtermel6-
képessége minden fajtaét felulmuilja. Gyorshizlalassal 10-12 hdnapos
korra 500-550 gramm éatlagos napi sulygyarapodassal a 130-150 kg vagy

még ennél is nagyobb salyra hizlalhatd. Ebben a stlyban levagva 55-60%

fehérarut ad.

4. abra. Széke mangalica koca és kan (http://www.zensorl0-

hc.eoldal.hu, http://allatvilagunk.hu/haziallatok/hazisertes.html)

2.2.2 A fekete mangalica:

A dunantuli részeken a fekete szinii mangalica terjedt el. Ose a
horvat-szeremségi fekete - azaz a napolyi - sertés, mely idénként
keveredett a mangalicaval, igy nyerte el hasonl6 alakjat, de megdrizte
fekete szinét. Az 1885-ben Kébanyan megtartott hizlalasi proba szerint
Kissé lassabban, de nagyobbra nétt, mint sz6ke rokona és a betegségekkel

szemben sokkal ellenallébb volt. Sajnos csak volt, ugyanis az addig nagy
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létszdmban tartott fekete mangalica az 1970-es években kihalt, utolsé
példanyait a Duna szerbiai szigetein lattak azokban az években.

2.2.3 A fecskehast mangalica

A szdéke és fekete mangalica keveredésébdl jott létre. A hata
fekete, de a has ¢és a combok belsé oldala széke szinii. Egyéb
tulajdonsdgaiban megegyezik a szoke mangalicaval, egy kicsit kisebb
ramaju és szaporabb és talan kissé ellenallébb anndl. 1993-ra ez a szin is
csaknem kihalt, minddssze 32 db koca volt beléle (5. &bra). Napjainkban
néhany szaz koca van, az elmult 2 évben szerencsére rohamosan béviilni
kezdett a létszam.
(http://konyvtar.univet.hu/praxis/vetkonf6/mangalica.pps#23
http://www.mangalicatenyesztok.hu/fajtak.html)

AR T

5. abra. Fecskehasu mangalica koca és kan
(http://allatvilagunk.hu/haziallatok/sertes/hazisertés.html,
http://www.mangalicatenyesztok.hu/fajtak.html)
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2.2.4 A voros mangalica

Uj mangalicaszin (6. abra), mely a szalontai sertés és a szoke
mangalica keveredésével az 1910-es években jott létre. A régebbi
szakirodalom inkabb javitott szalontainak nevezi, de az 1960-as évekre
teljesen mangalicadvad alakult, csak a szine maradt voroses rdzsaszin.
1993-ra alig maradt beldle €16 példany, 31 koca volt a teljes
torzskonyvezett allomany. Ma par szaz koca van, lassan de biztosan

gyarapszik a szamuk.

6. abra. Voros mangalica koca és kan

(http://lwww.mangalicatenyesztok.hu/fajtak.html)
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2.3 A mangalica tenyésztés torténete
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7. &bra. A mangalicdk létszdmanak alakulasa 1927-2007 kozott
(http://www.mangold.hu/egyesulet/dokumentumok/9.ppt#1,
http://www.atk.hu/upload/dokumentumok/workshopok/Mangalica/Toth-
Mangalica.pdf)

A mangalicatenyésztés 1833-ban kezdddott, amikor Jozsef Nador
kisjendi uradalmara megérkezett az els6 2 db kan és koca a hiresen zsiros
szerb szumadia sertésekbdl, melyeket a meglévd bakonyi és szalontai
sertések keresztezésere hasznaltak. Oly nagy sikerrel tették ezt, hogy az
1850-es évekre mar minden nagy tenyészetben volt kisjendi vér és a 19.
szazad vegére a mangalica a magyar vidék szinte kizarolagos sertése lett.
A mangalicatenyésztés hivatalos csticsszerve a Mangalicatenyésztok
Orszdgos Egyestilete 1927-ben alakult meg és ekkor kezd6dott meg a
tenyészetek, és tenyészallatok nyilvantartasa is, korabbrdl csak elszort

adatokat lehet talalni. A két habort kozt megjelend nyugat-europai
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eredetli hussertések ekkor még nem veszélyeztették a fajta vezetd
szerepét. A 1l. Vilaghaboru pusztitasait és a jovatételi szallitasokat mar
azonban nem tudta kiheverni. Az 1950-es évek iparositasa, a lakossag
varosiasodasa egyre inkdbb a his irdnti keresletet erdsitette, a végsé
csapast az import hussertések elszaporodasa és a napraforgd étolaj
fogyasztasanak elterjedése mérte a fajtara. Az 1960-as években szama
folyamatosan csokkent, mignem a hetvenes évekre csaknem teljesen
kihalt. A teljes kihalastdl a magyar allam altal 1974-ben létrehozott
génbankok mentették meg. Akkorra a teljes kocalétszam kb. 200 db-ra
esett. A terilletileg illetékes Allattenyészté Vallalatok és a fajtat
hivatalosan fenntart6 Orszdgos Mez6gazdasagi Mindsitd Intézet
munkatarsai egyre nehezebb anyagi koriilmények kozt dolgozva Orizték
meg a fajtat a bizonytalan jov6 szamara. Azonban a rendszervaltas ezeket
a kis tenyészeteket elsdporte, st a tenyésztGszervezetei is megszintek,
vagy atalakultak. Tomegesen vagtak le az utols6 megmaradt egyedeket,
olyan nagy gyorsasaggal, hogy 1991 nyarara mar ismét alig 200 db ala
esett a szdmuk, de ez a 200 db is vagasra volt itélve, igy 1992-1993-ra a
fajta teljes eltinése volt varhato. A fecskehasu és vorés mangalica kocak
szama 30 db-ra csokkent, igy kihaldsuk honapok kérdése volt csupan.
Mivel 1991-ben megjelent Spanyolorszag mangalica iranti piaci igénye,
igy egyre slirgetobbé valt a fajta fenntartas és torzskonyvezés kdzponti
helyen torténd végzése. 1994 tavaszan a Debreceni Agrartudomanyi
Egyetemen megalakult a Mangalicatenyésztok Orszagos Egyesiilete. A
MOE azoéta a mangalicafajta allamilag elismert hivatalos tenyésztd
szervezete. Az elmult 10 évben a MOE Ujjaszervezte a fajta tenyésztését.

A MOE méra az orszag legiitOképesebb ¢€s legjobban szervezett tenyésztd
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szervezetéveé valt, orszagos hataskori tertileti képviselettel, csaknem 200
taggal és 5000 torzskonyvezett kocaval. Az egyestlet sulyéat jelzi, hogy
2003 nyaratdl az FVM-t6l megkapta a fajtafenntartéi jogkort is, sét a
harom szinvaltozat 6nallo fajtava nyilvanitasa is megtortént. Napjainkig
és még most is egyre boviil a piac, n6 a kereslet a mangalicatermékek
irant hazankban is. 2012-ben a tenyészetek szama elérte a 170-et, a
tenyészkocak szama 0Osszesen 7492, a tenyészkanoke pedig 251 volt.
(http://www.mangalicatenyesztok.hu/downloads/tenyesztesi%20eredmen
yek/pdf-hu/2012-Tenyesztesi_eredmenyek.pdf) (7. és 8. &bra, 2.
téblazat)
Ezért az allomény is folyamatosan boviil. Az allomany fejlesztése
folyamatos, 2006-ban meghaladta a 15 000 db-ot. A spanyol és magyar
piac kész évente 50-60 ezer darab mangalica termék atvételére, igy a
fajta  fejlodése és  fennmaradadsa piaci  oldalrél  biztositott.
(http://www.mangalica.com/index.php?menu=fajta&pg=tenyesztes)
Nem csak Magyarorszagon foglalkoznak mangalicakkal.
Svajcban 1s van a fajta tenyésztdinek kiilon szervezete, a Svijci
Szovetség a Mangalicatenyésztésért. Az orszdg mangalicadlloméanya 105
koca és 40 kan. Ausztridban 120 fecskehast koca és kb. 40-50 kan
talalhat6. Németorszagban a tenyésztési allomany 160 allatbdl all,
melynek Osszetétele: 28 szOke koca és 16 kan, 45 fecskehast koca és 17
kan, 38 voros koca és 13 kan (http://www.Ge-h.de/geh-sweine/19-
woll.htm). Hlsa izletessége miatt olyan népszerliségre tett szert a
mangalica, hogy az Amerikai Egyesiilt Allamokban is és Oroszorszagban
is elkezdték tenyészteni és a legel6kelobb éttermek étlapjan is

szerepelnek mangalica ételek.
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(http://www.puremangalitsa.com/history.html,
http://www.mlive.com/business/index.ssf/2013/08/mangalitsa_pig_michi
gan_gourme.html)

A mangalica vagosulyanak kétharmada fehér aru (zsir, haj,
szalonna). Husa joval nagyobb zsirtartalmd, mint a hissertéseké. A
mangalica hus- és zsir dsszetétele kedvezébb, mint a tobbi sertésfajtaé. A
mangalica zsirja tobb egyszeresen telitetlen és kevesebb tobbszérésen
telitetlen zsirsavat tartalmaz (kuléndsen akkor tartalmaz sok telitetlen
zsirsavat, ha mangalica-takarmanyon nevelték: blza, arpa, kukorica és
asvanyanyag kiegészitOkbol és zoldtakarmanyokbdl all), ezért oxidativ
stabilitasuk és élvezeti értékik jobb. Husa tobb tiamint, riboflavint, vasat,
cinket és rezet tartalmaz, mint a hussertéseké. Elonydsebb a nyersen,
hosszu ideig érlelt termékek eldallitasa szempontjabol. (Serrano sonka:
tobb mint harom éves érlelésnek vetik ald Oket. A serrano tipusu
érleléssel elballitott Monte-Nevado mangalica sonka kizarolag sozéssal
és szaritassal készll, nem péacoljak és nem is fistdlik). Magasabb
mikroelem-tartalma is javitja a hasminéséget.

(http://konyvtar.univet.hu/praxis/vetkonf6/mangalica.pps#23)

Gajdaocsi Erzsebet Emilia PhD értekezés 33



Kocalétszam (db)

Kiilonbo6z6 sertésfajtak genetikai analizise

7000

6000

5000

4000

3000

2000 1

1000
0-

1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006

I

|

O voros
B fecskehasu

0 szoke

8. abra. Az ellendrzott mangalica kocalétszam szinvaltozatonkent 1988-

2007 kozott  (http://www.mangold.hu/egyesulet/dokumentumok/7.doc,

http://www.atk.hu/upload/dokumentumok/wokrshopok/Mangalica/Toth-

Mangalica.pdf)

2. tdblazat. A mangalicatenyészetek és tenyészallatok szdma 2012-ben

(forras:http://www.mangalicatenyesztok.hu/downloads/tenyesztesi%20er

edmenyek/pdf-hu/2012-Tenyesztesi_eredmenyek.pdf).

Fajta Koca| Kan |Tenyészet
Széke mangalica 4443 | 128 75
Fecskehast mangalica 1171 55 37
\VVOros mangalica 1877 68 58
Osszesen 7492 | 251 170
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2.4 A mangalica fajtacsoport kulonallo fajtakbadl all

Egy kutatocsoport (ZSOLNAI és mtsai, 2006) vizsgalta a
Mangalica fajtacsoport torténetét és hany csoportba oszthatd, ha nem
egységes fajta a mangalica a kiilonb6z0 szinvaltozatok alapjan. A
kiilonboz6 foldrajzi helyeken 1évd farmokon tanulményoztak a genetikai
rokonsagot az Oshonos magyar mangalica sertések kozott 10
mikroszatellit marker segitségével azért, hogy behataroljak a populaciot
és a tartasimodokat tudomanyosan megalapozottan tudjak kivalasztani. A
tanulméany feltevését — miszerint a mangalica egyedek egy egységes
populdciot alkotnak - cafoltak. Harom csoportot kilonitettek el, mely a
tenyésztésik torténetével van dsszefliggésben. A megallapitott legkisebb
genetikai tavolsag a fecskehasu és a sz6ke mangalica kézott volt, mig a
vOrés mutatta a legnagyobb genetikai eltérést az el6z6ektél.

Széles korben elfogadott, hogy a lapi sertés ajta — melyet a
Kéarpat-medencébdl szarmazé avarok tartottak (isz. 800-900 korul) —
lehet a mangalica fajtacsoport dse. Az irasos forrasok szerint a XIX.
szdzadban (1833) az alfoldi, bakonyi, szalontai fajtakb6l szarmazé
egyedeket elkezdték keresztezni a szerbiai szuméadia sertésekkel.
Valosziniileg a szokét alakitottak ki el6szor és ezutan kezdték keresztezni
a horvat fekete szerémseégi sertésekkel. A XIX. szazad végeére a fekete
eltint és kialakult a fecskehasu fekete szorrel, de szOke torokkal és
hasaljjal. A XIX. szazad masodik felében szOke kocakat parositottak
szalontai kanokkal, mely a vorés mangalicat eredményezte.

A Il. vilaghabor( utan a populacié drasztikus csokkenésen ment

at. 1990-es években szerencsére ujra felfedezték a mangalicat a
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stresszhez valo alkalmazkoddképességének és a
betegségrezisztenciajanak koszonhetéen, valamint a kedvezé anyai
tulajdonsagok és a husanak ize miatt. Magyarorszagi allomanyon Kivil
emlitést érdemlé mangalica populdciok vannak még Svajcban,
Németorszagban, Awusztridban és néhédny tenyészallatot tartanak
Romaniaban, tovabba az egykori Jugoszlavia tertletén.

123 mintat gyiijtéttek mindharom szinvaltozat tenyészkocaibdl és
tenyészkanjaibol. Kontrollként duroc sertésekbdl is gytlijtottek mintakat.
A vizsgéalatok eredményeképpen megrajzoltak egy filogenetikai fat (lasd
9. abra). A kapott 3 csoport (3 kiilonb6z6 fajta) igazolja a torténelmi
dokumentumokat, miszerint a sz0ke mangalica és a fecskehast kozelebb
all egyméashoz, mint a vords barmelyikiikh6z. Ezek szerint a 3 mangalica
populéciét nem lehet csupdn a mangalicak szinvéltozataként tekinteni,
hanem ezek kiilonbozé fajtdk. (A  kiilonbozd  szinvaltozatok

tenyészetenkénti megoszlasat 2004-ben az 3. tdblazat mutatja).

Fecskehasu

Szoke

Voros

9. abra. Filogenetikus fa, a mangalicafajtdk tavolsaga egymastol
(ZSOLNAI és mtsai, 2006).
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3. téblazat. Kiilonboz6 szinek tenyészetenkénti megoszldsa 2012-ben
(http://www.mangalicatenyesztok.hu/downloads/tenyesztesi%20eredmen

yek/pdf-hu/2012-Tenyesztesi_eredmenyek.pdf).

Szinvéltozat Tenyészetek szama
SzOke mangalica 75

Voros mangalica 34
Fecskehasu mangalica 22

2.5 Prolaktin

A prolaktin (prolactin, PRL; méas néven laktogén hormon vagy
luteotrop hormon) az agyalapi mirigy eliilsé lebenye altal termelt egyik
hormon. (HENNINGHAUSEN és mtsai, 1998). F¢ feladata az, hogy
biztositsa a tejelvalasztdst a szoptatds alatt, azonban egyéb
folyamatokban is szerepet jatszik (pl. anyagcsere, novekedés,
szaporodas), gyakran a nemi hormonokkal egyltt. A szoptatas soran
serkenti a tejelvalasztast (RIDDLE és mtsai, 1933) és segiti a tejmirigyek
kialakulasat (TOPPER és mtsai, 1980) Az anyatej termelddése 2 hormon
hatasara jon létre, ezek az prolaktin és az oxitocin. Hat a petefészkeken
talalhatdo sargatestekre, igy segit fenntartani a vemhességet és a
progeszteron termelésének inditasaért is  felelés (KORWIN-

KOSSASOWSKA és mtsai, 2006).
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A XX. szézad elején terhes nék adenohipofizisének szOvettani
vizsgalata sordn valtozast eészleltek (HALBAN és mtsai, 1900).
Embereknél el6szor FRIESEN (és mtsai, 1970) irta le a prolactin
jelenlétét és szerepét. Francia kutatok azonositottak elGszor, hogy egy
hipofizis hormon képes tejelvalasztast indukélni a nyulaknal
(STRICKER és mtsai, 1928). Késobb amerikai kutatok nevezték eldszor
ezt a faktort prolaktinnak (PRL) (RIDDLE és mtsai, 1933). Ma mar
tudjuk, hogy az 6sszes gerincesben jelen van a prolaktin, ezért széles
korben vizsgaljék.

A prolaktinnak tobbféle hatasa van, mint az 6sszes tobbi agyalapi
mirigy hormonnak egyiittvéve. Gerincesekben a prolaktin hatasait egy
tobb, mint 300 kiilonb6zd funkciodt tartalmazo listaban foglaltdk Ossze
(BEN-JONATHAN és mtsai, 1996, BOLE-FEYSOT és mtsai, 1998). A
prolaktin miikodése - akéarcsak a tobbi hormoné - egy specialis
membranreceptorhoz kotott.

Harom évtizeddel a prolaktin felfedezése utdn a juh PRL
aminosav szekvenciajat feltartak és egy 199 aminosavbol all6 fehérjeként
hataroztdk meg. Az 1970-es években a gyorsan fejlédé klontechnologia
lehetévé tette a PRL c¢DNS nukleotid szekvencidjanak azonositasat
szamos fajban (BOLE-FEYSOT és mtsai, 1998).

2.5.1 A prolaktin gén és a prolaktin szerkezete

A PRL minden gerincesben jelen van. A hal kivételével (melynek

PRL-je rovidebb és az elsddleges szerkezete is kiilonbozik a tobbi
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fajétol) minden feltart PRL 197-199 aminosavbol all és 6 ciszteint
tartalmaz, mely 3 diszulfid hidat hoz létre. Szekvencia 0sszehasonlitas
alapjan kimutattak, hogy a PRL-t kodold gén egy 6si génbdl fejlodott ki
¢s mintegy 400 millio éve jelent meg eldszor. A fehérje masodlagos
szerkezetét kutatd tanulmanyok kimutattdk, hogy a PRL a-hélixes
szerkezetli fehérje, mely 50 %-ban tartalmaz heélixet,es a fennmarado
részben rendezetlen hurokszerkezetet mutat (BOLE-FEYSOT és mtsai,
1998) (10. A, B abra).

Sertésben a prolaktin gén 5 exonbdl és 4 intronbdl &ll, mintegy 10
kb hosszlsagu (KORWIN-KOSSASOWSKA és mtsai, 2006).

A prolaktint nem csak a hipofizis termeli, szdmos mas sejt és
szovet is eldallitja. A PRL megtalalhatd szdmos testfolyadekban, mint
példaul a vérszérumban, cerebrospinalis folyadékban, amniotikus
folyadékban, kdnnyben, tejben, follikularis folyadékban és izzadsagban
is (WALKER és mtsai, 1989, SABHARWAL és mtsai, 1992, OCHOA és
mtsai, 2001).
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10. abra. A: Az emberi PRL 3 dimenzios szerkezete, 4 hélixes
elrendezddés és a két kothely; B: Kotohely; C: A PRLR aktivalasa PRL-

lel, két receptor molekula dimert képezve kotédik egy prolaktin

molekulahoz (BOLE - FEYSOT, 1998).

2.5.2 A prolaktin miikodése

A hipofizis prolaktinja a klasszikus endokrin Uton miikddik, az

agyalapi mirigy valasztja ki, a vérkeringés szallitja, hatasat a sejtekben

fejti ki, a sejtmembran periféridjan elhelyezkedd specidlis receptorokon

keresztil. A szdmos egyeéb sejt altal eldallitott PRL egyéb, mas modon is

kifejtheti hatasat, igy hat a szomszédos sejtekre vagy magara a kivalasztd

sejtre is.
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2.6 A prolaktin receptor

Két évtizeddel ezel6tt a prolaktin receptort nagy érzékenységt,
specialis, membranon atéré fehérjeként azonositottak. Ez egy egyutas
transzmembréan lanc.

A prolaktinnal ellentétben a prolaktin receptornak tébb
modosulata 1étezik. Ezek a kiilonb6z6 formak eltérnek a hosszukban és a
citoplazmatikus farok elrendez6désében (GOFFIN és mtsai, 1998).
Létezik rovid, kozepes és hosszi PRLR. A révid prolaktin receptort
elészor patkanyok méjaban taldltdk meg, a hosszu format pedig az
emlémirigyében (11. 4bra) Két prolaktin receptor molekula kapcsol6dik
egy-egy kotdhellyel egy prolaktin molekulahoz, igy képeznek aktiv
komplexet (10. C 4bra) (BOLE-FEYSOT és mtsai, 1998).

LE (és mtsai, 2012) kimutatta, hogy nem elég az egyik izoforma a
normalis petefészek miikodéshez, hanem a megfelel6 CL (Corpus
Luteum=sargatest) képzédéshez a hosszu és rovid formakra is szikseg

van.
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Membran PRLR Oldhaté
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11. abra. A kiilonboz6 méretti PRLR-ek a membranon, hosszu, kdzepes
és rovid forma (BOLE-FEYSOT és mtsai, 1998).

A prolaktin receptor (PRLR) (11. &bra) génjet (NM_001001868)
a 16. kromoszoman talaltdk meg sertéseknél (VINCENT és mtsai, 1997).
A gén a kilénboz6 sertésfajtakban polimorfizmust mutat, pontmutécidja
(G1789A) a 10. exonon (12.4bra) helyezkedik el, mely két kiilonb6z6
allélt eredményez, a B allél 2 kisebb (35bp, 92bp), az A allél 1 nagyobb
(127 bp) fragmentet képez az Alu | enzimes emésztés soran (LINVILLE,
2001).
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17457
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12. 4bra. A PRLR szerkezete, a pontmutécio a 10.exonon helyezkedik el
(TROTT és mtsai, 2010).
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A PRLR gén nullmutacidja esetén egereknél romlottak a
szaporodasbiolégiai  mutatok  (implantdcié  hidnya,  csokkent
termékenydlési rata, szabalytalan ciklusok stb.) A himivarban cstkkent
fertilitas, vagy infertilitas figyelheté6 meg (ORMANDY és mtsai, 1997).

A prolaktin receptor génjét szamos sertésfajtaban vizsgaltak mar.
DROGEMULLER (és mtsai, 2001) német sertésfajtakon (német
landrace, duroc és hibrid: duroc x nagy fehér) végezte Kisérleteit.
Megéllapitotta, hogy landrace fajtdban az A allélnak volt kedvezd hatasa
az alommeéretre, mig a durocban a B allélnak volt hasonlé hatdsa. VAN
RENS és VAN DER LENDE (2002) nagy fehér x meishan keresztezett
kocékat vizsgalt és az A allél hatasat talalta kedvezének az alommérettel
osszefliggésben. Altalaban az AA genotipus magasabb malac szammal
van 6sszefiiggésben. (ROTSCHILD és mtsai, 1998, VINCENT és mtsai,
1998, SOUTHWOOD és mtsai, 1999, KMIEC és mtsai, 2001, 2006,)
Duroc esetében viszont a BB genotipus a kedvezébb. (HAMANN és
mtsai, 2000, ARNYASI és mtsai, 2001).

A vizsgélt populécidkban az A allél frekvencidja kisebb volt - ez
alél a duroc alloméanyok kivételt képeznek - és az AA genotipusl
egyedek is kisebb hanyadban voltak jelen (KMIEC és mtsai, 2001,
LINVILLE és mtsai, 2001).

2.7 A sertés petesejt Ca’ — oszcillaciojat befolyasolé gének

A sertés petesejtek parthenogenetikus aktivalasa tobbek kozott a

transzgénikus allatok eléallitasa soran fontos. ,,A parthenogenezis egy
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embrid 1étrehozasa néi ivarsejtbdl himivarsejt kozremiikodése nélkiil”
(ROUGIER 2001). MCELROY és munkatarsai 2010-ben még ugy
gondoltak, hogy human célokra is felhasznalhatok az allati modelleken
kifejlesztett ~ moddszerek.  Emberi,  parthenogenetikusan  aktivalt
petesejtekbdl nyerheték Ossejtek, melyek - ha szilkséges, a donor szamara
barmely szervének késébbi transzplantacidja - a szerv létrehozédsanak
alapjat képezhetik, igy nincs kilokédés, hosszas varakozas az adott
szervre. Mara mar azonban a pluripotens &ssejteknek koszonhetéen
szinte barmilyen sejtet ,,(jraprogramozhatunk” és a kiilonb6zd betegséget
a megfeleld sejtekkel kiizdhetjik le. Példaul a szivinfarktust
szivizomsejtek (YANG ¢és mtsai, 2014) elddllitasaval, az 1. tipusu
cukorbetegséget hasnyalmirigysejtek létrehozasaval (LAHMY és mtsai,
2014), vagy az idoskori makula degeneraciot (KANEMURA ¢és mtsai,
2014).

A termékenyités nélkiili embriofejlddést tobb modszerrel lehet
elinditani, példaul vegyszerekkel: thimerosal (MACHATY és mtsai, 1997),
ionomycin (SONG és mtsai, 2010, stroncium-klorid VARGA és mtsai,
2008), elektromos impulzussal (SuN és mtsai, 1992, Im és mtsai, 2006),
vagy egyéb modszerekkel. Mindegyik mddszer Iényege a spermium altal
indukalt Ca®* -oszcillacié imitalasa (ALBEIRO és mtsai, 2001, MIYAZAKI
és mtsai, 2006) (13. abra).

Ugyanakkor a Ca** jeleknek nem csak a termékenyiiléskor van
nagyon fontos szerepiik, hanem az embri6 tovabbi fejlédése soran is, az
osztddas soran, a peri-implantaciés folyamatoknal. A Ca®* -fiiggd
fehérjék igen érzékenyek az oszcillacié hosszara, amplituddjara és

frekvenciajara (JONES, 2005, DUCIBELLA és mtsai, 2006).
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Ratio
w

0 H
13. dbra. Erett petesejt Ca2+ -oszcillacidja megtermékenyitést kovetden
(Jones és mtsai, 1995).

A Ca?*-oszcillacié létrehozasaban fontos szerepet jatszik a SOCE
(Store-Operated Calcium Entry = sejtraktarak altal szabalyozott kalcium
bearamlas) néven ismert mechanizmus, mely a raktarak lecsokkent Ca*
szintjének visszapodtlasdban bir nagy jelentdséggel. Kutatdsok kimutattak,
hogy testi sejtekben a raktarak altal létrehozott Ca®* beéramlés az Orai
csatornan keresztil torténik, (TAYLOR, 2006, CAHALAN és mtsai, 2007,
GROSS és mtsai, 2007, HEWAVITHARANA és mtsai, 2007, PUTNEY, 2007,
TOLHURST és mtsai, 2008) és e csatornak aktivalasat STIM (Stromal
Interaction Molecule= stromalis kdlcsonhatds molekula) fehérjék vegzik.
Ezek mellett a SERCA pumpa (Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium
ATPase =szarko/endoplazmatikus retikulum kalcium ATP4&z), valamint a
Syntaxin 5 is fontos szerepet jatszanak a Ca’" raktarakbol torténd
Kitritésében illetve visszapumpéaldsdban (BENNETT és mtsai, 1993,
COHEN és mtsai, 2004, ZHANG és mtsai, 2006, SUGA és mtsai, 2009).

A STIM fehérjék az ER Ca’*-érzékelé transzmembran fehérjéi,
melyek az Orai fehérjékhez kapcsoldva indukéljak a Ca®* bearamlast a
raktarak kitirtilését kovetden. (15. abra) Két modosulata létezik, STIM1
és STIM2 (ZHANG és mtsai, 2006, FRISCHAUF és mtsai, 2008). (14. abra)
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Az Orai fehérjék a plazmamembrén proteinjei, melyek aktivalddast
kévetéen oligomereket képeznek és ily médon hozzék létre az aktiv Ca®*
csatornat; segitségiikkel a Ca®* a sejtbe jut. Harom médosulata ismert;
Orail, Orai2 és Orai3 (GWACK és mtsai, 2007, Lis és mtsai, 2007,
FRISCHAUF és mtsai, 2008). A STIM2 génje sertésben a 8., az Orai2 génje
pedig a 7. kromoszoman talalhato.

A B transzmembran régxdk
ERM Q -gazda§/P-gazdag Orai1

---------------------------------------
i Ul
it

.......................................

RIP gazd ’

D= = CaMkotoher felcsavarodoti
orsé

e nm;mmml nuumuui

OO UUUUOULU

nanszmembxan reg\ok

Orai2

plazma
membran

ERM
domérny ™ = = o
5 coiled cal

STIM2 So

CaM kétdhely felcsavarodo

LOCLLLLLOE) COOOOOOOOOCOOI

H!HHHHNHI )

COUCOUUOUUUUUUL CUUCOUUOUUUUULD

c)r;il:; transzn \Eﬂ[“i‘l

plazma RN,
membran

ER

membran

---------------------------------------

CaMkotdhely felcsavarodott
orsé

14. abra. A STIM és Orai fehérjék elhelyezkedése és szerkezete: A. A
STIM fehérjék az ER membranon helyezkednek el. B. Harom Orai
maodosulat a sejtmembranon, 4 alegysége van mindharom maodosulatnak
(FRISCHAUF és mtsai, 2008).
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SNk
15. dbra. Az Orai és STIM fehérjék egyiittmitkodése és a Ca?*
bearamlésa: A sejthartyan elhelyezkedé Orai fehérjéken keresztiil
aramlik a Ca’* a sejtbe. Az Orai komplexeket az ER membranon 16v6
STIM fehérjék aktivaljak oligomereket képezve (HOGAN és mtsai,
2010).

A SERCA pumpa az ER felszinén helyezkedik el és a spermium
altal okozott Ca** kidramlast kovetéen a Ca®* raktarakba torténd
visszajuttataséért felelds (HIGGINS és mtsai, 2006, ZHANG és mtsai, 2006,
BRINI és mtsai, 2009) (16. abra). A SERCA2 génjét sertésben a 14-es
kromoszoman talaltdk meg.

A ciklopiazonsav (CPA=cyclopiazonic acid) egy gombatoxin,
mely a SERCA-pumpat gatolja, igy Uritve ki a sejt Ca®" raktérait
(HOLZAPFEL, 1968, MIURA és mtsai, 1996). Szamos tanulmanyban
irtdk mar le ezt a funkcidt, példaul simaziom 6sszehlizodas vizsgalatahoz,
malaria elleni gyogyszerként alkalmazva, stb. (YAO és mtsai, 2011,
PANDE és mtsai, 2012).
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[Ca?*]eq

kitirtilés
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16. &bra. SERCA pumpa és az Orai-STIM fehérjék egyiittmiikodése: A

NFAT E’ Célpont gének

(pl. citokin gének

STIM fehérjék ltal kinyitott Orai csatornakon keresztiil aramlik a Ca** a
sejtbe, melyet a SERCA pumpa visszaptol az ER-be a raktarak
kitirtilését kovetéen (HOGAN és mtsai, 2010).

A syntaxin 5 az ER membranon 1év6 policisztin-2 csatornat
gatolja, mely az ER-bol torténs Ca®* kidramlést szabalyozza (TENG és
mtsai, 2001, GENG és mtsai, 2008) (17. &bra). Génjét sertéshen a 2.
kromoszoman talaltdak meg. MYAZAKI (és mtsai, 2012) vizsgaltak a
syntaxin 5 hosszu és rovid valtozatanak szerepét és megallapitottak, hogy
a hosszu véltozatnak van szerepe az ER forméalasaban, hianyaban az ER

teljesen a sejt szélére huzadik.
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17. &bra. A syntaxin fehérje csalad és miikodési helyiik a sejtben; A
STX5 a Golgi-készilék és az ER kdzott kdzvetit (TENG és mtsai, 2001).

Gajddcsi Erzsébet Emilia PhD értekezés 49



Kiilonbo6z6 sertésfajtak genetikai analizise

3 ANYAG ES MODSZER

3.1 Mangalicak prolaktin receptor génjének polimorfizmusa

3.1.1 Anyagok

A vizsgalatokat Promega termékekkel végeztiik, a primerek az
Integrated DNA Technologies Inc-tdl szarmaznak. A DNS tisztitasa
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA)

segitségével tortént.

3.1.2 Kiserleti elrendezés
A kisérletben szOke és voros mangalica egyedek (51 db)

fagyaszott fil- illetve szOrtiiszOmintait hasznaltuk. A DNS szakasz
sokszorositdsdhoz polimeraz lancreakciét (PCR) alkalmaztunk. A
reakciot termocyclerben (thermohybaid Px2, ThermoScientific, Foster
City, CA, USA) futtattuk.

A reakci6 soran hasznalt oldat sszeallitasa a kovetkezé volt:

Gotaq polimerdz enzim  0.25 ul (5u/ul)

5x puffer 10 ul

dNTP 1 pl (200 uM végsé koncentracid)

primer (XX IDT) 1ul (1 pM végs6 koncentracio primerenként)
MgCl, 2 il (25mM)

viz 33.75 ul

DNS 1 pl (< 0.5ug/50pl)

Az oldat teljes mennyisége 50 pl volt.
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A PRLR primerek (LINVILLE RC, 2001):
PRLR4 5’ CGG CCG CAG AAT CCT GCT GC 3’
PRLR5 5> ACC CCA CCT TGT AAC CCA TCA TCC 3’

3.1.3 PCR program
1 ciklus 95°C-on 2 percig

30 ciklus 95°C-on 1 percig
62°C-on 1 percig
72 C°-on 1 percig
1 ciklus 72°C-on 10 percig
és 4°C tartasa a gélen valo ellenérzésig.
A PCR terméket 2%-0s agardz gelen futtattuk. A vart fragmenthossz 170
bazispar.
3.1.4 Emeésztés
A terméket restrikcios enzim segitségével emésztettik 37°C-on 4
oran at. A emésztéshez az Alu | enzimet haszndltuk. Az emeésztési
reakcid elegy osszetétele a kovetkezé volt:
0.5 pl Alu I restrikcios enzim 10u/pl
RE 10x puffer 2 pl
0.2 pl acetilalt BSA 10ug/ul
10,3 pl steril, deionizélt viz
7l PCR termék.

3.1.5 Szeparalas
Az emésztés utan a fragmentek szeparalasa 3%-0s agar6z gélen

tortént. Az agar6z gélhez fluoreszkalo festéket adtunk (etidium bromid).
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Az UV feny segitségével a fragmentek lathatova valtak és ez lehetévé
tette a géldokumentaciot. Kodak DC290 Zoom  digitalis
fényképezdgéppel €s Alpha Innotech Corporation UV lampaval tortént a
gélekrol a fénykép készitése. (18. abra).

3.1.6 Statisztikai analizis
Az eredmények statisztikai elemzesét IBM SPSS program 19-s

verzidjaval végeztem Tukey féle post hoc analizis és egytényezis

varianca analizis segitségével.

3.2 A sertés petesejtek Ca®* — oszcillaciojat befolyasolé gének
expresszibja

Az 6sszes vegyszer a SIGMA-ALDRICH Co.-tol (St.Louis, MO, USA)
szarmazik, ha ez nincs kilon jelezve. Az alabb ismertett kisérleteket a
Purdue University - West Lafayette, Indiana, USA - Allattudomanyi

Intézetében egy Fulbright 6szténdij keretein beliil végeztem.

3.2.1 Petesejtek kinyerése és in vitro maturacidja
A sertés (nagy fehér x duroc) petefészkeket az Indiana Packers

Co., Delphi vagohidrol kaptuk. A 3-6 mm atmérdji tisz6kbol egy 10 ml-
es fecskend6hoz csatlakoztatott steril, 20G méretii injekcios tiivel nyertiik
Ki a petesejteket a follikularis folyadékkal egyutt.

Az in vitro maturaltatds 44 oradn a LH és FSH hormonnal,
valamint EGF-el (Epidermal Growth Factor = Epidermalis Novekedeési
Faktor) kiegészitett TCM (Medium 199-re alapozott sertés 1VM oldat)
oldatban tortént (ABEYDEERA és mtsai, 2000). A GV Aallapotd
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petesejteket a maturaltatas el6tt, az MI fejlettségi allapotl petesejteket
pedig 22 ora elteltével gyijtottiik. (Melléklet 2)

3.2.2 Kisérleti elrendezés
A Kkiserletet haromszor hajtottuk végre, csoportonként és

kisérletenként 2-2 gqRT-PCR ismétlésben. Az elsé kisérletben a mintakat
93 GV, 92-92 MI és MII fazisu, a masodikban 70, a harmadikban 80
petesejt képezte és az ezekbdl nyert mRNS-r6l irt cDNS-t hasznaltuk a
négy génbdl, egy kontroll génbdl és egy negativ kontrolbol allé6 qRT-
PCR-hoz.

3.2.3 Primertervezés és gRT-PCR
Az NCBI adatbézisat hasznaltuk a génszekvencidk kereséséhez

(Az alabbi geneket valasztottuk: STIM2: BP167477, Orai2 FD639141.1
(mivel ezek szerepe még kevésbé ismert és leirt, mint a STIM1 és Orail
géneké), SERCA2: NM_213865.1, STX5: BP159925), a
primertervezéshez a Primer3 oldalt alkalmaztuk; a primereket az IDT
Inc.-t61 rendeltiik meg. (4. tAblazat)

4. tablazat. A kezdeti primerek szekvencidja.

Primer Szekvencia

SERCA2F 5-TCTGACTTTCGTTGGCTGTG-3'
SERCA2 R 5-GTATATTGCCCGTCCCTCCT-3'
STIM2 F 5-TGACCGGAGTCACAGACAGA-3'
STIM2R 5'-GAAGTGCATCTGGAACAGACC-3'
Orai2 F 5'-CGGTCACCTACCCGGACT-3'
Orai2 R 5-AGCAGAGCAGCACAACCTCT-3'
STX5F 5'-GCTGGAGAAGCTGACAATCC-3'
STX5R 5-CTCAATGTTCTGCATGGTGTCT-3'
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A petesejtekbdl hirvivé RNS-t izolaltunk, melyet az Invitrogen
Co. Dynabeads (mMRNA DIRECT Micro Kit) (lifetechnology, Carlsbad,
CA, USA) segitségével hajtottunk végre (Mellékelt 3). A Real-Time PCR
reakciokat a cDNS-sel Bio-Rad készllékkel végeztik. A kétlépeses
reverz transkripcios PCR-hez a reagenseket a Bio-Rad Laboratories Inc.-
tol szereztiik be, iScript cDNA Synthesis Kitet (BioRad, Hercules, CA),
mely random primereket tartalmaz és iScript reverz transzkriptaz
enzimet. A qRT-PCR reakciékhoz az iQ SYBR Green Supermixet
(BioRad, Hercules, CA) hasznéltuk.

5. tablazat. Az alkalmazott gRT-PCR primerek szekvenciaja.

Primer Szekvencia

ORAI2 F 5’-CACAACCTCAACTCGGTCAA-3

ORAIZR 5’-CTGCCAGGAAGAGCAGTGT-3’

SERCA2F |5-TCTGACTTTCGTTGGCTGTG-3’

SERCA2R |5-GATCATAATGACCCGGATGC-3’

STIM2 F 5’-ACCGGAGTCACAGACAGAAA-3°

STIM2 R 5’-CAATTATGAGGAGGGCGTGT-3’

STX5F 5’-AGGATTTCGTGAGAGCCAAG-3’

STX5R 5’-TTTGAAGTCATTGGACATGGAGG-3’

A petesejtekbdl nyert CDNS-t plazmid vektorral E.coli
baktériumokba juttattuk Topo TA Cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) segitségével (leirast lasd a Melléklet 4). A baktériumokat 37°C-on
ampicillines LB agaron tenyesztettik egy éjszakan at, majd inokulaltuk a
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plazmidokat hordozo telepeket és folyékony LB tapoldatban 37°C-on
rdzbasztalos inkubatorban tenyésztettilk egy éjszakan at (Melléklet 2). Az
adott gent hordozé plazmidokat a Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA) segitségével kinyertik (Melléklet 5) az E. coli
bakteriumokbol. ECORI enzimes emésztés utdn agar6z gélen néztik
meg, hogy beépiilt-e a kivant gén és a génszekvenciat ellendriztiik
(Purdue University). A génszakaszon belul rdvidebb szakaszokra
terveztliink primereket (5. tablazat). A plazmidokbdl kinyert DNS-b6l
standard sort csinaltunk a qRT-PCR-hoz.

3.2.4 Statisztikai analizis
A Delta Delta Ct mddszer alkalmazésaval a vizsgalt géneket a

YWHAG génhez (GeneBank: C094522) viszonyitottuk. Ennek a
haztartasi génnek az expresszidja allandé a korai sertés embriokban
(WITHWORTH és mtsai, 2005). A statisztikai analizist a SAS
programmal végeztik (Tukey féle post hoc analizis és egytényezds

varianziaanalizis, Melléklet 1).

3.3 Kiilonbozé érési fazisi petesejtek Ca?* szintjének mérése

3.3.1 Kisérleti elrendezés
A petesejteket Ca’*-mentes tapkozegben tartottuk, a mérés elétt

10 pM CPA-val inkubaltuk 2 6ran at (a sejtek Ca**-raktarainak kitiritése
céljabol) és fél oran & Fura 2-AM  Ca’*-érzékel festéket
(lifetechnologies, Carlsbad, CA, USA) adtunk az oldathoz, hogy a
petesejtekben jelen 1évé Ca?*-ot jeldljuk (Melléklet 2). A mérést egy
Nikon Eclipse TE-2000U invertmikroszkdp és egy hozza kapcsolt InCyt
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Im2 fluoreszcencia-detektald rendszer segitségével végeztik. A kezdeti,

kb. 30 mp-es alap Ca®* szint-mérés utan a petesejthez emelt Ca®*-

“ 7=/

(WANG és mtsai, 2013).
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4 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Mangalicak prolaktin receptor génjenek polimorfizmusa

4.1.1 Géldokumentacio
Az enzimes emésztést kdvetden az agardz gélen tortént szeparalas

utan a kovetkezé fragmenteket kaptuk: A allél - 127 bp, B allél - 92, 35
bp.

18. &bra. A prolaktin receptor gén alléljainak fragmenthosszai (Az els6
zsebben a létra, a masodik zsebben a 38-as minta, a 3. zsebben 7. minta, a

4. zsebben pedig a 49. minta van).

4.1.2 Mangalicak alomadatai és a PRLR allélok dsszehasonlitasa
A 6. tablazat mutatja az egyedek alomadatait. A 48-as egyedrél

van a legtobb fialasi adatunk, hétszeri fialds. Az 1-22. allatok BB
genotipusuak, a 23-47. kocdk AB, a 48-51. egyedek pedig AA
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genotipusuak. Lathat6 a tablazatbdl, hogy a kiilonbozé genotipusok kozt
jelen van a mangalica fajtakdr mindegyik képviseldje, a vords, szoke €s
fecskehasu is. A legtobb az AB genotipusbol fordult el. A 7.
tdblazatban foglaltuk 0Gssze a vizsgalt populaciok kiilonb6z6
genotipusainak atlagos alomadatait. A 9. tablazat az allél- és genotipus
gyakorisagokrol ad informaciot, a 8. tdbladzatban lathaté a Tukey féle
post hoc analizis, a 10. tablazatban pedig az egytényezds

varianciaanalizis eredménye.

6. tAblazat. A mangalica kocék alomadatai.

Sor- | Kocak | Genotipus Alom szamok
szdm | tipusa 1. 2. 3. 4.

1. VvOros BB 5

2. szoke BB 7

3. | fecskehasu BB 5

4, szoke BB 7 9

5. szoke BB 8 8

6. szoke BB 7 7 7

7. sz6ke BB 8 7 8 6

8. szoke BB 7 8 7

9. vOros BB 7

10. sz6ke BB 6 7 6 8

11. szoke BB 4

12. szoke BB 7

13. szoke BB 4

14. vOros BB 5 6 6

15. szoke BB 5

16. szoke BB 3
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17. szoke BB 5 8 4
18. szOke BB 7 3
19. szoke BB 7 3 6
20. szoke BB 7 4 4
21. szOke BB 4 4 6 7
22. szoke BB 3 5 5
23. szoke AB 8
24, szOke AB 6 7 10
25. szoke AB 6 8 10
26. szoke AB 6 5
217. szOke AB 4 5
28. szoke AB 4 7 6 6
29. szoke AB 5 2
30. szOke AB 4
31. szoke AB 3
32. szoke AB 3
33. szoke AB 3
34. szoke AB 7
35. szoke AB 7
36. szoke AB 9 10 8 9
37. vOros AB 7 7
38. | fecskehasu AB 10 6 8 4
39. vOros AB 6
40. | fecskehasu AB 4 8
41. szoke AB 6
42. szoke AB 6 8 8
43. szoke AB 6 6 8
44, szoke AB 7 6 7 8
45, szoke AB 7
46. vOros AB 9
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47. | fecskehasu AB 8

48. szoke AA 9 8 9 8
49. szoke AA 7 7 7 8
50. szbke AA 8 8 8 9
51. szoke AA 9 8

(A 48-as egyed tovabbi kétszer fialt: 7, illetve 8 malacot)

Megéllapithattuk, hogy mangalicdban az A allél van
Osszefliggésben a nagyobb alomszammal. Az AA genotipust egyedek
2,21 malaccal tébbet fialtak a BB genotipustaknal és a populacié atlagos
alommeéretét 1,33, az AB genotipust egyedekét pedig 1,77 malaccal
haladtak meg.

7. tablazat. Atlagos alomméret adatok az egyes mangalica

genotipusoknal.

AA éatlagos AA nagyobb BB-
alomszama 8° nél 2,21
BB éatlagos AA nagyobb
alomszama 5,79 ° populacio atlagnal 1,33
AB atlagos AA nagyobb AB-
alomszama 6,23 " nél 1,77
Populacio atlagos AB nagyobb BB-
alomszama 6,67 nél 0,44

(*® az eltéré betiik az értékek kozti szignifikans killonbséget jeldlik;
p<0,05)
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A harom genotipus szignifikansan (p<0,005) eltér egymaéstol. Az

AA magasabb alomszammal van 6sszefliggésben, mint az AB illetve BB,

viszont az AB és a BB genotipusok kdzt nem mutathato ki szignifikans
kilénbség (p> 0,005) (19. abra).

8. tAblazat. Mangalica alomadatok Tukey féle post hoc statisztikai

analizise.
Atlagos 95% konfidencia
0) o) kUI(’)'n%ség St | iy, | Intervallum
VAR00002 VARO0002| "\ hiba Ao | Folss
hatar | hatar
BB AB -0,61576 | 0,33626| 0,164 -1,4138| 0,1823
AA -1,96698 | 0,4586 0] -3,0554| -0,8785
AB BB 0,61576| 0,33626( 0,164 | -0,1823| 1,4138
AA -1,351217| 0,4574 0,01| -2,4368| -0,2656
AA BB 1,96698 | 0,4586 0| 0,8785| 3,0554
AB 1,35121°| 0,4574 0,01| 0,2656| 2,4368
*, Az atlagos kulonbség szignifikans 0,05 szinten.
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Atlagos alomméretek
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19. dbra. A kiilonb6z6 mangalica genotipusok atlagos alommeéretei, az
AA genotipusl egyedek szignifikansan tobb malacot fialnak, mint az AB,
vagy BB egyedek.

(® az eltérd betiik az értékek kozti szignifikans kilonbséget jeldlik;
p<0,05)

Az A allél gyakorisaga (32%), valamint az AA genotipusl
egyedek (8%) hanyada a populécidban Kisebb és ez 6sszhangban van mas
kutatok eredményeivel. Romaniaban 40 vords mangalicaban vizsgéltak a
PRLR A alléljanak frekvencidjat, mely ott 11 % volt (CIOBANU és
mtsai, 2001). Javasoljuk, hogy szelekcioval noveljék az A allél

gyakorisagat, igy varhatéan névekedni fog az alomszam is.
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9. tablazat. Allél- és genotipus gyakorisdgok, az A allél, illetve az AA
genotipusu egyedek kisebb ardnyban vannak jelen a populécidban.

Mangalica

A=32%
B =68%

Allél frekvencia

AA =8%
Genotipus gyakorisag AB = 49%
BB =43%

10. tablazat. Mangalica alomméretek egytényezds varianciaanalizise.

EGYTENYEZOS VARIANCIAANALIZIS

VAR00001
négyzetek | szabadsagi| Atlagos I
Osszege | fok (Df) | négyzet F Szignif.
Csoportok | g4 759 2 26,879 | 9,233 | 0,000
kozt
Csoportokon| 5,6 447 | 119 2911
belil
Osszesen | 400,205 121

Az AA genotipus magasabb malac szammal van 6sszefliggésben.
(ROTSCHILD és mtsai, 1998, SOUTHWOOD és mtsai, 1999,
VINCENT és mtsai, 1998, KMIEC és mtsai, 2006). Az eredményeinkben
az AA genotipust hordoz6 egyedek a mangalica allomanyban magasabb
malacszdmot  produkaltak, mint a BB genotipusu egyedek.
Kisérleteinkben az AB genotipusi egyedek is kisebb termelési
eredményeket mutattak, mint az AA genotipusi egyedek. A duroc fajta a
tobbitdl eltéréen pozitiv kapcsolatot mutatott a BB genotipussal

(HAMANN és mtsai,,2001). VAN RENS és VAN DER LENDE (2002)
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szerint az AA genotipust kocdk nagyobb szamd malacnak adtak életet,
mint a BB genotipusy tarsaik. A lengyel lapaly esetében szignifikansan
nagyobb szamu malacot produkaltak az AA genotipussal rendelkez6
egyedek (KMIEC és mtsai, 2001, 2006). VINCENT (és mtsai, 1998) 5
PIC vonalat teszteltek (2 nagy fehér, 1 lapaly, 1 duroc x nagy fehér, 1
nagy fehér x meishan vonal). TOMAS (és mtsai, 2006) a PRLR tébb
polimorfizmusanak vizsgalata, és feltardsa soran arra az eredményre
jutott, hogy nem elég egy pontmutaciot nézni e gén esetén, hanem a tobb
pontmutacié  egylttesét  kell — megfigyelni az  alommérettel
Osszefiiggésben. Kisérleteik sordn ugyanis nem tapasztaltak szorosabb
Osszefliggést egy-egy mutacié és az alommeérettel kapcsolatban ezért
SNP alkalmazasat javasolja. Mangalicanal is érdemes lenne megnézni az
altala javasolt SNP-k egyuttes hatasat az alomszamra, az ovulécios ratéra,
az élve szlletett malacok szamara stb.

Alacsonyabb A allél frekvenciat figyeltek meg lapaly
(DROGEMULLER és mtsai, 2000, KMIEC és mtsai, 2001, LINVILLE
és mtsai, 2001), vordés mangalica (CIOBANU és mtsai, 2001) és nagy
fehér kocaknal (PUTNOVA és mtsai, 2002). Duroc esetében az A allél
magasabb frekvenciat mutatott (DROGEMULLER és mtsai, 2000).
KMIEC (és mtsai, 2001) megallapitotta, hogy az AA genotipus esetében
az els6 alomszam magasabb, mint az azt kovetdek. Vizsgalatainkban a
mangalica egyedek esetében nem volt ilyen tendencia.

KMIEC (és mtsai, 2006) oOsszefuggést talalt az egyes allélok
hatdsban a kanok termékenységi mutatéira is (mint pl. az ejakulatum
térfogata, spermium koncentracié és mozgékonysag). Kisérleteinket

tovabb lehetne folytatni vizsgalva az apai hatdst, vagyis az egyes
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genotipust kanoktol sziletett kocdknak mekkora volt az alomszama,
valamint kozvetlendl a kanok termékenységi mutatéira milyen hatéassal

van az A illetve B allél.

4.2 A sertés petesejtek Ca®*-oszcillacidjat befolyasolé gének
expresszidja

4.2.1 Eredmények
A kezdeti primerekkel létrehozott PCR termékek nagysaga:

SERCAZ2 493 bp, Orai2 441 bp, STIM2 497 bp, STX5 499 bp, melyeket
sikeresen beépitettiink plazmid vektor segitségével E.coli baktériumokba
¢s sikeresen standard sort csinaltunk beldliik. A szekvenalasi eredmények
igazoltak a megfeleld szekvenciat.

gRT-PCR Ct eredményeket és atlagokat a 11. tablazatban

foglaljuk 6ssze.
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11. tdblazat. A vizsgalt gének Ct értékei a kiilonbozé fejlettségi allapotd

petesejteknél.

gének |GV Ctl |GV Ct2 [Atlag [MICtl [MICt2 [atlag [MIICtl [MIICt2 |étlag
Serca2 21,9 22,6 22,25 22,4 22 222 218 22,7 22,25
Orai2 235 23,5 235 |242 25,1 24,65 259 26,7 26,3
Stim2 | 24,7 24,8 24,75 24,9 25,1 25 26,4 27 26,7
STX5 [24,6 24,6 246 254 25,9 25,65 27,6 27,8 27,7
Yw 24 24 23,8 24,3 24,05 |25 255 25,25
Serca2 |24,4 24,1 24,25 22,6 22,6 226 237 23,9 23,8
Orai2 [237 24 23,85 236 238 237 27,7 28,3 28

Stim2 | 25,8 25,7 25,75 [24,9 25,6 25,25 |28 28,6 28,3
STX5 [254 25,7 25,55 |24,4 24,9 24,65 |282 28,7 28,45
Yw 24,3 24,6 24,45 |23,7 24,1 239 [253 26,1 25,7
Serca2 23,6 23,1 23,35 (20,8 21,8 213 |22 21,8 21,9
Orai2 [233 24 23,65 (22,9 22,9 229 [241 24,5 24,3
Stim2 25,4 25,1 25,25 |24,7 25 24,85 |257 26,5 26,1
STX5 [24,9 24,6 24,75 23,8 24,8 243 259 26,9 26,4
Yw 23,5 24 23,75 22,4 22,9 22,65 |23 23,6 23,3

A tervezett gRT-PCR

termékek hosszai a kovetkezOk voltak:

SERCAZ2 103 bp, STIM2 82 bp, Orai2 106 bp és STX5 114 bp.

A 20. dbran a gének expresszids értékeit abrazoltuk génenként
(SERCA2, Orai2, STIM2, STX5) és a petesejt-fejlédési csoportonként
(GV, MI, MII). A szignifikans kiilonbségeket a kiilonb6z6 betiik jelentik

).
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20. abra. A vizsgalt gének expresszios értékeinek kulonbségei GV, Ml
és M1l allapotl petesejtnél.

(" az eltérd betiik az értékek kozti szignifikans kiilonbséget jelélik;
p<0,05)

A statisztikai analizis soran két gén expressziojaban tapasztaltunk
szignifikans eltérést a kiilonb6zo fejlettségii petesejtek kozott (p<0,05). A
SERCA2 és STIM2 gének esetében nem tapasztaltunk szignifikans
valtozast, mig az Orai2 és STXS gének kifejezddése csokkent a

maturaltatas soran.

4.2.2 Kovetkeztetések

A SERCAZ2 gén expressziojanak valtozatlansagat az indokolhatja,
hogy az ER raktar szerepe a petesejt érése sordn minden stadiumban
egyarant fontos, valamint ez a sejtszervecske egyéb sejtkommunikacios

folyamatokban is részt vesz (BRINI és mtsai, 2009). BRINI (és mtsai,
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2009) szerint a két SERCA2 varians, a és b kozil az ’a’ a vazizmokban
expresszalodik, mig a ’b” mindenhol, azaz egyfajta alap életjelenséghez
szlikséges gén (haztartasi gén). Bar eredményeinkben nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést az expresszidjaban, de egy novekvo trend figyelhetd
meg a petesejt érése soran, igy nem biztos, hogy alkalmazhat6 lenne
haztartadsi génkent. Tovabbi vizsgélatara szilkség lenne. Dél-afrikai
karmosbéka petékben kimutattak, hogy a SERCA2 a SERCA valtozatok
kozil a legérzékenyebb a Ca**-ra (JoHN és mtsai, 1998), de egyben a
legkisebb is a Ca?*-transzportald képessége (LYTTON és mtsai, 1992), igy
val6ban expresszidjaban a legkisebb valtozéasra szdmithatunk.

A STIM2 és Orai2 fehérjék szerepe még nem teljesen tisztazott,
de a kisérletek alapjan a STIM2-nek hasonlé szerepe van, mint a STIM1-
nek, bar féként a szabalyozas (esetleg géatlas) a feladata (HEK293-ban
vizsgalt adatok szerint: HEWAVITHARANA és mtsai, 2007). Az Orai2 is
hasonlo - bar gyengébb - funkciot tolt be, mint az Orail (GWACK €s
mtsai, 2007), expressziojat mar megfigyelték vese, tido és Iépsejtekben
is.

A STIM2 szerepében nem egységesek az irodalmi adatok, igy
csak bizonytalan kdvetkeztetést tudunk levonni a sajat kisérletekben
tapasztalhatd expresszidjanak valtozatlansagaban. TiidGartéria simaizom
sejtjeiben SoNG (és mtsai, 2011) kimutatta, hogy a STIM2 magasabb
expresszidja novelte a SOCE-t és bar az siRNS injektalas csokkentette
azt, a gén teljes kiltése utdn nem volt valtozas abban. Tehat a STIM2
szlikséges a SOCE-hoz, de nem elegenddé Onmagaban. Mas kutatok
eredményei szerint a STIM2 a STIM1-gyel kapcsolddva gatolja a SOCE-
t HEK293, PC12, A7r5 és Jurakt T sejtekben (SOBOLOFF és mtsai, 2006).
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Tehat ha fontos szerepe van a SOCE-ban a STIM2 expresszidjanak
novekednie kellene, mig ha gatld hatdsa van, akkor éppen ellenkezdleg,
csokkenie kellene a petesejtek erése soran. Tovabbi vizsgalatok lennének
szlikségesek a keérdés eldontésere.

Limfocita sejtekben irtdk le, hogy a STIM feherjék dimereket
illetve oligomereket képezve kapcsolddnak az Orai fehérjékhez, amint az
ER raktar kitrul (HOGAN és mtsai, 2010) s csak igy nyilnak meg a
plazmamembran Ca®* csatornai. Drosophila sejtekben a STIM1
tllexpresszaltatdsa 6nmagéaban nem volt hatassal a Ca®" bearamlasara,
mig Orail-gyel kozosen tulexpresszaltatva jelent6sen megnovelte azt
(FESKE és mtsai, 2006, GWACK és mtsai, 2007). Ugyanezt az eredményt
kaptak Jurkat T sejtekben, RBL sejtekben és HEK293 sejtekben is
(PEINELT és mtsai, 2006). Ezzel szemben a STIM2 az Orail-gyel kdzdsen
tllexpresszalva gatolta a Ca®* bearamlast a raktarak kiiiriilését kovetden,
szintén HEK293 sejtekben (MERCER és mtsai, 2006), bar masok azt
talaltdk, hogy lényegesen nagyobb STIM2 szint kézdsen az Orail-gyel
képes volt megndvekedett Ca?* aramot el8idézni (HEWAVITHARANA és
mtsai, 2007). Orail mutaciét hordozd betegekb6l nyert fibroblaszt
sejteken vizsgaltdk az Orai2 illetve Orai3 és STIM1 kdzos
tulexpresszaltatasat; azt tapsztaltak a kisérletek soran, hogy az Orai3-mal
kozosen a STIM1 megfeleldé SOCE funkciot mutatott, mig Orai2-vel
alacsony aktivitas volt megfigyelheté (GWACK €s mtsai, 2007).

Ugy tiinik tehat, hogy az Orai és STIM fehérjék aranya
meghatarozé a Ca’*-bedramlas szempontjabdl. A két fehérje egyiittes
tulexpresszéltatdsa  limfocita sejtekben és HEK293 sejtekben

megnévekedett Ca’*-aramlast eredményezett, mig az egyenkénti
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tllexpresszéltatas gatolta a SOCE-t (MERCER és mtsai, 2006, HOGAN és
mtsai, 2010). Sajat eredményeink alatdmasztjdk ezeket a
megfigyeléseket. Eretlen petesejtek - melyekben magas az Orai2 szint a
STIM1 szintjéhez képest- nem mutatnak hosszan tarté Ca®*-oszcillaciét
spermiummal val6é faziot kovetéen. Az érés soran csokken az Orai
fehérjéek STIM-hez viszonyitott aranya a sejtekben és feltehet6leg ennek
kovetkeztében ezen petesejtekben a termékenyitést végzdé spermium
6rakig tarté Ca**-oszcillaciot képes eléidézni.

A syntaxin 5 gén expresszidjanak csokkenésére az a magyarézat,
hogy fehérjéje a policisztin-2 fehérjével kapcsolédva gatolja a Ca?*-
aramlast az ER membranon. Ezt a funkcidjat GENG (és mtsai, 2008) irta
le in vitro élesztében, és in vivo coimmunoprecipitacios kisérletek
igazoltak veseszovetben és epitel sejtvonalakban. igy csokkenése
indokolt, mivel az oszcillacié sorén a raktarakbol kidramlé Ca®* felelds
clsédlegesen a Ca’* szignal létrehozasaban. A policisztin2 génjének
expressziojat is érdemes lenne vizsgéalni a kiilonboz6 fazist sertés
petesejtekben. Kettds, illetve kiilon-kiilon torténd thlexpresszaltatassal,
vagy géncsendesitéssel a STX5-tel.

A vizsgalt négy gén expresszios vizsgalatait tovabb lehetne
folytatni. Western-blottal megnézni fehérjéik jelenlétét,
immunocitokémiai vizsgalattal a petesejteken bellli eloszlasukat.
Tulexpresszaltatast illetve géncsendesitést kovetd megteremékenyitéssel

vizsgéalhatnank az embriofejlodést, illetve rendellenességeket.
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4.3 Kiilonboz6 érési allapoth petesejtek Ca®* bearamlasanak
mérése

4.3.1 Eredmények és értékelésik
A harom eltérd fejlettségli petesejtnél a kovetkezd eredményeket

kaptuk: GV és Ml &llapotban kevésbé vélthaté ki a Ca** bearamlasa, mig
MII fazisban lényeges emelkedést mutatott a kezdeti ,,nyugalmi” Ca*

szint (21. 22. 23. &bra). Ez a hirtelen Ca** szint-emelkedés alkalmas

lehet egy késObbi kémiai aktivalas elinditaséra.

0.34 o ABE
21. dbra. MII petesejtben 10 uM CPA és 10 mM Ca®* altal kivaltott Ca®*

csucs.
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0 13
22. 4bra. GV petesejtben 10 uM CPA és 10 mM Ca”* altal okozott Ca?*
csucs.

Ez az emelkedés az extracellularis Ca** sejtbe torténé bearamlasanak
eredménye és a sejt Ca®* raktarainak kitriilése valtotta ki (sejtraktarak

&ltal szabélyozott Ca?* bearamlas).
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23. abra. MI petesejtben 10 M CPA és 10 mM Ca** 4ltal kivaltott Ca®*

bedramlas.

Az eredmény tehat azt bizonyitja, hogy érett petesejtekben
jelentds Ca®* beéramlas koveti a raktarak Kitrillését; ez lényeges a
raktarak ujratoltéséhez és a spermium altal eldidézett, hosszan tartd Ca**
oszcillacié fenntartasdhoz. GV és MI fazisban 1évé petesejtek esetében
nem kovetkezett be jelentds Ca’" bedramlas a raktarak Kiliritését
kovetden; ez Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy éretlen
petesejtekben a spermium csak révid ideji ca®t jelet képes eldidézni.
Egér petesejtekben folytatott kutatas szerint a bearamlas GV allapotban
volt megfigyelhetd (ott tapszigarginnal tortént a blokkolas), viszont MII-
ben nem, ami meglep6 eredmény (CHEON és mtsai, 2013, LEE és mtsai,

2013), bar a szerzd az ER raktarak feltoltésének szerepét hangstlyozza a
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maturdcio soran. TomBES (és mtsai, 1992) ugyanilyen eredményre
jutottak horcsog petesejtek vizsgalva. Az ER Ca®* tartalma novekszik,
mig a Ca®* bearamlas csokken az érés soran. Szintén egér petesejteken
folytatott kutatasok szerint az éretlen, GV petesejtekben a spontan Ca®*
oszcillaci6 a GVBD-ig (Germinal Vesicle Break Down = germinalis
vezikulum megsziinése) tart (CAROLL ES SWANN, 1992, FUJIWARA és
mtsai, 1993) aztan egy blokkolast kovetéen ez a folyamat megall. Mint
korabban emlitettiik, a Ca>* nagyon fontos a sejtkommunikaciéban. Segit
Kilépni a petesejtnek a meiotikus stopbol és tovabb haladhat az érésben.
Az extracellularis Ca”* jelenléte bizonyos fajokban sziikséges, hogy
vissztérhessen a sejt a normalis sejtciklusba, mig mas fajoknal nincs
hatéssal az extracellularis Ca®* hidnyanak a meiozisba vald
visszatérésben, példaul sertesben (KAUFMAN és mtsai, 1993, WANG és
mtsai, 2013), szarvasmarhdban (Homa, 1991) és emberben is (MARTIN-
ROMERO és mtsai, 2008). Fajbeli kilonbségek tehat léteznek, ezért
kiemelkedden fontos, hogy tovabbi mérésket folytathassunk.

A vizsgélatokat ki kellene bdviteni, hogy statisztikai elemzésnek
vethessiik ald. Tovabbi méréseket kellene végezni, hogy aktivalhat6-e a
petsejt CPA-val, vagy csak egyszeri Ca®* bearamlast tudunk eléidézni
érett, MII petesejtekben. Valamint a 4.2 eredmények tukrében és az ott
leirt javaslatok alapjan nem csak spermiummal tortént termékenyitést
kovetéen lehetne vizsgalni az ott javasolt talexpresszaltatdsi-
géncsendesitéses kisérleteket, de akar a CPA-val blokkolt, vagy aktivalt
petsejtekben is. A 4.2 fejezetben vizsgalt gének tovabbi funkcioit

tudnank feltarni, illetve ismereteinket pontositani, ha éretlen
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petesejtekben is sikeriillne nagy Ca’* bearamlast el6idézni microRNS
illetve siRNS injektalassal.
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5 OSSZEFOGLALAS

Hazankban a sertés hasa es termékei nélkilozhetetlen részét képezik
a gasztronémianak. A magyar mangalica fajta kifejezetten izletes, &m
mivel zsirsertés, népszeriisége €s igy tenyésztése is csokkent. Megdrzése
mégis fontos a genetikai valtozatossag fenntartasa érdekében is.

Disszertaciom elsO részében a mangalica fajtakor prolaktin receptor
génjének polimorfizmusat vizsgéltam és az egyes allélok hatasat az
alomméretre. A prolaktin fontos szerepet jatszik tobbek kozt a
tejelvalasztasban és a vemhesség fenntartasaban is. A prolaktin a véraram
segitségével az agyalapi mirigybdl érkezik meg a receptordhoz, majd a
két receptor alegység és a 4 hélixbdl allé prolaktin kapcsolodik. A
prolaktin receptor génje a 16. kromoszoman van. Szamos sertés fajtaban
Kimutattak polimorfizmusat és alléljainak kiilonb6z6 hatasat is leirtak a
kiilonbozo fajtdkban. Otvenegy mangalica fill- és szOrtiiszd mintait
hasznaltam DNS forrasként.

Kiérleti eredményeink szerint a mangalicdban is létezik e gén
polimorfizmusa és az A allél kedvezébben hat az alomméretre, am az AA
genotipusu egyedek kisebb hanyadban vannak jelen a populacidban. Az
A allél gyakorisadga 32%, az AA genotipusu egyedké pedig 8% volt. Az
AA genotipusi egyedek 2,21 malaccal tobbet fialtak a BB
genotipusuaknal és a populéacié éatlagos alomméretét 1,33, az AB
genotipusu egyedekét pedig 1,77 malaccal haladtdk meg. A harom
genotipus szignifikansan (p<0,005) eltér egymastdl. Az AA genotipusban
figyelhetiink meg magasabb alomszamot, mint az AB illetve BB
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egyedekben, viszont az AB és a BB genotipusok kdzt nem mutathat6 ki
szignifikans kilonbség (p> 0,005).

A petesejtekben is, Ggy, mint a testi sejtekben a Ca®* fontos szerepet
t6lt be a sejtkommunikaciés folyamatokban. A spermium egy Ca*'-
oszcillaciot indit termékenyitéskor a petesejben, melyet a petesejt a
raktaraibol torténd kiiiritést kovetéen a kornyezd kozegbdl torténd Ca®*
visszaszivassal hoz létre. Ezt az oszcillaciot csak érett petesejtekben lehet
elinditani. Ebben a folyamatban szamos gén vesz részt, ezek kozil 4
expresszidjat vizsgaltuk disszertaciom masodik részében. Vizsgalataimat
az USA-ban a Purdue Egyetemen folytattam 2009 és 2010-es tanévben,
egy elnyert Fulbright dsztondij keretében.

SERCA pumpa az ER felszinén helyezkedik el és a spermium altal
okozott Ca®* kidramlast kovetéen a Ca®* raktirakba torténd
visszajuttataséért felelés, génje a 14-es kromoszOméan talélhatd. A
syntaxin 5 az ER membranon 1év6 policisztin-2 csatornat gatolja, mely az
ER-bol torténé Ca®* kidramlast szabéalyozza, génje a 2. kromoszéman
helyezkedik el. A STIM fehérjék az ER Ca?*-érzékeld transzmembran
fehérjéi, melyek az Orai fehérjékhez kapcsolédva indukaljak a Ca®*
bearamlast a raktarak kitiriilését kovetden.

Eltéré érési fazisu sertés petesejtekb6l nyert mRNS-t irtunk at
cDNS-re és a gének egyes szakaszaira tervezett primerekkel Real-Time
PCR segitsegével vizsgaltuk a genexpressziot. A SERCA2, STIM2,
Orai2 és STX5 gének expresszidjanak statisztikai analizise soran
kettében tapasztaltunk szignifikdns eltérést a kiilonbozé fejlettségii

petesejtek kdzott (p<0,05). A SERCA2 és STIM2 gének esetében nem
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tapasztaltunk szignifikans valtozast, mig az Orai2 és STX5 gének
kifejezddése csokkent a maturaltatas soran.

Disszertaciom harmadik részében a Ca®* — bearamlast
vizsgaltuk sertés petesejtekben. A ciklopiazonsav (CPA=cyclopiazonic
acid) egy gombatoxin, mely a SERCA-pumpat gatolja, igy Uritve Ki a sejt
Ca®* raktarait. CPA-val gatoltuk a SERCA pumpat Ca’*- mentes
kozegben, majd emelt Ca®*-tartalmu oldat hozzaadasat kdvetden mértiik
a Ca”" visszaaramlést harom kiilonboz6 érési fazist petesejtekben.

GV és Ml éllapotban kevéshé valthat6 ki a Ca®* bearamlasa, mig
MII fazisban lényeges emelkedést mutatott a kezdeti ,,nyugalmi” Ca®*
szint. Az eredmény tehat azt bizonyitja, hogy érett petesejtekben jelentds
Ca®* bedramlas koveti a raktarak kitiriilését; ez lényeges a raktarak
Gjratoltéséhez és a spermium 4ltal eléidézett, hosszan tartd Ca’*
oszcillacié fenntartdsdhoz. Ennek az oszcillacionak a kivaltasa viszont
nem lehetséges GV illetve MI petesejtekben.
Eredmeényeink alapjan tovabbi vizsgalatokra lenne szlikség, hogy a
Ca®* oszcillaciot befolyasol6 gének szerepét, valamint a CPA hatasét, a
petesejtben lezajlé kommunikéacidt jobban megérthessuk.
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6 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) A mangalica fajtaban is jelen van a prolaktin receptor génjének
polimorfizmusa ¢és a kiilonboz6 allélok eltéré hatassal vannak az
alomszam alakulasara. Vizsgalataink alapjan az A allélt hordozo,
illetve az AA genotipust kocak tébb malacot fialnak, &m kisebb
aranyban vannak jelen a populéciéban. Szelekcidval, a masik allél
megtartasaval érdemes lenne ndvelni ezt az ardnyt, hogy az

alomszam nodvekedhessen.

2) A sertés petesejtekben a Ca?*-oszcillaciét befolyasolé gének
kozul a negy vizsgélt gén kiilonb6z6 mértékben expresszalodik a
kiilonboz6 fejlédési stadiumokban. A syntaxin 5 és az Orai 2
expresszidja csokken, mig a STIM 2 és a SERCA 2 nem valtozik
szignifikansan. Ezeket a géneket még nem vizsgaltak sertés
petesejtekben.

3) Erett sertés petesejtekben a Ca®*-raktarak kitritése Ca®*
bearamlast idéz elé a sejtmembranon keresztil CPA-val
(ciklopiazonsav)  tortént  blokkolast, majd emelt Ca®*
novekszik a petesejtek érésevel egyidében és ez lényeges a
megtermékenyitést kovetden, az embriéfejlédést kivaltd Ca®'-
jelek eldidézésének szempontjabdl. CPA-val tortént blokkolast
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kévetden elészor mi végeztiik el a Ca®* bearamlasanak mérését

sertés petesejtekben.
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8 MELLEKLETEK

=z =7

expresszidjanak statisztikai analizise

Tukey féle post hoc statisztikai analizise a sertés petesejtek kalciumion
oszcillaciojat befolyasold gének expresszidjanak

STIM2

Alpha 0.05

Hiba szabadsagi foka 6

Hiba atlagok négyzete 0.363056
Student tartomany kritikus értéke 4.33920
Minimum szignifikans kilonbség ~ 1.5095

Orai2

Alpha 0.05

Hiba szabadsagi foka 6
Hiba atlagok négyzete 0.257778

Student tartomany kritikus értéke 4.33920
Minimum szignifikans kilénbség ~ 1.272

SERCA2

Alpha 0.05

Hiba szabadsagi foka 6
Hiba atlagok négyzete 0.491111

Student tartomany kritikus értéke 4.33920
Minimum szignifikans kilonbség ~ 1.7557

STX5

Alpha 0.05

Hiba szabadsagi foka 6
Hiba atlagok négyzete 0.143889

Student tartomany kritikus értéke 4.33920
Minimum szignifikans kilonbség ~ 0.9503
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8.2 Melléklet 2: A sertés IVM-hez, Ca** festéshez és E.coli
tenyésztéshez hasznalt tapkdzegek és oldatok dsszetétele

8.2.1 Medium 199-en alapul6 sertés IVM Medium (TCM)
torzsoldat (1 adag M199 1 literhez)

2,2g Na-bikarbonat

0,55¢ glikdz

0,1g natrium pyruvat

1g polyvinylalkohol (PVA)
0,05g streptomycin

0,075 penicillin G

A pH-t 7,3-ra kell bedllitani és steril sziirével atsztirni, majd 4°C-on
tarolni.

Kiegészitd IVM oldathoz

0,069 mg/ml cisztein

10ng/ml EGF

0,5 IU/ml LH (5ul LH 100I1U/ml LH-t tartalmaz)

0,5 IU/ml FSH (5ul FSH térzsoldat, mely 100IU/ml FSH-t tartalmaz)

Steril filterrel kell atsziirni. Az oldatbol 500 pl-t kell tenni a 4 lyuku
tenyésztéedény minden lyukaba és lefedni olajjal. A tenyészt6oldatban
44 oran at tartani. NEM KELL LECSERELNI az oldatot.

8.2.2 FSH, LH és EGF oldatok

FSH:

50 egység van egy Uvegben

Ez egyenld 50X9,8=490 1U

A végs6 koncentracionak 0,5 TU/ml-nek kell lennie a maturacios
oldatban.

A 9,8 ml TCM médiumot egy Uvegbe kell 6nteni ahhoz, hogy 490 1U/9,8
ml oldatot kapjunk. 20 ul-es adagokra kell osztani (1 1U/20 pl, 490 cso),
majd lefagyasztani. A hasznalata: 5 ul-t kell tenni 495 pul TCM-be, a
végsO koncentracio igy 0,25 TU/0,5 m1=0,5 [U/ml lesz.
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LH:

15 NIH egység van egy Uvegben

Ez megegyezik 2000X15=30000 1U-gel

A végsé koncentracionak 0,5 IU/ml-nek kell lennie a maturacios
oldatban. 10 ml TCM médiumot kell adni a 30000 1U/10ml-es torzsoldat
elkészitéséhez. 100 pl-es adagokat kell késziteni(300 1U/100 ul), majd
fagyasztani. 6 ml TCM médiumot kell adni egy torzsoldathoz, hogy 300
IU/6ml-t kapjunk. Ezt 20 ul-es adagokra kell osztani és (11U/ 20 ul, 300
csO) fagyasztani. A hasznalata: 5 pl-t kell adni 495 pl maturacios
oldathoz, a végs6 koncentracio igy 0,25 1U/0,5 ml lesz.

EGF:

100 pg/ml térzsoldat

Végso koncentracio 20 ng/ml lesz

2 ul torzsoldatot kell adnil0 ml médiumba

8.2.3 TL Hepes médium:
(Bavister és mtsai, BOR 28:235-247, 1983)

Osszetevok mM 9/1000ml | g/2000ml
CaCl,X2H,0 2 0,294 0,588
NaCl 114 6,662 13,324
KCI 3,2 0,239 0,478
NaHCO; 2 0,168 0,336
NaH,PO, 0,4 0,048 0,096
Na-laktat 60%szirup | 10 1,86ml 3,72ml
MgCI,X6H,0 0,5 0,102 0,204
Hepes 10 2,4 4,8
Szorbitol 2,186 4,372
Penicillin 0,075 0,15
Sztreptomicin 0,05 0,1
fenol piros 0,5% Iml 2ml
Na piruvat 0,2 0,022 0,044
PVA 0,1 0,2

A szukséges kétszer deszt. viznek kb. a 80%-at egy keverdbe kell dnteni.
Folyamatos keverés kdzben hozza kell adni az Gsszetevoket sorban. A
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pH-t 7,4-re kell allitani 1 vagy 2 NaOH pasztillat hasznalva. Vizzel kell
Kiegésziteni a végs6 koncentraciora, majd sziirni.

8.2.4 Ca?"-mentes TL Hepes médium

Osszetevok mM g/1000ml | g/2000ml
NaCl 115 6,72 13,44
KCI 3,2 0,239 0,478
NaHCO; 2 0,168 0,336
NaH,PO, 0,4 0,048 0,096
Na-laktat 60%szirup | 10 1,4ml 2,8ml
MgCl,X6H,0 0,5 0,102 0,204
Hepes 10 2,4 4,8
Gliik6z 5 0,901 1,802
Na-piruvat 0,2 0,022 0,044
EGTA(or EDTA) 1 0,2922 0,5844
PVA 1 2

Csak miianyagot lehet hasznalni! A sziikséges 2-szer desztviz kb.80%-at
egy milanyag palackba kell tolteni. Folyamatos keverés kdzben hozza
kell adni az Gsszetevoket sorban, a pH-t 7,4-re allitani 1 vagy 2 NaOH
pasztillaval. Majd kiegésziteni a végso térfogatra deszt. vizzel és lesziirni
(0,2 pum sztirével)

8.2.5 Foszfat-pufferelt séoldat (PBS)

8g (137mM) NaCl

0,2 g (2,7 mM) KCI
1,44 g (10mM) NaHPO,
0,24 g (2mM) KH,PO,

800ml kétszer deszt.vizben kell oldani és a pH-t 7,4-re allitani HCI-dal,
majd kiegésziteni vizzel 1 literre. Kisebb adagokra kell osztani és
sterilezni autoklavozassal 20 percig 15psi (1,05kg/cm2) nyomason
folyadék ciklusban, vagy lesziirni. Szobah6n tarolhato.
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Ha sziikséges, kiegészithet6 a PBS-t:
1mM (111 mg/l) CaCl; és
0,5 mM (95,21 mg/l) MgCl,

8.2.6 Fura2-AM

1. 2mM Fura2-AM torzsoldat készitése:

100 ug Fura2-AM-t kell oldani 50 ul DMSO-ban. (1mg-ot 500 ul-ben)
10 percet kell varni, majd szét kell osztani 3 pl-es adagokra és
fagyasztani, deszikkalni.

2. 20% (w/v) pluronic F-127 oldatban:

0,2 g pluronic-ot kell oldani 1 ml DMSO-ban

Majd fel kell melegiteni 40°C-ra 20 percre, ha sziikséges, szobahén
tarolhato.

3. Munkahigitas készitése. Kozvetleniil felhasznalas el6tt:

3ul festéket kell adni 2992 pul TL-be, majd

3ul pluronic oldatot a Fura 2-AM oldatba

(Fura2-AM  koncentracidja 2uM=500X higitds lesz, pluronic
koncentracioja 0,02%=1000Xhigitas lesz, DMSO konc. 6 ul/3000
wl/=0,2% lesz)

8.2.7 Ampicillin

50mg/ml térzsoldat:

El kell keverni 2,5 g ampicillint 50 ml 18 MQ dH,O-val

Majd 4°C-on tartani aluminium folidval korultekerve 50ml-es tolcséres
alj cs6ben.

8.2.8 Penicillin/sztreptomicin

Kiad 156 ml 500X torzsoldatot

1g penicillin G szobahdn tarolva
1,56 g sztreptomicin szulfat (4°C-on téarolva)
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156 ml 18 MQ dH,0-ban kell oldani atszlirni as és kisebb adagokra
osztani: Egy 60 cc fecskenddvel, melyhez egy sziir6t csatlakoztattunk &t
kell sziirni és 15 ml-es csOvekbe tenni

-30°C-on fagyasztva tarolando.

829 LB

1 liter LB-hez 0ssze kell keverni az alabbi hozzavalokat egy 2 literes
lombikban, bele kell tenni egy keverébotot és addig keverni, amig nem
tisztul le:

10 g Bacto-tripton

5g Bacto-¢lesztd kivonat
5g NaCl

1118 MQ dH,0O

Hozza kell adni 200 pl 5N NaOH-t (vagy 400 ul 2,5 N NaOH)
Igény szerint szét kell osztani kisebb adagokba csavaros Uvegekbe, vagy
aluminium féliaval letakarva és autoklavozni.

8.2.10 LB agar

1 liter LB agarhoz:

10 g Bacto-tripton

5g Bacto-¢leszt6 kivonat
5g NaCl

1 liter 18 MQ dH,0

200 pl 5N NaOH-t (vagy 400 ul 2,5 N NaOH-t) kell hozzaadni, majd
szétosztani 500 ml-ként 1 literes palackokba.
15g Bacto-agart kell adni minden adaghoz, majd &sszerazni olyan
Ovatosan, amennyira csak lehet. A kupakjat ra kell csavarozni, vagy
letakarni aluminium féliaval és autoklavozni.
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8.2.11 LB agar taptalaj
Hagyni Kkell, hogy az agar szobahémérsékletiire hiiljon. Majd hozza kell

adni 2 pl/ml specifikus gyogyszert (ampicillin).
A Petri-csészéket kb. feléig tolteni, majd hagyni megszilardulni.
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8.3 Melléklet 3: Invitrogen Dynabeads mRNA Direct Micro Kit
hasznalati Gtmutato:

mRNS izolalasa sejtekbdl PCR reakciohoz:

Megjegyzés: Hasznalat el6tt minden puffert hagyni kell felmelegedni
szobahore, kivéve a 10 mM Tris-HCI-t.

A. Dynabeads Oligo (dT)25 elékészitése:

1. Szuszpendalni kell a Dynabeads-t alaposan hasznalat el6tt.

2. A Dynabeads torzsoldatbol minden mintahoz megfeleld mennyiségiit
kell tenni steril RNaz-mentes csévekbe (20 pl Dynabeads mRNS
izolalasonkeént).

3. A csoveket Dynal magnesre kell helyezni.

4. 30 masodperc elteltével (vagy amikor méar az oldat feltisztult), el kell
tavolitani a feltluszot.

5. Ki kell venni a csoveket a magnesbdl és atmosni a Dynabeads-t a
kiindulasi mennyiséggel azonos Lysis/Binding Pufferben fel-le
pipettazva.

6. A csdveket a magnesre helyezve el kell tavolitani a feltiluszét.
Megjegyzés: Nem szabad hagyni, hogy a Dynabeads kiszaradjon mivel
ez csokkentheti a hatékonysagot.

7. A csoveket a magnesbdl ki kell venni és Ujraszuszpendalni a kiindul&si
térfogattal megegyez6 Lysis/binding pufferben. Majd szét kell osztani 20
pl-re a szuszpenziot minden mintacsdbe

C. Protokol mRNS izolaciohoz PCR-es sokszorozéashoz

1. A Dynabeads-et és a lizatumot el6 kell késziteni az A pontban leirtak
szerint

2. A tiszta lizatumot a 20 ul elémosott Dynabeads-et tartalmazo csovekbe
kell tenni.

3. Ossze kell keverni fel-le pipettazassal.

4. A csovet a mintakeverére kell helyezni, vagy kerékre 5 percre
szobahdmérsékleten, hogy az mMRNS hozzékapcsolddhasson a
Dynabeads-hez a folyamatos keverés soran.

5. A csovet vissza kell helyezni a magnesre és eltavolitani a feltluszot.
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6. A csovet ki kell venni a magnesbdl és szuszpendalni Ujra a Dynabeads-
MRNS komplexet 100 ul Washing puffer A-ban dvatos pipettazéssal.

7. A mintat ismét a magnesre kell helyezni és eltavolitani a feluluszot.

8. A 6 — 7. lépést mégegyszer megismételni.

9. Ujra kell szuszpendalni a Dynabeads-mRNS komplexet 100 pl
Washing puffer B-ben.

10.A szuszpenziot egy tiszta csébe kell tenni.

11.Az 0j csOvet a magnesre kell helyezni és eltavolitani a feluldszot.
12.Ujra kell szuszpendalni a Dynabeads-mRNS komplexet 100 pl
Washing puffer B-ben.

13.Majd a csovet a magnesre kell rakni és eltavolitani a felliliszot.

14.A csovet a magnesb6l ki kell venni és szuszpendalni 100 ul jéghideg
10mM Tris-HCI-ben.

15.A mintékat jégen kell tartani a PCR amplifikacio elétt..

(Javaslat: a reverz transzkripcids reakcidt dssze kell allitani az mRNS
izolacio elétt.)

16.Kozvetleniil az el6tt, a reverz transzkripciés PCR keverék hozzaadasa
elétt, a csdvet a magnesre kell rakni és eltavolitani a felillszot.
17.Egy-lépéses PCR-hez, a Dynabeads-mRNS komplexet 50 ul reverz
transzkripciés PCR mix-ben kell szuszpendalni és attenni egy PCR-
cs6be. Két-1épéses PCR-hez, a Dynabeads-mRNS komplexet reverz
transzkripciés PCR mixben kell szuszpendalni a gyartd javaslata szerint.
18.A cDNS szintézist a gyarto javaslata szerint kell elvégezni. Hostabil
reverz transzkriptéz és a ,,gyongykotott” oligo- (dT), mint primer
hasznélata esetén az elsé cDNS szintézishez, akkor sziikséges lehet egy
kezdeti 50°C inkubaci6 5 percig, miel6tt a javasolt hémérsékleten
elkezdddik a folyamat.
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8.4 Melléklet 4: TOPO TA Cloning renszer hasznalati Gtmutato:

A kovetkezd PCR Osszedllitasa javasolt a TOPO TA Cloning hasznélata
elott:

A kovetkez6 ciklusparaméterekkel és olyanokkal, amelyek a legjobban
megfelelnek a terméknek: foglaljon magaba egy 7-30 perces extenziét
72°C-on a legutolso ciklust kovetden, hogy bizonyos legyen, hogy az
0sszes PCR termék teljes hosszaban jelen van és a 3" vég adenilalt.

DNS 10-100 ng
10X PCR puffer 5ul

50 mM dNTP 0.5 ul
Primerek (100-200 ng) 1 uM each

Steril viz a 49 pl-es terfogatig

Taqg Polymerase (1 unit/pl) 1 pl

Teljes végso térfogat 50 ul

A PCR terméket agardz gél electroforézissel kell ellendrizni. Egyetlen,
jol elkiiloniilé savot kell latni.

Minden tranformaciohoz sziikség van egy adag kompetens sejtre €s két
szelektiv taptalajra.

* A vizfiirdé6 hémérsékletét 42°C-ra kell bedllitani

* Fel kell melegiteni egy adag SOC médiumot szobahémérsékletre.

* A téptalajokat 37°C-ra kell melegiteni 30 percig.

« Szét kell oszlatni 40 ul 40 mg/ml X-gal-t mindegyik taptalajon és
inkubalni 37°C-on, mig kész nem lesz a hasznélatra.

« Jégen 1 egység One Shot® sejtet kell felengedni minden
transzformaciohoz.

Az aldbbi tablazat mutatja, hogy hogy kell elkésziteni a TOPO® Cloning
reakciot (6 pl):

Reagens* Kémiailag kompetens E. coli
Friss PCR termék 05-4pul

Séoldat 1 ul

Steril Viz a teljes mennyiségre 5 pl
TOPO® vektor 1 ul

Végso térfogat 6 ul
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*Minden reagenst -20°C-on kell tarolni, amikor kész a reakcid
oOsszeallitasa. A sooldat és a viz szobahdn, vagy +4°C-on tarolhato.

1. Ossze kell keverni a reagenseket dvatosan és inkubalni 5 percig
szobahén (22-23°C).

Megjegyzés: A legtobb alkalmazasra, 5 perc rengeteg elemezhetd
koloniat ad.

Az igényeknek megfeleléen a TOPO® Cloning reakci6 ideje valtozhat
30 masodperctdl 30 percig. Rutin PCR termékek felszopritasdhoz, 30
masodperc elég lehet. Nagy PCR termékekhez (> 1 kb), vagy ha TOPO®
Cloning tébb PCR termék kerll klénozéasra, akkor az id6 emelése noveli
a koldnidk szamat.

2. A reakciot jégre kell helyezni és a One Shot® Kémiai vagy a One
Shot® Elektroporacioés Transzforméacionak megfeleléen folytatni

Kémiai transzformacio:

1. 2 ul TOPO® Cloning reakciobol kell adni egy egység One Shot®
Kémiailag Kompetens E. coli-hoz és dsszekeverni 6vatosan. Nem szabad
fel-le pipettazni!

2. Jégen kell inkubalni 5-30 percig.

Megjegyzés: Hosszab inkubacios idonek a jégen, Ggy tiinik, nincs hatasa
a transzformacio hatékonysagara. Az inkubacios id6 hossza a felhasznald
igényei szerint valtozhat.

3. A sejteket hésokknak kell kitenni 30 masodpercig 42°C-on dsszerazas
nélkal.

4. Azonnal vissza kell tenni a csovet jégre.

5. Hozza kell adni 250 pl szobahémérsékletti SOC médiumot.

6. Szorosan Kkell lez&rni a csovek kupakjat és vizszintesen r&zni(200 rpm)
37°C-on 1 orén at.

7. Minden transzformatumbdl szét kell oszlatnil0-50 pl-t az elémelegitett
szelektiv taptalajokon és inkubalni egy éjszakan at 37°C-on. Ahhoz hogy
egyenletesen lehessen eloszlatni a kis mennyiségeket, hozza lehet adni 20
ul SOC-t. Azt javasoljuk, hogy két kiilonb6z6 mennyiség legyen
szétoszlatva a taptalajokon, hogy bizonyosan legyenek legalabb az egyik
taptalajon jol elkiilontil6é koloniak.

8. Egy hatékony TOPO® Cloning reakcid tobb szaz telepet eredményez.
Kb.10 fehér, vagy vilagoskék telepet kell kivalasztani az analizishez.
Nem szabad sotétkék koldniakat valasztani.
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Analizis:

1.10 fehér vagy viladgoskek telepet kell inokulalni és tenyészteni egy
¢jszakan at 50 pg/ml ampicillint tartalmaz6 LB médiumban.

2. A plazmid DNS-t egy a felhasznal¢ altal valasztott modszerrel kell
izolalni.

3. Majd a plazmidokat emésztési reakcioval ellendrizni (EcoR | vagy a
térképen megtalalhat6 egyéb helynek megfelelé enzimmel), vagy
szekvenalédssal. M13 Forward (-20) és M13 Reverz primerekkel.
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8.5 Melléklet 5: Qiaprep Spin Miniprep Kit hasznalati Utmutaté
mikrocentrifugahoz:

Ezt a protokolt 20 pg magas kdpiaszdmu plazmid DNS-re terveztek,
melyet 1-5 ml LB tapoldatban, egy éjszakan at tenyésztett E.colibol
nyertek. (A Minipreppel val6 munka megkezdése el6tt a megfeleld
mennyiségii 1-5ml baktérium levest le kell centrifugélni és a feltliszot
eltavolitani)

Megjegyzés: Minden 1épést szobahdmérsékleten kell végrehajtani.

1. A pelletet 250 pl Puffer P1-ben kell szuszpendalni, majd attenni
mikrocentrifuga csébe.

Meg kell gy6z6dni arrdl, hogy az RNaz A hozza lett-e adva a Puffer P1-
hez! A szuszpendalas utan nem szabad sejtdsszetapadasoknak maradnia
az oldatban.

2. 250 pl Puffer P2-t kell hozzaadni és 6vatosan, a csé 4—6-Szori
atforgatasaval dsszekeverni.

Ovatoan, a cs6 atforgatasaval kell keverni! Ne szabad Vortexet hasznalni,
mivel az a genomialis DNS toredezéséhez vezethet. Ha sziikséges, addig
kell folytatni az atforgatast, amig az oldat nem kezd el viszkGzussa és
Kissé tisztava valni. Nem szabad, hogy a lizis reakcio tovabb
folytatédjon, mint 5 perc.

3. Hozzé kell adni 350 pl Puffer N3-t és rogton, de 6vatosan atforgatni a
csovet 4-6-szor.

Ahhoz, hogy a helyi precipitécio elkeriilhet6 legyen, azonnal 6ssze kell
keverni, de dvatosan az oldatot a Puffer N3 hozzdadésa utan. Az oldatnak
zavarosnak kell lennie.

4. Centrifugalni kell 10 percig 13,000 rpm-en (~17,900 X g)
mikrocentrifugaban. Osszeallt, fehér pellet fog képzddni.

5. A 4-es 1épésbdl szarmazo feliiluszot at kell rakni QIAprep Spin
Oszlopra atontéssel, vagy pipettazassal.

6. 30-60 masodpercig kell centrifugalni. Ki kell 6nteni az atfoly6
folyadekot.

7. (Véalaszthat6): A QlAprep Spin Oszlopot 0.5 ml Puffer PB-vel at kell
mosni és centrifugalni 30—60 méasodpercig. Ki kell dnteni az atfolyot.

Ez a |épés azért sziikséges, hogy minden maradék nukleaz aktivitast
megszuntessink, amikor endA+ vonalat hasznalunk, mint pl. JM széria,
HB101 és azok leszarmazottjai, vagy vad tipust vonalat, melynek magas
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a nukleaz aktivitasi szintje vagy a szénhidrat tartalma. A befogado6 vonal,
mint pl a XL-1 Kék és a DH5a™ nem igényli ezt a plusz mosasi Iépést.
8. A QIAprep Spin Oszlopot 0.75 ml Puffer PE-vel at kell mosni és
centrifugalni 30-60 masodpercig.

9. Az atfolyd folyadekot ki kell 6nteni és még egy percig centrifugalni
kell a maradék mosoépuffer eltavolitasa érdekében.

Fontos: a maradék mosopuffert nem lehet maradektalanul eltavolitani, ha
nincs kiontve az atfoly6 az ijabb centrifugalas elétt. A Puffer PE-bol
visszamaradt etanol gatolhatja a megfeleld enzimreakciokat.

10. A QIAprep oszlopot egy tiszta 1.5 ml mikrocentrifuga csébe kell
rakni. Hogy megfeleléen oldodjon a DNS, hozza kell adni 50 ul Puffer
EB-t (10 mM Tris-Cl, pH 8.5), vagy vizet az oszlop membranjanak
kdzepére, allni kell hagyni egy percet, majd centrifugalni egy percig.
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