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A hsp70 héstressz gén polimorfizmus vizsgalata Kiilonb6z6 juh genotipusokban
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OSSZEFOGLALAS

Napjainkban a klimavdltozds egyre nagyobb hatdssal van az élélényekre. A melegedd éghajlat szdmos problémdt vet fol az
dllattenyésztés teriiletén, melyekkel érdemes foglalkozni. Az élolények kezdetektdl fogva tartalmaznak védekezd mechanizmusokat a hostressz
ellen. Vizsgdlatunk sordn olyan kiilonbozo juhfajtik — Magyarorszdgrol és mds orszdgokbaol gyiijtott — mintdit haszndljuk fel, melyek eltérc
éghajlaton élnek. Alapvetd feltételezésiink, hogy a mds éghajlaton él6 egyedek mdsképpen alkalmazkodnak a kiornyezet vdltozdsaihoz,
amelyek genetikai szinten is megnyilvanulnak. Ezeket a rogziilt mutdcickat keressiik a Hsp70 héstressz génben, azonban eddig nem taldltuk
polimorfizmust. Vizsgdlatainkat folytatjuk tovdbbi fajtdk és nagyobb egyedszdm bevondsdval.
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SUMMARY

Nowadays the climate change has an increasing effect on the animals. The warming climate brings up several problems on the area of the
animal husbandry, which ones are really important. From the first time the living beings have defensive mechanisms against the heat shock.
In current examination we use— from Hungary and from other countries collected —samples of sheep breeds, which are living on different
climate. Our fundamental assumption was, that the animals living on other climate adapted to the changes of the environment and there are
differeces in their genetic background. These fixed mutations we are looking for in the HSP70 heat shock gene, but we haven’t found any
polymorphism yet. We are going to involve further breeds and more individuals in the investigations.
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BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A klimavéltozds és az éghajlat szélsdségessé vdldsa szdmtalan problémit vetnek fel napjainkban az
allattartds, és az dllattenyésztés teriiletén. A megolddsok siirgetéek és bonyolultak, mert a lecsokkent
allatallomany, a hatékonysagi mutaték kedvez6tlen alakuldsa az elmult évtizedekben olyan negativ tendencidkat
inditottak el, melyek kutatdsa elsérendli feladattd vélt. Az utébbi évek hdségnapjai és csapadékhidnyai
megyviselték az dllatokat. Kiilondsen gondot jelent ez olyan gazdasdgi haszondllatok — a legeldn, illetve nyitott
istdlloban tartott juh és szarvasmarha - esetében, melyek életiik sordn kozvetlen és napi kapcsolatban édllnak a
kornyezeti hatdsokkal. A juhok mind bérdny, vagy kifejlettkori tartdsuk és szdllitdsuk sordn szdmos
stresszhelyzetnek vannak kitéve.

Az egyik leg6sibb stressz, amely az él6lényeket érte a hdsokk volt. A sejtet éré karos hatdsok utdn, a sejt
azonnal reagdl: mig jorészt minden fehérje termelddése ledll, addig a stresszfehérjék szintézise fokozdédni fog. A
stresszfehérjék szamos képviseldjét hdsokkfehérjéknek hivjak, melynek angol elnevezése ,,Heat shock protein”,
roviden Hsp (Ritossa, 1962). Védofunkcidiknak koszonhetden hdsokkfehérjék vagy stresszfehérjék alapvetd
szerepet toltenek be a sejt tilélésében, nélkiilozhetetlenek abban, hogy a hibds szerkezetli fehérjék megtaldljak a
rdjuk jellemzd, megfeleld szerkezetet (Kocsis et al., 2003). Ugyanakkor a természetes immunitds elemeként részt
vesznek a programozott sejthaldl szabalyozasdban (Morimoto et al., 1994).

A legegyszerlibb hdstresszfehérje az Escherichia coliban megtaldlhaté DnaK fehérje. A héstressz fehérjék
nagymértékben konzervativ szerkezetliek, ezt bizonyitja, hogy az aminosav szekvenciét tekintve a humédn Hsp70
fehérje 73%-ban megegyezik a Drosophila HspT70 fehérje szekvencidjdval, valamint 43%-ban azonos az
Escherichia coli DnaK fehérje szekvencidjdval (Hunt és Morimoto, 1985).

A stresszfehérjék legnépesebb és leginkdbb kutatott csalddja a 70 KDa molekulatomegli fehérjék, tagjai
rendkiviil valtozatos csoportot alkotnak. A Hsp70 fehérjét kodolé gént valasztottuk kutatdsunk kiinduldsi
alapjaul, de a Hsp70 géncsaldad mellett mas Hsp gént is vizsgdlni szeretnénk. A Hsp70 géncsalad tagjai
evolicidésan konzervaltak. A citoplazmdban és a sejtmagban kimutathat egy édllanddan jelenlévd (Heat shock
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constitutive) Hsc70 és egy hdindukalt Hsp70, ezenkiviil ismert a mitokondriumban és az endoplazmads
retikulumban eléfordulé Hsp70 (Csermely, 2000). A Hsp70 gének alapdllapotban nem expresszaldédnak,
hdstressz esetén azonban indukdlédnak.

A fent emlitett Hsc70 gének kiilonb6z6é szdmu intront tartalmaznak, mig a Hsp70 gén kevés kivételtdl
eltekintve nem tartalmaz intront. Ennek koszonhetd, a Hsp70 mRNS gyors szintézise és felhalmozédasa a
sejtekben (Yost és Lindquist, 1988). Egyediildll6 médon taldltak intront a Blastoclaidella emersonii egysejtii
gombak géndllomdnyaban, de emldsben és gerincesben kevés esetben taldltak intront (Stefani és Gomes, 1995).

Human vonalon talédltak olyan Hsp70 gént amely intront tartalmaz, de a legtobb gén intronmentes (Broccieri
et al.,, 2008, Kudla et al., 2004). Emberben a 6-os kromoszémadn taldlhaté Hsp70 gén 16kusza nagyon kozel
helyezkedik el a Major Histocompatibility Complex-hez (MHC), ezzel is bizonyitva a természetes immunitdsban
betoltott szerepét. Hasonlé Hsp70 16kuszt taldltak patkdnyban (Wurst et al., 1989) és kecskében is (Cameron et
al., 1990).

Haszonallatok koziil a sertés és a szarvasmarha Hsp70 génallomanya részletesebben (Camargo et al., 2007;
Dezeure et al., 1993; Dworniczak és Mirault, 1987), mig a juh és a kecske Hsp70 génszakaszai kevésbé vizsgalt
teriiletek (Gade et al., 2010). Sertés esetében a Hsp70 gén 90%-ban megegyezik a human Hsp70 génnel (Hunt és
Morimoto, 1985), és 89%-ban hasonlé az egér Hsp70 génszekvencidjdhoz (Hunt és Calderwood, 1990). A
szarvasmarha géndllomdnydban tobb Hsp70 koédold szakasz ismert, ezek mind intronmentesek és kiilonb6z6
kromoszémdkon helyezkednek el (Adamowicz et al., 2005). Nukleotid szinten a kecske Hsp70-1 fehérje kodold
szakasz 96-99%-ban megegyezik a juh Hsp70 részleges szakaszaival, és 95—100%-ban hasonlé Hsp70-1 fehérje
aminosav szekvencidja a szarvasmarha Hsp70 fehérje szekvencidjaval. Vizsgélatainkban a Hsp70 kédold
szakaszainak rokon fajok kozotti nagyaranyud hasonlésagat hasznéljuk fel.

Jelenleg nem ismert a kiilonbozd juhfajtdk Hsp70 teljes géndllomdnya, néhdny kdédold szakasz strukturdjat
azonban mdr igen (Etschmann, Serrano unpublished).

A kiilonbozd kornyezeti feltételekhez valé alkalmazkodds sordn mutdcidk johetnek létre ugyanazon faj
egyedeinek adott génszakaszain beliil, mely mutacié bekovetkezhet spontdn, vagy akar kdrnyezeti hatdsra, és mi
ezeket a mutdcidkat keressiik. A kutatds kiinduldsi alapja, hogy kiilonbozd éghajlati 6vekrdl szdrmazé juhok
mintdit dolgozzuk fel: déli, melegebb (trépusi, szubtrépusi) teriiletek fajtdit hasonlitjuk északi, hiivosebb
teriiletekrdl szdrmazé fajtidkkal. Vizsgélataink sordn, az egy b4zist érintd nukleotid polimorfizmusokat (Single
Nucleotid Polymorphism, SNP) keressiik, a kiilonbozd éghajlatrél szdrmazé juhdllomdnyokban, amelyek
fajtdhoz, és elterjedéshez kothetden jelennek meg az dllatokban.

Munkank sordn kiemelt helyet kap a dorper (fekete fejii és fehér) fajta, mely szarmazdsa miatt j6 hdstressz
tlird képességgel rendelkezik. A dorset horn kosok és ott tévesen fekete fejli perzsa anyajuhok keresztezésével
allitottak eld a dorper fajtat Dél-Afrikdban. A dorper fajtira jellemzd, hogy a hatvonalon ndtt gyapjuit levedlik, a
testet lesimul6 sz6r fedi, a bor mindsége kivalé (Javor et al., 2006).

ANYAG ES MODSZER

A vizsgdlatban szerepld allatoktél vér, vagy szOrmintdt (szOrhagymdval rendelkezd tépett szOrmintat)
gyujtottiink, melyekbdl izoldltuk a genomidlis DNS-t. Vérbdl vald izoldlds sordn Zsolnai és Orban (1999)
mddszerét, mig a szrhagymdabdl vald izolélas sordn a FAO/IAEA (2004) médszerét hasznaltuk.

Mintak

Vizsgélataink sordn a kovetkezo fajtdk alltak a rendelkezésiinkre:

Magyarorszagon gyujtott mintdink fajtatiszta, vagy keresztezett dllomanyokbdl szarmaznak. Fajtatiszta
allatokbdl gylijtott mintdink: szomadli, suffolk, dorper, szapora merind, barbados blackbelly, fehér és fekete
racka, kameruni, cigdja, awassi, brit tejeld juh. Keresztezett dllomanyokbdl gy(ijtott mintdink: (cigdja x suffolk),
(cigdja x szapora merind), (barbados blackbelly x dorper).

Kiilfoldrél szarmaz6 mintdink a kovetkezok: assaf Spanyolorszdgb6l, mongol hazijuh, namaqua, pedi, zulu,
damara és van Roy Dél-Afrikdbdl, sopravissana, gentile di puglia, sarda, comisana és massese Olaszorszagbol,
bardhoke és cigdja mintdk tobb orszdgbdl (Bulgdria, Szerbia, Szlovakia, Albdnia).

Primer

Juh és rokon fajok Hsp70 génszakaszai alapjan specifikus primerpért terveztiink a Hsp70 gén kiilonb6z6
szakaszainak vizsgdlatdhoz a Primer3 programmal. A tervezett primerek (primer4-nek neveztiik) szekvencidja a
kovetkezo:

Forward Primer Szekvencia 5'-3':AGCTGCTGCAGGACTTCTTC-3'

Reverse primer szekvencia 5'-3'5'-CGTTGGTGATGGTGAATCTTG-3'

Az amplifikalt DNS fragment hossza: 474 bp.

Ezen primerparral felszaporitott PCR terméket hasznéltuk a szekvendltatdshoz és az SSCP metodikéhoz is.
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PCR

A PCR reakci6 osszetétele 10 ul-es reakciokozegben: 100 uM dNTP, 5Xpuffer, 1,25 uM MgCl2, 1 pmol/1
pmol primerF/primerR, 0,5 U Go Taq Flexi, és 100 ng genomidlis DNS-t adtunk hozza.

A PCR-kondicidk: 94 °C 4 perc, (94 °C 0:35 perc, 60 °C 0:35 perc,72 °C 2 perc) 35x ismételve, majd, 72 °C
10 perc, 10 °C .

Az amplifikéci6 sikerességének ellendrzését 2%-os agardz gélen végeztiik.

Szekvenaltatas

Az amplifikalt szakaszok szekvencia sorrendjének meghatirozasat az Eurofin (Németorszdg) cég végezte el.
A kiilonbozd genotipusok szekvencidit a ClustalW programmal hasonlitottuk 0ssze és kerestiik a mutdciokat.

PCR-SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)

A 13%-o0s poliakrilamid gél sszetétele Acrylamide/Bis solution, 37,5:1, 10X TBE puffer, dH,0. Hozz4adva:
10%-0s ammoénium perszulfat oldat (inicidtor), valamint TEMED-tetrametil-etiléndiamin (katalizator). A PCR
mintdk elékészitése SSCP-hez: 1 pul PCR termék valamint 10 pl Formamid Dye. A Formamid Dye Osszetétele:
8% (V/V) festék (bromophenol kék, xylene cyanol) és 92% (V/V) formamid.

Az eldkészitett mintdkat 95 °C-on denaturdljuk 5 percig, majd ezt kovetden jégen hiitjikk, a formamid a
komplementer szdlak 6sszekapcsolddasat akaddlyozza meg.

Futtatdsi paraméterek: szobahdmérsékleten (20-21 °C), fesziiltség: 400 V, futtatds idétartama: 20 h.

EREDMENYEK
A genomialis DNS PCR-e

Vizsgélatunk megkezdése sordn sikeresen végeztiik el a genomidlis DNS kivondsét vérbdl és szérhagymabol,
a hazdnkbdl és a fent emlitett orszagokbdl gylijtdtt mintakbol.

Az altalunk tervezett specifikus Hsp70 primer, a primer4 sikeresen miikodott, és a PCR utan jol értékelhetd
képet adott (1. dbra).

Eredményeinket 5 mintdn keresztiil mutatom be: (1) kameruni, (2) pedi, (3) fekete racka, (4) dorper és (5)
barbados blackbelly. Mindegyik minta Magyarorszagrél szarmazik, kivéve a pedi, amely dél-afrikai juhfajta.

1. dbra: DNS 5 kiilonb6z6 juhfajtabol agaroz gélen

Figure 1: DNA from 5 different sheep breeds in agarose gel

Szekvenaltatas eredménye

A specifikus primerpar (primer4) haszndlatdval szekvenaltattunk 138 egyedet, a kdvetkezd genotipusokbdl:

Magyarorszagrél gytjtott mintdinkbol: szomali, suffolk, dorper, szapora merind, barbados blackbelly, fehér
és fekete racka, kameruni, cigdja, awassi, brit tejeld juh, (cigdja x suffolk), (cigdja x szapora merind), (barbados
blackbelly x dorper).

Kiilfoldrél szdrmazé mintdinkbdl: assaf, mongol hdzijuh, namaqua, pedi, zulu, damara és van rooi,
sopravissana, gentile di puglia, sarda, comisana és massese, pramenka, bardhoke illetve cigdja mintdk tobb
orszagbol.
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Bér a primer4 jol mikodott, és a szekvendltatds soran Hsp70 fehérje kédold génszakaszt kaptunk, azonban
mutdciét eddig nem taldltunk, de vizsgalatainkat tovabb folytatjuk a tovabbi primerek és djabb juh genotipusok
bevonasaval.

A képen (2. dbra): (1) kameruni, (2) pedi, (3) fekete racka, (4) dorper és (5) barbados blackbelly fajtak DNS
szekvencia részlete lathat, melyek egymadssal teljesen megegyeznek.

2. dbra: DNS szekvencia részlet 5 kiilonb6z6 juhfajtabol

kamerand PRIMERD CCTTOCACATC GACGE CAATCECATC CT RAACG TCACGGLOC AL CRACAACACC AC GLECA 353
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Figure 2: DNA sequence details from 5 different sheep breeds
A PCR-SSCP eredménye

A PCR-SSCP moédszer tesztelési szakaszban jar, de jol értékelhetd mintdzatot kaptunk. A 3. dbra mutatja be
az 5 minta (1) kameruni, (2) pedi, (3) fekete racka, (4) dorper és a (5) barbados blackbelly mintazatat.

3. dbra: Az 5 juhfajta poliakrilamid gélképe

Figure 3: 5 samples from different sheep breeds in polyacrylamide gel
KOVETKEZTETESEK

A klimavaltozas és a globdlis felmelegedés miatt aktudlis a téma a gazdasdgi haszondllatok korében is.
Fontos ismerni az édllatok hotiird képességét mind a tenyésztés, mind a kereskedelem szempontjabol.

Eddigi vizsgdlatunk sordn a sikeresen miikodd fajspecifikus primer part haszndlva mutéiciét eddig nem
sikeriilt azonositanunk, de vizsgalatainkat tovabb folytatjuk. Célunk, hogy dj mutdciét azonositsunk a kiilonb6z6
juhgenotipusok Hsp70 hdstressz génjében, mely 6sszefiiggésben van a hétiird képességiikkel.

Az éllatokat ért hdstressz az éllattenyésztés minden teriiletét kedvezotleniil befolydsolhatja: csokkenti az
egyedek termelési mutatéit, nagyfoku allatelhulldst von maga utdn, rontja a szant6foldi takarmanyok és gyepek
hozamait. Az éghajlatvéltozas miatt sziikségessé vdlik az épiiletek, tartdstechnoldgidk, valamint a takarmdnyozas
nagyaranyu modernizdldsa a raforditds-hozam ardnyok javitasa érdekében. A felmeriilé problémak megoldasara
a tartdsi és takarmdnyozdsi koriilmények valtoztatisdnak lehetdségein til a molekuldris genetikai kutatdsok
nyujtanak segitséget, a gazdasdgosabb dllattartds megvaldsitasa érdekében.
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