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Polimorfizmus keresése a szarvasmarha hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo
polipeptid 5. exonjaban

1Csikés Adam — 'Simon Adam — 'Homonai Krisztina — 'Gulyas Gabriella — 'Tisza Akos —
Tamas Andrea — *Reglédi Déra — 'Javor Andras — 'Czeglédi Levente
"Debreceni Egyetem, MezGgazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar,
Allattudomanyi, Biotechnoldgiai és Természetvédelmi Intézet, Debrecen
2Pécsi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Anatomiai Intézet, Pécs
czegledi@agr.unideb.hu

OSSZEFOGLALAS

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid egy elsédlegesen hipotalamuszban termelédd, e mellett szamos szovetben eldfordulo neuro-
peptid, melynek a szervezet miikodésében betoltott sokrétii élettani funkcioja bizonyitast nyert. A szarvasmarha fajban leirt nagyszami PACAP
SNP kozott eléfordul olyan, melynek fenotipusos hatdsat igazoltak. Munkank soran magyar sziirke, magyar tarka, holstein-friz, charolais és
angus fajtakban kerestiik az 5. exon polimorfizmusat, a korabban leirt G/A tranziciora, illetve az 1-391 bp szakasz egyéb SNP-ire. A PCR
RFLP és a PCR SSCP vizsgalatok soran nem igazoltuk sem a G/A tranzicio és egyéb leirt SNP jelenlétét, illetve egyetlen unikalis konformert
sem talaltunk.

Kulcsszavak: PACAP, szarvasmarha, polimorfizmus
SUMMARY

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide is a neuropeptide expressed primarily in the hypothalamus and in other tissues, which
divergent and extensive physiological functions are proved. Large number of SNPs in PACAP are published involved SNP that is associated
with phenotypic trait of cattle as well. Hungarian Grey, Hungarian Simmental, Holstein, Charolais and Angus cattle breeds were involved
in this study to search for polymorphism in exon 5 1-391 bp and G/A transition. Our results of PCR RFLP and PCR SSCP did not prove the
occurrence neither G/A transition, nor any other SNP in cattle breeds involved.
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BEVEZETES Szarvasmarhaban kimutatott PACAP SNP-rdl iga-
zoltak, hogy hatassal van a tehenek élostlyara és a

A PACAP (hipofizis adenilat-ciklaz aktivald poli- torzshosszra (Ruijie et al., 2010). A mesterséges plaz-
peptid) egy elsésorban hipotalamuszban termel6dd ma PACAP koncentraci6 emelés hatasat vizsgalva
neuropeptid, melyet legeldszor juhbol izolaltak. El- Radcliff et al. (2001) azt tapasztaltak, hogy a holstein-

nevezése onnan ered, hogy a vizsgalatok soran olyan friz 6kroknél az intravénasan adagolt PACAP szaba-
polipeptidként talaltdk meg, amely a hipofizisben az lyozza a novekedési hormon termelddését.

adenilat-ciklaz atktivitasat stimulalta (Miyata et al., Munkank soran célul tiiztiikk ki, hogy a szarvas-
1989). Az allati szervezetben két aktiv formaja van je- marha PACAP génjének 5. exonjaban korabban leirt
len, a 27 aminosavbol allo6 PACAP27 ¢és a tizenegy SNP-t hazankban tenyésztett fajtakban keressiik, illetve
aminosavval hosszabb PACAP38. A két peptid meny- mutacio detektalasi eljarassal megvizsgaljuk az emli-

nyiségi jelenléte a szovetekben eltérd, foként a PACAP38 tett régiot.

expresszalodik nagyobb mennyiségben (Arimura et al.,

1991). ANYAG ES MODSZER
A PACAP eddig leirt szerepe igen sokrétii, szamos )

olyan mennyiségi tulajdonsag kifejezodését befolya- Allatok

solja kozvetetten, melyek alapjan az allati termék-

eléallitas egyik alapvetd biologiai markereként értékel- A vizsgalatokat magyar sziirke, magyar tarka, hols-
hetjiik. A PACAP in vivo, illetve sejtkultiraban a nove- tein-friz, charolais és angus szarvasmarha fajtakkal
kedési hormon és a luteinizalé hormon termelédését végeztiik. Az allatoktol szérhagymat gyijtottiink, il-
serkenti (Miyata et al., 1989). A gasztrointesztinalis letve allatorvosi célbol vett vérminta allt rendelkezé-
traktusban is megtalalhato. Leirt hatasa, hogy befolya- stinkre. A munka soran fajtanként 12 egyeddel végez-

solja a bélmotilitast (Miingan et al., 1992) és jelenléte tik a vizsgalatokat.

crer

Szaporodasbioldgiaban betoltott szerepét erdsiti, hogy DNS izolalas vérbol
a herében nagy mennyiségben van jelen (Shioda et al.,

1994), néivaru allatoknal petefészek sejtekben és a ne- 1,5 ml-es mikrocentrifuga csévekbe 500 pl vérmo-
mi szervek simaizomszovetének mitkodésében betol- so oldatot (10 mM Tris, 0,2 mM EDTA, pH 7,6) mér-
tott szerepe bizonyitott (Fahrenkrug et al., 1996; Shioda tiink, majd az egyes vérmintakbol 50 pl-t adtunk hozza.
et al., 1996).
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Az 0sszemért mintakat 30 masodpercig vortexeltiik,
ezt kdvetden 12000 rpm fordulaton, 2 percig centri-
fugaltuk, a feliiliszot elontottiik. Az eddigi 1épéseket
kétszer megismételtiik, tovabbi vérminta hozzdadasa
nélkil. Ezt kvetden a mintakhoz 100 pl lizis puffert
(10 mM KCI; 1,5 M MgCl,; 10 mM Tris pH 7,4) és
proteazt (Sigma) adtunk, majd 37 °C-on és 1 oran ke-
resztiil inkubaltuk, végiil az enzimet inaktivaltuk
NanoDrop 1000 spektrofotométerrel hataroztuk meg,
illetve 2 m/v%-os agardz elektroforézissel ellendriztiik.
A mintakat tovabbi felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

DNS izolalas szérhagymabél

1,5 ml-es mikrocentrifuga csévekben 3—10 sz6r-
hagymat inkubaltunk proteindz K enzimet (Sigma) tar-
talmazo lizis pufferrel (1,25 v/v% Tween 20, 1x PCR
puffer) 60 percig 60 °C-on. A mintdk DNS koncentra-
cidjat NanoDrop 1000 spektrofotométerrel hataroztuk
meg, illetve 2 m/v%-os agaroz elektroforézissel ellend-
riztiik. Az igy nyert genomidlis DNS mintdkat -20 °C-
on taroltuk a tovabbi vizsgalatig.

Polimeraz lancreakcio (PCR) és agaréz gélelektro-
forézis

Vizsgalataink soran 6t szarvasmarhafajta esetében
PCR reakcid alkalmazasaval szaporitottuk fel az ele-
mezni kivant DNS szakaszt. Ez a szarvasmarha 24.
kromoszomajan talalhatd PACAP gén 5. exonjanak 1—
391 bp hosszusagu szakaszat jelenti. Ezen szakaszon
beliil a 33. pozicidban korabbi kinai eredmények a
ginchuan fajta esetében egy G/A tranzicio jelenlétét
mutattak ki (Ruijie et al., 2010). Annak megallapita-
sara, hogy a jellemzden hazankban is tartott fajtak hor-
dozzak-e ezt a mutaciot PCR-restrikcios fragmenthossz
polimorfizmus vizsgalatot végeztiink. A vizsgalt DNS
szakasz szekvencidjanak Ensembl Genome Browser
adatbazis azonositoja: ENSBTAG00000020650. A pri-
mereket az OligoAnalyzer online programmal tervez-
tilk meg az 5. exonra ¢s a Sigma Aldrich allitotta el6.
Az oligok szekvencidja, forward: 5 CGACCCCTCT-
CCTTGCAG 3’ ésreverse: 5" GCATTCTCTAGTGC-
TTCGT 3°. A PCR mix 0dsszetétele 15 pl reakcio-
kozegre vonatkoztatva: 1x DreamTaq puffer (Thermo
Scientific), 150 uM dNTP (Fermentas), 2 mM MgCl,,
0,1 uM ESF1 (forward) primer, 0,1 pM E5SR1 (reverse)
primer, 0,5 U DreamTaq polimeraz, desztillalt viz. Az
alkalmazott PCR program paraméterei: kezdeti de-
naturacio 95 °C, 1,5 perc; denaturacié 95 °C, 0,5 perc;
primer tapadas 63 °C, 0,5 perc; szintézis 72 °C, 0,5 perc;
végso szintézis 72 °C, 5 perc. A ciklusok szama 35 volt.
A keletkez6 PCR terméket agaroz gélelektroforézis al-
kalmazasaval ellendriztiik. A felhasznalt gél 2 m/v%-os
volt (1x TAE puffer, 4V/cm fesziiltség mellett), amit
GelRed (Biotium, USA) DNS festékkel festettiink. A
kapott DNS mintazatokat UV fény segitségével tettiik
lathatova (UVIpro Platinum), és szamitogép segitsé-
gével dokumentaltuk.

PCR-restrikcios fragmenthossz polimorfizmus

A felszaporitott 391 bp hosszl szakaszt restrikcios
enzimes emésztésnek vetettiik ald. Az alkalmazott enzim
a Tsel. (New England Biolabs) volt, amelynek hasito-
helye: 5° G | CWGC 3’. A restrikcios emésztési elegy
Osszetétele 15 pl reakciokdzegben: 5 U Tsel. restrikci-
0s enzim; 1x CutSmart puffer; 6 ul PCR termék; ki-
egészitve desztillalt vizzel. Az emésztés 1 dran keresz-
tiil 65 °C-on zajlott BioRad PTC-200 tipust késziilék-
ben. A keletkezett fragmenteket agaroz gélelektroforé-
zis segitségével valasztottuk el egymastol 3 m/v%-os
agar6z gélen (1x TAE puffer, 4V/cm fesziiltség mel-
lett), a gélt GelRed (Biotium, USA) DNS festékkel fes-
tettiik.

PCR-egyszalit DNS konformacié polimorfizmus

A PCR-egyszalti DNS konforméacié polimorfizmus
vizsgalat soran a korabbiakban leirt modon felszapori-
tott PCR terméket hékezeléses denaturalassal egy-
szalusitottuk formamid jelenlétében. A kdzeg Osszeté-
tele 22 pl reakciokozegre vonatkoztatva: 1,6 pl brom-
fenol-kék/xilén-cianol festék; 18,4 pl formamid és 2 pl
PCR termék. Az 6sszeallitott elegyet 95 °C-on inkubal-
tuk 5 percen at, majd azonnal jégre helyeztiik a minta-
kat. Az egyszalusitott mintakat nem-denaturalé poli-
akrilamid gélen konformaciojuk alapjan valasztottuk
el egymastol. A poliakrilamid gél osszetétele 40 ml-
ben a kdvetkezd volt: 0,07x TBE (Tris-borat-EDTA,
pH 8,3; Sigma) puffer, 10 m/v%-o0s 49:1 aranyt akril-
amid-biszakrilamid (Sigma), 5 v/v glicerin (Sigma),
0,001 v/v%-0s ammonium-perszulfat (Sigma), 0,0001
v/v%-0s TEMED (Sigma), desztillalt vizzel kiegészit-
ve. A poliakrilamid gélelektroforézist a PROTEAN® I1
xi Cell (BioRad) elektroforézis késziilékkel végeztiik.
Az elektroforézis allandéo homérsékletét VWR 1160S
termosztat biztositotta. A 160x200x0,75 mm méretli
poliakrilamid gélre PowerPac™ Universal (BioRad)
tapegység segitségével minden esetben 20V/cm 4l-
lando fesziiltséget kapcsoltunk. Az elektroforézis id6-
tartama 10 o6ra volt. Az elektroforézist kdvetden a
konformacioé szerint szeparalt DNS savokat eziistfes-
téssel tettiik lathatéva Benbouza et al. (2006) médszere
alapjan.

EREDMENYEK
PCR-restrikcios fragmenthossz polimorfizmus

A PCR reakci6 soran felszaporitott 391 bp nagysa-
gt DN régidt restrikcios enzimes hasitasnak vetettiik
egy olyan G/A tranzicio jelenlétét mutattak ki, mely
hatast gyakorol az allat fenotipusara. Vizsgalatunkban
az alkalmazott Tsel. enzim az amplifikalt 391 bp hosz-
szusagl szakaszt a leirt mutacié hianyaban 33, 107 és
251 bp nagysagu fragmentumokra hasitja, mig a muta-
ci6 jelenlétében 140 és 251 bp nagysagl fragmentek
jonnek létre. Mind az 6t vizsgalt fajtanal ugyanazt a
genotipust detektaltuk (/. dbra), azaz az emésztés utan
harom fragmentumot kaptunk, ami a leirt mutacio
hianyara utal.
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1. abra: Szarvasmarha PACAP 5. exonjanak PCR RFLP elemzése G/A tranziciora
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Megjegyzés: mintasorrend: M. 50 bp DNS létra, K. Pozitiv kontroll, 1-3. magyar sziirke, 4-6. magyar tarka, 7-9. holstein-friz, 10—12. charolais,

13-15. angus

Figure 1: PCR RFLP analyses of PACAP exon 5 G/A transition in cattle
Note: samples: M: DNA ladder, K: positive control, 1-3. Hungarian Grey, 4-6. Hungarian Simmental, 7-9. Holstein, 10—12. Charolais,

13-15. Angus

PCR-egyszali DNS konformaci6 polimorfizmus

A PCR reakci6 soran amplifikalt DNS szakaszokat
magas hémérsékleten, formamid jelenlétében denatu-
raltuk, igy egyszaluva tettiik a DNS-t a konformacio
polimorfizmus vizsgélathoz. A 2. dbra mutatja be faj-
tanként 4 egyeddel (n=12 egyed/fajta a teljes vizsgalat)
az SSCP akrilamid gél mintazatat.

A gélen minden minta esetében két diszkrét sav fi-
gyelhetd meg, amely a denaturalt duplaszala DNS egy-
egy szalat jelenti, viszont eltéré konformacioban. A
kapott eredmény minden egyed esetében ugyanaz volt,
eltérés a keletkezett mintazatokban nem volt kimutat-

hatd, ami a PCR-RFLP vizsgalattal egylitt azt igazolja,
hogy a vizsgalt allomanyokban nem tapasztalhat6 poli-
morfizmus. Az SSCP egy meghatarozott fragment-
méretig igen magas hatasfokkal detektal, akar egy
bazis eltérést is a PCR termékek kozott. Gyakran eld-
fordul, hogy egy egyed SSCP gélképe kettonél tobb
savot tartalmaz, ennek oka, hogy ugyanazon szekven-
cia tobb konformer forméjaban jelentkezhet, és bizo-
nyos savok intenzitasa, vagyis a konformer mennyiségi
jelenléte nagy variabilitast mutat. Az ilyen alacsony
részaranyban esetlegesen megjelend savok detektalasat
az 1 pg DNS/mm? érzékenységii eziistfestés biztosi-
totta.

2. dbra: Szarvasmarha PACAP 5. exon PCR-SSCP vizsgalatanak poliakrilamid gélelektroforetikus eredménye
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Megjegyzés: mintasorrend: 1-4. magyar sziirke, 5-8. magyar tarka, 9-12. holstein-friz, 13—16. charolais, 17-20. angus
Figure 2: PCR SSCP polyacrylamide gel electrophoresis of PACAP exon 5 in cattle
Note: samples: 1-4. Hungarian Grey, 5-8. Hungarian Simmental, 9-12. Holstein, 13—16. Charolais, 17-20. Angus

KOVETKEZTETESEK

A szarvasmarha 24. kromoszémajan talalhato a
hipofizis eredetii adenilat-ciklaz aktivalo polipeptidet
kodold gén, mely 5 exont tartalmaz. Az exonok mérete
630, 111, 132, 96, 1668 bp. A génrdl két varians irédik
at, a variansok 176 és 174 aminosavbol épiilnek fel.
Szarvasmarha esetében az Ensembl Genome Browser
adatbazis 1722 SNP-t tartalmaz a PACAP gén vonatko-
zasaban figyelembe véve az exonokat és az intronokat
is, az 1722 SNP megkozelit6leg 61%-a, 1062 SNP nem

kodold régidban, intronban taldlhatd. Az 5. exon PCR
reakcioban felszaporitott 391 bp nagysagu vizsgalt sza-
kasza 43 leirt SNP-t tartalmaz az emlitett adatbazisban.
Ezen mutaciok koziil 17 missense, 1 samesense, 25 pe-
dig a 3’ nem atir6do régioba (3’ UTR) esik. A 43 SNP
koziil mindéssze egy, az altalunk is vizsgalt tranzicid
(rs478999045) volt osszefiiggésbe hozhatd értékmérd
tulajdonsagok megjelenésével. Az rs478999045 SNP
kapcsolatba hozhat6 a qinchuan marha esetében a test-
hossz, a marmagassag, a testsuly, a sziv korméret és a
sziv nagysaganak az alakulasaval. Harom genotipus
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kiilonithet6 el: AA, AB és BB. Az AA és AB genotipu-
sok az emlitett tulajdonsagok esetében nagyobb mére-
tet eredményeznek, mint a BB genotipus, vagyis a mu-
tacié homozigota formdja (Ruijie et al., 2010).

A jelenlegi vizsgalatunkban a kinai qinchuan
szarvasmarhafajta PACAP gén 5. exonjaban talalhatd
G/A tranzici6 hianyat mutattuk ki magyar sziirke, magyar
tarka, charolais, angus ¢és a tejhasznositasban dominans
holstein-friz fajtak esetében. A PCR-RFLP mddszerrel
kapott fragmenthossz mintazatok igazoltdk az emlitett
mutacié hianyat, e mellett a PCR-SSCP mddszer sem
eredményezett konformacio eltérést az egyszalu DNS
fragmenteknél, igy polimorfizmust nem tapasztaltunk.

A terveink kozott szerepel tovabba a PACAP gén
5. exonjan kiviil minden kédold régio vizsgalata a kolt-
séghatékony SNP detektaldo SSCP modszer alkalmaza-

saval, annak megallapitasara, hogy a vizsgalatba vont
fajtaknal jelen van-e polimorfizmus, illetve az dssze-
fliggésbe hozhato-e hus-, illetve tejhasznositasu faj-
taknal meghatarozo értékméro tulajdonsaggal.
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