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Bevezetés

A hypophysis adenilét ciklaz aktivalo peptidet (PACAP) Miyata és munkatarsai 1989-ben juh
hypothalamusbol izolaltak elészor.Vizsgalataik soran észrevettek, hogy ez a peptid az adenilat
ciklaz aktivitasat erélyesen stimulalta. Két formajat irtak le (PACAP27 és PACAP38), melyek
a szekretin/glikagon/vazoaktiv intesztinalis peptid csalad tagjai kozé tartoznak(Miyata et al.,
1989).

A PACAP egy multifunkcids polipeptid, mely szdmos szervben megtalalhatd. Szerkezete
evoldciosan konzervalt a gerincesekben, amely a peptid fontos élettani szerepére utal.

Az értékmérd tulajdonsagokat befolyasold molekularis faktorok egy sor jelentdséggel birnak.
Az dllati termék-eléallitas hatékonysagat befolyasolhatjadk olyan fehérjék, peptidek
azonositasa, melyek példaul a tej- illetve huastermelésben, vagy az éallat fenotipusos
tulajdonsagaiban szerepet jatszanak.

A mai vilagban a névekvé népesség miatt rohamos litemben n6 az allati tej-és hisfogyasztas.
Ezeknek az igényeknek kielégitésére a gazdasagok célja, hogy egyre tobb tejet és hust
allitsanak el6. A molekularis bioldgia fejlodésével egyre tobb tanulmany foglalkozik olyan
genetikai polimorfizmusok kimutatasaval, melyek pozitiv hatdssal birnak a szarvasmarha
értekmérd tulajdonsagaira

Radioimmunoesszés (RIA) vizsgalat soran kidertlt, hogy a PACAP magas koncentracidban
van jelen a kérddzo allatok tejében, ezaltal szerepet jatszhat az Gjsziilott allat szOveteinek
novekedésében es differencidlodasaban. Receptora (PAC1-R) megtalalhatdo a tégyben, igy
feltételezhet6en a tejmirigyek fejlddésére is hatassal van (Czeglédi et al., 2011).

Eddigi tanulményokban a ginchuan szarvasmarha ADCYAP génjének egy olyan aminosav
cserét okozo variansat irtak le, ami elényds asszociaciot mutat a testsullyal, a testhosszal, a
marmagassaggal, a sziv kerulettel és tomegével (Ruijie et al., 2010).

Egy masik tanulmanyban bizonyitottak, hogy a PACAP38 az agyalapi mirigy ndvekedési
hormon felszabadulasat is szabalyozza. Holstein-friz tindknak intravénédsan injektalva 3
pg/testtomeg kg koncentracio felett kétszeresére emelte a ndvekedési hormon
szérumkoncentraciojat. A PACAP38 a ndvekedési hormont felszabadit6 hormonnal és a
szomatosztatinnal egyutt szabalyozza a plazma novekedési hormon szintjét igy jelentds
hatassal birhat a tejelé szarvasmarha és mas kérddzok tejtermelésére, valamint az Gjszulott

borju fejlodésére egyarant (Radcliff et al., 2001).



1. Témafelvetés.

El6z6 tanulméanyokban leirtak, hogy a ragcsalokban a hypophisis adenilat ciklaz aktivalo
polipetid (PACAP) génje olyan tulajdonsaggal bir, mely szerepet jatszhat az allati termék-
eloallitasban.

Napjainkban még keveset tudunk a PACAP és a receptorat kddold6 ADCYAP illetve
ADCYAPIRI gén polimorfizmusairél ¢és azok értékmérd tulajdonsagokra gyakorolt
lehetséges hatasairol.

Dolgozatunkban a PACAP gén 6t exonjat vizsgalva kerestiink polimorfizmusokat PCR-SSCP
modszerrel. Az 1-es exont két részre, az 5-0s exont pedig 6t részre felosztva vizsgaltuk, a 2-
es, 3-as €s 4-es exont egy-egy egységkent kezeltik.A PCR-SSCP soran a magyar szlrke,
magyar tarka, holstein, charolais, angus, gatacko és busa fajtdkban kerestiink
polimorfizmusokat.

Célunk tovdbba az azonositott polimorfizmusokattobb fajtan, nagyobb &llatlétszamonPCR-

RFLP mddszerrel megvizsgalni.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 A PACAP gén szerkezete és elofordulasa a szervezetben

A hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptidet (PACAP) Miyata és munkatarsai izolaltak
1989-ben birka hypothalamusbdl. Vizsgalataik soran azt vették észre, hogy ez a peptid az
adenilat ciklaz aktivitasat erélyesen stimulalta hypohysis mells6 lebeny sejtjeiben (Miyata et
al.,1989).
A PACAP génje az emberben a 18. kromoszoman, pll-es poziciéban taldlhatd, és 2681
nukleotidbdl &ll.
A szervezetben két, bioldgiailag aktiv formaban fordul elé:

e PACAP-38: 38 aminosavat tartalmazé peptid, kb. 90%-ban fordul el6 a szervezetben.

e PACAP-27: 27 aminosavat tartalmaz, ez a peptid kisebb mennyiségben talalhaté meg

a szervezetben(Uddman et al., 1991).

Szerkezete alapjan a peptid a szekretin-csaladhoz tartozik, legkdzelebbi rokonaval a vasoaktiv
intestinalis polipeptiddel (VIP) 67%-0s szerkezeti hasonldsadgot mutat (Uddman et al., 1991).
A peptidek szekvencidja azonos birkdban, patkanyban és emberben.Az, hogy az
aminosavszekvencia igy konzervalddott az evolucid soran, a peptid fontos élettani szerepére
utal (Kimura et al., 1990).

A PACAP elofordulasa a szervezetben:

Megjelenését és funkciojat tekintve megtalalhatd idegi és nem idegi struktarakban is, tébbek
kdzott az endokrin mirigyekben és a gastrointestinalis tractus teljes hosszaban(Uddman et al.,
1991).

A PACAP a kozponti idegrendszeren belul, a legnagyobb aranyban a hypothalamusban
mutathatd ki. PACAP-immunpozitiv sejteket irtak le a hypothalamus magno- és

parvocellularis rendszerében egyarant. A hypothalamusban talalhaté PACAP-pozitiv



idegsejtek axonjai a hypophysis hatso lebenyében végzddnek, ahol a peptid a portalis
keringésbe Urul. (Koves et al. 1994)

A periférias idegrendszerben a spinalis ganglionok kis érzéidegsejtjei, ill. a vegetativ pre- és
postganglionaris neuronok tartalmaznak PACAP-ot. A PACAP részt vesz a zsigerek
simaizomzatanak és mirigyeinek beidegzésében is. Az agyalapi erek, az agyszoveten beluli
Kisebb artériak, valamint a periférids szervek ereinek falaban is vannak PACAP-pozitiv rostok
(Koves et al., 1993).

A PACAP funkciojat tekintve igen 0sszetett, igy az idegrendszeren kivdl is szamos szervben,
mirigyekben is eléfordul:

A hypothalamus utan a PACAP a herében és a hypophysisben fordul ¢l6 legnagyobb
mennyiségben. A human PACAP gént emberi here cDNS-konyvtarbdl klénoztak, igy
allapitottdk meg a gén nukleotid-szekvenciajat. A hypophysis mells6 lebenyében elsésorban a
gonadotrop-sejtek termelik. A PACAP-immunreaktiv sejtek a hypophysisben legnagyobb
szamban a mellsé lebeny Un. gonadotrop zénajaban vannak. Kettés festést alkalmazva a
PACAP-immunreaktivitas sok esetben LH-, ill. FSH-immunreaktivitassal egyutt mutathatd ki
(Koves et al., 1998).

A PACAP jelen van a pancreas Langerhans-szigetsejtjeiben is, ahol a PAC1-receptoron
keresztiil stimulalja a béta-sejtekbdl a glik6z-fiiggd inzulin felszabadulast.

A PACARP részt vesz az exokrin-mirigyek, példaul a nyalmirigyek és a bélham beidegzésében
is. A pancreasban mind az exokrin-mirigyek, mind a Langerhans-szigetek kortil PACAP-

immunpozitiv rostok figyelhetok meg (Koves et al., 1998).



2.2. PACAP-receptorok a szervezetben

A PACAP hatdsat a szervezetben specifikus receptorok kozvetitik. A receptornak hét
transzmembran domenje van és egy intracellularis G-fehérjét koté domén talalhato rajta. A
receptor szerkezete hasonld mas, a szekretin-csaladba tartozé peptidek receptorahoz: 47%-ban
hasonlit a szekretin, mig 38%-ban a gliikagon-receptorhoz. A jelenlegi hivatalos allaspont
szerint a PACAP-nak harom receptora van, melyek affinitdsa a PACAP-hoz és a VIP-hez
kiilonb6z6 (Harmar et al., 1998).

A PAC1 két-harom nagységrenddel nagyobb affinitst mutat a PACAP-hoz, mint a VIP-hez.
Hat valtozata ismert. Ezek kiilonb6z6 affinitast mutatnak a PACAP-27 és a PACAP-38 irant.
A VPAC1 a PACAP-ot és a VIP-et azonos affinitassal koti. (Nancy et al. 2007) Valojaban a
VPAC1 azonos a klasszikus VIP-receptorral. A VPAC2-receptoron a PACAP a VIP-pel és a
heloderminnel osztozik (Usdin et al., 1994).

A PACAP-receptorok eloszlasa fligg a receptortipusatol. PAC1-receptort lehet kimutatni az
agyban, a gerincvelében, az adenohypophysisben, a mellékvese-velében és a herében. A
VPAC1-receptor a kdzponti idegrendszer mellett megtalalhat6 a tiidében, a majban, a 1épben,
a csecsemOmirigyben, a petefészekben és a gastrointestinalis tractusban is (Gottschall et al.,
1990).

A PACAP-receptor jelatviteli mechanizmusa:

A PACAP-receptorok G-proteinhez kotott hatasmechanizmussal mtikodnek. A PAC1 a Gs-
proteinen keresztiil GTP-dependens adenilat-ciklazt aktival és igy noveli az intracellularis
CAMP-szintet, vagy Gg-proteint aktivalva a foszfolipaz C rendszeren keresztill noveli az
intracellularis Ca**-szintet. Ez torténhet azaltal, hogy az intracellularis raktarakat triti ki IP3
kozvetitésével, ez egy gyors Ca®*-mobilizacié, vagy a sejtmembran csatornai nyilnak meg IP4
és DAG kozvetitésével, amely egy lassubb mechanizmus (Ogi et al., 1993).



2.4. A PACAP szerepe gazdasagi allatfajokban

A szarvasmarha 24. kromoszomajan talalhaté a hypophysis eredetti adenilat-cikldz aktivalo
polipeptidet (PACAP) kodolo gén.

Szarvasmarha esetében a gén 5 exonbdl all. Az exonok mérete: 630, 111, 132, 96, és 1668 bp.
A génrdl két varians irodik at, a varidnsok 176 és 174 aminosavbol épiilnek fel.

A PACAP eddig leirt szerepe igen sokrétii a szarvasmarhaban is, szamos olyan mennyiségi
tulajdonsag kifejezodését befolyasolja kozvetetten, melyek alapjan az allati termék-eldallitas
egyik alapvetd biologiai markereként értékelhetjiik.

A tej kiilonb6z6 bioldgiai aktivitasu fehérjéket és novekedési faktorokat tartalmaz. Ilyenek
példaul a ndvekedési hormon, az inzulin-szerii, az epidermialis és az idegi eredetii novekedési
faktorok, melyek a ndvekedésben és a differencialodasban is szerepet jatszanak. Egyik
bioldgiai marker lehet példaul a PACAP is. A PACAP koncentracidja magasabb a tejben,
mint a plazmaban, feltételezhetden a tejtermelést is serkenti. Radioimmunoesszés (RIA)
vizsgélat soran kider(lt, hogy a PACAP magas koncentracioban van jelen a kér6dz6 allatok
tejében, ezéltal szerepet jatszhat az (jszilott szOveteinek novekedésében és
differencialodasaban. Receptora (PAC1-R) megtalalhato a tégyben, igy feltételezhetden a
tejmirigyek fejlodését is befolyasolja (Czeglédi et al., 2011).

A PACAP in vivo, illetve sejtkultirdban a luteinizadl6 hormonés a ndvekedési hormon
termel6dését is serkenti (Miyata et al., 1989).

A szaporodasban is fontos szerepe van a PACAP-nak, vizsgalatok soran nagy mennyiségben
a herében volt megtalalhatd. A ndstény allatokban pedig a petefészekben és a nemi szervek
simaizomzatanak mtikodésében jatszik szerepet(Shioda et al.,1996).

Holstein-friz tinoknak intravénasan injektalva 3 pg/testtomeg kg koncentracio felett
kétszeresére emelte a ndvekedési hormon szérumkoncentraciojat. A PACAP38 a ndvekedési
hormont felszabaditd hormonnal és a szomatosztatinnal egyiitt regulalja a plazma noévekedési
hormon szintjét igy jelent6s hatdssal birhat a tejeld szarvasmarha és mas kérddzok

tejtermelésére, valamint az Ujszilott borju fejlodésére egyarant (Ruijie et al., 2011).



Tanulményok kimutattadk, hogy a PACAP gén funkciojat tekintve a juhok esetében is sokréti.
A PACAP hat a kdzponti idegrendszerre, stimuldlja a ndévekedési hormon és a dopamin
felszabadulasat.

Masrészt az exokrin mirigyekben is megfigyelheté a PACAP hatasa, fokozza a hasnyalmirigy
termel6dését (Takenori et al., 1997).

Csirkékben is végeztek a PACAP hatasaval kapcsolatos kisérleteket. Ebben a kisérletben a
csirkék viselkedese és a PACAP koncentracid kozti dsszefliggéseit vizsgaltak. Azt figyelték
meg, hogy PACAP-38 kezelés hatdsara a csirkék motorikus viselkedése atmenetileg

megvaltozott, és a tarsadalmi viselkedésiiket jelentdsen csokkentette (Holldsy et al., 2004).



3. Anyagok és modszerek

3.1. A felhasznalt bioinformatikai eszk6zok

A szarvasmarha hypophysis adenilat ciklaz aktivalo peptid(PACAP vagy ADCYAP1) gén
szekvencidjat (1. fuggelék) az Ensembl adatbazisabdl toltéttik le (ENSBTAG00000020650)
(11). A PCR-SSCP soran hasznalt primereket a Primer3web alkalmazas segitségével terveztik

meg (1. tdblazat). A primerek tervezésekor figyelembe vettilk, hogy az SSCP érzékenysége

500 bazispar termékméret felett jelentésen csokken. A primereket ugy terveztik meg, hogy

egy exonon belul a primerek kozt atfedés legyen.

Az 1. tadblazat tartalmazza a tervezett primerek szekvencidjat, tapadasi homérsékletét és a

keletkez6 PCR termékek méretét. A Tm a primer optimalis tapadasi hémérséklete, ezt az

eredményekben bemutatott homérséklet gradiens PCR gélképek alapjan allapitottuk meg.

1. tablazat: A PCR soran alkalmazott primerek

PCR
) termék
Target Megnevezés Primer 5°-3° szekvencia Tm (°C)* )
mérete
(bp)

E1F1 CGCAACAGTGCAACAAAATA 50 240
E1R1 CTGAAGTCCACCGAGAAGAA

PACAP exon 1
E1F2 CTTCTTTCCTTATCACTTCT 50 270
E1R2 CCTTGCCATCCAACTCTTAC
E2 F1 CTCTTTCCCGTCCTCCGCAG

PACAP exon 2 57 151
E2R1 CTCGGGCGACTAGCACCTAC
E3F1 CCCTCTGGCTACCCGTGCAG

PACAP exon 3 62 170
E3R1 CCAGGCTGCACGGCGGTAC
E4F1 GCACTTTGCCTCCCTGTTAG

PACAP exon 4 62 137
E4R1 TCTTATGCAAACTCTTACCCC

PACAP exon 5 E5F1 CGACCCCTCTCCTTGCAG 68 391

10




E5R1 GCATTCTCTAGTGCTTCGT

ES F2 CCTGTGTTCTGTCCCACATG

E5 R2 GCCCTAGAGACTCCCTGGGA * 4
ESF3 GATTGCTGAAGGTCTGTCTT

E5R3 TTGCCCTAACCTTGGGATA o4 339
E5 F4 TGTACTTCCAGGGACCCCAG

E5 R4 ACAGTGCGAGAAGGTGGGAA o8 38
E5F5 TTTCCTGAAGACTCCTCT

E5R5 GTACTCATACATATGAAGAT > 303

A PACAP gén 6t exonjat tiz szakaszra osztottuk fel:

Az 1. exont két részre osztottuk fel, egy 340 bp és egy 370 bp méretii PCR terméket

kaptunk.

A 2-es exont egy egységként kezeltiik, és egy 151 bp méretii PCR termék keletkezett

3-as exont egy primerparral fedtik le, és a PCR termék méret 170 bp lett

a 4-es exont is egy primerparral fedtiik le, és egy 137 bp méretii PCR terméket kaptuk

az 5-06s exont 6t részre osztottuk fel, a PCR termékek mérete: 391 bp, 473 bp, 339 bp,
358 bp és 363 bp méretii lett.

11




3.2. A szarvasmarhakbdl szarmazo mintak

Szarvasmarhabol izolalt DNS rendelkezésilinkre allt, illetve vérbél izolaltunk DNS-t magyar

szlirke, magyar tarka, holstein-friz, charolais, angus, gatacko és busafajtakbol.

Vérbol DNS izolalas:

1.

o B~ D

Eppendorf csébe 500 pl vérmosé oldatot (pH: 7,6) métriink, majd a vérmintabol 50 pl-
t adtunk hozza.

Vortexeltik 30 masodpercen keresztiil.

Centrifugaltuk: 12000 rpm fordplaton, 2 percig.

Felliluszot leontottiik egy féz6poharba.

1-4. lépéseket kétszer megismeételtik, viszont 50 pl vérmintdt mar nem adunk az
elegyhez.

Széritas papirtorlre forditva a csdveket, ligyelve arra, hogy a kicsopogd folyadék ne
elegyedjen egymassal.

Minden mintahoz 100 pl lizis puffer és 4 ul protedz hozzéadéasa.

Inkubécid: 37 °C-on 1 6réan at, majd az enzim inaktivécidja: 95 °C-on 10 percig.

Koncentracié mérése NanoDrop 1000 készilékkel, majd tarolas: -20 °C-on.

DNS minték:

1.

PCR-SSCP mddszer soran felhasznalt DNS mintak: az alabbi fajtakbol 5 egyed
vizsgalatat végeztik el: magyar sziirke, magyar tarka, red angus, és holstein-friz. A
gatacko, busa, charolais és abeerden angus fajtak esetében pedig 4 egyeddel végeztik
el a vizsgalatot.

PCR-RFLP (1. exon) modszer: 14 egyedet vizsgaltunk az alabbi fajtakbol: magyar
szlirke, magyar tarka, holstein-friz, charolais, angus. A gatacko és busa fajtak esetében
17 egyedet vizsgaltunk.

PCR-RFLP (5. exon) modszer: 12 egyedet vizsgaltunk az alabbi fajtakbol:magyar

szurke, magyar tarka, holstein-friz, charolais, angus

12



3.3. A polimeraz lancreakcié optimalizalasa

A megfelel6 primer tapadas hémérséklet megallapitdsahozhOmérséklet gradiens PCR
programot alkalmaztunk a rendelkezésiinkre &ll6 Biorad DNA Engine® Thermal Cycler
hasznalataval (2. és 3. tablazat). Az optimalis primer tapadas hOmérsékletet 1. képen

bemutatott hémérséklet gradiens PCR gélképek alapjan hataroztuk meg.

2. tablazat: a hdmérséklet gradiens PCR-hoz hasznalt reakcidelegy dsszetétele

Osszetevo Végkoncentracio

10X DreamTaq® puffer (Thermo Scientific) 1X

dNTP mix (Fermentas) 200 uM

MgCl, oldat(Promega) 4 mM

Forward primer (Sigma) 0,15 uM

Reverse primer (Sigma) 0,15 uM
DreamTaq® DNS polimeraz (Thermo Scientific) 05U

DNS 10 ng

3. tablazat: a hdmérséklet gradiens PCR koriilményei

Szakasz Hoémérséklet (°C) | Idétartam (perc) Ciklusszam
Kezdeti denaturacio 95 2 1
Denaturacio 95 0,5
Primer tapadas 57-69 0,5 35
Lanchosszabbitas 72 1
Végs6 lanchosszabbitas 72 5 1

A megfeleld primer tapadas homérséklet kivalasztasahoz homérséklet gradiens PCR
programot alkalmaztunk (3. tablazat), DNA Engine® Thermal Cycler (Biorad) segitsegével.

A hémérséklet gradiens PCR sordn alkalmazott hdmérsékleteket a 4. tdblazat tartalmazza.

4. tablazat: hdmérséklet gradiens PCR homérsékletei:

°C | 57 58,1 59 60,4 | 62,2 | 642 | 68,1 69
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3.4. Agardz gélelektroforézis

A felszaporitott PCR termékeket az alabbi 0sszetételii agaroz gélben valasztottuk el:
o 2% (m/v) agaroz (SeaKem® LE agar6z, Lonza)
e 1Xtris-ecetsav-EDTA puffer (AccuGENE™ 50X TAE puffer, Lonza)
e 1X DNS festék (GelRed™ 10000X, Biotium).

Az elektroforézishez Wide Mini-Sub® Cell GT (Biorad) késziléket hasznaltuk, erre
PowerPac™ Basic (Biorad) tapegységgel 10 V/cm allandé fesziiltséget kapcsoltunk 60 percig.
A kapott DNS mintazatokat UV fény segitségével tettik lathatova (UVIpro Silver), és
szamitdgeép segitségével dokumentaltuk. Az agaréz gélelektroforézis eredményei az 1. képen
lathatoak.

3.5. Egyszalu konformécid polimorfizmus (SSCP) vizsgalat

A modszer elve a kovetkezd: a polimerdz lancreakcid segitségével szelektivenfelszaporitott
duplaszali DNS molekulakat magas hémérsékleten (90-97 °C  kozott)denaturald szer
(formamid) jelenlétébenegyszalusitjuk. A nem denaturald gélelektroforézis soranaz egyszald
DNS molekula intramolekuléris hidrogénhidak kialakuldsa kozbenharomdimenzids
szerkezetet (konforméciot) vesz fel. A kialakuld szerkezet az egyszali DNShosszatol és
bazissorrendjétél egyarant fligg, mivel a DNS molekuldt két, egymast kiegészitd,de
szekvencidjaban eltérd szal épiti fel, ezért mindkét szal eltérd konformaciot vesz fel. Ha aPCR
termékek egy része mutaciot tartalmaz (heterozigdta minta), négy kiilonb6zo egyszala DNS
johet 1étre denaturacid utan, amik ezt kovetden négy kiillonb6zd konforméaciot vehetnek fel. A
kialakultkonformerek haromdimenzios szerkezete méretben és alakban is eltérhet, emiatt
kiilonbozosebességgel vandorolhatnak a poliakrilamid gélben (Orita et. al., 1989).

A modszer eldnye, hogy specidlismiiszert és vegyszereket nem igényel, valamint egyszeriien
kivitelezhetd.

Hétranya, hogy nemad felvilagositast a mutdcié pontos helyérél, csupan a jelenlétérol.
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5 tablazat: az SSCP vizsgélat sordn hasznalt poliakrilamid gél 6sszetétele

Poliakrilamid gél Térfogat Végkoncentracio
40% (m/v) 49:1 akrilamid:bisz-akrilamid aranyu oldat
. 20 ml 10 T% 2 C% (49:1)
(Sigma)
5X TBE
(445 mM tris-bérsav, 10 mM EDTA, pH: 8.3; Sigma) 9,6 ml 0,6 X
glicerin (Sigma) 4ml 5% (vIv)
10%-0s
ammonium-perszulfat oldat (Sigma) 800 ul 0,1% (v/v)
TEMED (N,N,N’,N'-tetrametil-etiléndiamin; Sigma)
80 ul 0,1% (viv)
ddH,0O kiegészités 80 ml-re

A PCR termékek egyszalusitasa formamid oldattal

A 9 ul formamid tartalmu toltéoldathoz (95% (v/v) formamid (Sigma), 5% (v/v) brémfenol
kék/xilén cianol (Sigma)) 1 ul PCR terméket adtunk. Az elegyet 95 °C-on 5 percig
denaturdltuk (egyszalUsitas), majd azonnal jégre helyeztik. A formamid és az alacsony
hémérséklet megakadalyozza a komplementer szalak Osszekapcsolodéasat. A poliakrilamid
gélelektroforézist a PROTEAN® 11 xi Cell (Biorad) elektroforézis késziilékkel végeztik. Az
elektroforézis alland6 homérsékletét, a folyadék keringtetdé termosztat biztositotta (VWR
1160S). A 160x200x0,75 mm formatumu poliakrilamid gélre PowerPac™ Universal (Biorad)
tapegység segitségével minden esetben 20V/cm allandé fesziltséget kapcsoltunk.Az
elektroforézis id6tartama az E2 F1-R1; E3 F1-R1 és az E4 F1-R1lprimerpéarok altal kijel6lt
termék eseten 5 Ora az E1 F1-R1; E1 F2-R2; E5 F1-R1; E5 F2-R2; E5 F3-R3; E5 F4-R4; E5
F5-R5 esetén 10 ora volt.

A poliakrilamidgélelektroforézist kovetéen a DNS savokat eziistfestéssel tettiik lathatova,
mivel az interkalalédo festékek az egyszali DNS-t nem festik(Benbouza et al., 2006). A

madszer érzékenysége: 1 pg DNS/mm?.
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Az ezustfestes lépései:

1. Fixalas: 10%(v/v) etanol (VWR), 0,5%(v/v) ecetsav (Sigma)
Az 500 ml végtérfogatu fixalo oldat tartalma: 50 ml abszolut etanol, 2,5 ml ecetsav,
Kiegészitjuk 500 ml-re desztillalt vizzel. A gélt 5 percig razogépen, a fixald oldatban tartottuk,
majd desztillalt vizzel mostuk.

2. Festés: 0,15%(m/v) AgNOs3 (Sigma), 750 pl 37%(v/v)-os formaldehid (Sigma)
Az 500 ml végtérfogatu fest6oldat tartalma: 75 ml 1% (m/v)-0s AgNO; oldat, 750 pl
37%(v/v) formaldehid, kiegészitettiik 500 ml-re desztillalt vizzel. A gélt 7 percig raz6gépen, a
festd oldatban tartottuk, majd 500 ml desztillalt vizzel 15 masodpercig mostuk.

3. Elo6hivas: 1,5%(v/v) NaOH (VWR), 1,2 ml 37%(v/v)-os formaldehid (Sigma)
A 600 ml végtérfogati el6hivo oldat tartalma: 60 ml 15%-0s NaOH oldat, 1,2 ml 37%(v/v)
formaldehid, kiegészitettiik 600 ml-re desztillalt vizzel. 100 ml el6hivo oldatot Ontéttiink a
gélre, a kicsapodott eziistdt tartalmazd oldatot ledntottik. A gélt 3-5 percig razogépen, az
eléhivo oldatban tartottuk, amig a DNS savok kontrasztjat a hattérhez képest mar
megfeleldnek itéltiik.

4. Ledllitas: 10%(v/v) abszoldt etanol (VWR), 0,5%(v/Vv) ecetsav (Sigma)
Az 500 ml végtérfogatu fixald oldat tartalma: 50 ml abszolit etanol, 2,5 ml ecetsav,
Kiegészitettik 500 ml-re desztillalt vizzel. A gélt 2 percig razégépen, a leéllitd oldatban
tartottuk.

A leallitast kovetden a géleket lapolvaso és szamitogép segitségével dokumentaltuk.

3.6. PCR termék tisztitasa

A DNS szekvenaldshoz a PCR termekeket tisztitani kell, mivel a PCR reakcidelegyben
maradt dNTP-k és a primerek megzavarhatjak a szekvenalasi reakciot.
A tisztitast a PCR Advanced PCR Clean Up™ (Viogene) kittel végeztiik a gyart6 utasitasai

szerint. A tisztitott PCR termékeket agar6z gélelektroforézis segitségével ellendriztiik, a

=z 7
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minték szekvenaldsat a Eurofins MWG Operon végezte.

3.7. PCR-RFLP vizsgalat

PCR-RFLP vizsgalat soran az 1. és az 5. exonban 1évd polimorfizmust vizsgaltuk a

szarvasmarha fajtakban. A mintakban 1év6 altalunk hasznalt DNS szakaszt PCR-reakcio soran

felsokszoroztuk (6. és 7. tdblazat), majd agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik.

A PCR termékeket ezutan a kiilonbozd exonok vizsgéalatdhoz megfeleld restrikcios

endonukleazzal emésztettik. Agaroz gélelektroforézissel tettiik lathatdva az eredményeket.

6. tablazat: A PCR reakci6 soran dsszedllitott elegy 6sszetétele

Osszetevé Végkoncentracio
10x Dream Taq puffer 1X

dNTP 200uM

MgCl, 4mM

R primer (PACAP_E5R1) 0,15 uM

F primer (PACAP_E5F1) 0,15 uM

Dream Tag polimer 0,05 U/l

DNS templat 0,5 ng/ ul

7. tablazat: PCR reakcio lepései

Lépések sorrendje Hémérséklet Idétartam (perc:masodperc)
1 95 °C 1:30

2 95 °C 0:30

3 63 °C 0:30

4. 72 °C 0:30

5 72 °C 5:00

6 20 °C 00
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A felszaporitott PCR termekeket agardz gélben valasztottuk el, melynek az dsszetetele:
e 1% (m/v) agaroz (SeaKem® LE agardz, Lonza)
e 1Xtris-ecetsav-EDTA puffer (AccuGENE™ 50X TAE puffer, Lonza)
e X DNS festék (GelRed™ 10000X, Biotium)

Az elektroforézishez Wide Mini-Sube Cell GT (Biorad) késziiléket hasznaltunk, erre PowerPac™
Basic (Biorad) tapegyseggel 10 V/cm éllandd fesziltséget kapcsoltunk 60 percig. A kapott DNS
mintazatokat UV fény segitségével tettik lathatova (UVIpro Silver), és szamitdgép segitségével

dokumentaltuk.

A szarvasmarha mintak restrikcids emésztése az 1. exon esetében:

SSpl hasit6 helye (mutansban hasit, ,,vad”-ban nem):

5 . AATATT...3
IOTTATAA. S

Az emésztéshez felhasznalt anyagok az 1. exon esetében:
e Sspl. restrikcios enzim
o G puffer
e desztillalt viz
e PCR termék
A mintakat 0sszedllitva emésztettiik a DNS-t 37°C-on 3 dran keresztil, melyet denaturald

Iépés kdvetett 65°C-on 20 percen &t PCR gépben.

A szarvasmarha mintak restrikciés emésztése az 5. exon esetében:
A Tsel.enzim hasitohelye:

5 ..GCWGC...3
3. CGWCG...5

Az emésztéshez felhasznalt anyagok az 5. exon esetében:
e Tsel. restrikcios enzim
e CutSmart puffer
e desztillalt viz
e PCR termék (PACAP 5. exon els6 391 bp)

Ezt kdvetden agardz gélelektroforézissel ellendriztiik az emésztést.
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4. Eredmények és azok éertékelese

4.1.PCR-SSCP modszer

4.1.1. A hémérséklet gradiens PCR optimalizacioja

1. kép: ahdmérsékletgradiens PCRagar6z gélképei:

2.3.4.5.6.7.8.1.23.4.5.6. 7. 8.

El F2-R2

E2 F1-R1 E3 F1-R1

RG-SR 1:-2. 3 4.5 6-7-5.28
500bp

' 250 bp
e - . 171 bp

(b). )
E4 F1-R1

1. 2.3.4.5.6. 1.8.
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ES F1-R1 ES F2-R2 E5 F3-R3

E5 F3-R3 ES F4-R4 ES F5-R5
e e
L.

4. 5. 6. 7. 8123.4.5.6.7.81.2. 3. 4. 5 6.

s KRS
L e e e e e SR e % 358bp

L.: GeneRuler™ 50 bp DNS létra (Thermo Scientific)

Az 1. az, b, ¢, d, e, f képeken a homérseklet gradiens PCR agaroz gélelektroforézis képei
lathatdak. A primer tapadasi homérsekletnél azt a hdmérsékletet vettiik figyelembe, ahol a sav

er6sen lathato és melléktermék nem keletkezett.
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A 9. tablazatban ismertetett homérsékletek koziil valasztottuk ki a megfeleld primer tapadasi
hémérsékletet az exonokban:
e az l. exont két primerparral fedtiik le, és mindkét primerpar tapadasi hdmérséklete 60
C° lett
e a2.exon esetében 57 C° volt az idealis
e a3és4. exon esetében a 62 C°-ot valasztottuk

e az 5. exont 5 primerparral fedtiik le, és az alabbi primer tapadasi homérsékleteket

vélasztottuk: 68 C°, 69 C°, 64 C°, 68 C°,57 C°.

4.1.2. SSCP mddszerrel kimutatott polimorfizmusok

PCR-SSCP modszer sordn felhasznalt DNS minték: az alabbi fajtakbol 5 egyed vizsgalatat
végeztik el: magyar sziirke, magyar tarka, red angus, és holstein-friz. A gatacko, busa,
charolais és abeerden angus fajtak esetében pedig 4 egyeddel végeztik el.

A PCR-SSCP sorén az 5 exont 10 szakaszra osztottuk fel. A PCR-SSCP modszer a PACAP
gén 1. és 4. exonjaban 1-1 polimorfizmust mutatott ki. A kiilonb6z6é polimorfizmusok altal
1étrehozott egyes egyszali DNS konformerek eltéré mobilitassal vandorolnak a poliakrilamid
gélelektroforézis soran. A mddszer nem ad informaciét a polimorfizmus pontos helyérdl,
csupan a jelenlétér6l. A polimorfizmusok tipusanak (tranzicio, transzverzio, inzercio, delécid)

és pontos poziciojanak megallapitdsdhoz a mintdk DNS szekvenalasara volt sziikség.
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2. kep: a PACAP gén 1. exonjaban PCR-SSCP modszerrel kimutatott polimorfizmus és az
altala létrehozott elméleti genotipus

A 2. képen lathatoa kiilonbozé konformaciovaltozasok az AA és BB homozigota, illetve az
AB heterozigdta esetén. A polimorfizmus hatasara az egyszali DNS konformerek eltérd
mobilitassal vandorolnak a poliakrilamid gélelektroforézis soran, ezért kiilonboztethetoek

meg a genotipusok egymastol.

3.kép:a PACAP gén a 4. exonjdban PCR-SSCP modszerrel kimutatott polimorfizmus és az
altala létrehozott elméleti genotipus
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A mintak szekvenalasat kovetéen az 1. exonban a602_603insTpolimorfizmust kaptuk
eredményul.

AA genotipus esetén nem volt jelen, mig a BB genotipus esetén megjelent ez a
polimorfizmus.

4. kép: az 1.exon szekvendlas eredménye AA genotipus esetében
AA

5
-
- -

0 2] 300
TTTTAAGTACAGAATAT TTTGTTGCACTG T T

Mg Al

Az 5. képen a piros nyil jel6li a 602_603insT SNP-t. Mivel a polimorfizmus az 1. exon elején
talalhatd, a forward szalon a szekvenalas nem adott eredményt, dea reverz szalon kimutathatd

volt a polimorfizmus. Ez esetben az adenin helyett timin inzerciérél beszélhetink (A-T).

5. kép: a BB genotipusu homozigdta minta szekvenogramja
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A 4. exon esetében a vizsgalt mintaknal azonos volt a DNS szekvencia, nem volt jelen

polimorfizmus. Ugyanaz a genotipus kiillonbz6 konformereket eredményezett.

4.2. PCR-RFLP vizsgélat

4.2.1.A602_603insTpolimorfizmus RFLP vizsgélata

A 602_603insT polimorfizmus hatasara egy Uj restrikcids hasitd hely jelent meg a génben,
mely az Sspl restrikcids endonukledzzal emészthetd, ami a 865 bp méretli PCR terméket egy

545 bp méretiire és egy 320 bp méretiire hasitja.

4. kép: Restrikcios emésztés utan elvégzett agardz gélkép

L:
e etem e

= I P
500 bp->
ﬁnn__

250 bp->
-—

A 4. képen a kiilonboz6 szarvasmarha fajtakbol izolalt DNS mintak PCR-RFLP mddszerrel
megemeésztett mintak lathatdak.

Az L. poziciéban GeneRulerTM 1000 bp DNS létra (Thermo Scientific) lathato.

Az emésztést kovetden a homozigota mutansokban a 865 bp-os terméket az enzim egy 545 bp
¢s 320 bp méretli fragmentekre hasitja. Heterozigéta mintdknalemésztett 545 és 320 bp
méretli fragment keletkezett, illetve egy emésztetlen 865 bp termék is megjelent, mig a vad

tipus esetén egy emésztetlen 865 bp méretli termék jelent meg.
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PCR-RFLP vizsgéalat soran az al&bbi eredményeket kaptuk az 1. exon esetében:
e Magyar szirke: 11 db homozigdta muténs, 3 db heterozigbta muténs
e Magyar tarka: 7 db homozigo6ta mutans, 6 db heterozigdta mutans és 1 db vad tipus
e Charolais: 8 db homozigdta mutans, 4 db heterozigota mutans és 2 db vad tipus
¢ Holstein-friz: 6db homozigdta mutans
e Angus: 8 db homozig6ta mutéans, 1 db heterozigéta mutans
e Gatacko: 18 db heterozigdta mutans
e Busa: 12 db homozig6ta muténs, 3 db heterozigdta mutans és 2 db vad tipus jelent

meg.

4.2.1. A G3909A polimorfizmus vizsgalata PCR-RFLP modszerrel

5. kep: A G3909A polimorfizmus
vizsgalata

=

2. 3. 4 5 6.7 8 9 10.11.12.13.14. 15. 16.17.

T N G a—"mm— — — T— q— "——

AL

L
=
—
=

Az 5. képen a PCR-RFLP reakci6 utan elvégzett agar6z gélkép lathatd. Az L-pozicidban egy
50 bp-os DNS létra talalhato, az 1. és 17. helyenpozitiv kontroll minta, ami nem volt
enzimmel kezelve. A 2-4. pozicioban magyar szurke, az 5-7. pozicioban magyar tarka, 8-10.
pozicidban holstein, 11-13. pozicidban charolais és a 14-16. pozicioban pedig angus mintak
talalhatdak.
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A felszaporitott 391 bp-os szakaszt a Tsel. enzim a mutacio jelenlétében 251 és 140 bp-os
fragmentekre vagja, mig a mutéacié hianyaban 33, 107 és 251 bp-os fragmentekre hasitja.

Az emésztést kovetden agardz gélen elvalasztott savok esetében a mutacio nélkiili fragmentek
jelentek meg, vagyis a kivalasztott 5 fajta esetén, nem rokon egyedeket vizsgalva, minden
fajtdbdl 12 egyedet véletlenszeriien kivalasztva, nem lehetett kimutatni a polimorfizmus

jelenlétét.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Kisérleteink soran el6szor homérséklet gradiens PCR sordn megallapitottuk a primer
tapadasanak legoptimalisabb homérsékletét. Itt azt vettiik figyelembe, hogy a gélképen 1évo

sav jol lathatd legyen és melléktermeék ne jelenjen meg.

A PCR reakcié utan SSCP mddszerrel kerestiink polimorfizmusokat a PACAP gén o6t
exonjaban. Eredményeink alapjan az 1-es €s 4. exonban volt kimutathaté polimorfizmus.
Mivel az SSCP modszer a mutécid pontos helyét nem adja meg, ezért a PCR termék tisztitasa

utan a terméket szekvenaltattuk.
A DNS szekvenélas eredménye egy polimorfizmust mutatott Ki:

e Az 1. -exonban el6zéleg PCR-SSCP  modszerrel meghatarozott

602_603insTpolimorfizmus.

e a 4. exonban nem volt jelen polimorfizmus, mivel a szekvencia azonos volt
minden vizsgalt mintdban, az SSCP modszer sordn csak a konformerek

elkulonultek. Ugyanaz a genotipus kiilonbdzé konformereket eredményezett.

Az 5. exonban Kkimutatott SNP mar elézbéleg ismert tanulmanyokbol a G3909A

polimorfizmus.

Tovébbi célunk volt még, hogy az 1-es és 5-6s exonban 1év6 mutacidkat PCR-RFLP
maodszerrel az alabbi szarvasmarha fajtdkban azonositsuk: magyar szlrke, magyar tarka,

holstein, charolais, angus, gatacko és busa.

A602_603insT polimorfizmus hatasara egy Uj restrikcios hasitd hely jelent meg a génben,
mely az Sspl restrikcios endonukledzzal emésztheté. Az emésztést kdvetden a homozigota
muténsokban a 865 bp-os terméket az enzim egy 545 bp és 320 bp méretli fragmentekre
hasitja. Heterozigota mintaknalemésztett 545 ¢és 320 bp méretli fragment keletkezett, illetve
egy emesztetlen 865 bp termék is megjelent, mig a vad tipus esetén egy emesztetlen 865 bp

méretll termék jelent meg.
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Az 5. exonban kimutatott G3909A polimorfizmus a Tsel. restrikciés endonukleédzzal
Kimutathat6. A mutéacio jelenlétében 251 és 140 bp-os fragmentekre vagja, mig a mutécio
hianyaban 33, 107 és 251 bp-os fragmentekre hasitja. Az emésztést kovetéen agardz gélen
elvalasztott savok esetében a mutacid nélkuli fragmentek jelentek meg, vagyis a kivalasztott 5
fajta esetén, nem rokon egyedeket vizsgalva, minden fajtabol 12 egyedet véletlenszeriien
kivalasztva, nem lehetett kimutatni a polimorfizmus jelenlétét.
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Osszefoglalas

A mai vilagban a novekvé népesség miatt rohamos litemben né az éllati tej-és husfogyasztas.
Ezen igények kielégitéséhez novelni kell az eldallitott hiis és tej mennyiségét. A molekuléris
biologia fejlédésével egyre tobb tanulmany foglalkozik olyan genetikai polimorfizmusok
kimutatasaval, melyek pozitiv hatassal birnak a szarvasmarha értékméré tulajdonségaira

A hypophisis adenilat ciklaz aktivalé peptidet (PACAP) 1989-ben juh hypothalamusbol
izolaltak elészor. Két formdjat irtdk le (PACAP27 és PACAP38), melyek a
szekretin/gliikagon/vasoaktiv intestinalis peptid csalad tagjai kdzé tartoznak.

Eddigi tanulmanyokban a ginchuan szarvasmarha ADCYAP génjének egy olyan aminosav
cserét okoz6 varidnsat irtak le, ami elOnyds asszocidciot mutat a testhosszal, a
marmagassaggal, a testsullyal, a sziv kerulettel és tomegével.

Napjainkban még keveset tudunk a PACAP és a receptorat kddol6 ADCYAP illetve
ADCYAPIR1 gén polimorfizmusair6l ¢és azok értékmérd tulajdonsagokra gyakorolt
lehetséges hatasairol.

Dolgozatunkban a PACAP gén 6t exonjat vizsgalva kerestiink polimorfizmusokat PCR-SSCP
madszerrel. A PCR-SSCP sorén az 6t exont tiz szakaszra osztottuk fel.

Célunk tovabba az volt, hogy az azonositott polimorfizmusokat a magyar sziirke, magyar
tarka, holstein, charolais, angus, gatacko és busa fajtakban PCR-RFLP mddszerrel
megvizsgalni.

Vizsgalataink soran a DNS izoldlds utan PCR reakcidval felsokszoroztuk az A&ltalunk
kivalasztott DNS szakaszt, majd SSCP maodszerrel polimorfizmusokat kerestiink. Az 1-es és
4-es exonban 1-1 konformerek kozotti eltérést detektaltunk. Mivel a polimorfizmus pontos
helyérél az SSCP nem ad felvilagositast, ezért a PCR termék tisztitdsa utdn a mintakat
szekvenaltattuk.

A szekvendlas eredményeképpen egy polimorfizmus volt kimutathato:

Az 602_603insT polimorfizmus mutathatd ki az 1. exonban. A 602_603insThatasara egy Uj
restrikcios hasito hely jelent meg a génben, mely az Sspl restrikcios endonukleazzal
emészthetd.

A 4. exonban nem volt jelen polimorfizmus, mivel a szekvencia azonos volt minden vizsgalt

mintaban, az SSCP méddszer soran csak a konformerek elkiiloniltek.
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Az 5-6s exonban 1évé G3909A polimorfizmust eddigi tanulmanyokban vizsgéltdk, és azt
taldltak, hogy ez az SNP elényds asszociaciot mutat a testhosszal és a tomeggel. Ot
szarvasmarha fajtdban vizsgaltuk RFLP mddszerrel ezt az SNP-t. Az altalunk vizsgalt

fajtakban nem lehetett kimutatni a polimorfizmus jelenlétét.
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FUGGELEK

1. fliggelek

A szarvasmarha (Bos taurus) PACAP (ADCY AP1) gen referencia szekvenciaja. Ensembl

azonositd: ENSBTAG00000020650. Az exonokat pirossal jeloltik.

>chromosome:UMD3.1:24:36113921:36121703:1

TTTCTTTCTAATCTATAACTCTAATCAATTCCACTCAGAGCCAGACTGTCAACCACAGCC
AGACTCATTAGCGATTTACTGAAAATCCTCCAAGATTTCCCTTTAGAAACAAAACGACTT
CCACATTTAATTGTCTATCTAAAAGAACATAGGCAAGAAATTAGGAGATCTAAATTAAAT
TTATTAATAGGAGAGCTTGATGGTGCTTTAATTCCAGAGCCCAGAGCGCTGATTGCTGGG
GCTTGATGAAAAAGCAAAAAGAAAACAAGAGAGACGTAATTAAAAACATTTTTTTTTTTT
TTACCATTCTCAAGATTCTATGAATTCTTTACCCATCCTTGAGAAGTGGGTAAAACTGAA
AACCATCGAGGTAATTAAACTCCTTTAAATTGTACAGTATGAGTGAAAGGTGTTTATGAG
AAGTCGATGACTCCGGATCTTATCCAGGAGGACAGCAGAGGATAGTTAATATGTTCCTTG
AGGGACTAGGATGCTGACGTCTTTTTCTGATACCCGATCATTACGTGACTGAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAGGAAGTCATTCCACGTATAAAAATCGGAGCGCAACAGTGCAACAAAATA
TCTGTACTTAAAAGGCCACAGGCAGACAGATGTTGACAAGAAAGTCTCTTTTGAAACCAC
GTTCGGATAGATTTCTGCTAACTGCCCAGATAAATAGGAGCAGAGGGCTGGTCACCTCTG
TAATAACCACCGGCAGCAGTAGAAGAAACCGCAGCTTCAGACGCAGCCAGAGAGACTTCT
GAGCAGCGAAGGCGCTTGCCTGCTCGAGCTGCCTGGCCGGGCGGCTGACCCAGACGCCGA
CTTCGCTGAGGCCCTCTCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTTTGCTTCTTTCCTTATCACTTCT
TTCTTCTCGGTGGACTTCAGGCCACTTTGTCTCCCACCCACACTCAGCTCGTCGC CCTCCT
CCGTCTTCCTTCTCCATCTCTCCCCTCGCCCCCCTTCTCTCGGTGTCACGCTCCGTCCTA
GTTCCGAGCGTCGTCAAACTTTTGAACAGAATAACAGGACTCAGCAAACAAGTCCTCCAG
CTCCTCCCGCGGCTCCGGCTCGTTCCTGCGGCTCCTGCTCAGACGCTAACGCCAAACGGC
GATGACTCTTGGGTTGTGACTGCAGCGCACAAACTTGGAGAAGCCCTTTGCCCGCCGTCC
TACTTGGCAGCAAACCCTCTCCTGGCAGCGGTAAGAGTTGGATGGCAAGGAGGGAAAAAA
ATCTTACCAAACAACTCACCTGGTTGCTAATTCTTTTGCTGGCTTCGGGGTACGAGTTAG
CTTTTCTGGGCGCCAGCTCTGGCGAGTTACTGGGCACTGGATAGATACAGGCGTATTTTC
TAACTATAACGAGAAGGAAGTGGCGGGGCGAGCCGGCTTGTTGTTAAGCAGGATTCAACC
CTGGGAGTCGGAGGGGAGCTCCGGGCCTCCCCCAGTTCGAGGAGTTTCTAGGGGGTCCGG
GGTGGGGGTGGTGGAAGGCCAGGGGCGTTGGGACTGCTGCGTGATCTCTTTCCCGTCCTG
CGCAGAATGACCATGTGTAGCGGAGCGAGGCTGGCCCTGCTCGTTTACGGGATACTGATG
CACAGCAGCGTCTACGGCTCACCTGCCGCCTCCGGACTCCGGTTCCCGGGGATCAGGTAG
GTGCTAGCCGCCCGAGCGGAGCGGAGGCCGGGACTTGTCGTCCCCCCCGACCCCTCCTCG
CGGTCGCCCTCCTGCGGTTCCTCGGTCCGGCTACTGCCGTCTCCCCATGCGCCCTCACTG
CGCCGCCACCAGCCTGGGTCCGGTCGCCTTTCACTTGGGGGATCTGGGCCGGACTCCTCC
CGGGCTCGGCGCCCCTCCCCCAGCTCGCCACAGCCCCGGGGETCCCGGGTGGAGCGAGLGC
ACCTCGAACCTGCCGAAGAAACCTCCCCTCCCCCAGCCCCTCCCCCGGGGCAGGGLCLCLGaE
ATTCTTAGCTCGACTTCCGAGAACTTTGGCTCCCGCAGCCAGGTTGGGGGGTTGAGAGTG
ATGCTCCCGTGGACTTGGCTTTGTTACGGCTTGTTCTAGGCTATCGGGGCGGGGTCTCCC
CCCCTCTCCCTAGCTCTCCCCATCACCTCAGTTCGAATTCTTTCCACTGGAAGAGCTTTC
TCTCAAGCGATAGGTTTTCCAGTTGCTTTTAGAGTCTTGGGGAGGGGGAGTGCTGGCCGG
GTAGAGTTGAGAAGCGATTTGTGAGAAGGGAAACAAAGATGGGAGGGGGAGACACAGATG
AAACGGATGCAAAGGAGGGAAAGAAAGCCAGCTGGCAGGCAGTACTGGGAGGGTAGCCCT
GCCCACCCCAGGCTGCAGTAACCCTGCCTCTTTTTTTTTCCCCCCTTCTCTTCTCCTCTT
AATTCCTGGTTTCTAATCGGTCGGTGCTGCCCGGGTTCTCCGCCGCAGCCCCAGAGTCCC
GGGCCTGTCAGTGGGCGAGTGGAAGCTCGCAGCGCGGCTCAGCATCCGCGCTCCACGGCG
CACCCGGCTCCGGGAGGCGAGGAGCGCGCGTTCTGCCCGCAAAGCTGCTCCTCCGAGCCG
CGACCAAGAGCGATTTCCTCAGAAGTCGCTGACCACTGATTTGGCCGGAGAGATGGGTTC
TGGCTTCGGTATTAGGATTTCAGCATCTGGGCACGGAGTAGGGGTGGAGGTGCCCAGAAA
GACCTGGAGACTCCGGGCAGCGGGGCCAGGGCTGAGAGGCGCGTCGCCGAGGAAAGGCTG

<1. exon

<2. exon
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GGTGTGGGGCGGGGTCGCTGGTGTGCTTGCCTTGCCCCTACCTCTCCAGGGATGGAGGAA
AGGCGAGGGGAGGAACGAATGTGACGGATCCACTTAAAGAGCGCTACTTGCCTGGGCCGL
TTTCCGAGTCTCTCCAGAGGCAGAAAGCGAGGGGGTTTTGTTTATTCACCCGCCTCTCCC
GTCCTCTATCAGGGATTGAGGCTGTGGGCAAGGGCGACTGGGAGATCTTTGGCTTTCGGT
GCCCTATTGATCCTTTCCCTTTGCCTCGGGGTTGAGACGTTGTCCCGCCGCCCGGCCACC
ACTAGCCGATTAGCGCTAACTGCCGACTTACTGGACTTAAAAGCCCTATTTCACCCCCAG
CTATTTTCAAAGTCCCGTGTGCCTGGTACTTTCTCCGGGCAAGACGCACCGGAGGGCACG
GGCACGCCACGGAATGAGCCGTTGCCAAACAGGCTAAGTTTAGGGGCATCTATTATTCAT
GTTCTTGCCAGATCCTCTCCCGCCCGAAATAGAAGCCGGAGGTTCTCCGTGACCTACATC
TGCGCCGGGAAGGGCTCCCCTGGGCTCGGAGGCTGGGTGGGGGTGGTTGCCCGCCGGACT
CCCCAGCCATCCACCCCCTCTGGCTCCAGGCCTCTCCCCATCCGGTCCTCGGTTGGCCGG
CAGTTCTCTCCCAGGGCCTTTCCCGTCTCCGCCCGCCGCTGCTTGTGCGGGAGGCTCAAG
AGCCAGGCCGGGGGTAGGAGAGGTCCTCCCCGGCGGCCAGGTGTGCGAGGTCGGCAGAGA
CGTCTGGGCTTCCCAGTGCCCGTTGAGGCCGTGGCCCCCGCAGGGCGACCCCTCGLCCCC
GAGAGGAGGGATGGGAATTTCTCTTGGGTGTCGTTTCCTCCTCCTACCCCTGTCCTAGAA
GAGACAGTTCTCCGAGGGGCGCCTTTTGGAAGAAGGAGCATCGTGAGAGCCTCTATGGGT
CTTTGGGTCCTCGCAGAGGCGGGGAAGGACCCTACTGACCACTCCTGCCCTCTGGCTACC
CCTGCAGGCCGGAGAACGAGGTGTACGACGAGGACGGAAACCCGCAGCAGGACTTCTACG
ATTCGGAGTCTCCGGGCGTGGGGAGCCCCGCCTCCGCGCTGCGCGATGCCTACGCGCTCT
ACTACCCCGCGGAGGAAAGGTACCGCCGCGCAGCCGGGCACTGGGAGGGAGAAAGGGGCA
GGGGATGGTTCATCGAGTAGGTGCTTTTTCATAAAAACCCTCCAGTCTTTCTTCTCCCGG
GCTGGTCCCCACGAGAGTGAAAGTTAGGAGCGGGCCGGTTTGTGTGGACAGGAGGGCCGC
ATGGGGACCAAAAGGTCTGCGGCCCAAGGAGCGGCAGTGAGTGCGCGCCCCGGCCGGGTT
CCACACCTGAGGTCCTGGGAGGGCAGGACGAACTCTGGTTCTTGGCACTCACGGGAACAT
CCCAAGAGTTATTCCCTAGTGCCTTCCGGAGGGCTGGGGGGCAAGCGTGACTAGCGGGGG
ACCTGGGGCTGCCACTTGGGCAGTGACCCCCGGGCGCGCACTTTGCCTCCCTGTTAGAGA
TGTCGCCCACGGGATCCTTAATAAGGCCTACCGCAAAGTGCTGGACCAGCCGTCCGCCAG
GAGATACCTGCAGACGCTCATGGCCAAGGGCTTGGGGTAAGAGTTTGCAAAAGAGTTAAT
CGGCGCGTGATGGCGCGCACGCGCGCACGCGCCGCGGCGGGTGTGTGTGCCGGTGCGCAL
TGGGAGGGCGGGGCTGCTTCTACGTCCTTGCGTGCACGTGGGGCCGAGGGTGCGTCTGCG
CTGCAGGGTCTACAGGGCCAGCCCCCTGCCACAGGCTAAGGTTTAGGTACCGTGCCAGAA
GTTTGGCCAGAGAGCTCGGGAATGAGGCGAGGAGGGGAGCGGGCAGGAAAATCGGGATGT
CTGATCCGTTTTGAATAAAAAATAATAATAATAATAAGTGGTCCCCCCTCTCCAGACCAT
CAAAACCTTCAAGTTTCTTGGGACGATTTACTTTTTCTTTCCCCACATTTCTTTCACTGT
TAAATTCAAATCGAAATAAACAAATCCTCAAATTTGGACACCTAAGGAAGCAAACAGTTT
TTGCTCGTGCCAGACAAACCCAAAGCACAGGATTTGCGGGAGCTTCTGTCACCAGAAGGC
AATGTTTTAATAGAGCCCATGGGACACCAGAATACGTTTTCCGCACTGAATAATTCATGT
GATGAAAAGTATTGCCTGCAGCCTGTCGACTTGTATTATTATCACGTTTTTCAACTTAGC
GCGTAGGAGAGCGGTGCTCCCCTCTGACTGGGAATTGCGGAATCGATGTAAACTCCACGG
CAACAGCCAACGGGAAATTCAGGGCTCTTTGGTGCTTTTCTCTCTGCGTGGGTGGGGGCG
TCCGGGAACGGTTAGGACAATTGAGCGCAAAAGCACTGATGGTCCGACCTGAGAGGGCAG
CGTTTGGAGAGGGGTTAGGGTTAAATCGCTTGCGTTTGGCCCGGGACCTCTTCCCAGGTC
CATCCTATAAGGACTTGGCGCCCCGAGATCTTTGATGGGGAGGGAGTAGCGAGGGTTACC
ATCGCTGCCCTCCCTGCGACTGCTCCCTGACCGGGCAGGGTGGCGTGCTGGGCGCGGAGA
GCTCGCGCCCTCCCCCGAAGATTCCCTCGTTGGGTCGGGTCTGCCTGCTCACCCCGCGTC
TACTCACCGGATGCCTCCCGCCCCGCCACCCTCTTCCCGACCCCTCTCCTTGCAGTGGGA
CCCCGGGCGGCAGCGCGGACGACGACTCGGAGCCGCTCTCCAAGCGCCACTCGGACGGCA
TCTTCACTGACAGCTACAGCCGCTACCGGAAACAAATGGCTGTTAAGAAATACTTGGCTG
CTGTTCTAGGGAAAAGGTATAAACAAAGGGTTAAAAACAAAGGACGGCGAATACCGTATT
TGTAGCGACGAGTTGCCAGCTATCCTGTGTATACGGCCCTGACACAATGAGAAGTCGTTT
TTCCCAACTGACTGAACTGTCATTGCTCCTGTGTTCTGTCCCACATGTATTTATGTATGA
AGTCAAGCCATTAAATGAATATTTTGATAATAATATTGTTTTTCTTTTTACGAAGCACTA
GAGAATGCACAGATATACTTTGTGGACCAATTATTGATATTGACATATATATTACGAATA
TATAAAGAGTATATATATATATATATATAAAGTATAATAGAGAGCCGTTCATACAGTGTG
CACAAGGATTGAAGATTCGCCTGAGCTGTTTGTTTTTATATAAAATAAATAGAAAAATAG
ACAATCATTGTTTTGAATATTACTCCTATTTTTGTAAACTGGAATTAAAAGGATAGTATT
TTTATCCACGATAGGCCTGAAGATATTAATCCTGACCATTTGCTACTGTACATAAACAGT
GATGCCCTGCTCCAGGGACTTTGAGGTAATGATTTGGGAGGATTGCTGAAGGTCTGTCTT
TCCCAGGGAGTCTCTAGGGCAGGCTGCTTCAATCCCAGCTGAACTCAACTGAGGCTCTGT

<3. exon

&4. exon

<5, exon
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CTACCCCTTGCTGGGTGGCAATGCCAATACTTCCGCTTTCTTTGATTCTATTTTTATGTG
TATTTGTCTCTCTTCAGACTCTCAGCCCACAAGGAAATTCTCCTGATAAAACAACAGCTG
GATCTAAATTGTGCTTCTCCCCAGAATTCATACTACTCCCTGGGGGAGGAGTTGGGGGAC
TGTACAGAGAAGAGAGACTTGAATAGGAAGCTCTCTTTTCTGTACTTCCAGGGACCCCAG
TATCCCAAGGTTAGGGCAATTGGAACAAAGTGGGACTATTGGAAAAGGCAGAGCATAAGG
CAGTAGGGGGAGGACCCTGGAGAGGGACTGGCTGCAGGCAGCCCCAGCCTGGGGGCTGGC
GGTAAGCCCAGTCCCACCATAGGTCCCCTGCCTGCCTGACTTTGGGCGCTGGGTATTGGA
AATGGATGCAAAGTACAATGTGTTTTTCTCCAGTGCTATCCATGCTGCTCATGTTGTGAA
ATGGCCAGGATCCTCCCCTTTGAACCCTGCTGTGTAGGAGCCTCCCTGTTCTTCCGTGGT
TTTCCTGAAGACTCCTCTTTCCCACCTTCTCGCACTGTTTAAGTACTGTTTGCCGTTTTT
TATTCACTTCTCTTAAACTTGTGAATGCTTCTTTTTCCTGTTGATTGATGCTAGCACTTA
TTGTAAAGTGTAGGAACCCCTGTGTGGTTACCACTAAGTAATTATGCACTATATATGAAT
CTTTTGTTTCTTGTTGATTGAGTTTGTAGGTAAAATGTATTTTTCTACATTTATGGCTTA
TTGCTTAGTAAAATTTATTTCATAAAACCAACCTTTGTGATATTAGAATGTGTAGTGTTC
ACATGTTGCTCAGTTGTACTAACTGATAAATCATTTAAACCCCATCTTCATATGTATGAG
TACTATCTTGTATTTGTGGTCAAGAGTGAGGTAAGCAAGCTTCAACAGGCCCTGAGAATG
TCCCCTTGTATTCTTTCTTGGCTACAGAAAGCATGTCTGTCTGTTTCCTGTCAATTTCTT
GAACCTGTCAGGTAATCTCTATAACAAAAGAAACCTTCACCCAGCAACCAGATCAAGCAA
CAGCAGGCAAACCAGCCAGCCAAACTCCCCAAATTTCAGGCACAAGTTCTTTTGAAAAAC
ACACAAAAAATAAACAGGAAAAGATTAAACATTAGCATGTCAAGGACCTTTCCTTTTCCT
TTACGGATTTGATCAGTATGGAGTCATAAATCAAAGAAAACAGACTTGGATTTGCATTCC
CCAGGCGGGATGGATGCTGCCCCGAGATCACGTTGCAGACAGTGAAAGCACAGAGGCCTT
CGATCTGGGCCTCAGTCCTGTGTACGGAATCAATCTTTCTTTAATTCTGCAGTCTCCTCG
GGCAATGTGACACAGGATGGGGTTTGCAGCTTCAGTGCCTTTCTTCGCCTTTTAAATTGC
CACGATTCACAGATGGCTATTTAGTGGCCCTACAATGCTGCAA

36



Kdszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetdmnek Dr. Czeglédi Leventének az Allattenyésztéstani
Tanszék egyetemi adjunktusanak segit6kész munkajat, és kivalo Otleteit és tapasztalatait.
Kdszondm a Kisérletek megtervezésében és az eredmények Kkiértékelésében nydjtott

segitségét.

Tovabba koszonetemet szeretnem kifejezni Dr. Javor Andrés intézetvezeté egyetemi
tanarnak, aki lehetdséget biztositott a kisérletes munkam elvégzésére az Allatgenetikai

Laboratériumban.

Kdszonetet szeretnék mondani Csikos Adam, Simon Adam és Tisza AkosPhD hallgatoknak,

amiért elsajatithattam t6liikk a munkam soran alkalmazott laboratériumi modszereket.

37



Nyilatkozat

NYILATKOZAT y
; i |
A V0L }\'/,—u«' - ’,\:“\.: A
H...'.i.".l’.‘.':‘.“....%!:.'.:'.f:?‘f'.‘.‘.‘“.'-.biintett’ijogi és fegyelmi feleldsségem tudatiban Kkijelentem és
alairdsommal igazolom, hogy a diplomadelgozat sajat munkim eredménye. A felhasznalt
irodalmat Korrekt médon kezeltem, a diplomamunkéra vonatkozé jogszabilyokat betartottam.
ST AR oo e Hge R R TN O
Aldfras o 19 O
Sriletési 1d6:. LI A4

11

38



