AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2007/26. KULONSZAM

A GPR54 receptor gén
szaporodasbioldgiai hatasanak
vizsgalata juhban

Szab6 Szilvia — Arnyasi Mariann — Javor Andras
Debreceni Egyetem Agrartudomanyi Centrum,
Mezbgazdasagtudomanyi Kar,
Allattenyésztéstudoményi Intézet, Debrecen
adamsz@agr.unideb.hu

OSSZEFOGLALAS

A juhtenyésztés gazdasagossaganak egyik fo problémdja az,
hogy az dllatok szezonalitisa miatt a folyamatos termékeldallitas
nem megoldott. Napjainkban kiterjedt kutatdsok iranyulnak a
Jjuhok aszezonalitisanak kialakitasiaban szerepet jatszo gének,
mutdciok azonositasdara, azzal a céllal, hogy ismeretiikben a
gyakorlatban is lehetévé valjon aszezondlis ivarzdsra képes
allomanyok kialakitasa.

Jelen ismereteink szerint a GPR54 gén szerepet jatszik a
GnRH hypothalamusbdl torténd  felszabadulasaban, és igy a
szervezet  reprodukcios — dllapotanak — megvaltoztatdisaban.
Kutatasaink annak megdllapitasara iranyulnak, hogy vannak-e a
GPR54  génnek

mértékben befolydsoljak a juhok aszezondlis ivarzasra valo

olyan  allélvaltozatai, amelyek  kiilonbozé
hajlamat. Ennek érdekében, elsé lépésként a GPR54 gén juh

szekvencidjanak megallapitasaval foglalkozunk.
Kulcsszavak: GPR54, reprodukcid, aszezonalitds
SUMMARY

One of the main economical problems of sheep breeding is
that continual production is not possible due to the seasonality of
animals. Today, genes, mutations that may develop aseasonality in
sheep are extensively researched in order to make the
establishment of populations capable of aseasonal estrus possible.
the GPR54 gene

participates in the GnRH release from the hypothalamus, and thus

According to the current knowledge,

in the alteration of the reproduction state of the organism. Our
research is aimed to determine whether the GPR54 gene has allele
variations that influence the proneness to aseasonal estrus in
sheep in a different extent. Therefore, the GPR54 gene sequence of
sheep is first examined.
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BEVEZETES

A juhtenyésztésben a szezonalitds alapvetden
befolyasolja a termékeldallitas folyamatossagat.
Magyarorszagon a juhtej dontd hanyadat az Awassi
Rt. termeli, amely torekszik az aszezonalis ivarzasra
képes allomany kialakitasara a  folyamatos
tejeloallitas érdekében. A tavaszi ellést kovetden
tejmintakbol  meghatarozott  progeszteron-szint
segitségével vizsgaljak, hogy az egyedek ciklusba
keriiltek-e. Magyarorszagon ismereteink szerint
eddig csak a Mella receptor gén polimorfizmust és
annak szezonalitasra gyakorolt hatasat vizsgaltak
(Arnyasi et al., 2006).

Elozetes eredményeik Osszhangban vannak kiilfoldi
kutatocsoportok altal kozolt eredményekkel (Notter
et al., 2003; Pelletier et al., 2000). A mi célunk, a
marker alaptl szelekcid hatékonysdganak novelése
érdekében, olyan egyéb DNS markerek azonositésa,
melyek szintén kapcsolatba hozhatok a szezonon
kiviili spontan ivarzasra vald hajlammal. Az
alabbiakban  ismertetett  nemzetkozi  kutatési
eredmények alapjan terelddott figyelmiink a GPR54
receptor génre.

IRODALMI ATTEKINTES

A GPR54 receptort eredetileg mint ,arva”
receptort azonositottak patkanyban (Lee et al., 1999).
2001-ben tobb kutatocsoport is arrél szamolt be,
hogy a GPR54 receptor természetes liganduma a
Kissl gén 54 aminosavbol allé terméke (Muir et al.,
2001; Ohtaki et al., 2001; Kotani et al., 2001). A
Kissl gén egy human metasztazis szuppresszor gén,
mely a humin melandéma ¢és mellrak sejtek
metasztazisat gatolja. A rakos betegek esetében
gyakran a metasztazis vezet halalhoz, mely soran
rakos sejtek valnak le az els6dleges daganatrol,
atterjednek a kornyezd szovetekbe, bejutnak a
keringésbe, €s igy tavoli szervekben is elburjanzanak.
A Kissl gén 54 aminosavbol all6 terméke igy a
metastin nevet kapta (Ohtaki et al., 2001).

Revel és mtsai (2006) kifejtették, hogy a
szervezet foként gy valtoztatja meg reprodukcios
allapotat, hogy a GnRH pulzalas gyakorisagat
modositja. A hipofizis altal termelt melatonin
LH szekréciot is befolyasolja (Bittman et al., 1985).
A jelen kutatasok szerint a Kiss1/GPR54 rendszer
fontos szerepet to6lt be a GnRH hypothalamusbol
torténd  kiszabaduldsaban. Az agy kiilonbozo
részeiben kimutattak a Kissl (Gottsch et al., 2004;
Shahab et al., 2005) és a GPR54 (Lee et al., 1999;
Shahab et al., 2005; Kinoshita et al.,, 2005)
expressziojait. A GPR54 esetében a GnRH
neuronjaiban is sikeriilt az expresszido igazolasa
(Irwing et al., 2005; Messager et al., 2005). Revel és
mtsai (2006) munkahipotézise szerint a mediobazalis
hypothalamusban  talalhatd  Kissl = neuronok
kisspeptint bocsatanak ki, mely GnRH kibocsatast és
a HPG (hypothalamus- hipofizis-gonadok) tengely
aktivalasat valtja ki. Feltételezik, hogy a Kissl
neuronok aktivitasdt a melatoninon keresztil a
fotoperiodus befolyasolja, hiszen a Kissl sejtek is az
MBH-ban (mediobazalis hypothalamus) talalhatok,
ott, ahol a MEL reakcio lejatszodik.
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A Kissl sejtek a melatonin mellett szamos helyr6l
kapnak jeleket: a szexudl hormonok visszacsatolnak
a Kissl neuronokra, hogy a KiSS-1 expressziot
csokkentsék; de a test energia raktarai és
valdszinileg egyéb jelek (kornyez6 homérséklet,
stressz, feromonok) is befolyasoljak a Kissl sejtek
miikodését. Feltételezésiink szerint, a GPR54
receptor génnek igy a szezonalitds kialakitdsaban is
szerepe lehet. Mindezt megerdsitik azok a
tanulmanyok, melyek raviladgitottak, hogy a
GPR54-ben bekovetkezett, funkcidvesztéssel jard
mutaciokkal bir6 emberek és egerek fenotipusa
megegyezett az Un. ,isolated hypothalamic
hypogonadism” (IHH) tiineteivel, melyek kozé
tartozik az abnormalis szexualis fejlodés és a
pubertason valé atmenet képtelensége (Seminara et
al., 2003; de Roux et al., 2003; Funes et al., 2003;
Semple et al., 2005).

A mutansok nem képesek az LH/FSH szekrécio
szabalyozasara, habar a hypothalamus GnRH
neuronjaiban a GnRH szintézis normalis, és a
hipofizis gonadotrop sejtjei valtozatlanul képesek a
kiils6 GnRH-ra reagalni. A funkcidvesztett mutans
egerek ¢és a rovid nappaloknak kitett sziriai vagy
szibériai horcsdgok nagy hasonlosagot mutattak
abban, hogy mindkét csoportnal a keringd
gonadotropinok alacsony szintjét, sorvadt gonadokat
¢és alacsony szexual szteroid szintet tapasztaltak.
Mind a horcsdgok, mind az egerek normalis GnRH
expressziot mutattak és GnRH adasa LH/FSH
kibocsatast valtott ki.

Revel et al. (2006) mindebbdl arra kovetkeztettek,
hogy a rendszer a GnRH kibocsatas €s nem pedig a
szintézis szintjén blokkolt.

ANYAG ES MODSZER

Mivel juh szekvenciat a GPR54 génre még nem
publikdltak, az ember ¢és egér szekvencidk
Osszehasonlitdsdval terveztikk a primereket. Az 1.
dbra a gén szekvenciajanak konzervalddasat mutatja
kiilonboz6 fajok kozott. A GPR54 gént 5 exon és 4
intron épiti fel. A primereket a harmas €s Otos
exonokra terveztiik, ahol a konzervalodas mértéke a
legnagyobb. Ezek a régiok az 1. abran a bekeretezett
részen lathatoak.

1. abra: A GPR54 gén konzervaltsaga
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Figure 1: Conservation in the GPR54 gene

Az ember és egér szekvencidk egyezOségei
alapjan tervezett primerek (/. tablazat):

1. tablazat

Az alkalmazott primerek szekvenciaja

Primer neve(1) Forward Primer Primer neve(1) Reverse Primer
F1 3’ CTCTGACCGCCATGAGTGT 5’ Rla 3’ TGCTGTAGGACATGCAGTGA 5°
R1b 3’ TGCTGTAGGACATGCAGTGAG 5’
F2 3 ATGAGTGTGGACCGCTGGTA 5’ R2 3’GCGGAGTTGCTGTAGGACAT 5’
F3 3’ GCTGGTACGTGACGGTGTT 5’ R3 3’ CCAGGAAGGCGTAGAGCA 5

Table 1: Sequences of the applied primers
name of primer(1)

A PCR kondiciok optimalizalasa érdekében
gradiens PCR-t alkalmaztunk, ¢és a tapadasi
hémérsékletet 47-64 °C kozott valtoztattuk.

A PCR elegy Osszetétele az aldbbiak szerint alakult:
6,0 ul dH,O, 1,0 pul ANTP (2mM), 1,0 pl 10xBuffer
(15mM MgCl,-t tartalmaz), 0,4 pl MgCl, (25mM),
0,25 ul P1 (10pmol/ul), 0,25 ul P2 (10pmol/ul),
0,1 pl Qiagen Taq (50U/ul). Ez 6sszesen 9,0 ul PCR
mixet adott, melyhez reakcionként 1,0 pl DNS-t
(50-100ng/ul) adtunk.

A PCR kondiciok az alabbiak voltak: kezdd
denaturacio 95 °C-on 10 perc; ezt kdvette 94 °C-on
30 mp denaturacio, 47-54 °C-on (ahol a kovetkezd
hémérseékleti értekek voltak: 47,0; 48,2; 49,0; 50,0;
51,2; 52,2 °C) 45 mp primer feltapadas, majd
72 °C-on 45 mp elongacié 35 cikluson keresztill;
végsé elongacio 73 °C-on 5 perc, majd hiités
10 °C-ra.

A PCR-hez egy awassi, egy gyimesi racka és egy
magyar merin6 egyed DNS-ét hasznaltuk fel. A PCR
termékek jelenlétét gélelektroforézissel ellendriztiik.
A PCR termékeket 2% MetaPhor agardz gélen
futtattuk. Az &sszes primerkombinaciot kiprobalva a
kiilonboz6 tapadasi hdmérsékleteken csak az F1-R1b
primerpar esetén kaptunk terméket. A gélképek
alapjan a tapadasi homérsékletek koziil a 47 °C-ot
talaltuk megfelelének a tovabbi vizsgalatokhoz. A
termékeket a gélbdl vald kivagasuk utan Gel-M
tisztité kit (VIOGENE, CA, USA) segitségével
tisztitottuk és készitettiik eld szekvenalasra.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az 2. dbran a hiarom minta F1 ¢és RIb
primerekkel végzett PCR termékei lathatok 2%-os
agardz gélen tortént futtatas utan.
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2. abra: F1 és R1b primerekkel végzett PCR termékei

1, 2, 3 — mintak szama(1)
A, B, C — termékek(2)

Figure 2: Products of PCR with F1 and R1b primers

A primertervezés soran az emlitett primerparra
vonatkoz6 vart termékhosszisag 970bp volt. Ezzel
ellentétben, az Aaltalunk kapott és szekvenalasra
megkiildott termékek hossza 400 és 500bp kozott,
500 illetve 900bp koriil alakult. Amennyiben a juh
harmas vagy négyes intronja rovidebb, mint az egér
¢és ember megfelelé szekvencidja, az magyarazhatja
az altalunk nyert PCR termékek révidebb voltat. A
kovetkeztetések levonasahoz azonban mindenképpen
szikség van a PCR termékeink  pontos
bazissorrendjének ismeretére (a szekvenalas jelenleg
folyamatban van).

Tovabbi Iépésben a kapott szekvenciakat
Osszevetjik a human és egér szekvencidkkal.
Amennyiben bebizonyosodik, hogy valamelyik
bekiildott minta valoban a GPR54 gén egy adott
régiojanak felel meg, ugy a kapott juh szekvenciara
specifikus primert tudunk tervezni. Az 01j primerekkel
a gén tovabbi szakaszait kivanjuk megszekvenalni és
polimorfizmusokat keresni, melyek befolyasolhatjak

sample numbers(1), products(2) a _]uh’ szezonon kiviili spontan ivarzasra vald
hajlamat.
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