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BEVEZETES

Az emberiség 0sidok ota fogyasztja a szarvasmarha tejét €s husat, illetve az abbol
késziilt termékeket, melyek az emberi taplalkozasban fontos szerepet toltenek be fehérje,

esszencialis aminosav- és asvanyianyag-tartalmuk miatt.

Az Eurdopai Unié kiemelt figyelmet fordit az élelmiszer-biztonsagra, mivel
gazdasaganak nagyon fontos részét képezi az agrar-élelmezési agazat. Az Eurdpai Parlament
¢s Tanacs 178/2002/EK rendelete definialja és kdotelezen eldirja az élelmiszerek nyomon

kovethetdségét az élelmiszerlanc teljes hosszaban.

Az Eurdpai Unio altal oltalom alatt allo eredet-megjeloléssel (OEM), vagy oltalom
alatt allo foldrajzi jelzéssel (OFJ) ellatott allati eredeti €lelmiszerekben bizonyos fajtak
jelenléte vagy hidnya nem megengedett. Az oltalom alatt allo élelmiszerek nem
tartalmazhatnak olyan Gsszetevit, amely alkalmas az OEM-et, illetve OFJ-t viseld termék
teljes vagy részleges kivaltasara. A hagyomanyosan az olasz reggiana fajta tejébol késziilo

OEM parmezan sajtok példaul nem késziilhetnek mas fajtabol szarmazo tej felhasznalasaval.

Hazénkban a természetes (extenziv) modon nevelt dshonos magyar héziallatok, a
magyar sziirkemarha ¢és mangalicasertés taplalkozas-¢élettani szempontbdl kedvezobb zsirsav-
Osszetételli és altalaban jobb minéségli hust produkalnak, mint az intenziv méddon tartott
fajtak. Tovabba ezek a husok birnak a legjobb funkcionalis tulajdonsdgokkal, aminek a
termékgyartdsban van szerepe. A szarvasmarha fajtaazonositds, ¢és ez altal a
fogyasztovédelem szempontjabol a hungarikumnak szamitd6 magyar sziirke husabol késziilt

termékek eredetazonositasa napjaink egyik legfontosabb feladata.

A fogyasztok megtévesztését célzd gyakorlat, hogy az 6shonos szarvasmarhafajtdk
felhasznalasaval késziilt hiis- vagy tejtermékek eldallitasi koltségeit gy csokkentik, hogy azt
a silany min6éségii selejt-tehén husaval vagy a tejhasznu fajtak tejével helyettesitik. A fajtak
azonositasara, és ezaltal a helytelen kereskedelmi gyakorlat felderitésére alkalmas molekularis
genetikai modszerek fejlesztésére folyamatosan sziikség van. A genetikai nyomon-
kovethetdség lehetdséget nyajt egy adott élelmiszerminta vizsgélatakor a kérdéses fajta

jelenlétének bizonyitdsara vagy kizarasara.



A fajtdk vagy egyedek DNS alapti azonositdsara két megkdzelités létezik. A
probablisztikus megkozelités azon a megfigyelésen alapul, hogy az egyazon populaciobol
szarmazo egyedek kozt nagyobb valosziniiséggel fordulnak eld azonos multilokusz marker
genotipusok. A megfeleld marker lokuszok és statisztikai probak kivalasztdsa gyakran
nehézségekbe iitkozik, ezért nem teszi lehetdvé a variabilis AFLP és mikroszatelit markerek
elemzését a rutinszerli teszteléshez. Ezzel szemben a determinisztikus megkozelités nem
igényel statisztikai elemzést. A marker gének olyan allélvaltozatainak azonositasat célozza,
amelyek fixalodtak az egyes fajtdkban. Ilyenek a szOrszint befolydsold gének és azok
mutacidi kovetkezében létrejott kiilonbozd génvaltozatok (DALVIT et al., 2006). A mutans
génvaltozatok kimutatasara kiilonboz6 modszereket irtak le, ezek kozott szerepelnek az
egyszerl és koltséghatékony PCR alapt eljarasok (multiplex PCR, PCR-RAPD, PCR-RFLP,
PCR-SSCP) valamint dragabb miiszer és vegyszerigénytl technikak is (valos-idejii PCR, DNS

szekvenalas).



1. TEMAFELVETES

Mivel a szarvasmarhabol késziilt élelmiszerek arat nagymértékben befolyasolja a fajta
szerinti eredetiik, ezért sziikség van a helytelen kereskedelmi gyakorlat felderitésére képes

eljarasok kidolgozasara, fejlesztésére.

Szamos tudomanyos publikacido beszamolt mar arrdl, hogy a szarvasmarha szdrszin
kialakitasadban szerepet jatsz6 MCIR génvaltozatok alkalmas genetikai markernek
bizonyulnak a szarvasmarha hus- és tejtermékek faj- és fajta szerinti eredetazonositasat célzo
vizsgalatokban (MAUDET és TABERLET, 2002., PARK et al., 2009., ROLANDO ¢és
DISTASIO, 2006.)

Célul thztik ki egy olyan koltséghatékony és specidlis miiszert nem igénylo,
ugyanakkor alacsony kimutatasi hatarral rendelkez6 DNS alapu eljaras kidolgozasat, amely
lehetdveé tenné az O0sszes szarvasmarha MCIR génvaltozat kimutatdsat bioldgiai mintakbol.
Az alkalmazni kivant PCR-SSCP modszer két 1épésben (PCR, majd poliakrilamid
gélelektroforézis) képes elkiiloniteni a szekvencia varidciokat, szemben a jelenleg hasznalatos
PCR-RFLP modszer kilenc Iépésével (két PCR, harom restrikcids emésztés, négy agardz

gélelektroforézis).

A moédszer felvalthatna a munka ¢és koltségigényes PCR-RFLP tesztet, igy a
szarvasmarha hus- és tejtermékek fajta szerinti nyomon kovethetdsége egyszertibbé valna.
Tovabba a PCR-SSCP modszer egy kivalasztott szarvasmarha populdcio MCIR genotipus

gyakorisag meghatarozasa céljabol hatékonyabb alternativat kinalhatna.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szarvasmarha szorszin kialakitasaban szerepet jatszo gének

2.1.1. A melanokortin-1-receptor szerepe

A korai haziasitott szarvasmarha-allomanyokban a szOrszin kezdetekben még nagyon
valtozé volt. Szamos fajta esetén Sok mas jellegekkel egyiitt €z is intenziv szelekcio6 ala kertilt,
majd végiil a fajtdk védjegyévé valt. A szdrtakard szinét €s mintadzatat nem egyetlen, hanem
tobb gén és génvaltozat, valamint a koztik kialakulo kolcsonhatasok alakitjak ki, A
szarvasmarhdval egyetemben valamennyi emlds szdrtakardjanak szinéért a melanin jelenléte
vagy hianya a felelés. A melaninnak két valtozata, az eumelanin a feomelanin talalhaté meg
az emlésokben. Az eumelanin felelds a fekete és barna, mig a feomelanin a vordsesbarna,
vOrds, sargasbarna ¢€s a sarga szOrszin kialakulasdért. A melanin és a feomelanin a
pigmentsejtek (melanocitak) citoplazmajaban talalhatd melanoszomakban termelédik. A
melanoszomak exocitozissal iriilnek a novekvd szorszalba és a Kkeratinocitakba. A
pigmentsejt eldalakok az embrionalis fejlddés soran vandorolnak a test megfeleld teriileteire,
¢és csak azok a testtajak valnak késébb szinezetté, ahol a pigmentsejtek el6fordulnak
(HEARING, 2011). A szarvasmarha 18. kromoszomajan talalhaté extension (E) lokusz
kodolja az alfa melanocita-stimulaldé hormon receptort (a-MSHR) vagy mas néven a
melanokortin-1-receptort (MC1R) (KLUNGLAND et al., 1995). A kodolé szekvenciajat
egyetlen exon, azaz egyetlen folyamatos kozvetleniil atirddé genomialis DNS alkotja. Az
MCIR egy 317 aminosavbol allo, hét transzmembran domén szerkezetii, G-fehérjével
kapcsolt receptor. A pigmentsejtek sejtmembranjaban helyezkedik el, f6 feladata a citoplazma
tirozinaz szintjének szabalyozasa (VANETTI et al., 1994). A tirozindz, a melanintermelést
limital6 enzim; a magas tirozindz szint az eumelanin, mig az alacsony a feomelanin
termelésnek kedvez. Miutan a melanocita stimulalo hormon (MSH) az MCI1R-hoz kotédik, a
receptorhoz kapcsolt G-fehérje aktivalja adenilat-ciklaz enzimet, aminek hatasara a ciklikus
adenozin-monofoszfat (CAMP) szintje megemelkedik a pigmentsejtek citoplazmajaban. Az
emelkedett CAMP szint kozvetve aktivalja a tirozinazt, ami a tirozint tobblépcsds reakcio
soran eumelaninna alakitja. Az eumelanin és feomelanin k6zos koztitermékbol (L-3,4-
dihidroxifenilalanin) szintetizalodik, de a feomelanin termelés nem igényel tovabbi
enzimatikus reakciokat (HEARING, 2011).



Az MCIR génnek kezdetben harom valtozatat irtdk le a norvég €s izlandi fajtakban
(KLUNGLAND et al., 1995). Az E* allél nem hordoz mutaciot és a fekete-vords vad tipusu
szinkombinaciok kialakitdsaban jatszik szerepet. Az EP allél a fekete szérszin kialakitasaért
felel6s: a génvaltozat kodold szekvencidjaban bekodvetkezd pontmutacio (296. T/C csere)
eredményeképpen a fehérje 99. aminosava leucinrdl prolinra cserélodik. A mutacid olyan
szerkezeti valtozast okoz a kialakuld fehérjében, aminek eredményeképpen a receptor MSH
jelenléte nélkiil is allandoan aktiv, a magas tirozinaz szint az eumalin termelést fokozza. A
,,¢” allél guanin deléciot hordoz a 310. pozicidban. A delécio korai stop kodont eredményez, a
mutacid miatt megvaltozott szerkezetli, funkcioképtelen receptor nem képes aktivalni a
tirozinazt, ami a feomelanin termelédésének fog kedvezni. A e/e genotipusu egyedek ezért
vords kiiltakaroval rendelkeznek. Az allélvaltozatok dominancia sorrendje: E°> E*™> e.
Tovabbi valtozatait is leirtdk az E lokusznak, dm ezek nem befolydsoljadk a szOrszint
(GRAPHODATSKAYA et al., 2002).

Késébbi kutatasok szerint az E* allél tovabbi harom valtozatra bonthatd. Holstein-friz,
vords holstein, szimentali és brown-swiss fajtak MCIR génjének szekvenalasa alapjan
fedezték fel az E* allélt, ami a kodold szekvencia 667. pozicidjaban C/T cserét hordoz, a
fehérje aminosav szekvencidjanak 223. pozicidjaban 1évé arginin triptofanra cserélodik. A
mutacié a harmadik intracellularis hurkot érinti (ROUZAUD et al., 2000). Az E? allél 12
bazispar duplikaciot tartalmaz a 650. nukleotidtol kezdédéen, amely alanin, arginin, glicin,
izoleucin beé¢kel6dését eredményezi szintén a fehérje harmadik intracellularis hurkaban, de a
szbrszint tekintve nem okoz fenotipusos valtozast. A brown-swiss fajtaban feltételeztek egy
harmadik E? jelolésti allélt, ami nem hordoz mutciot a 667. pozicidban és nem tartalmazza a
12 bazispar duplikaciot (GRAPHODATSKAYA et al., 2000). A farmakologiai vizsgalatok
soran az E' valamint az E* receptor dozis-fliggd médon reagalt a MSH stimulaldsara, mig az
EP és az ,.¢” receptor valtozat valaszképtelennek bizonyult (GRAPHODATSKAYA et al,
2002). A szarvasmarha MCIR génvaltozatok kialakitdsaban szerepet jatszo mutaciokat és a

szOrszin fenotipusara gyakorolt hatasukat az 1. tablazatban foglaltam 6ssze.



1. tablazat: Az MCI1R génvaltozatok kialakitdsaban szerepet jatsz6 mutaciok

. o ' . A szOrtakaro
Allél | A mutécié pozicidja A mutéci6 tipusa Pigmentermelés
fenotipusa

EP 296. T/C tranzicio csak eumelanin fekete
e 310. G delécio csak feomelanin vOros
E? 667. C/T tranzici6

” eumelanin és
E 650. TGCCCGGGGCAT* ) vad-tipus

. feomelanin
E nem hordoz nincs valtozas

*12 bazispar duplikacidja

2.1.2. Az agouti szignal fehérje

Az agouti szignal fehérje (ASIP) az MSH-al ellentétes hatast fejt ki, mivel az MC1R-
hoz kotédve meggatolja annak kapcsolodasat. A fehérjét kodold génnek eddig egy funkciot
befolyasoldo mutaciojat irtak le. EQy olyan retrotranszpozabilis elem beépiilését fedezték fel az
ASIP gén 5’ nemkddold régidjaban, ami a normand fajta sdvozott kiiltakaré mintazataval
hozhato Osszefiiggésbe (GIRARDOT et al., 2006). Feltételezésiik szerint az MCIR E*
allélvaltozatat, és a mutans ASIP gént egyiitt kell hordoznia az egyednek a jellegzetes csikos
fenotipus kialakulasahoz, mivel ASIP csak a mikodoképes MCILR receptorral tud
antagonizalni. A vizsgalatban szerepld montbéliarde egyedek is hordoztdk az ASIP mutéciot,
de mivel MCIR genotipusok minden esetben e/e ezért esetiikben nem alakul ki a normand

fajtara jellemz6 savos mintazat.

2.1.3. A pre-melanoszomalis fehérje

A melanin a jellegzetes rostos szerkezetli masodik fazisi melanoszomakban
termelddik és tarolodik. Az elsé fazisii vagy mas néven pre-melanoszomak érését a szallito €s
feldolgoz6 funkcidju pre-melanoszoémalis fehérje (PMEL) végzi. A PMEL szignal peptid
régiojaban bekovetkezd leucin delécid hatasara funkcidképtelen fehérje jon létre. A delécio
fehérje valtozatai szamos fajban (hazi egér, hazi tytk, 10) a kiiltakard szinének higulasat
okozzak. Hat jol elkiilonithetd szinvaltozat figyelhetd meg a skot felfoldi marhaban
(SCHMUTZ ¢és DREGER, 2013). A mindkét kopiaban funkcioképes PMEL génnel

rendelkezé skot felfoldi marha fekete (EP allél jelen van) vagy vords szinii (,,e” allél van




jelen). A PMEL mutéacié hatasara kialakuld szinvaltozatok intermedier oOroklésmenetet
mutatnak. A leucin deléciora nézve homo- és heterozigota egyedek az MCIR genotipusoktol
fliggBen lehetnek sziirkésbarna (+/del | EP/ ), eziistbarna (del/del | EP/ ), sargasvoros (+/del |
E'/E"; E'/e; vagy ele) vagy krémszintiek (del/del | E*/E; E*/e; vagy ele).



2.2. DNS alapu moddszerek szerepe a szarvasmarha termékek faj és fajtaazonositasaban

A molekularis bioldgia egyik nagy kihivasa, hogy pontos és megbizhatd6 modszereket
fejlesszen a DNS szekvencia variaciok gyors kimutatasahoz. Az elmult évtizedekben
kiilonbozo eljarasok jottek 1étre a taxondmiai csoportok, fajok és fajtak bioldgiai mintakbdl
torténd azonositasa érdekében. Fo jellemzdinek kdszonhetden valt a DNS, a molekularis faj és
fajtaazonositas fontos eszkozévé. Mivel rendkiviil stabil és hossza felezési idével rendelkezo
molekula, olyan biologiai mintdkbol is visszanyerhetd, amit intenziv homérséklet ¢€s
mechanikai stresszhatds ért (mint példaul a feldolgozott élelmiszerek), mindekdzben eredeti
informacié tartalma nem valtozik meg (szemben a fehérjékkel). Tovabba minden olyan
biologiai szovetben és folyadékban eléfordul, amiben sejtmaggal (vagy mitokondriummal,

kloroplasztisszal) rendelkezé sejtek talalhatoak (DALVIT et al., 2006.)

A hagyomanyos polimeraz lancreakcid6 (PCR) modszer modositott valtozata a
multiplex PCR, aminek segitségével egyszerre sokszorosithatunk fel két vagy to6bb DNS
szakaszt, termékenként két kiillonbozd primerpart alkalmazva. MAFRA et al. (2004) olyan
multiplex polimeraz lancreakcion alapuld moédszert fejlesztettek ki, amelynek segitségével
tehéntejet detektalhatunk juhsajtb6l. A moddszer soran a mitokondrialis 12S és 16S rRNS
gének keriilnek felsokszorositasra a fajra jellemz0, kiilonb6z6 termékméretekben. Az eljarast
sikeresen alkalmaztak a nyers, pasztorizalt és porlasztva szaritott tehéntej kimutatasara és
mennyiségi meghatarozasara. A multiplex PCR egyszerii €s érzékeny modszernek bizonyult,
akéar 0,1% (v/v) tehéntej kimutatasara képes kiilonbozd sajtmintdkbol. A sdvintenzitasokon

alapul6, tehéntej mennyiségi meghatarozasa pedig 1-50% (v/v) kozott Iehetséges.

Az oltalom alatt all6 eredet-megjeloléssel bird francia sajtokban (pl. beaufort) az
abondance, montbéliarde és tarentaise marhafajtakon kiviil mas fajtabol szarmazo tej jelenléte
nem megengedett. Az olcsobb holstein-friz fajta tejével elkovetett csalas megallapitasa
érdekében a kutatok csak az erre a fajtara jellemzd molekularis markerek keresésébe kezdtek
(MAUDET ¢és TABERLET, 2002). Ennek soran DNS szekvenalassal a fentebb emlitett fajtak
n¢hany szOrszint befolydsold génjének (c-kit, MGH, TYRP1, MCIR) szekvenciajat
allapitottdk meg. Egyediil az MCIR gén mutatott fajra jellemz6 varidcidt a négy
szarvasmarhafajta  kozott. A holstein-friz tejben talalhaté EP allél azonositasara

fluoreszcensen jelolt allél-specifikus PCR modszeren alapuld eljarast fejlesztettek ki. Az



automata DNS szekvenald miszerrel a fluoreszcens jel és a termék méret alapjan az
allélvaltozatok azonosithatdak. A modszer a holstein-friz tejre nézve 1% (v/v) kimutatési

érzékenységgel bir, mig annak mennyiségérdl nem ad informéaciot.

Bolény-, szarvasmarha- és juhtej fajta szerinti elkiilonitését lehetévé tevd PCR-RFLP-
on alapuld technikat dolgozott ki ABDEL ¢s AHMED (2006). A tejbdl izolalt mitokondrialis
DNS citokrom-b és a fajra jellemzd ismétléseket (species-specific repeat, SSR) hordozo
régidjat PCR segitségével sokszorositotta fel. Az SSR régio fajra jellemzé PCR termék
mérete a juhtej azonositasat tette lehetdve, ezt kdvetden az azonos termékhosszal rendelkezd
szarvasmarha és bolény citokrom-b szekvenciakat restrikcios fragmens hossz polimorfizmus
(PCR-RFLP) modszerrel kiilonboztették meg egymastol. Ennek soran a felszaporitott
termékeket restrikcidos endonukledz kezelésnek vetik ala, az igy 1étrejott fajra jellemzd, eltérd
méretli DNS fragmenseket agar6z gélelektroforézissel valasztjak el, majd azonositjak. A
szarvasmarhara jellemzé PCR termék nem tartalmazta a kisérlet sordn hasznalt Taql
restrikcids enzim felismerd helyét, igy az a bdlényre jellemzd fragmenstdl méret alapjan
megkiilonboztethetové valt. A PCR-RFLP technika f6 hatranya, hogy a restrikcios enzim
felismerd helyében, akar fajtan beliill megjelend mutaciok a fragmensek megjelenését vagy

eltlinését okozhatjak, ami téves eredményekhez vezethet. Elonye, hogy a vizsgalatokhoz nem

sziikséges kontroll mintakat hasznalni (PEREIRA et al., 2008).

Szintén PCR-RFLP technikan alapuldé modszert fejlesztett ki marhahtismintak
eredetellendrzése céljabol ROLANDO ¢és DISTASIO (2006). El6szor restrikcids emésztéssel
meghataroztak a piemonte, blonde d'aquitane, olasz-friz és aosta red pied fajtak MCIR allél
gyakorisagat. Az MCIR allélvaltozatok megkiilonboztetése két restricids enzim altal
kialakitott, allélra jellemz8 fragmens hosszon alapul. Az MspAlI1 restrikciés enzimmel az E°
allél kiilonithetd el az E* és ,,e” véltozatoktdl, mig az Mspl enzim hasznélataval az ,,e” allél
az E* és EP alléloktol. A négy fajta genotipus gyakorisdga szerint az aosta red pied fajta
kivételével (aminek genotipus valtozatai mas fajtakban is el6fordulnak) modszer képes harom
fajtat egyértelmiien megkiilonbozetni egymastol. A kidolgozott mddszer a husmintdk
analizise soran 18%-uknal mutatott eltérést a cimkén megjelolt fajtaktol. Az eredmények
szerint az MC1R lokusz hatasos genetikai markernek bizonyult a marhahus fajta szerinti

eredetazonositasaban.
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A Véletlenszertien felszaporitott polimorf DNS mddszerrel fajtara jellemzé6 RAPD
profilt hozhatunk Iétre. A kiilonbozd primerparokkal tetszélegesen kivalasztott genomialis
DNS szakaszokat PCR segitségével felszaporitjuk, az elektroforézist kovetéen fajtara
jellemzé DNS mintazat figyelheté meg. RAPD technikan alapulé vizsgélata soran a kisérletbe
bevont tiz szarvasmarhafajta koziil két dshonos olasz fajtanal alakult ki egyedi sdvmintazat.
Az RAPD moddszer elénye, hogy a PCR primerek tervezéséhez nem igényel eldzetes
informaciot a felszaporitani kivant DNS szekvenciarél (CIRILLO, 2012).

PARK et al. (2009) valos-idejii (real-time) PCR hasznalataval, MC1R génvaltozatok
alapjan, sikeresen kiilonboztette meg a koreai Oshonos hanwoo szarvasmarhafajtat az
importalt holstein-friz fajtatol. A kvantitativ PCR végrehajtasara alkalmas gép a PCR termék
mennyiségével ardnyos fluoreszcens jelet valos idOben detektalja (a felsokszorositas és a
detektalas egy idOben zajlik). A moddszer jelentds elonye, hogy képes a vizsgilt mintaban
jelenlévo specifikus DNS szekvencia kiindulasi mennyiségét akar pikogrammnyi kimutatasi
hatarral detektalni. Hatranyai a korlatozott multiplexalhatosag, valamint a miiszerek és
reagensek nagyobb koltségeibdl adodnak. A vizsgalatban szereplé 295 husmintabol 259-ben
azonositottak a hanwoo fajtara jellemzé MCIR allélt (a 296. pozicibban nem hordoz

mutaciot) mig 36 minta esetén a holstein fajtara jellemzé génvaltozatot (EP allél) detektaltak.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A felhasznalt bioinformatikai modszerek

A szarvasmarha MCI1R gén szekvenciajat (1. fiiggelék) az amerikai National Center

for Biotechnology Information (NCBI) nukleotid adatbazisabol toltottik le (I12). A DNS

szekvenalashoz és a PCR-SSCP-hez hasznalt primereket a Primer3web alkalmazassal

(KORESSAAR ¢és REMM, 2007), az allél-specifikus primereket az OligoAnalyzer 3.1 (13)

program segitségével terveztiik meg (2-4. tablazat).

2. tablazat: A PCR-SSCP vizsgalathoz hasznalt primerparok

termék GC
megnevezes 5’-3” szekvencia termékméret (bp)
tartalma (%)
mclr_shortF TGGAGACGGCAGTCATGC
408* 62,50
mclr_shortR GCTGCCTCTTCTGGAGCC
mclr F4 | TCTGACTTGCTGGTGAGCGTC
448** 62,28
mclr_ R3 | GAATGGGGCGCTGCCTCTTC

*,.e” valtozat esetén 407, E? esetén 420 bp **,,e” valtozat esetén 447, E? esetén 460 bp

3. tablazat: Az AS-PCR vizsgalathoz hasznalt reverz primerek

megnevezes

5°-3’ szekvencia

termékméret (bp)

mclr_del2long

CTCGATCTGAATGACTCGTCGATATGCCTGGGTGGCCAGGACAAG

108

mclr_int2

CCTGGGTGGCCAGGACATC

82

4. tablazat: A DNS szekvenalashoz hasznalt primerpar

5°-3’ szekvencia

termékméret (bp)

megnevezes
mclr_seq2F | GAGGTGTCCATCCCTGACG 837
mclr_seg2R GCACTGCAGCACCTCTTG

* " valtozat esetén 836, E* esetén 849 bp
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3.2. Az MCI1R génvaltozatok bazissorrendjének meghataroziasa DNS szekvenalassal

Az 5. tablazatban szerepld, elézetesen PCR-RFLP modszerrel meghatarozott (Gulyas
Gabriella nyoman) szarvasmarhafajta mintdk genotipusat DNS szekvenaldssal ellendriztiik.
Majd ezt kovetden kontroll mintaként hasznaltuk fel az MCIR gén alléljainak PCR-SSCP

modszerrel torténd meghatarozasahoz.

5. tablazat: A DNS szekvenalassal ellenorzott kontroll mintak

Fajta Genotipus
holstein-friz EP/EP
magyar sziirke EY/E"
gatacko E*/E?

busa E°/E°

red angus ele

A gradiens PCR-hoz és a PCR termék tisztitasahoz hasznalt reakcioelegy Osszetételét a 6.

tablazatban mutatom be.

6. tablazat: A gradiens PCR-hoz és a PCR termék tisztitasahoz hasznalt reakcidelegy

Osszetétele

Osszetevé Végkoncentracié
5X Colorless GoTaq Flexi® puffer (Promega) | 1X

dNTP mix (Fermentas) 200 uM

MgCl, oldat (Promega) 3 mM

Forward primer (Sigma) 0,2 uM

Reverse primer (Sigma) 0,2 uM

GoTaq Flexi® DNS polimeraz (Promega) 0,025 U/ul

DNS 0,5 ng/ul

A megfeleld primer tapadds hdmérséklet kivalasztasahoz gradiens PCR programot
alkalmaztunk, DNA Engine® Thermal Cycler (Biorad) segitségével (7. tablazat). Az optimalis
primer tapadas hémérsékletet 1. abran bemutatott gradiens PCR gélképét alapjan, 63 °C-ban
hataroztuk meg.
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7. tablazat: A gradiens PCR reakci6 koriilményei

Szakasz Hoémérséklet (°C) | Idétartam (perc) Ciklusszam
Kezdeti denaturacié 95 2 1
Denaturacio 95 0,5
Primer tapadas 55-63 0,5 35
Lanchosszabbitas 72 1
Végso lanchosszabbitas 72 5 1

e ) e ) ) — — —

# | 1 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. | 9.
°C | 55 | 55,7 | 56,3 | 57,3 | 58,5 | 59,8 | 61 | 62,4 | 63
L: GeneRuler'™ 50 bp DNS létra (Thermo Scientific)

1. abra: A szekvenalashoz hasznalt seq2F-seq2R primerpar gradiens PCR gélképe

A DNS szekvenalashoz sziikséges a PCR termék tisztitdsa, mivel a PCR
reakcidelegyben maradt ANTP-ok és a primerek megzavarhatjak a szekvenalasi reakciot. A
tisztitast a PCR Advanced PCR Clean Up™ (Viogene) kittel végeztiik a gyartd utasitasai
szerint. A tisztitott PCR termékeket agardz gélelektroforézis segitségével ellendriztiik, a
mintak koncentraciojat NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific) spektrofotométer
segitségével hataroztuk meg, azok koncentraciojat egységesen 5 ng/ul-re allitottuk be. A

mintak szekvenalasat a Eurofins MWG Operon végezte (2. figgelék).
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3.3. APCR és az allél-specifikus PCR

A polimeraz lancreakcio (PCR) felfedezése a molekularis biologia, a kriminalisztikai
tudomany ¢s a molekularis genetika hatalmas fellendiilését tette lehetévé (Kary Bank Mullis,
kémiai Nobel-dij 1993). A PCR segitségével in vitro szelektiven felsokszorosithatjuk a
kivalasztott duplaszali DNS molekulat. A mar megfeleld6 mennyiségben jelen 1€évé DNS
terméket ezutan tovabbi vizsgalatoknak vethetjiik ala. A PCR soran két oligonukleotid primert
haszndlunk, amikkel kijelolhetd a masolni kivant DNS szegmens. A PCR reakcié harom
kiilonb6zé szakaszra oszthaté fel, mind mas homérseékletet igényel. Egyszalusitas
(denaturacio): a magas homérséklet hatdsara (95 °C) a DNS molekula két szala elvalik
egymastol. Primer tapadas (hibridizacio): az egyszalusitas soran szétvalasztott két szal
homérsékletét csokkentjiik. A primerek a DNS-hez tapadnak és ez altal kijelolik az uj DNS
szal szintézisének kezdépontjait. A primerek tapadas hdmérséklete a primerek hosszatol és
szekvenciajuktol is fligg. Ldnchosszabbitds (polimerizdacio): a DNS polimeraz kotodik a
minta szalhoz tapadt primerek 3’-OH csoportjahoz ¢és dezoxiribonukleotid-trifoszfatok
(ANTP) beépitésével megkezdi az Gj DNS szal szintézisét 5°—3’ iranyban, mintaként
hasznalva a DNS komplementer szalat. A Thermus aquaticus baktériumbol izolalt hostabil
Taq polimeraz lanchosszabbitashoz sziikséges optimalis hdmérséklete 72 °C. A ciklikus
denaturaci6-hibridizacid-polimerizacido 20-40-szer ismétlddik, a harmadik ciklustél kezdve a
PCR termék mennyisége exponencidlisan ndvekszik. Az igy felsokszorozott termék agardz
vagy poliakrilamid gélen valaszthatd el, DNS festék és UV-fény segitségével detektalhato.
(FESUS et al., 2000).
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Az allél-specifikus PCR (AS-PCR) eljarashoz a del2long reverz primert ugy terveztiik
meg, hogy annak 3’ vége a keresett pontmutaciéval legyen komplementer. El6fordulhat
azonban, hogy egyetlen bazis cseréje nem kiillonbozteti meg megbizhatéan a két
allélvaltozatot (eléfordulhat, hogy a Taq polimerdz megkezdi a lanchosszabbitast a primer 3’
végen talalhaté nem komplementer bazis ellenére is). Ezért egy masodik nem komplementer
bazist vezettiik be az allél-specifikus primerek 3 végeire, amivel kizérhat6é a nem specifikus
felsokszorositas lehetésége (FESUS et al., 2000). Ha a vizsgalni kivant mintaban jelen van a
310. pozicioban deléciot tartalmazd génvaltozat (,.e” allél), akkor a felszaporitott termék
mérete 108 bazispar (a del2long 5’ végén 26 nem komplementer bazis talalhato, az igy
kialakult méretkiilonbség mar detektalhatd agardz gélelektroforézissel is). Ha nincs jelen,
egyetlen 82 bazispar méretli terméket kapunk. Ha a ,.e” allél mellett mas génvaltozat (E*, EP)
is jelen van, akkor a felszaporitott termékek mérete 82 és 108 bazispar lesz (2. abra). A kdzos
forward (F4) és a reverz primer (R3) altal kijelolt termék mérete 448 bazispar, ez a termék

lehetdvé teszi a génvaltozatok tovabbi elkiilonitését SSCP technikaval.

l 108 bp
I |
l 82 bp
I I

Forward primer 310. C/G

—EEDo— v
| DNS templat
~ii— (c]1210ng e —
T int2 Reverse primer

AS-primerek

448 bp

2. abra: Az ,,e” all¢l kimutatasara szolgalé allél-specifikus PCR elve

16



3.3.1. Az allél specifikus PCR optimalizacidja

Teszteltiik, hogy a négy primer egyiittes alkalmazasakor mi a primerek mennyiségének
idealis egymashoz viszonyitott aranya, mivel olyan reakciot végeztiink, aminek soran mind a
hirom PCR terméket azonos anyagmennyiségben kell felsokszorositanunk. Ezt kovetden
meghataroztuk az AS-PCR-hoz sziikséges optimalis MgCl, koncentraciét. A DNS polimeraz
kofaktora a magnézium, az optimalisnal alacsonyabb koncentracioban alkalmazva a reakcid
hatasfoka gyengiil, az optimalisndl magasabb koncentracioban csokkentheti a reakcio

specificitasat (3. abra).

3. dbra: A magnézium-klorid hatasa az allél-specifikus primerek specificitasara

1. 4. 7. minta: mind az &t génvaltozatot tartalmazta; 2. 5. 8. minta: csak az ,,e” génvaltozat tartalmazta; 3. 6. 9.
minta: az ,.e” kivételével az Gsszes génvaltozatot tartalmazta L: GeneRulerTM 50 bp DNS létra (Thermo
Scientific)

Az 3. éabra alapjan megallapitottuk, hogy az all¢l-specifikus primerek génvaltozat
megkiilonboztetd képessége 3 mM MgCl, hasznalatakor a leghatasosabb. Mind az o6t
génvaltozat jelenlétében, a 2 és 4 mM koncentracioban alkalmazott MgCl, az E* és EP
valtozatokra specifikus termék (82 bp) gyenge jelet adott, ami biologiai mintdk vizsgéalata

esetén alnegativ eredményhez vezetne.

A 8. tablazatban mutatom be az optimalizalt AS-PCR sordn hasznalt reakcioelegy

Osszetételét, a 9. tablazatban pedig az AS-PCR reakcio koriilményeit.
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8. tablazat: Az optimalizalt AS-PCR sordn hasznalt reakcioelegy dsszetétele

Osszetevod Végkoncentracio
5X Green GoTaq Flexi® puffer (Promega) | 1X

dNTP mix (Fermentas) 200 uM

MgCl; oldat (Promega) 3 mM

(F4) Forward primer (Sigma) 0,3 uM

(R3) Reverse primer (Sigma) 0,075 uM
del2long primer (Sigma) 0,3 uM

int2 primer (Sigma) 0,6 uM

GoTaq Flexi® DNS polimeraz (Promega) | 0,025 U/ul

DNS 0,5 ng/ul

9. tablazat: Az AS-PCR reakcio koriilményei

Szakasz Hoémérséklet (°C) | Idétartam (perc) Ciklusszam
Kezdeti denaturacio 95 2 1
Denaturacio 95 0,5
Primer tapadas 66,4 0,5 35
Lanchosszabbitas 12 0,5
Végso lanchosszabbités 72 5 1

3.4. Agaroz gélelektroforézis

A felszaporitott PCR termékeket az alabbi 0sszetételli agardz gélben valasztottuk el:

3% (m/v) agaréz (SeaKem® LE agaréz, Lonza), 1X Trisz-ecetsav-EDTA puffer
(AccuGENE™ 50X TAE puffer, Lonza), 1X DNS festék (GelRed™ 10000X, Biotium)

Az elektroforézishez Wide Mini-Sub® Cell GT (Biorad) készilléket hasznaltuk, erre

PowerPac™ Basic (Biorad) tdpegységgel 10 V/cm alland6 fesziiltséget kapcsoltunk. A kapott

DNS mintazatokat UV fény segitségével tettiik lathatova (UVIpro Silver), és szamitogép

segitségével dokumentaltuk.
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3.5. Az egyszali konformacio polimorfizmus (SSCP)

Az SSCP modszert el6észor 1989-ben irtak le (ORITA et al., 1989). A DNS szekvencia
variaciok kimutatdsdnak egyik legnépszeriibb eszkoze. Tobb mint 13000, a modszerrel

kapcsolatos puplikacié jelent meg az NCBI PubMed adatbazisaban 2013 oktoberéig (11).

A mddszer elve a kovetkezd: a polimerdz lancreakcid segitségével szelektiven
felszaporitott duplaszali DNS molekuldkat magas homérsékleten (90-97 °C kozott)
egyszaliva alakitjuk. A homérséklet csokkentésével denaturdloszer (formamid) jelenlétében
az egyszali DNS molekula intramolekularis hidrogénhidak kialakulasa kozben
haromdimenzios szerkezetet (konformaciot) vesz fel. A kialakulo szerkezet az egyszali DNS
hosszatol és bazissorrendjétdl egyarant fligg, mivel a DNS molekulat két, egymast kiegészito,
de szekvenciajaban eltérd szal épiti fel, ezért mindkét szal eltéré konformaciot vesz fel. Ha a
PCR termékek egy része mutaciot tartalmaz, négy kiilonboz6 egyszali DNS johet létre a
denaturaci6 utan, amik ezt kdvetden négy kiillonb6z6 konformaciot vehetnek fel. A kialakult
konformerek hiaromdimenzids szerkezete méretben és alakban is eltérhet, emiatt kiilonboz6
sebességgel vandorolhatnak a poliakrilamid gélben. A modszer eldnye, hogy specialis
miiszert és vegyszereket nem igényel valamint egyszeriien kivitelezhet6. Hatranya, hogy nem
ad felvilagositast a mutacidé pontos helyérdl, csupan a jelenlétérdl. Az utdbbi miatt a futtatés
soran ismert szekvenciaju kontroll mintdkkal kell 6sszehasonlitani az ismeretlen 0sszetételi,
analizalni kivant mintat. Tovabba a megfeleld futtatasi kortilmények empirikus
meghatarozasa sziikséges a kiilonb6z6 génvaltozatok kimutatasa érdekében, mivel a mai
napig nem létezik megfeleld elméleti modell, ami meg tudnd josolni az egyszali DNS
haromdimenzios szerkezetének kialakulasat és evégett az SSCP analizis kimenetelét

(MENOUNOS, 2010).

A 10. tablazatban az SSCP analizishez hasznalt PCR reakcidelegy dsszetételét, a 11.

tablazatban pedig az SSCP analizishez hasznalt PCR reakci6 koriilményeit mutatom be.
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10. tablazat: Az SSCP analizishez hasznalt PCR reakcidelegy Osszetétele

Osszetevd Végkoncentracio
5X Green GoTaq Flexi® puffer (Promega) | 1X

dNTP mix (Fermentas) 200 uM

MgCl; oldat (Promega) 3 mM

Forward primer* (Sigma) 0,2 uM

Reverse primer* (Sigma) 0,2 uM

GoTaq Flexi® DNS polimeraz (Promega) 0,025 U/pl

DNS 0,5 ng/ul

*Az alkalmazott primerek szekvenciait a 2. tablazat tartalmazza

11. tablazat: Az SSCP analizishez hasznalt PCR reakci6 koriilményei

Szakasz Hoémérséklet (°C) | Idétartam (perc) Ciklusszam
Kezdeti denaturacié 95 2 1

Denaturacio 95 0,5

Primer tapadas 64 0,5 35
Lanchosszabbitas 12 0,5

Végso lanchosszabbitas 72 5 1

Poliakrilamid gélelektroforézis

Felhasznalt vegyszerek:

- 10X TBE puffer (890 mM Trisz-borsav, 20 mM EDTA, pH: 8.3; Sigma)
- 40% (m/v) 37,5:1 akrilamid:bisz-akrilamid aranyu oldat (2,6 %C) (Sigma)
- 40% (m/v) 49:1 akrilamid:bisz-akrilamid aranyu oldat (2 %C) (Sigma)

- glicerin (Sigma)

- ammonium-perszulfat (Sigma)

- TEMED (N,N,N’,N'-tetrametil-etiléndiamin; Sigma)

40 ml végtérfogata gélt készitettiink (a kiilonbozé poliakrilamid gélek Osszetételét a 12.

tablazat tartalmazza), majd hozzaadtunk 400 pl 10% (m/v)-os ammoénium-perszulfat oldatot,

valamint 20 ul TEMED-et. A két oldat végkoncentracioja minden esetben 0,1% (m/v) és

0,05% (v/v) volt.
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A PCR termékek egyszalusitasa formamid oldattal

A 9 ul formamid tartalma téltéoldathoz (95% (v/v) formamid (Sigma), 5% (v/v)
bromfenol kék/xilén cianol (Sigma)) 1 ul PCR terméket adtunk. Az elegyet 95 °C-on 5 percig
denaturaltuk, majd azonnal jégre helyeztik. A formamid és az alacsony hdmérséklet

megakadalyozza a komplementer szalak dsszekapcsolodasat.

A poliakrilamid gélelektroforézist a PROTEAN®™ 1I xi Cell (Biorad) elektroforézis
késziilékkel végeztiik. Az elektroforézis allandd homérsékletét, ezaltal a kisérletek
reprodukalhatosagat a folyadék keringtetd termosztat biztositotta (VWR 1160S). A
160x200x0,75 mm formatumu poliakrilamid gélre PowerPac™ Universal (Biorad) tapegység

segitségével minden esetben 20V/cm allando fesziiltséget kapcsoltunk.

12. tablazat: A poliakrilamid gél 6sszetétele és az alkalmazott elektroforetikus koriilmények

# | %T | %C | glicerin % (v/v) | idétartam (6ra) | (°C) | TBE (X) abra
1. | 10 | 26 - 25 10 0,5 -

2. | 10 | 26 - 17 10 05 |4 (a)

3. | 10 | 26 - 17 22 05 |4.();5.(a)
4. ] 10 | 26 2,5 17 22 05 |5 (b);6;8 (a)
5.1 10 | 26 5 17 22 05 |5.(c)

6. | 15 | 26 2,5 17 22 05 [8.(b)

7. | 10 2 2,5 17 22 05 |9 .(a);8.(c)
8. | 15 2 2,5 17 22 05 [8.(d)

9. | 10 2 2,5 17 22 1 9 (b)

10. | 15 2 2,5 17 22 1 -

11. | 37,5% (vIv)* - 25* 10 | 06* [7.(a)

12. | MDE® gél 2,5 25 10 06 |7.(b)

*QGulyas Gabriella nyoman

Az eldzetes kisérletek a futtatds soran alkalmazott fesziiltséget 300-500 V tartomanyon beliil

vizsgaltdk ¢és az optimalis értéket 400 V-ban allapitotta meg Gulyas Gabriella. A
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hagyomanyos poliakrilamid gél felbontasat nem ndvelte tovabb a hossza (25 6ras) futtatasi

id6, 17 o6ra elegenddnek bizonyult.

Eziistfestés

Az elektroforézist kovetéen a DNS savokat eziistfestéssel tettilk lathatova
(BENBOUZA et al., 2006), mivel az interkalalodé festékek az egyszala DNS-t nem festik. A
modszer érzékenysége: 1 pg DNS/mm?. A folyamat négy 1épésbél all:

1. Fixalas: 10% (v/v) abszolut etanol (VWR), 0,5% (v/v) ecetsav (Sigma)

Az 500 ml végtérfogati fixaldo oldat tartalma: 50 ml abszolat etanol, 2,5 ml ecetsav,
kiegészitjiik 500 ml-re desztillalt vizzel. A gélt 5 percig razogépen, a fixald oldatban tartottuk,

majd desztillalt vizzel mostuk.
2. Festés: 0,15% (m/v) AgNO; (Sigma), 750 ul 37% (v/v)-os formaldehid (Sigma)

Az 500 ml végtérfogata festéoldat tartalma: 75 ml 1% (m/v)-os AgNO; oldat, 750 ul 37%
(v/v) formaldehid, kiegészitettiik 500 ml-re desztillalt vizzel. A gélt 7 percig razogépen, a

fest6 oldatban tartottuk, majd 500 ml desztillalt vizzel 15 masodpercig mostuk.
3. El6hivas: 1,5% (v/v) NaOH (VWR), 1,2 ml 37% (v/v)-os formaldehid (Sigma)

A 600 ml végtérfogatu eléhivo oldat tartalma: 60 ml 15%-0s NaOH oldat, 1,2 ml 37% (v/v)
formaldehid, kiegészitettiik 600 ml-re desztillalt vizzel. 100 ml eléhivé oldatot ontottiink a
gélre, a kicsapodott eziistot tartalmazd oldatot ledntottiik. A gélt 3-5 percig razogépen, az
elohivo oldatban tartottuk, amig a DNS savok kontrasztjat a hattérhez képest mar

megfeleldnek itéltiik.
4. Leallitas: 10% (v/v) abszolat etanol (VWR), 0,5% (v/v) ecetsav (Sigma)

Az 500 ml végtérfogati fixaldo oldat tartalma: 50 ml abszolut etanol, 2,5 ml ecetsav,
kiegészitettiik 500 ml-re desztillalt vizzel. A gélt 2 percig razogépen, a leallitd oldatban
tartottuk.

A leallitast kovetden a géleket lapolvaso és szamitdgép segitségével dokumentaltuk.
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4. EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

4.1. Az SSCP optimalizacidja

4.1.1. A gél homérséklete és a PCR termék guanin-citozin aranya.

Az SSCP moédszer a viszonylag magas guanin-citozin (GC) aranya (50% <) termékek
vizsgalatakor a legérzékenyebb (HIGHSMITH et al.,, 1999). Az altalunk vizsgalt PCR
fragmensek GC tartalmat a 2. tablazat foglalja 6ssze. Ez a megfigyelés azzal magyarazhato,
hogy a guanin-citozin bazisok harom hidrogénhid kialakitasara képesek, a tobb hidrogénhid
altal stabilizalt konformer biztosabb (€s ezért valdsziniileg specifikusabb) haromdimenzids
szerkezetet alakit ki. A kdzepes GC tartalmu mintak alkalmazdsakor sziikségessé valhat a gél
hiitése (4-10 °C) az elektroforézis folyaman. A magas GC aranyu termékek tobb stabil
konformacios allapotot vehetnek fel alacsony homérsékleten, az igy kialakuld elmosodott
DNS savok megnehezithetik a gélkép kiértékelését. Az optimalis futtatasi hOmérséklet
megallapitasa céljabol érdemes az elektroforézist alacsony homérsékleten (4-15°C), valamint
szobahémérsékleten (22°C) egyarant elvégezni (BITENC és MARC, 2001., MENOUNOS,
2010).

23



4. dbra: A gél hdmérsékletének az egyszali konformerek stabilitasara kifejtett hatasa

Genotipusok: 1: EYE': 2: EYE% 3: EYE® 4: EP/EP; 5: e/e. A termékek felsokszorositasat az F4-R3
primerparral végeztiik. A futtatasi koriilményeket a 12. tablazat tartalmazza.

A 4. abran bemutatott kisérletek eredményei alapjan megallapitottuk, hogy az alacsony
homérsékleten végzett elektroforézis a lassabb mobilitasi konformerek, mig a
szobahOmérsékletli a gyorsabb konformerek stabilitdsanak kedvez. Tovabba a
szobahdmérsékleten végzett futtatas az E° genotipusii mintak mobilitasanak névekedéséhez
vezetett ¢s altalanosan javitotta a savok élességét (az egyszalu konformerek stabilitasat). A

tovabbi kisérleteket 22 °C futtatasi hdmérsékleten végeztiik.
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4.1.2. A glicerin hatasa

Tobb vizsgalat is beszamolt mar arrol, hogy a szekvencia variaciok elvalasztasanak
érzékenységét noveli, ha a poliakrilamid gélhez 5-10% (v/v) glicerint keveriink (BITENC és
MARC, 2001). A glicerin és a bdrsav ionok reakcidjanak kovetkeztében csokken a gél pH
értéke. A tobb protont (H") tartalmazo kdzeg gyengiti a DNS molekula negativ toltésti foszfat
csoportjai kozott fellépd elektrosztatikus taszitd hatast. gy a pH csokkenése az egyszala
konformerek harmadlagos szerkezetének nagyobb stabilitasdhoz vezet, ami noveli a médszer
érzékenységét (HAYASHI, 1999). A kisérleti tapasztalatok szerint a glicerin csokkentheti az
elektroforetikus mozgékonysagot (TESCHAUER et al., 1996).

5. abra: A glicerin koncentraciojanak hatasa

Genotipusok: 1: EYE®Y; 2: E/E?% 3: EYE?, 4: EP/E®; 5: e/e. A termékek felsokszorositasat az F4-R3

primerparral végeztiik. A futtatasi koriilményeket a 12. tablazat tartalmazza.

A 5. 4bra alapjan elmondhatd, hogy a glicerin 2,5% (v/v) hozzaadasaval,
szobah6mérsékletli futtatas esetén javult a lassabb mobilitasi konformerek stabilitasa, éles
savokat kaptunk. Nagyobb koncentracioban 5% (v/v) alkalmazva az eltéré konformerek altal
létrehozott savok egymashoz kdzelebb helyezkednek el (egymashoz viszonyitott mobilitdsuk
lecsokkent), ami esetiinkben rontja az elvalasztas hatékonysagat.  Optimalis

glicerintartalomnak a 2,5% (v/v)-ot hataroztuk meg.
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4.1.3. A PCR termék mérete

A modszer érzékenysége jelentdsen csokken a vizsgalni kivant PCR termék méretének
novelésével. A 200 bazisparnal rovidebb termékek esetén a kimutatas érzékenysége 90-100%.
Kozel 80%-os érzékenység érhetd el a 300 €s 450 bazispar (bp) mérettartomanyu termékek
vizsgalatakor, ami a megfeleld6 elektroforetikus koriilmények meghatarozasaval
(optimalizaci6) tovabb novelheté (JORDANOVA et al.,, 1997). Az SSCP analizis soran
altalunk vizsgélni kivant PCR termékek méretét az 2. tablazat foglalja 6ssze. A modszer
érzékenysége €s a termékméret kozott fennalld forditott aranyossdg miatt, a mclr shortF ¢€s
mclr shortR primerek hasznalatdval a PCR termék méretét a lehetd legrovidebbre terveztiik.
Restrikcids emésztés segitségével a 200 bp koriili mérettartomany elérhetéveé valna, am ez a

1€pés az eljaras koltség- és iddigényét jelentésen megnovelné.

150 P2Nes S dman 6. =7, 8.7 '9.710.

6. abra: A PCR termék méretének hatasa az elvalasztas hatékonysagara

1-5: Az F4-R3 primerparral végzett PCR-SSCP mintazata. Genotipusok: 1: EYE'; 2: E¥E?; 3: E® E?, 4: EP/EP;
5: ele. 6-10.: A shortF-shortR primerparral végzett PCR-SSCP mintézata. Genotipusok: 6: EY/E"; 7: EYE? 8:
E3ES: 9: EP/EP; 10: e/e A futtatasi koriilményeket a 12. tiblazat tartalmazza.

A 6. dbra alapjan megallapitottuk, hogy a PCR termék mérete jelentds hatast gyakorol az
egyszali konformerek mobilitasara. Valamennyi, 40 bazisparral rovidebb termék (6-10.)
genotipustol fliggetleniil nagyobb utat tesz meg a gélben, ami noveli a felbontast. A tovabbi
vizsgalatokat a shortF-shortR primerparral végeztiik. Az E', E® és az ,,e” genotipust mintak

nem kiilonithetdek el egymastol.
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4.1.4. A poliakrilamid gél dsszetétele.

A poilakrilamid gélmatrixot két 0 tulajdonsaggal jellemezhetjiik. A teljes monomer
szazalék (%T) megadja az akrilamid monomer és az N,N’-metilénbiszakrilamid (a
keresztkoté monomer) tomegének a gél teljes térfogatdhoz viszonyitott aranyat. A keresztkotd
szazalékkal (%C) a keresztkotd tomegszazalékban kifejezett aranyat adhatjuk meg a
monomerek teljes tomegéhez viszonyitva. A keresztkotd mennyisége az alkalmazott
akrilamid monomernek rendszerint 1-2%-a. A keresztk6té mennyiségének csokkentése
altalanosan noveli a szekvencia varidciok kimutatasdnak valoszinliségét, mivel az igy
létrehozott nagyobb porusatmérdjii gél hatékonyabban valasztja el a nagyméretli egyszala
konformereket (LEUNG et al., 2008). Nem lehet elére megjosolni az egyszala DNS
mozgékonysagat a poliakrilamid gélben, azok gyorsabb vagy épp lassabb vandorlasi
sebességre tehetnek szert az azonos hosszsagu duplaszalt DNS-el szemben. Kiindulasi
pontként 10 %T Osszetételii gélmatrixot hasznaltunk. 10 %T alatt a nagy formatumu gél

kezelhetetlenné valt (az eziistfestés soran konnyen elszakadt).

MDE® gél oldat (Lonza) egy specialis dsszetételii, heteroduplex és SSCP analizishez
kifejlesztett poliakrilamid-szerti gélmatrix. Sok esetben feliilmtlja a klasszikus poliakrilamid
gélek érzékenységét (GUPTA és AGARWAL, 2003). Mivel egységenkénti ara joval dragabb,
ezért az MDE® géllel nem 4llt médunkban kiprobalni az optimalizacié soran vizsgalt Gsszes

elektroforetikus koriilményt.

27



7. 4bra: MDE® gél oldat hasznalatakor kapott sivmintazatok

Genotipusok: 1: EYE™: 2: E’/E? 3: E}E? 4: EP/EP: 5: e/e. A termékek felsokszorositasat a shortF-
shortR primerparral végeztiik. A futtatasi koriilményeket a 12. tablazat tartalmazza.

Az MDE® gél oldat alkalmazasakor a 2,5% (v/v) glicerin alkalmazasa rontotta az
elvalasztas hatékonysagat, mivel az E! E® és az ,,&” valtozatok kozt nem alakult ki
detektalhato mobilitas kiilonbség (7. dbra). Ezzel szemben a glicerint nem tartalmazé MDE®
g¢l hasznalatakor, az E! valtozat elkiilonithetd volt az E és az ,,€” valtozatoktol, de az E® és
az ,.e” génvaltozatok kozt nem alakult ki mobilitas kiilonbség. A specidlis gélmatrix

alkalmazasa nem novelte az érzékenységet.
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crcr

elvalasztas hatékonysagara.

Genotipusok: 1: EYE"; 2: E¥E? 3: E¥E>; 4: EP/E®; 5: ele; M: mind az 6t génvéltozatot tartalmazd
mix. A termékek felsokszorositasat a shortF-shortR primerparral végeztiik. A futtatasi koriilményeket
a 12. tablazat tartalmazza.
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Az 10% T és 2,6% C Osszetételii gélmatrix (a) hasznalatakor az egyes génvaltozatok
lassabb mobilitasti konformerei kozt nem alakult detektalhatdo mobilitas kiilonbség (8. abra).
Az E!, B3 ,e” génvaltozatok gyorsabb mobilitisu konformerei kozt csekély mobilitas
kiilonbség alakult ki, ami a heterozigéta mintak megbizhat6 kiértékelését nem tenné lehetove.
Az akrilamid monomer koncentraciojanak novelésekor (b) az egyszalu termékek csak rovid
utat tettek meg a gélben, a génvaltozatokat nem lehet elkiiloniteni egymastol. Hosszabb
futtatasi id6 ugyan novelhetné az elvalasztas hatékonysagat, azonban az id6hatékonysag
szempontjabdl rontana a modszer alkalmazhatdsagat. A szakirodalomban leirt megfigyelést
igazolja, hogy a keresztkoté koncentraciojanak csokkentése esetén (C), (d) nétt a Kimutatas
érzékenysége, mivel az E', E? és EP génvaltozatok a mobilitas kiilonbségekbdl adodo,

detektalhato, egyedi savmintazatot vettek fel (nyillal jelolt).

30



4.1.5. A puffer koncentracio hatasa.

A puffer biztositja az allandé pH-t, az elektroforézishez sziikséges vezetd ionokat,
valamint védi a DNS-t az enzimatikus degradaciotél. Az SSCP kisérletek tobbségében
hasznalt puffer a Trisz-Borsav-EDTA (TBE). A leggyakrabban alkalmazott a normal 1X (89
mM Trisz-Borsav, 2 mM EDTA) illetve a csokkentett 0,5X (44,5 mM Trisz-Borsav, 1 mM
EDTA) koncentraciok. Az ionerdsség megvaltoztatasa, pozitiv vagy negativ hatassal lehet az
elvalasztas hatékonysagara (TESCHAUER et al., 1996; SPINARDI et al., 1991., GUPTA-
AGARWAL, 2003).

crcr

Genotipusok: 1: EYEY; 2: EYE? 3: E¥E>; 4: EP/EP; 5: ele. A termékek felsokszorositdsat a shortF-

shortR primerparral végeztiik. A futtatasi koriillményeket a 12. tablazat tartalmazza.

A normal ionerdsségii TBE puffer alkalmazasa életlen, elmosodott savokat eredményezett (9.
abra). Az 1X (89 mM Trisz-Borsav, 2 mM EDTA) TBE koncentraci6 az MCIR

génvaltozatok kimutataséara alkalmatlannak bizonyult.
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4.2. Az allél-specifikus PCR és az SSCP modszer kombinalasa

448 bp

82 bp 108 bp

10. abra: Az all¢l-specifikus PCR ¢és az SSCP mddszer kombinalasa

Genotipusok: 1: EYEY; 2: EYE?; 3: E¥E>; 4: EP/EP; 5: ele; A futtatasi koriilményeket a 12. tiblazat
tartalmazza. Egy oraval az SSCP futtatas befejezése eldtt a mintakat ismét, ezuttal kétszali formaban
(denaturacio nélkil) vittiik fel a gélre.

Mivel az E® ¢s ,,¢” génvaltozatok nem vettek fel egyedi sivmintézatot az SSCP eljaras
soran, ezért az optimalizalt allél-specifikus PCR-t alkalmaztuk a két génvaltozat
megkiilonboztetése érdekében (10. 4abra). Ha a vizsgalt minta tartalmazza az ,.e”
génvaltozatot, akkor azt a 108 bp méretii termék jelenlétével azonosithatjuk (5. minta). Az F4
és az R3 primerek altal létrehozott termék nagy mérete csokkentette az SSCP vizsgalat

érzékenységét, ami nem teszi lehetévé az E* és E? allélvaltozatok megkiilonboztetését.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kisérletek sordn hasznalt 6t kontroll minta genotipusdt DNS szekvenalassal
ellendriztiik. Két, méretben eltér6 PCR terméket létrehozd primerpart terveztiink, amik
kozrefogjak az MCIR gén szdrszint befolydsold 0Osszes mutdciot. Meghatdroztuk az
alkalmazott SSCP modszer optimalis koriilményeit, amelyek hasznalataval az E! E? EP

génvaltozatok megkiilonboztethetéek az E* és ,,e” valtozattol:

- A PCR termék mérete: 408 bazispar

- A gél hdmérséklete: 22 °C

- A poliakrilamid gél 6sszetétele: 10 %T és 2 %C

- Adalékanyag (glicerin) koncentracioja: 2,5% (v/v)

- A pufferkoncentracio: 0,5X

- Az alkalmazott fesziiltség és futtatasi idé: 400 V, 17 6ra

Az e és E® valtozatok megkiilonboztetése az optimalizalt paraméterek mellet is
sikertelennek bizonyult. Az ,,e” génvaltozat szekvencaja egyetlen bazis delécidjaban tér el a
mutaciét nem hordozd génvaltozattol. Feltételezésink szerint ez a kiilonbség vagy nincs
hatassal a kialakulé nagyméretli termék térbeli szerkezetére, vagy ha hatéssal is van, az nem

okoz detektalhato mobilitas kiilonbséget a poliakrilamid gélelektroforézis soran.

29

All¢l-specifikus primereket terveztiink az ,,e” allélvaltozat kimutatdsa céljabol,
meghataroztuk az optimalis MgCl, koncentraciot és a primer aranyokat. A modszer alkalmas
az ,,e” allél megkiilonboztetésére az EP és E* allélokkal szemben. Azonban az (F4) és a reverz
(R3) primerek 4altal létrehozott termék nagy mérete csokkentette az SSCP vizsgalat
érzékenységét és nem tette lehetévé az E* és E® allélvaltozatok megkiilonboztetését. Az allél-

specifikus PCR alkalmazasa a shortF ¢és shortR primerek hasznalatakor sikertelennek

bizonyult.

Javaslatunk szerint az ,,e” és az E> allél multiplex PCR reakciot kdvetd SSCP analizis
soran elkiilonithetévé valna. Ennek soran két primerpar alkalmazasaval egy-egy révid, 170-
250 bazispar méretli terméket egyszerre sokszorositanank fel. Az egyik primerpar 4ltal
kozrefogott PCR termék az EP vagy az ,.¢” allélra jellemzdé mutacidt hordoznd, mig a masik

az E? vagy E' mutaciokat. Ebben a mérettartomanyban az SSCP médszer érzékenysége kozel
100%.
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OSSZEFOGLALAS

Az ¢lelmiszer termékek nyomon kovethetdségérdl az Eurdpai Unid szigora
jogszabalyokban rendelkezik, ami el6irja azok megfelelé cimkézését. Azonban a
szarvasmarha tej- és hustermékek cimkézési rendszeren alapuld eredetvédelme a
tisztességtelen kereskedelmi gyakorlattal (atcimkézés vagy helyettesités olcsobb eldallitasi
koltségii fajazonos Gsszetevokkel) konnyen kijatszhatd. A faj és fajta specifikus marker gének
és azok kiilonboz6é valtozatainak kimutatisara képes molekularis genetikai modszerek

alkalmazasa lehetové teszi a bioldgiai és ¢lelmiszer mintak eredetazonositasat.

Jelen dolgozat a szarvasmarha szorszint befolyasold melanokortin-1 receptor
génvaltozatok kimutatasara alkalmas PCR-SSCP modszer optimalizacidjaval foglalkozik. A
modszer alapelve, hogy a szekvencidban bekovetkezett akar egyetlen bazisnyi eltérés is
megvaltoztathatja az egyszalusitott DNS haromdimenzids szerkezetét a mutacidét nem hordozo
génvaltozattal szemben. A szerkezeti eltérések szekvenciara jellemz0, egyedi elektroforetikus
mobilitashoz vezetnek a poliakrilamid gélben, igy az egyes génvaltozatok elkiilonithetdveé
valnak. Mivel a mai napig nem létezik megfeleld elméleti modell, ami meg tudna josolni az
egyszali DNS haromdimenzids szerkezetének kialakulasat és evégett a kiilonbozo
génvaltozatok mobilitdsat az SSCP analizis soran. A kiilonb6z6 szekvencia variaciok
optimalis megkiilonboztetése érdekében a kimutatds érzékenységét befolyasold tényezdk

empirikus meghatarozasa sziikséges.

A kiilonboz6 szarvasmarha fajtakbol izolalt, a vizsgalathoz sziikséges 6t kontroll
minta genotipusat DNS szekvenalassal ellenériztiik. Az SSCP vizsgalat optimalizacidjanak
célja, hogy az elozetesen PCR segitségével felszaporitott, mutaciot hordoz6 négy MCIR
génvaltozat (E°; E'; E?; ,.¢”) egy-egy egyedi savmintazatot vegyen fel az analizis soran a
mutaciot nem hordozé génvaltozattal (E®) szemben. Az alibbi, a modszer érzékenységét
befolyasolo koriilményt vizsgaltuk: a PCR termék mérete; a futtatasi hOmérséklet; a gélmatrix

akrilamid és bisz-akrilamid koncentracidjanak hatdsa; adalékanyag (glicerin) alkalmazasa.

Az optimalis futtatdsi hdmérséklet megéllapitasa érdekében az elektroforézist 10 és
22°C 4allando hdmérsékleten is elvégeztiik. A szobahdmérsékleten végzett futtatds altalanosan
javitotta az egyszalli konformerek stabilitdsat, ami a DNS savok élességében mutatkozott

meg.
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Az adalékanyag glicerin hatdsara javult a lassabb mobilitasu konformerek stabilitasa,
¢les savokat kaptunk szemben a glicerint nem tartalmaz6 géllel. Mig a két eltér6 DNS
konformer egymashoz viszonyitott mobilitasat nem befolyasolta Iényegesen a 2,5% (v/v)-ban

hasznalt glicerin, addig az 5% (v/v)-ban alkalmazott koncentracio jelentdsen csokkentette azt.

Megvizsgaltuk a PCR termék méretének a kimutatas érzékenységére gyakorolt hatasat.
Ennek soran két, méretben eltéré (408 és 448 bp) PCR terméket hasznaltunk. A 40 bp-al
rovidebb termékek genotipustol fliggetleniil nagyobb utat tettek meg a gélben, valamint a két
DNS konformacio kozt nagyobb mobilitas kiilonbség alakult ki, ami ndvelte a felbontast. A
termékméret csokkentése nem alakitott ki egyedi savmintazatot az E'; E? és ,,e” valtozatok

esetében.

A poliakrilamid gél 6sszetételének modositasakor azt tapasztaltuk, hogy a keresztkotd
N,N’-metilénbiszakrilamid mennyiségének csokkentése javitotta az elvalasztas hatékonysagat
az altal, hogy eldsegitette a kiilonb6zd génvaltozatok mobilitds kiilonbségébdl adodd egyedi

savmintazat kialakitasat.

Megvizsgaltuk, hogy a puffer koncentracidé milyen hatast gyakorol az elvalasztas
hatékonysagra ¢és megallapitottuk, hogy a normdl ionerdsségii TBE puffer alkalmazéasa
¢letlen, elmosddott savokat eredményez, az MCIR génvaltozatok kimutatisara

alkalmatlannak bizonyult.

29

Az optimalizalt paraméterek alkalmazasa ellenére az E° és ,,e” génvaltozatok
elkiilonitése eredménytelennek bizonyult. Amennyiben a javaslatunkban leirt médon sikertil
megkiilonboztetni mind az 6t génvaltozatot, akkor az MCIR génvaltozatok kimutatasan
alapuld6 PCR-SSCP modszer egy egyszerii, és koltséghatékony eljarast jelenthetne a

szarvasmarha termékek fajta szerinti eredetazonositdsaban.
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FUGGELEK

1. fiiggelék:

A szarvasmarha (Bos taurus) MCIR gén referencia szekvenciaja (E° genotipus). NCBI azonosito:
NM_174108.2. Kodold6 DNS szekvencia: 284-1237. A kodolo régidban bekovetkezett mutaciokat (296. T/C
tranzicio; 310. G delécio; 650. 12 bp duplikacio és 667. C/T tranzicid) pirossal jeldltik.

301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

ccagaggcgyg
ggcccccaac
cagcctgggg
ccgcaacctg
ggtgagcgtc
ggccacccag
atccatggtg
cttctacgcc
ggccatctgg
ggtcatcctg
ctacgtccac
gaggcagcge
gctgggcgtc
ctgcccccag
catcatttgc

gaagacgctc

ctgctgggtt
cggacggggc
ctggtgagtc
cactccccca
agcaacgtgc
gcggccgtgg
tccagcctcet
ctgcggtacc
gtggccagca
ctgtgcctcg
atgctggccc
cccattcatc
ttcttectet
caccccacct
aacgccattg

caagaggtgc

cccttaactg
cccagtgcct
tcgtggagaa
tgtactactt
tggagacggc
tgcagcagct
gcttcctggg
acagtgttgt
tcctcaccag
ttggcctctt
gggcctgcca
agggctttgg
gctggggccce
gtggctgcat
tggaccccct

tgcagtgctc

cacgccccca
ggaggtgtcc
cgtgctggta
tatctgctgc
agtcatgclg
ggacaatgtc
tgccattgct
gacactgccc
cctgctcttce
catagctatg

atgcctg
gccaccctcce
atccctgacg
gtggctgcca
ctggctgtgt
ctgctggagg
atcgacgtgce
gtggaccgct
cgagcgtgga
atcacctact

ctggccctga

- N - -

cctcaagggc
cttcttcctg
cttcaagaac

catctatgcc

ctggtga

gctgccaacc
cacctctcgce
ttcaacctct

ttccgcagcece

cacttggctc
ccttcaccct
ggctctttct
ttgccaagaa
ctgacttgct
cclgtgtcct
tcatctgcgg
acatctccat
ggatcattgc
acaaccacaa
tggccgtcct
ggctccagaa
tcaccatcct
tcatcgtcct
tcctggecect
aggagctccg
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2. fiiggelék:

A PCR-SSCP kisérletek soran hasznalt kontroll mintak elektroferogramjai. A mutaciokat

nyilak jelolik
Y ! T/C

l

EP/ E® genotipus

140 150 180
CA GCAACGTGCTGGAGACGGCAGTCATGTGCOCOG

120

e/e genotipus -G

170 180 190 200

6.6 AG G C € G TG T L TG GG CALC CC€C A GG € GG C C G
, CIT

E'/ E' genotipus l

510 520 530 540

CCAGEATGEGBCLCECECGE G666 CATTGE CTFT-6 GE€ETCCECALCG

E2/ E2 genotipus 12 bazispar beékelodése

N

~
Cd

510 520 530 540
CCAGCATGLCCCGGGG CATTGEEECGGGGECATT

E®/ E® genotipus

510 520 530 540
G:C AT GHTC CG 6 6L ATT G ELCEC BGC T CGC-AG A AG
]
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