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1. BEVEZETES

Kutatdsom soran a melanokortin receptor 4 (MC4R) génben megfigyelt A1426G (Asp298Asn)
polimorfizmus (DVORAKOVA és mtsai, 2011) hatasat vizsgaltam mangalica és
mangalicaxduroc keresztezett sertések kiilonboz6, hustermeléssel kapcsolatos eredményeire
(MEIDTNER és mtsai, 2006). Sertésben a hustermelést befolyasold polimorfizmusok (QI, L.
2008) nagyon fontosak lehetnek gazdasagilag és az elelmiszerellatds szempontjabdl is, hiszen a
sertéshiis és a beldle késziilt termékek hazankban is nélkiilozhetetlen fogyasztasi cikkek.
Jelentdsége a tarsadalom, a gazdasag és a mezdgazdasag pénziigyi stabilitdsa szempontjabol sem
elhanyagolhato. A sertésallomany mezdgazdasagi, monetaris fenntartasa és finanszirozdsa mar

évtizedek Ota fontos kdvetelmény és elvaras hazank gazdaséga szempontjabdl.

Dolgozatomban a MC4R gén A1426G polimorfizmusanak hatasat (KIM és mtsai, 2004)
szandékoztam felmérni a napi stlygyarapodas, a szalonnavastagsag (OVILO és mtsai, 2006), a
vagas el6tti testtomeg, a hus szinének és egyes értékes husrészek (sonka, lapocka) témegének
alakulasara, amelyet mas fajtakban mar tébben is vizsgaltak (BUTLER és mtsai, 2001; BARB és
mtsai, 2004; KIM és mtsai, 2000b). A MC4R gén hatasanak adott populédciéban vald
megismerésével és esetleges elonyeinek kihasznaldsaval remélhetdleg gazdasagosabba tehetd a
végtermek-eloallitas, tovabba a molekularis genetikai vizsgalat eredményei kiilonb6z6 szelekcios
programokban is felhasznalhatok. Az eredmények (j informéaciét nyudjtanak tovabba a magyar
mangalicaban és duroc-kal keresztezett allomanyaban megfigyelheté MC4R allél-és genotipus-

Osszetételrol.

Vizsgalataim soran molekularis genetikai eszk6zok segitségével olyan eredményeket kaptam,
melyek kitinben mutatjak a vizsgalt MC4R polimorfizmus hustermelésre gyakorolt hatasat. Az
adatok felhasznalhatok a mindségi élelmiszer-elGallitisban, mert a fogyasztok izlését is
jelentdsen befolydsold effektusok (pl. husszin) a polimorfizmus meghatarozasaval elére

jelezhedk.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A hazai sertésallomany alakulasa

A mangalicatenyésztés torténete egészen a 19. szazadig nyulik vissza, mivel a Magyarorszagon
6shonos sertésfajtak (nadi, bakonyi, szalontai sertés) és a szerb sumadia felhasznalasaval ekkor
alakult ki a mangalica és ekkor kezdték nagyobb mennyiségekben tenyészteni (RADNOCZI,
2006). A mangalica népszerliségét kiemelkedd zsirtermelése alapozta meg, hiszen a 19.
szdzadban a zsiradék iranti novekvO igényt a leheté legrovidebb id6 alatt olyan sertések
tartasaval és tenyésztésével lehetett biztositani, amelyek intenziv zsirtermelésre képesek.

A 20. szdzadban a sertéstenyésztés fokozatosan az allattenyésztés legfontosabb agazatava valt,
valamint a sertés az egyik legmeghatarozobb haszonallatta fejlodott a magyar mezdgazdasagban.
Részesedése az allattenyésztés bruttd termelésébol az 1980-as években megkozelitette a 40%-ot.
A sertéshus a vilag szamos térsegében a husfogyasztasbdl mind nagyobb részaranyt foglalt el.
Az orszag sertésallomanya 1895-ben a mai orszag tertletén 3,2 millié volt, majd 1935-re 4,7

millidra n6tt.

A sertéstenyésztést a masodik vilaghaborl okozta anyagi és emberi veszteségek nagymértékben
visszavetették, az orszag sertésallomanya 1945 végére korilbelul 1 millidra csokkent, azonban a
sertések gyors reprodukciés képessége révén mar 1949-re elérte a habora elétti szamot. Az
allomany novekedéset az 1950-es evek politikai intézkedesei nem vetették vissza, sbt az
allomany nagysaga folyamatosan ndvekvo tendenciat mutatott. A takarmanytermelés fejlodése, a
szinte korlatlan felvevd képességi kelet-eurOpai piacok, valamint az egyre nagyobb
hisfogyasztas hatasara az orszag sertésadllomanya az 1980-as évek kozepéig tobbszor is
meghaladta a 10 milliot. A bel- és kilpiaci kereslet csdkkenése miatt a sertésallomany 1985-
1990 kozott 9-9,5 millié kozott volt. A sertések kozel felét a mezdgazdasag nagylizembe

szervezése utan is a magangazdasagok (haztaji, kisegit6 és egyéni gazdasagok) tartottak.

A rendszervaltast kovetGen a sertésallomany nagymértékben csokkent, az 1995. év szeptemberi
kdzel 5 milliés &llomany jelent6sen elmarad (40%) az 1990. évit6l. A nagy felvevoképességl
kelet-europai piac elvesztése és a piac besziikiilése hatasara csokkentek az exportlehet6ségek €s
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mind nagyobb és nagyobb importra szorult az orszag, az aremelkedések miatt visszaesett a belsé
fogyasztds. Rontotta a sertéstenyésztési kedvet, hogy az alacsony takarmanytermelés
kovetkeztében jelentésen emelkedtek a takarmanyarak. Az 1994. évi allomany azonban mér
olyan alacsony volt, hogy emiatt sertéshus-behozatalra szorultunk
(http://mek.oszk.hu/02100/02185/html/314.htmI#316).

Napjainkban ez a tendencia tovabbra is folytatddik, hazank sertésallomanya a KSH legfrissebb
adatai szerint megkdzeliti a kdzel szaz évvel korabbi adatokat és ma mar nem éri el a 3,5 millié
egyedet sem. Ez a csokkené arany sajnos tovabbra is fennall és a mezdgazdasag
sertéstenyesztési- es tartasi dgazata elveszitheti korabbi gazdasagi erejét. A sertések szama az

elmualt tiz évben 3 és 5,3 millié kozott valtozott; 2008 decembere 6ta 3,5 millié alatti.

Sertés Ebbol anyakoca
. . Valtozas az el6z6 .. Valtozas az el6z6
Ev Osszesen , ) Osszesen , .
évhez képest évhez képest
Ezer db Ezer db % Ezer db Ezer db %

2009 3181 -502 -13,6 225 -25 -10
2010 3208 27 0,8 228 3 1,3
2011 3142 -66 -2,1 220 -8 -3,5
2012 2913 -229 -7,3 205 -15 -6,8

1. tablazat: a sertésallomany valtozasa 2009-2012.
(http://tudastar.elelmiszerklub.hu/2012/03/ksh-sertesallomany-2012-februar.html)

A 19. szédzadi allattenyésztésben a legnagyobb mennyiségben eléallitott sertésfajta volt a
mangalica, szdmos kép abrézolja jelenlétét a mindennapi életben is. Hazankban a kiilonb6z6
mangalicafajtak kozul — szoke, fekete, fecskehasu, vadas, vorés mangalica — a széke volt a
legjelentdsebb, amely az 1900-as évek kdzepén a mangalicaallomany zomét tette ki. A felsorolt
fajtak kozll sajnos a fekete és a vadas mangalica mar kihalt. A 20. szazad kézepét6l, az intenziv
hissertés fajtak tenyésztésével, a fajtavaltassal, illetve a hus iranti kereslet ndvekedése hatasara a
mangalica kiszorult a piacrol, a II. vilaghaborat kovetden a fajta majdnem teljesen kipusztult. A
mangalicalétszam folyamatosan csokkent, 1973-75-ben pedig az alig 50 nyilvantartott, fajtatiszta
mangalica kocaval mélypontra jutott. A magyar allam az 1970-es években felismerte a

fajtacsoportot fenyegetd veszélyt, és védelmébe vette a mangalicdt, ami igy allami
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kdzbeavatkozasnak koszonheti jelenét. A magyar allam egy gazdasagi allatfajta megmentését
célz6 tamogatasa egész Europat tekintve példa értékii volt, hiszen a haziadllatokat a védendd

bioldgiai értékek kdzé sorol6 ENSZ-hatarozat csak 1992-ben jelent meg (SZABO, 2006).

2.2. A téma aktualitasa

A mindségi termelés felé¢ forduld fogyasztdi hozzdallas révén fokozodik a kivaldé mindségi
termékek, igy a mangalicahls (foként sonka) iranti kereslet is, mely biztosithatja a
mangalicatenyésztés jovedelmezOségét. Az utdbbi évtizedben a fokozodd piaci igény miatt
bekovetkezett 1étszamnovekedés a figyelmet a tenyésztési és gazdasagi kérdésekre iranyitotta
(ZENGO, 2003). Ennek hatéséra a kocalétszam 2003-ban 2939-re emelkedett, 2008-ban pedig a
nyilvantartott kocak szama megkozelitette a 8000-et (TOTH, 2009). A Mangalicatenyésztk
Orszagos Egyestiletének nyilvantartdsaban 2011-ben 6331 fajtatiszta mangalica koca és 268 kan
szerepel. Legnagyobb mennyiségben széke (61%), 23%-ban vords és 16%-ban fecskehasd
mangalica kocékat tenyésztettek, és hasonld eloszlas (53, 26 illetve 21%) figyelhetd meg kanok
esetében is. A mangalica védelme a biodiverzitdis megbrzése szempontjabol kiemelkedd
fontossagu, a vilag egyik legintenzivebb zsirsertéseként kivalo forrést szolgaltathat példaul a
zsiranyagcsere genetikai hatterét feltaré molekularis bioldgiai kutatdsokban (SZENTE és mtsai,
2011).

A mangalica tenyésztése és tartdsa ma is befolyasolhatja a magyar gazdasagot, alloméanyanak
fenntartasa azonban nem csak a gazdasag szempontjabdl fontos, mivel a fajta sokkal ellenallébb
a kiilonbozd stressz és kornyezeti hatdsokra, nem jellemzd ré az intramuszkuléris vizleadas, a
mangalica hdsa egyedi és egyedilallo, jol megkilonboztetheté tulajdonsagokkal és sajatos
mindséggel rendelkezik. A minéséget befolyasold tulajdonsagoknak, illetve az egyediségnek
koszonhetéen a termék piaci lehet6ségei jok, amelynek Kkihasznalasa a magyar
élelmiszergazdasag szerepldinek a feladata. A marketing- és az értékesitési stratégia
szempontjabol igen fontos felismerés az, hogy a vizsgalt fajta készitményei kiemelkedd
taplalkozas-¢lettani elényokkel rendelkeznek. LUGASI (2006) vizsgalatainak eredmeényei szerint
a mangalica sonkaban a vas, a mangan, a cink; a B-vitaminok kozil a tiamin és a ribolavin
koncentracioja nagyobb, mint a ,,modern” fajtakban. A zsirsavtartalom szempontjabdl elényds,

hogy a mangalica hisa az omega-3 zsirsavakat kedvez6bb mennyiségben tartalmazza, ezaltal
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alkalmas lehet a magyar lakossag kedvezdtlen omega-6/omega-3 aranyanak egyensulyozasahoz
(HALMY, 2006; SZAKALY és mtsai, 2008). Az ismert kutatasok alapjan az omega-3 zsirsavak
egyértelmii védbéhatassal rendelkeznek a szivinfarktus és az ischemias szivbetegség, egyes
daganatos betegsegek, mozgasszervi betegségek, alvadasi zavarok, illetve Gjszilott es

csecsemOkori mentalis zavarok kialakulasa szempontjabol (HALMY, 2006).

A has nagy intramuszkuldris zsirtartalma és annak finom, egyenletes eloszlasa kedvez6 hatasu az
izletesség, a porhanyossag, az élvezeti értek szempontjabol, és nem utols6é sorban a ,,szték”
jellegli hasok, valamint specialis termékek (sonka, karaj) eldallitasdban is eloényt jelent. A
mangalicasertés szalonndjanak allaga, kedvez6 zsirsavosszetétele miatt Kivaléan alkalmas
mindségi és nagy értékii szalonna eléallitisara (HOLLO és mtsai, 2003). A zsiradékaru

zsirsavosszetétele pedig magas minéségii husipari termékek gyartasat teszi lehetévé.

A véltozo fogyasztoi hozzaallds miatt tehat a tenyésztok uj kihivasok elé keriilnek. Ahhoz, hogy
ezeknek meg tudjanak felelni, a testtdmeg-gyarapodas genetikai hatterének megismerése

nyUjthat segitséget.

A sertéshlis mindségi jellegzetességeit kialakitd génekkel kapcsolatos ismereteink jelenleg még
hidnyosak, pedig a miikddésiik megértése sok elonyt nydjtana. Ennek koszonhetéen az elmult
évtized alatt a sertéshus-elballitas genetikai hatterének megismerése a gyorsan fejlédo kutatasok
részévé valt. A histermeloképesség javitasa, alakitasa napjainkban 1étfontossagu a fogyasztokért
vivott harcban a fogyasztoi igények (egészséges életmdd és taplalo, izletes has) kielégitéséhez
(RESURRECCION, 2004) sziikséges megismerniink a végtermék mindségét kialakitdo genetikai
tényezOket (FORTIN és mtsai, 2005; FERNANDEZ és mtsai, 1999). A mindség felé forduld
tudatos fogyasztas megjelenésével és terjedésével a sertéstenyésztOknek fokozott figyelmet kell
forditaniuk a husmindségre, ezt a szempontot hangsulyozottan kell szelekcios programjaikba
illeszteni. Ebben lehet segitséglikre a genetikai markerekre alapozott szelekcié (DAVOLI és
BRAGLIA, 2008). A hasmindséget meghatarozo legfébb tulajdonsagokat (pl. viztartd képesség,
porhany0ssag, marvanyozottsag, pH) nehéz a hagyomanyos szelekcioval fejleszteni, mert azok
6rokolhetdsége viszonylag alacsony, atlagosan 10 és 30 % (azaz h? értékei 0,1 és 0,3) kozotti

(SELLIER, 1998), mérésiik nehézkes és foként csak vagas utan kivitelezheto.



A piac fokozott igénye a minél vékonyabb hatszalonna irant nagy befolyassal volt a tenyésztoi
szelekcio kialakitasara (DE KONING és mtsai, 1999; DEVOL és mtsai, 1988). A modern,
kevésbé zsiros fajtdk hdsa azonban nem olyan izletes. Ha az izletesseg és egyedulallo
hasmindség szempontjabdl fontos intramuszkularis zsirtartalom valtoztatasa nélkul elérhetnénk
6shonos mangalica fajtaink hatszalonna-vastagsaganak csokkentését, sokkal versenyképesebbé
valhatna a tenyésztésuk, akér extenziv tartastechnologia mellett és egyéb tulajdonsagaik
valtoztatasa nélkiil is. A hatszalonna vastagsdg és husmindség javitasa egyébként minden fajta
esetében a legigeretesebb vizsgalt tulajdonsadgok kozé tartozik (FERNANDEZ és mtsai, 1999;
FORTIN és mtsai, 2005).



3. AMC4R BEMUTATASA, ELETTANA

3.1. A MCA4R a szervezetben

A  MC4R (melanokortind-receptor) génje szerepet jatszik a taplalkozasi viselkedés
kialakitasaban, szignifikdns hatdsa van a ndvekedési erélyre és a hatszalonna-vastagsagra(Y A-
XIONG TAO, 2010). A leptin szint hat a MC4R szintre is, ezzel kapcsolatot tart fenn a
takarmany-felvétel és a testtdmeg kozott (PIORKOWSKA és mtsai 2010; KIM és mtsai, 2000a),
szerepet jatszva az egyensuly fenntartasaban. A melanokortin-4 receptor gént 1993-ban fedezték
fel és mutattak ki eldszor PCR segitségével, funkcidja azonban még ismeretlen volt. A késObbi
vizsgalatok azonban mind arra mutattak ra, hogy a gén valosziniileg az energia-homeosztazis
szabalyozéasdban vesz részt (VAN DEN MAAGDENBERG és mtsai, 2007). Ezt a hipotézist
1997-ben bizonyitottak be elészor egereknél (YA-XIONG TAO 2010).

1998-ban igazoltdk, hogy az MC4R receptor gén mutacioja az emberekben monogénes elhizast
okozhat. Ma mér tébb mint 150 féle mutaciot ismeriink és a MC4R gén mutaciok nagy része
szerepet jatszik a monogénes elhizas kialakuldsaban az eml6soknél. Az MC4R receptor génnek a
tudomany mai allasa szerint a szervezetben nagyon sokrétti funkcioja ismert, hiszen befolyésolja
az energiahomeosztazist (BUTLER és mtsai, 2001), a sziv és érrendszeri funkciokat, a glikoz és
lipid homeosztazist, a szaporodast és a szexualis funkcidkat, illetve Osszefiiggésbe hozhatd
kiilonboz6 agyi funkciokkal, igy befolyasolja a szorongas érzését és a fajdalom érzékelését. A
melanokortin 4 génnek tehat fizioldgiai, patofizioldgiai és farmakoldgiai funkcidja is bizonyitott
napjainkban (SCHIOTH, 2001).

A melanokortin rendszer szamos agonistat tartalmaz (CONE és mtsai, 1996; CONE, 2006), mely
mellett jelen van két antagonista és az 6t melanokortin receptor gén is (OOSTEROM és mtsai,
2001). Az agonistdk, az o-MSH (melanocita stimuldlé hormon), a B-MSH, a y-MSH, és az
ACTH (adenokortikotrop hormon), valamint néhany kevesbé ismert peptid tipust prehormon és
a POMC hormonok (pro-opiomelanocortin hormonok) (A POMC egy 6si gén mely mar 700
millié éve is jelen volt az 3si gerincesekben) szovet-specifikus termel6désébdl szarmaznak. Az
agyalapi mirigyben a POMC hatasara termel6dik az ACTH (SMITH és FUNDER, 1988).
Napjainkban mar bizonyitott, hogy az MSH mar a magzati id6szak alatt is termelddik, kés6bb

pedig a bér, a haj, az agy is szerepet jatszik az elvalasztasaban (SCHIOTH, 2001).



A melanokortin rendszer egyedulalld, hiszen két endogén antagonistaja is ismert az agouti és
agouti-rokon peptid (AgRP). A rendszerben szamos segédfehérje (pl.: szindekan-3) is jelen van,
melyek modulaljak a receptorok miikodését kolcsonhatasban Agouti és AgRP-vel (GANTZ és
mtsai, 1993).

Ot melanokortin receptor (MCRs) kozvetiti a melanokortinok tevékenységét. Ezeket a
szekvenalasi sorrendjik alapjan szamoztdk MC1R-t61 egészen MC5R-ig. Az MC1R a klasszikus
MSH receptor, mely a bérben és a hajhagymakban expresszalodik, és szabalyozza a
pigmentaciot. A MC2R a klasszikus ACTH receptor, amely a mellékvesekéregben fejezédik ki
és szabalyozza mellékvese szteroidogenezisét. A MC3R és a MC4R pedig a kdzponti
idegrendszerben fejti ki hatasat, ezért ezek az idegi melanokortinok. Mind a MC3R és a MC4R
az energia homeosztazis szabalyozasaban vesz résztA MC5R nagyon széles korben jelen van a

szervezetben, elsésorban az exokrin mirigyek valasztjak ki és termelik (GANTZ és mtsai, 1993).

A GANTZ és mtsai. (1993), valamint CONE és mtsai. (1996) szekvenaltak elGszor az emberi
MCA4R gént. Az emberi MC4R gén 999 béazispar (bp) méretli és egy olyan fehérjét kodol, amely
332 aminosavbol all (CHHAJLANI és WIKBERG, 1992). Fluoreszcens in situ hibridizacié
(FISH) segitségével a MC4R-t a kromoszomalisan is lokalizaltak a 18g21.3 helyen. A MC4R-t
mara szamos allatbol klénoztak beleértve az orangutant, a selyemmajmot €s mas féemldsoket is,
de klonoztak mar egérbdl, tehénbdl, kutyabol, macskabol, juhbol és sertésbol is. Szekvenaltak
nem emlds allatokban, igy madarakban és halakban is. Az aminosav szekvencidk a kiilonb6zd
fajok k6zott er6sen konzervaltak. Ezt bizonyitja, hogy 93%-ban azonos a MC4R a patkany és az
ember kozott, 87%-ban a baromfi és az ember kozott, s6t még a tiiskéscapaval is 71%-os az
azonossag (MAGENIS és mtsai, 1994).
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3.2. Szdveti eloszlasa

GANTZ és mtsai (1993) bizonyitottak, hogy a MC4R elsésorban az agyban van jelen és ott
valasztddik ki. Patkanyokon végzett széles kori kisérletek alapjan ki lehet jelenteni, hogy a
MC4R az agy szamos teruletén megtalalhatd, beleértve a kéregallomanyt, a talamuszt,
hipotalamuszt, agytorzset és a gerincvel6t. A hipotalamuszban és a paraventricularis magban
valasztodik ki els6sorban. A neuronok mellett raadasul asztrociték is hozzajarulnak a MC4R

kivalasztbédasahoz.

Patkanyokon végzett kisérletek alapjan kimutattdk, hogy a MC4R mar az embrionalis idGszak
14. napjan is termel6dik a koztiagyban (hipotalamusz és talamusz), a nagyagyban, és a
gerincvelében is. Az embrionalis id6szak 19. napja utan a MC4R az agy szamos maés teriletén
termel6dik. A legmagasabb expresszids szintet a vegetativ idegrendszer mutatja. Ezenkivil, a
MCA4R szamos periférias szovetben is expresszalodik a magzati idészak alatt, beleértve a fejl6do
szivet, tiid6t, légzésben érintett izmokat, mint a membrén és a bordakdzi izmokat (SELKIRK és
mtsai, 2007).

3.3. Elettana

A tépléalékfelvételt a hipotalamusz orexigén (éhség) és anorexigén (jollakottsdg) neuronokat
tartalmazo magcsoportjai szabalyozzak. Az els6dleges kozpont a nucleus arcuatus, ahol mind
orexigén, mind anorexigén neuronok vannak. Az orexigén neuronokat aktivalé legfontosabb
jelmolekula a gyomor altal szekretalt grelin. A grelin altal aktivalt neuronok NPY (neuropeptid
Y) neurotranszmitterrel stimulaljak a masodlagos orexigén magcsoportot, a lateralis
hipotalamikus terilet orexigén sejtjeit. A grelin éhségérzetet valt ki. Az anorexigén neuronokat
aktivalé legfontosabb jelmolekula a zsirszovet altal szekretalt leptin. A nucleus arcuatus
anorexigén neuronjai MSH-t (melanocita stimulalé hormon) hasznalnak neurotranszmitterként.
Az MSH a melanokortin 4 receptoron (MC4-R) keresztul hat eés aktivalja a méasodlagos
anorexigén neuronokat (CONE és mtsai, 1996). Az a-MSH szerepe a legismertebb az
energiahomeosztazis fenntartdsa szempontjabol. Bar az a-MSH az MC2R receptoron Kivil

mindegyik melanokortinhoz képes kotédni, a kdzponti idegrendszerben az MC3R és MC4R
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receptorokon keresztiil fejti ki hatasat. Az a-MSH, vagy az MC3/4R receptor agonista melanotan
Il csokkenti a felvett taplalék mennyiségéet (jollakottsdg kozpont aktivalt allapota). Ezzel
szemben az MC3/4 receptor antagonista SHU9119 (jéllakottsag kozpontot gatlé) magaban is
képes kivaltani a taplalékfelvétel novekedeset (GANTZ és mtsai, 1993)

A MC4R szamos egyéb antagonistaja ismert, mint példdul a HS014 és a HS024, amelyek
bizonyitjak, hogy a MC4R szerepet jatszik a taplalékfelvétel szabdlyozasaban. Ezen antagonistak
ICV (intracerebroventrikularis) infGzidja stimulalja a taplalkozast, mig a hosszd tava infaziok
novelik a taplalék felvételét és elhizashoz vezetnek (SCHIOTH, 2001).

Ma mar elfogadott tény, hogy a MC4R a hipotalamuszban fejti ki hatasat és az
energiahomeosztazis szabalyozéasaban vesz részt a leptin receptorral egyuttesen kortol, nemtél és
étrendtdl fiiggetleniil (CONE, 2006). A leptin a POMC neuronokban fejti ki a hatasat és a
leptines kezelés néveli a POMC szintet. Az elektrofizioldgia kisérletek azt mutattak, hogy a
leptin ndveli az akcids potencial gyakorisagat a POMC neuronokban. A leptin receptor az AgRP
neuronokban is Kifejti a hatasat és a leptines kezelés csokkenti az AgRP szintet. Az SHU9119
ICV-s beadéasa blokkolta a leptin anorexigén hatasat a taplalékfelvétele sordn, mig nem volt
hatassal a gliikagon-szerti peptid-1 anorexigén hatasara (DVORAKOVA és mtsai, 2011).

A leptin altal szabalyozott melanokortin rendszer befolyasolja az energiamérleget a kovetkezd
moédon. Amikor az &llatok éheznek a leptin szintjik csokken, a POMC neuronok aktivitasa
csokken, az AgRP neuronok aktivitasa n6, és a MC4R szint csokken. Ez maga utan vonja a
taplalék felvételének novekedését és az energiakiadasok csokkentését. Ezzel szemben, amikor a
kisérleti allatokat etetik, a POMC neuronok aktivalédnak, mig az AgRP neuronok gétoltak, és a
MCA4R szint n6. Ez maga utan vonja a taplalék felvételének csokkenéset és az energiakiadasok
novekedéset. Az energiahomeosztazis fenntartasat ez az érzékeny visszacsatolasi rendszer latja
el. Ennek a kényes egyensulynak természetesen szamos egyéb tagja is ismert, mint a fent emlitett
grelin vagy a YY3-36, és CCK peptidek, melyek befolyasoljak az energiamérleget
(DVORAKOVA és mtsai, 2011; MEIDTNER és mtsai, 2006).
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Szakdolgozatomban a sertés MC4R gén egyetlen exonjaban taladlhato A1426G egypontos
nukleotid polimorfizmusanak (SNP) hatasat elemeztem. A vizsgalt SNP nem szinonim,
aminosavcserét eredményez a génrél irddé6 melakortin 4 receptor fehérjében. Asp298Asn:
aszparaginsav van jelen, ha guanin (G), aszparagin pedig, ha adenin (A) talalhaté az adott
polimorf helyen a DNS-en. A MC4R polimorfizmusa a gén altal szabalyozott valamennyi
folyamatban véltozasokat, eltéréseket okozhat: hatassal lehet példaul a hatszalonna vastagsagéara
vagy a napi stlygyarapodasra is. A polimorfizmus felhasznalhaté az adott fogyasztoi igényekhez

alkalmazkodd szelekcio soran (KIM és mtsai, 2000b).
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4. AZ ALKALMAZOTT MODSZEREK ALTALANOS LEIRASA

Kisérleteim soran a kovetkez6 modszereket, technoldgiakat hasznaltam:

- PCR (polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio)

- RFLP (restriction fragment length polymorphism, restrikcidos fragmentumhossz

polimorfizmus)

- agaroz gélelektroforezis

4.1. PCR (polimeraz lancreakcio)

Az egyes genek pontos vizsgélatahoz a mintabdl (a vizsgalni kivant DNS-szakaszbol, génbdl)
lehetdleg minél tobbre van sziikség. Ezt érhetjiik el jelen modszerrel. A PCR (Polymerase Chain
Reaction- polimeréaz lancreakcid) technoldgia kidolgozasa KARY MULLIS nevéhez fiz6dik, aki
munkajéért 1993-ban kapott kémiai Nobel-dijat, bar a modszer kezdetlegesebb, nehézkesebb
kidolgozasahoz mar 1983-ban eljutott (MULLIS és mtsai, 1987). A gének sokszorositasat eleinte
a kivant szakasz baktériumokba vald bejuttatasaval és azok tenyésztésével, in vivo végezték
(SAIKI és mtsai, 1988). A késdbbiekben igyekezetek az ezzel jard jelent6s munkaigényt
Kikliszobolni: az amplifikdlast (sokszorositast) DNS-polimeraz enzim és primerek
hozzaadasaval, in vitro végezték (SAIKI és mtsai, 1988). A rendelkezésére all6 enzimek azonban
nem birtdk a DNS-szélak szétvalasztasahoz sziikséges magas (92-96°C) hdmérsékletet, emiatt az
enzimet minden Gjabb ciklus elején a mintahoz kellett adni. Ez az eljaras folyamatos figyelmet és
rengeteg polimerazt igényelt. A megoldast a problémara egy extrém hémérsékleti viszonyok kozt
€16 ¢és szaporodo baktérium felfedezése hozta: a Yellowstone-park gejzirjeibol izolalt Thermus
aquaticus polimeraz enzimje ugyanis alkalmazkodott a 100 °C korli kornyezethez. Ily mddon a
DNS-szélak szétvalasztasahoz sziikséges 92-96 °C-ot karosodas nélkil elviselte, tehat nem
kellett minden egyes ciklus elejen adagolni. A folyamat igy programozhatova és minden
kiilonosebb feliigyelet nélkiil elvégezhetové valt. (ZSOLNAI és mtsai. 2000).
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1. dbra: DNS lanc iranyitottsaga és felépitése

(http://www.behav.org/gene/dna/dns_01_szerk.htm)

A PCR reakci6 tobb alapvetd komponenst igényel. Ezek a komponensek:

DNS-templat: tartalmazza a vizsgalando, sokszorositandé DNS-szakaszt
Két primer: meghatarozzak a sokszorositandd szakasz végeit
DNS-polimeraz: egy enzim, amely lemasolja a primerek altal kdzrefogott szakaszt

Dezoxinukleozid trifoszfatok (dNTP): ezekbdl épiti fel a komplementer szalat a

polimeraz enzim

A kiilonboz6 él6lények genetikai kodjuk mésolasat DNS-polimerdzokkal végzik. A
generacidk rovid tava tulélése érdekében a masolasnak pontosnak kell lennie, de a
mutacio lehet6ségét sem szabad kizarni a kornyezethez vald hossza tava alkalmazkodés

lehetdségeének érdekében.

Puffer: biztositja az enzim miikodéséhez sziikséges kémiai kornyezetet (ZSOLNAI és

mtsai, 2000)

15



A reakcio az alabbi sorrendben es Iépésekkel jatszodik le:

Iniciacid, bevezetd denaturacio. Melegitjiikk a keveréket 95°C-on 2 percig, hogy a DNS-
szélak és a primerek egyarant denaturalddjanak. A kétszali DNS-t dsszetartd H-hidak
megsziintethet6k magas hdmérsékleten, igy egyszald DNS képzodik. 94°C-on 1 perc mar
béven elegendd a genomikus DNS teljes denaturdlédasahoz (templatképzés). Mivel a
genomikus DNS aranya csokken a reakcié eldrehaladtaval, a késobbi ciklusokban nincs
igazan szlikség a genomikus DNS-re ezért a késobbi ciklusokban elegendé a 92-93°C-on
10-14 masodperc is, a képzodott ) szalak szétvalasztasdhoz, de nem elegendd a
genomikus DNS teljes denaturdlasahoz. Ezzel is csokken a primerek rossz helyre val6

feltapadasanak lehetdsége.

Kapcsolodas, vagy feltapadas (annealing). A primerek a szétvalt DNS-szalakhoz
kotddnek a benniik kodolt pontokon. Melegiteni kell a keveréket 42-65°C-on 30-60
maésodpercig. A feltapadas a reakcionak a legfontosabb, specifitdst meghatarozé 1épése.
A denaturalaskor egyszaluva lett €s a hirtelen visszahiitott DNS mérete miatt nem tud
elég gyorsan ujra egyesiilni, viszont lehetdvé teszi a feleslegben 1év0 kis méretli primerek
egy részének, hogy azok megtalaljak komplementer szekvenciajukat (kiegészitd bazis
sorrendet), és ahhoz hozzatapadjanak. A feltapadas valdsziniisége kiillonosen fiigg az elsd
n¢hany ciklusban a kiindulasi célkopidk szamatol, a rendelkezésre allo 1dotdl és a
tapadasi homérséklettdl. A feltapadasi homérséklet optimuma 4&ltaldban az olvadasi
hémeérséklet koriil van. Ha a feltapadds hdmérséklete igen magas, akkor nem kapunk
terméket (a primerek egyszalu allapotban maradnak, képtelenek hozzéatapadni a
komplementeriikh6z), ha alacsony, akkor a feltapadas nem specifikus, sok

mellékterméket kapunk. Feltapadas utan a lancépités azonnal elkezdddik.

Meghosszabbitds vagy novesztés (elongécid). A polimeraz enzim miikodésbe kezd:
elindul a DNS-szakaszok mésolasa, a hémérséklet 72-73°C-on 45-60 masodpercig. Az
enzim csak ott kezdhet, ahol a primer k6tédott a szétvalt lancokhoz, mert miikodéséhez
kétszalo DNS-részlet sziikséges (altalaban 20 bazisparnyi rovid kétszall szakasz is
elegend6- ilyen hosszUsagura tervezik a primereket). Ebben a szakaszban jatszodik le az
Uj szintézis a mar lancindité szekvenciaként viselkedd primer tokéletesen feltapado 3’
végérdl. A primerek ellenkezd irdnyitottsaguak, mindig a rajuk jellemz6 szalat valasztjak

Ki, ezért a komplementer templat szalakon, de egymassal szemben névekszenek.
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- Ismeteljuk meg a denaturaciot, feltapadast és a meghosszabitasi reakciokat 30-35-sz0r.
Ciklusrol ciklusra haladva az adott DNS-szakasz megduplézddik, igy akar minimalis
kiindul&si mennyiségrél is rengeteg méasolatot kapunk.

- Végso6 lanchosszabbitas, ebben a 1épésben a mintakat 72°C-on tartjuk kb. 5 percig.

- Rovid ideji tarolas 4°C-on. Ez akkor hasznos, ha nem tudunk a program végénél jelen
lenni, igy a reakcidtermék sériilésmentesen tarolhato ezen a homérsékleten a
gélelektroforézisig (ZSOLNAI és mtsai, 2000).

A PCR elvi alapja:

Lo & |:ur'1mer'5 LM & nucleotides
[P 1F ] polymerase [dTTF, dCTF, dATF, dGTF)

-- Taq 'h h{f EI

step 1: CM& temnplate strand

denaturing .
step 2:
anneahng

zection of DMN&

two DMNA strands z to be amplified

(55 C) 5¢

- I — s s

5 cd 5 =y

RO RRROCACACRRCO T ||| |'

5 = PR oW W Ve \{b,r— 5
———

new DMNA strands

5 4 5 -—’F ST
AR RN RRTARTRRATATTRT R ” L
= =N = =y

Taq

four DM& strands

repeat cycle
[20-40 times)

(2,28 burzisaygpuhs: ¢ da;s

21 998 Encyclopaedia Britannica, Inc.

2. abra: PCR elvi alapja A PCR-ciklus sematikus abraja. 1. Iépés: denaturacio 94-96 °C-on. 2.
Iépés: kapcsolddas 50-65 °C-on. 3. lépes: lanchosszabbitds 72 °C-on. Az els6 ciklus végén
megduplazadik a primerek altal hatarolt szakasz. Az eredmenyil kapott két DNS-szal a
kovetkez6 ciklus templatja lesz, azaz minden ciklusban megkétszerezddik az adott DNS-szakasz
mennyisége.
(http://faculty.unlv.edu/wmojica/PCR_LAB2.htm)
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Készilékek

Az elsé PCR késziilékben maximum 48, esetleg 96 mintat lehetett egyszerre felsokszorozni.
Maira mar egyre tobb laborban hasznalnak 384, st akar 1536 mintat befogadd késziilékeket.
Egyre gyorsabb készllékek kerllnek forgalomba, amelyek egyre kisebb térfogatokkal képesek
dolgozni. A késziilékek kialakitasdnal mar szempont az automata minta 6sszeallité rendszerekkel
valé kompatibilitas (ZSOLNAI és mtsai. 2000).

Elonyok és hatranyok

A PCR el6nyei: érzékenysége nagy (pl. baktérium fert6zés élelmiszerben vagy Y kromoszomat
tartalmazo sejt kimutatasa anyai vérbdl kivitelezhetd barmilyen DNS-t tartalmazd mintabdl,
esetleg mintael6készités nélkiil is, kozvetleniil a vérbdl a meghatarozas gyors, maximum néhany
Orét vesz igénybe), egyszerii berendezéssel elvégezhetd.

Sajnos a nagy érzékenység hatranyként is értelmezhetd, példaul ha a keresztszennyezésre, a

levegdben 1évé mas mintakbol szdrmazo aerosolra gondolunk.

Reakcio gatlok (inhibitorok) és erdsiték (enhancerek)

Néhany vegyulet illetve egy-egy paraméter értékének adott intervalluma a PCR enzimreakciét a
végtermékek képzddése felé tolja el (enhancerek), mésok pedig a végtermékek képzddését
akadalyozzak (inhibitorok).

Egy atlagos reakcioban a primerek, a célszekvencia, a polimeraz és a nukletoidok mennyisége
olyan egyensulyban vannak, hogy azok barmelyikének, vagy azok tulajdonséagaira hatd,
jarulékos vegyszer koncentraciojanak megvaltoztatasa a reakcid menetét drasztikusan
befolyasolja. Néhany reakcibkomponens pontos mechanizmusa, masokenak pedig csak a
tapasztalati hatasa ismert.
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A magnézium ion erdsen kotddik a nukleinsavak ¢és nukletoidok negativ toltésti cukorfosztat
részéhez, ezért ha a beépiilé nukletoid és/vagy a célszekvencia mennyisége tul magas, az Mg
ionokat kivonja az oldatbol, ami a Mg fliggd polimeraz enzim mitkodését rontja illetve leéllitja.
Altalanossagban a szabad Mg," koncentracié névelése az adott hatarokon belil intenzivebb
savokat produkalo, de kevésbé specifikus termékek képzddésének kedvez, mig a csokkentése a

specifikussag novelését segiti eld.

EDTA vagy mas kelatképzo vegyszerek alkalmazasa megvaltoztatja a szabad Mg, mennyiségét.
Az Fe," vérmintak révén keriilhet a preparatumba. Jelenléte a reakciot gatolja.

A K'mennyiségének novelésével a reakcid specifitisa csokken és 100mM felett mar gatol,
blokkolasa esetén a lefedett foszfatcsoportokkal a H-hid kotések annyira dominaldva valnak,
hogy a szélak mar 94°C-on sem képesek szétvalni. A K ion atmérdje hasonldé az ammoénium
A pH optimalis értéke 8-9 kozott lehet. A hatékonysag novelheté a pH novelésével, de a
specifikussag ezzel parhuzamosan csokken.

Egyéb adalékanyagokat is lehet hasznalni a reakcid javitasara, de hatasuk a célszekvencia
Osszetételétdl fiiggden valtozhat (ZSOLNALI és mtsai. 2000).

4.2. RFLP (restrikcios fragmenthossz polimorfizmus)

Egy laboratériumi technika, melynek soran a kiilonboz6 él61ényeket azonosithatjuk a feldarabolt
DNS-0k mintazata alapjan. Ha két organizmus kilénb6zik az adott restrikciés enzim
hasitohelyek kozti tavolsagban, akkor a DNS fragmentumok hossza is kilonbdzni fog a
restrikcids enzimes emésztés utdn. Ezek kiilonbozdsége alapjan kiilonithetjiik el a fajokat, sot

akar egyedeket is egymastol.

Restrikcios endonukledzok (RE) azok az enzimek, amelyek a DNS-t az adott nukleotid
szekvencia felismerése utan hasitjak. Ezek a felismer6 helyek gyakran 4-6 bazisparbdl allnak.

Altalaban minél révidebb egy ilyen szekvencia, annal tobb darab keletkezik. Ha a molekulak
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szekvenciaja eltérd, akkor eltér0 nagysagu darabokat kapunk. Ezeket a fragmenteket
gélelektroforézis segitségével kiilonithetjiikk el. A restrikcids enzimeket tobb kiilonbozd
baktériumtorzs segitségével allitjak eld; eredetileg ez valoszinlileg a baktériumok
virustdmadasok elleni védekezé mechanizmusanak része. Mindkét lancot hasitjak. A hasitas
tompa, azaz blunt (ha a RE a DNS ket szalat ugyanazon a helyen vagja), vagy ragados, azaz
sticky (talnyulé 3” ill. 5” vég parositatlan nukleotidokkal) véget eredményez (OROSZ, 1980).
Ritkdn vagd enzimek azok a restrikciés enzimek, amelyek felismerd szekvenciajuk
gyakorisaganak megfeleléen kevés helyen vagjak a genomialis DNS-t. Gyakran vago restrikcios
enzimek jellemzden révidebb DNS szekvencidkat ismernek fel, mely szekvencidk sokszor
fordulnak el6 a DNS lancban.

Emésztésnek (digestion) nevezik azt az enzimreakciot, amikor a restrikcios enzim a DNS-t a
felismerd helyeknek megfelelden feldarabolja. A restrikcids enzimeknek kulcsszerepiik van a
sejtek védelmében az idegen eredetii nukleinsavval szemben, valamint a géntechnoldgiaban
(OROSZ, 1980).

4.3. Gélelektroforézis

A DNS kiilonb6zé méretli fragmentumainak elvalasztasara szolgaldo technika, mely a
fragmentumok elektromos térben valé mozgékonysagan alapul. Az elektroforézis ionos toltési
molekulak elvalasztasat jelenti elektromos erdtér (és a legtobb esetben elvalasztd matrix
alkalmazasaval, feliileti toltéssiiriiség és/vagy molekulatomeg) alapjan. Az elektroforézis az
egyetlen olyan elvalasztastechnikai mdodszer, mely harom jellemzé, a feliileti toltésslirliség, a
molekulatdmeg és az alak alapjan képes elvalasztani egymastél a minta alkotérészeit. Mivel a
kiilonb6z6 hossziisagdh DNS  fragmentek toltéssiiriiség-kilonbsége igen Kkicsi, és tébbnyire
alakjuk is hasonlo, ezért elvalasztasuk méret alapjan, egyenaram hatasara létrejové vandorlas

kozbeni sztréssel torténik.

Mivel a DNS fragmentumok altaldban negativ toltést hordoznak, elektromossdg hatasara a
pozitiv toltésti elektroda (anod) felé mozdulnak el. A nagy darabok viszonylag lassabban

mozognak a gelben, mig a kisebbek gyorsabban atjutnak a gél szerkezetén. A gélbe juttatott
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mintakat UV-fényben lathato festékkel jeloljuk (pl. ethidium-bromiddal). UV- megvilagitas
soran lathatd, hogy melyik minta meddig ,,futott”, ebbdl pedig kdvetkeztethetlink a méretére. Ez
alapjan kiilonithetjik el a vizsgalt génekben az esetleges polimorfizmusokat: eltérd

hosszusaguakra daraboljak 6ket a restrikcios endonukleazok (ZSOLNALI és mtsai. 2000).

Agaroz

Az agar6z vords algabol kivont, a nagyobb stabilitds, az alacsonyabb olvadaspont és a
nukleinsavakat bontd enzimektdl vald6 mentesség elérése céljabol kémiailag modositott

poliszacharid.

Az agar6z nem mérgez0, géljei kdnnyen, a megfelelé mennyiségli agardéz port meleg fiirddben
feloldva, forméba 6ntve majd lehiitve képezhetéek. Hagyomanyos gélelektroforézissel akar 40-
50kb méretli DNS fragmentek is elvalaszthatéak egymastol, mig az Ugynevezett pulsed field
gélelektroforézissel a megabazis mérettartoményba esé kromoszomadarabok is elkiilonithetéek

(ZSOLNAI és mtsai. 2000).

Mobilitast befolyasolo tényezok

Egy adott mintanak a mobilitasat (a gélben az adott id6 alatt megtett vandorlasi tdvolsag értéke)
els6sorban a minta tulajdonsagai, méasodsorban az elektroforetikus rendszer tulajdonsagai (pl. az

alkalmazott térerd, a gél koncentracioja, a puffer tipusa és a koncentracidja) hatarozzak meg. A

= sz

= sz
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalataim soran 60 mangalicaxduroc F; kocahizo és 10 fajtatiszta szOke mangalica artany
vagasi adatait gyijtottem és dolgoztam fel. Az elemzésbe vont allatok az Olmos és Téth Kift.
nyiribronyi telepér6l szarmaztak, az egyedek vagasi adatait pedig a Surjanyhus Kft.
torokszentmiklosi vagohidjan gytjtottiik. Az G746A MCA4R polimorfizmus allélgyakorisdganak
mangalica fajtaban vald felméréséhez a vagasi adatokkal rendelkez6 10 egyed mellett tovabbi 10

sz6ke mangalica tenyészkan genotipusat hataroztam meg.

A végasi adatok gylijtését gyakorlott szakemberek végezték a hivatalos mindsitési eljaras
eldirasait figyelembe véve. A testtomeg €s a kiilonbozo husrészek (jobb és bal sonka, lapocka)
méréset hitelesitett mérleggel végeztik. A szinreflexios értek, a karaj- és szalonnavastagsag
megallapitdsahoz Fat-o-Meater szlrészondat alkalmaztak. A szalonnavastagsdg 1 parameéter
mérése a hasitott sertés bal oldalan, a 3. és a 4. agyekcsigolya kozétt, a gerincvonaltél 8 cm-re
oldalirdnyban tortént (3. abra). A szalonnavastagsag 2 és a karajatméré felvételére szintén a
baloldali féltesten, a 3. és a 4. borda kdzott, a gerincvonaltdl oldaliranyban 6 cm- re ker(lt sor
(MgSzH, Sertés Teljesitményvizsgalati Kodex, 2009; Magyar Kdzlony, 2011).

3. abra: Fat-oMeater mérési pontok a sertés feltesten (136/2011. (XII. 22.) VM rendelet)
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Kiserleteimben DNS-forrasként szortiiszOmintakat hasznaltam fel, melyeket a vagas el6tt steril,
zarhat6 zacskokba gytijtottiink a vizsgalando sertésekt6l. A szérmintakat, majd a tisztitott DNS-t
is -20°C-on téroltuk a felhasznalasig. A DNS-t Promega Wizard Genomic DNA Purification kit

segitségével izolaltam a kovetkez6 protokoll szerint:

- egyedenként 15-20 sz6rtiisz6b6l indultam ki, melyeket steril, 1,5 ml-es Eppendorf
kémcsovekbe helyeztem

- 500 pl NLS (Nuclei Lysis Solution) hozzéadasa

- 55°C-on inkubdlni 1-2 6ran at, idénként megrazogatni, és 6ranként egyszer Vortex-szel is
0sszekeverni

- 200 pl fehérjekicsapd oldatot (PPS-Protein Precipitation Solution) adni a sejtoldathoz és
0sszekeverni Vortex-szel 10-20 mp-ig, majd jégen hiiteni

- centrifugalni 13 000-15 000 g-n 4 percig, szobahémérsékleten. A fehérje sargasbarnas,
esetleg fehér pellet forméajaban jelenik meg

- a feltluszo6t, ami a DNS-t tartalmazza, at kell tenni egy steril, 1,5 ml-es Eppendorf
centrifugacsébe, amibe 600 pl szobahdmérsékletli izopropanolt mértem. Megjegyzeés:
ebben a lépésben maradhat némi feliilisz6 az eredeti csOben, ami tartalmazhat fehérjét.
Ezt az oldatot célszerti a csében hagyni, nehogy szennyezziik a DNS oldatot a kicsapott
fehérjével

- Ovatosan, felforditasokkal kell 6sszekeverni, amig a fehér, cérnaszerti DNS nem latszodik

- centrifugalni 1 percig 13 000-15 000 g-n, szobahémérsékleten. Fehér pellet fog latszani

- lef6lozni a felliluszat, és a mintdhoz adni 70%-0s hit6tt etanolt (egy mintatérfogatnyit, ez
esetben 600 pl- t). Ovatosan meg kell forgatni a csovet parszor, hogy a DNS pellet
lemosodjon a centrifugacsé oldalar6l. Ezutan Gjabb centrifugalds kovetkezik 1 percig
15 000 g-n

- Ovatosan leszivni az etanolt, vagott végii pipetta heggyel (A DNS pellet ilyenkor kénnyen
elmozdulhat az alkoholban, kénnyen ki lehet szivni a pipettaval.)

- ezutan a csovet tiszta itatospapirra kell forditani, és szaritani a pelletet 10-15 percig

- 50 ul DNS RS-t (Rehydration Solution) adni a cs6ébe és 1 oran at 55°C-on inkubalni
vizfirdében, hogy a DNS visszaoldodjon. Idénként meg kell mozgatni az oldatot
(Lehetséges a DNS-t rehidratalni egész éjszaka 4°C-on vagy szobahdmérsékleten is.)

- atisztitott DNS-t -20°C-on taroltuk a felhasznalasig.
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Az izoldlast kovetden a visszaoldott DNS mennyiségét és mindségét NanoDrop 2000

spektrofotométer segitségével vizsgéltam meg (1. &bra).

A spektrofotométer 1-2 pl-nyi mintdban megallapitja a koncentraciot, tovabba a 260/280 és
260/230 aranyszamokbol kovetkeztethetiink az izolatum tisztasdgara is. A készilék 230, 260 és
280 nm-en elemzi a mintak abszorbancidjat, az adatokbol pedig aranyszamokat képez. Megfelel6
tisztasagUnak tekinthet6 a legalabb 1,8 feletti 260/280 és 260/230 értékekkel jellemzett minta.
260 nm-en a nukleinsavak abszorbanciaja a legnagyobb, ennél a hullamhossznal latjuk a
NanoDrop gorbe csUcsait tiszta mintadk esetében. 280 nm-en tehat a fehérjék abszorbancidja
jelentds, mig 230 nm-en a tisztitds soran hasznalt szerves vegyiiletek abszorbanciaja néhet meg,
ha ezek a tisztitott mintaban is megtalalhatdk. Spektrofotométer segitségével meghatarozhaté a
DNS koncentracioja és informéaciot nyeriink a minta esetleges szennyezédéseirdl is, azonban
nem kapunk megbizhat6 képet a DNS integritasarol, ehhez célszerli agar6z gélben megvizsgalni

a tisztitott nukleinsavat.

10.0 165 Sample ID: 69 Pedestal
95

. Type: DNA - 50,00

25 Caonc. 4704 ng/pl  ~
8.0 A260 (10 mm path) 9,408
75 A280 (10 mm path}) 4,693
7.0 260/ 280 2,00
&S 260 / 230 2,01

E0
7| Baseline correction 340 nm
55
50

45

10mm Absorbance

40
5
0
25
20
15
1.0
0.5

00
220 230 240 250 260 2700 280 280 300 3i0 320 330 340 3
Wavelength (nm)

U._
~
| as

4. dbra: DNS tisztitas ellenérzése és koncentracié meghatarozasa NanoDrop 2000

spektrofotométerrel (sajat felvétel).
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A tisztitott DNS MC4R gént tartalmaz6 szakaszat PCR reakcioval sokszorositottam fel, majd

emésztési reakciénak vetettem ala.

A PCR dsszeallitasa soran Promega PCR Mastermixet hasznaltam, ami tartalmazta a polimeraz
enzimet (Taq), a dezoxiribonukleozid trifoszfatokat (dNTP), a magnézium-kloridot (MgCl,) és a
reakcidpuffert. Ezenkivil a specifikus primereket és a DNS-templéatot kellett a reakciéhoz adni.

crer

vizsgalatokhoz a kovetkez6 MC4R primereket hasznaltam (KIM és mtsai, 2000b):

Forward: 5°’-TAC CCT GAC CAT CTT GAT TG-3’
Reverse: 5°-ATA GCA ACAGAT GATCTCTTT G-3°

KOMPONENS MENNYISEG KONC\Z/IEEISEIRO;ACIO
2x PCR Mastermixben: 12,5 ul 1x
MgCl, 1,5mM
Tag DNA polimeraz 0,6u
dNTP 200 pM
Primer (forward) 1pl 0,4 uM
Primer (reverse) 1l 0,4 uM
DNS templat 1l 100 ng
Nukledzmentes viz 9,5 ul

2. tdblazat: a mintanként 25 pl-es reakcio osszeallitasa és az egyes komponensek végso

koncentracioja.
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A PCR ThermoHybaid Px2 keszulékben jatszddott le a 3. tabladzatban bemutatott program

szerint.

Bevezetd denaturacio 95°C 2 perc 1 ciklus
Deanturacio 95°C 1 perc 25-30 ciklus
Annealing (primerek ]
) 55°C 1 perc 25-30 ciklus
feltapadasa)
Lanchosszabbitas 72°C 1 perc 25-30 ciklus
Végsé lanchosszabbitas 72°C 5 perc 1 ciklus
Tarolas (opcionalis) 4°C végtelenithet

3. tablazat: az egyes PCR lépések beallitasai.

A Tagl restrikcios enzimmel alkalmazott emésztési reakcidt a 4. tablazatban leirtak szerint

allitottam Ossze. Az emésztési reakciokat ThermoHybaid Px2 készilékben allitottuk be és 65°C-

on jatszddtak le. Az emésztés soran keletkezett fragmentumok: 156 és 70 bazispar (bp) GG, 226,

156 és 70 bp AG, valamint 226 bp hosszUsaguak AA genotipus esetében (5. abra).

KOMPONENS MENNYISEG

Nukledzmentes viz 9 ul

10X puffer 2 ul

Acetilalt BSA (bovine serum

albumin) 10ug/ul 0.2u

PCR termék 8 ul
Restrikcios enzim (10 u/pl) 0,8 ul
Teljes mennyiség 20 pl

4. tablazat: az emésztési reakcié 0sszedllitasa
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A felsokszorozott mintakat és az emeésztés utani fragmentumokat gélelektorforézis segitségével

tettik lathatova.

A 2%-0s gél elkészitéséhez hasznalt anyagok:

- 0,4 g Promega agardz
- 20 ml 1x TBE puffer
- 3 pl etidium-bromid.

A gélbe juttatott mintakat 70 V-on futtattuk legaldbb 30 percig, majd a gélt UV fénybe helyezve

dokumentaltuk az eredményeket.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELES

A vizsgalt keresztezett és fajtatiszta mangalica allomanyban is megtalalhaté volt az Asp298Asn
(G746A) polimorfizmus (2. &bra). Harom genotipust kulonitettem el a mangalicaxduroc
allomany 60 egyedénél (GG, AG és AA), mig a 20 fajtatiszta mangalicanal csak ket genotipus
(GG és AG) fordult el6.

5. abra: agar6z gélben elkilonitett genotipusok (sajat felvétel). 1. sav: 100 bazisparos DNS-Iétra.
Viszonyitasi alapul szolgal az emésztési fragmentek hosszanak megallapitasahoz. 2. sav: AG

genotipus. 3. sdv: GG genotipus. 4. sav: AA genotipus.

Az allél- és genotipus-gyakorisagokat a 6. és 7. tablazatban foglaltam Ossze a két kiilonb6z6
csoport esetében. A kapott ardnyokat SPSS Statistics 16.0 szoftverrel, chi-négyzet teszt
segitségével vetettem Ossze a Hardy-Weinberg egyenlet alapjan varhato eloszlasokkal, majd
értékeltem a koztik 1évé kiillonbségeket. A kapott és vart értékek kozott nem volt szignifikans
kilénbség (p<0,05) az egyik csoportban sem, tehat Hardy-Weinberg egyensuly figyelheté meg

az adott polimorfizmusra.
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A fajtatiszta csoportban kapott magasabb chi-négyzet érték valdsziniileg az alacsony egyedszam
miatt alakult ki. Az alacsony egyedszam jatszhatott szerepet abban is, hogy nem fordult el
homozig6ta A egyed az elemzett mangalicdk kdzott. A Hardy-Weinberg eloszlas tesztelése és
egyéb populacidgenetikai vizsgalatok fontos szerepet jatszhatnak a fajtafenntartast végzo
szervezetek esetében, hiszen felhasznalhatok a fajta diverzitasanak ecllenérzésére és
monitorozasara. Az egyensulyi allapottdl valo eltérések esetén fokozott figyelmet kell

forditanunk a veszélyeztetett allélok vagy valtozatok meg6rzésére.

A MC4R genotipusok €s a vagasi tulajdonsadgok kozotti dsszefliggések vizsgalatara LSD (least
significant difference) tesztet hasznaltam, a csoportok kozotti kilonbségeket pedig p< 0,05
szinten tekintettem szignifikansnak. Az F; csoportban a genotipus és a hustermelési adatok

Osszefliggeseit az 5. tablazatban tlintettem fel.
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Vizsgélt MCA4R genotipus (n)
tulajdonsagok
atlaga + szoras )
(SD) GG (30) AG (27) AA (3) Osszes (60)
JST 11,64 + 0,78 11,61 + 0,89 12,10 + 0,81 11,65 + 0,82
BST 11,67 £ 0,74 11,60 + 0,82 11,84 + 0,60 11,65+ 0,76
NSG 701,67 £ 54,1 715,19 + 60,7 753,33+32,2 | 710,33 +50,68
Szinref. 34,67 + 2,86a 36,96 £4,99b | 42,33+4,72c 36,08 + 4,37
KV 55,09 £ 5,20 53,61 + 6,86 50,51 £ 12,00 54,17 + 6,26
SZ1 41,37 £ 4,8a 45,07 + 3,8b 47,00 + 2,6b 43,32+ 4,6
SZ2 37,97 £ 4,8a 41,42 + 5,6b 47,67 £ 3,8C 40,01 £5,6
JLT 7,21+0,40 7,11+ 0,49 7,40 +0,75 7,17 £ 0,46
BLT 7,16 £ 0,42 7,26 £ 0,54 7,49 £ 0,94 7,22 +£0,49
ES 140,53 £ 6,93 139,96 + 8,07 147,33+ 4,61 140,61 £ 7,45
EH 239,43 +1561 | 237,41+13,13 | 238,33+7,09 | 238,47 +14,10

5. tdblazat: a MC4R genotipusok és a vagohidon gyiijtott adatok kozotti dsszefiiggés

1 JST: jobb sonka tdmege [kg]; BST: bal sonka témege [kg]; NSG: napi stlygyarapodas a
hizlaldaban [g]; Szinref: karajnal mért szinreflexids érték (FOM); KV: karaj vastagsaga [mm];
SZ1: els6 helyen mért szalonnavastagsag [mm]; SZ2: méasodik helyen mért szalonnavastagsag
[mm]; JLT: jobb lapocka tomege [kg]; BLT: bal lapocka tomege [kg]; ET: élésuly [kg]; EH:
teljes élethossz [nap]
ab,c: Az azonos soron belll eltéré betiikkel jelolt értékek kozotti kilonbség szignifikans (p<
0,05)
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Szignifikdns (p< 0,05) dsszefuiggést figyeltem meg a genotipus és mindkét szalonnavastagsag,
tovabba a karajnal felvett szireflexios ertékek kozott. Ezek az eredmények alatdmasztjak az A
allél szerepét a zsirbeépitésre hajlamosabb fenotipus kialakitasdban (HOUSTON és mtsai, 2004).
A homozigota G egyedeknél figyelheté meg a legkisebb reflexios érték, ennél a genotipusnal
volt a legsotétebb a his.

A tobbi vizsgalt tulajdonsag esetében a csoportok kozotti kilénbség nem volt statisztikailag
igazolhato. Az A allél pozitiv hatasat figyelhetjuk meg a napi sulygyarapodas, a lapocka és a
sonka tomegének alakulasara is. Forditott 6sszefliggés mutatkozott azonban a karaj vastagsaga €s

a genotipus kdzott: a vizsgalt populacidban a G allél volt elényos hatassal erre a tulajdonsagra.

A genotipizalast kovetéen kiszamitottam az F; populacio és a 20 mangalica allél- és
genotipusgyakorisagat (6. és 7. tablazat). A két csoportban mért gyakorisagok csak Kkis
mértékben térnek el egymastol: az F;-ben minddssze 4,5%-kal magasabb az A allél gyakorisaga.

Az eltérés oka valdszinlileg, hogy a duroc fajtaban jellemzden gyakori az A allél: megkdzelitdleg

70% (PIORKOWSKA és mtsai, 2010).

A mangalica fajtacsoportra jellemz6 intenziv zsirtermelés hatterében az itt vizsgalt MC4R
polimorfizmuson kivill mas gének ¢és valtozataik vehetnek részt, hiszen a kedvezdbb
husformakat el6allit6 duroc fajtdban Iényegesen nagyobb gyakorisaggal fordul eld a
zsirteremléssel és novekedeési eréllyel parositott mutacio. Ezt a gyakorisagbeli kilonbséget
tekintve arra kovetkeztethetlink, hogy a polimorfizmus szerepe a novekedési erély és
hizékonysag fokozasan keresztiil érvényesiilhet elsdsorban, és igy kozvetve lehet hatdsa a

zsirtermelés alakulasara.
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Allélgyakorisag ) . )
Genotipusgyakorisag* X p
[%]
GG =50 (52,5)

G=73

AG =45 (40) 0,99 0,61
A =27

AA =5 (7,5)

6. tablazat: MC4R allél- és genotipusgyakorisag az F; csoportban, valamint a Hardy-Weinberg

egyensuly feltételeit vizsgald chi-négyzet teszt eredmeénye (szabadsagfok /df/ = 2)

* A vizsgalt allomany %-aban kifejezve. Zarojelben a Hardy-Weinberg egyenlet alapjan varhato

gyakorisagot tlintettem fel szintén %-ban

A mangalica csoportban mért 22%-os A allélgyakorisag joval meghaladja a korabban egy
romaniai tenyésztésben megfigyelt 9%-ot (CIOBANU és mtsai, 2001). A két allomany kozti

kiilonbség oka lehet az allatok eltérd szarmazasa, vagy akar a limitalt mintaszdmok is.

Allélgyakorisag Genotipusgyakorisag )
(%] 61 * i
GG (11)=55/60
G=78
AG (9)=45/35 1,69 0,37
A=22
AA(0)=0/5

7. tdblazat: MC4R allél- és genotipusgyakorisag a mangalica csoportban (10 artany és 10 sz6ke
mangalica tenyészkan)

* A vizsgalt allomanyban %-aban kifejezve. A kapott és a Hardy-Weinberg egyenlet alapjan

varhat6 gyakorisagot szintén %-ban, elvalasztdjellel tintettem fel
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A polimorfizmus gyakorisaganak 6sszehasonlitasa utan a két csoport termelési eredményeit is
elemeztem. A vizsgalatban t-tesztet hasznaltam, amely alkalmas két csoport kozti kiildnbségek
statisztikai kimutatasara. Az eredményeket tekintve (9. tablazat) egyértelmiien megallapithato,
hogy az F; genotipus sokkal gazdasagosabb termelés megvalositasat teszi lehetdvé. Szinte az

0sszes vizsgalt mutatot tekintve szignifikans (p< 0,05) kulénbseg mutatkozott.

. , f , , . Y 1
. +
Genotipus A vizsgalt tulajdonsagok atlagai * szorés értékek (SD)
() JST | BST | NSG | Szin | Sz1 | sz2 | oT | BLT | ES | EH
F, (60) 11,65+ | 11,65+ | 710,33 | 36,08+ | 43,32+ | 40,01+ | 7,17+ | 7,22+ | 140,61 | 238,47
1
0,82a | 0,76a | +56,8a | 4,37a | 4,68a | 5,60 046a | 049a | +745a | *14,1a
Mangalica | 934+ | 9,39+ | 589,00 | 20,33+ | 52,02+ | 4356+ | 6,04+ | 6,06+ | 12840 | 260,00
(10) 1,71b | 1,72b | +574b | 6,690 | 9,73b | 7,16 1,03b | 1,030 | £7,47b | £14,1b

9. tdblazat: Az F; és a mangalica csoportok eredményeinek 0sszevetése.

1 JST: jobb sonka témege [kg]; BST: bal sonka témege [kg]; NSG: napi stlygyarapodas a
hizlaldaban [g]; Szin: karajnal meért szinreflexios érték; KV: karaj vastagsaga [mm]; SZ1: els6
helyen mért szalonnavastagsag [mm]; SZ2: masodik helyen mért szalonnavastagsag [mm]; JLT:

jobb lapocka témege [kg]; BLT: bal lapocka tdmege [kg]; ES: é16suly [kg]; EH: élethossz [nap]

a,b: Az azonos oszlopon beliil eltérd betlikkel jelolt értékek kozotti kiilonbség szignifikans (p<
0,05)

A fajtatiszta mangalicdk a mintegy 22 nappal hosszabb termelési id6szakban is gyengebb
¢losulyt, sonka- és lapockatomeget allitottak eld a keresztezett egyedeknél. Fokozottabb volt
viszont a zsirbeépités a mangalicaban, ez megallapithatd a szalonnavastagsag értékeinek
Osszevetésébol. A két csoport kozti kiillonbség a vagohidon is szemmel lathato volt (6. abra). A
mangalica egyedek szalonngjanak az allaga is kulonbozott az Fi-ekétél: a puhabb, szinte
folyékony zsir kialakitdsaban valdsziniileg a magasabb telitetlen (MUFA és PUFA egyarant)

zsirsav-arany jatszik szerepet.
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6. abra: Mangalica és mangalicaxduroc sertések hatszalonna-vastagsaganak osszevetése. A
fajtatiszta és keresztezett egyedek kozott jelentds kiillonbség figyelheté meg a szalonna

vastagsagan kivul allagaban is (sajat felvételek).

A MCA4R polimorfizmus vizsgalatanak eredmenyei sikerrel felhasznalhatok lehetnek a mangalica
x duroc végtermékeldallito keresztezésben mint a szalonnavastagsag vagy akar a husszin
markere. A genetikai informacidkra alapozott célzott szelekcié soran Kkivalaszthatjuk a
legkedvezdbb profili egyedeket mind mangalica mind pedig duroc fajtabol, igy gazdasagosabb

hizlalas érhet6 el.
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7. OSSZEFOGLALAS

A vizsgélataimban 60 mangalica x duroc F; kocahizé és 10 fajtatiszta sz6ke mangalica artany
vagohidi és termelési adatait dolgoztam fel (napi testtdmeggyarapodds a hizlaldaban,
szalonnavastagsag 1-2, karajatmérd, sonka és lapocka tomege, szinreflexids érték, vagas el6tti

¢l3stly).

Statisztikai modszerekkel elemeztem a melanokortin receptor 4 (MC4R) Asp298Asn genotipus
és a gyijtott adatok kozotti Osszefliggéseket. Meghatdroztam a két csoportban az allél- és
genotipus-gyakorisagot. Az Asp298Asn gyakorisaganak felméréséhez tovabbi 10 fajtatiszta
szOke mangalica tenyészkan mintajat vontam be a vizsgéalatba. A genotipus meghatdrozdsdhoz
szlikséges DNS-t szértiisz6bél izolaltam, majd PCR-RFLP (polimeraz lancreakcio-restrikcios

fragmenthossz polimorfizmus) modszert hasznaltam Taql restrikcids enzimmel.

Az allél- és genotipusgyakorisdg felmerése utan chi-négyzet tesztet hasznaltam a Hardy-
Weinberg egyensuly (HWE) vizsgalatara. A vizsgélt fajtatiszta mangalica (n=20) és F; (n=60)
csoport esetében sem volt szignifikans (p<0,05) eltérés a HWE-t6l. A keresztezett allomanyban

kis mértékben emelkedett az A allél gyakorisaga.

Az F; csoportban szignifikans (p<0,05) kulonbséget allapitottam meg az egyes genotipusok
kozott a szinreflexios értekek, valamint a szalonnavastagsag 1 és 2 esetében. Az A allél pozitiv
hatasat figyeltem meg a napi stlygyarapodas, a lapocka és a sonka tdmegének alakulaséra is, de
ezeknél az adatoknal a kilénbség nem volt szignifikans. Forditott 6sszefliggés mutatkozott a
karaj vastagsaga és a genotipus kozott: a vizsgalt populacioban a G allél volt elényos hatassal

erre a tulajdonsagra.

A fajtatiszta mangalica és az F; csoport termelési eredményeit Osszevetve egyértelmiien
megallapithatd, hogy az F; genotipus sokkal gazdasdgosabb termelés megvaldsitasat teszi
lehetévé. Szinte az dsszes vizsgalt mutatdt tekintve szignifikans (p<0,05) kilénbség mutatkozott

a keresztezett és a fajtatiszta egyedek kdzott.

Az eredményeink alapjan a polimorfizmus sikerrel hasznalhaté a mangalica x duroc allomany

szalonnavastagsaganak, vagy hasszinének alakitasaban is.
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