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POVZETEK

Pri industrijski reji prašičev predstavlja sindrom maligne hipertermije precejšen problem zaradi poginov, ki so posledica stresa pri živalih. Do sindroma pride zaradi mutacije gena, ki kodira protein Ca – kanala v membrani celice. Posledica so predolgo odprti Ca – kanali, kar povzroči kontrakcije mišic, ki so eden od simptomov prašičjega stresnega sindroma. Z MHS – genskim testom pa lahko to mutacijo odkrijemo s skoraj 100% zanesljivostjo, ob tem pa testirana žival ne doživlja večjih obremenitev. V državah z visoko razvito prašičjerejo se test že rutinsko uvaja v rejske programe.
SUMMARY

In industrial breeding of pigs represents malignant hyperthemia syndrome a large problem because of stress – included – death. The cause of this syndrome is a mutation of gene for protein Ca release channel. Consequences are, that Ca release channels don't close on time, what is the reason for muscle contraction, which is one of the symptoms for pig malignant hyperthemia syndrome. Mutation can be detected with a MHS – genetic test which is almost 100% and non invasive to animals. In countries with high developed swine breeding the test has already been introduced into breeding programmes.
1 UVOD
1.1 Sindrom maligne hipertermije ali prašičji stresni sindrom (PSS)
Prašičji stresni sindrom (PSS) je gensko pogojena bolezen pri prašičih, ki jo povzročata mišična obremenitev in stres. Simptomi obolelih živali se kažejo v pospešenem dihanju, pospešenem srčnem utripu, hitro dviganje telesne temperature (1º C na 5 min), nepravilnih lisah in otrdelosti mišic. Žival običajno pogine v sorazmerno kratkem času zaradi kolapsa in kardiovaskularnega šoka.
Obolenje za PSS je posledica točkovne mutacije na šestem kromosomu. Na tem mestu se citozin zamenja s timinom, kar pripelje do zamenjave aminokisline arginin s cisteinom. Mutiran gen kodira protein Ca-kanala. Ioni Ca2+ uravnavajo krčenje, sproščanje in energetski metabolizem v mišicah. Protein, ki nastane iz mutirane DNA, pa je razlog, da se Ca kanali ne zapirajo pravočasno, kar povzroči kontrakcije mišic. 
Za odkrivanje gensko pogojenih bolezni se uporablja več različnih testov, kot so: halotantski test, test določanja kreatinin-kinaze, MHS – genski test in test odkrivanja krvnih skupin v sistemu H. MHS – genski test, je med njimi najprimernejši, saj nam omogoči vpogled v genotipsko sliko in ne le fenotipske kot vsi ostali.  
1.2 MHS – genski test:
MHS – genski test je skoraj 100-odstotno zanesljiv test za odkrivanje prašičev, ki so občutljivi na prašičji stresni sindrom. Princip delovanja tega testa temelji na mutaciji in razpadu DNA ob dodanem specifičnem restrikcijskem encimu, ter ločevanju fragmentov razpadle DNA z elektroforezo. Kot rezultat dobimo ločeno gene, ki so pozitivni in gene, ki so negativni za prašičji stresni sindrom. Gen, ki določa občutljivost za stresni sindrom, je recesiven homozigot (nn); heterozigoten (Nn) in dominanten homozigot (NN) pa sta odporna.
Gen za občutljivost prašičev na stresni sindrom je lociran na lokosu Hal. Mutacija, ki povzroči motnjo v delovanju zapiranja Ca-kanalov, je locirana na 1843. nukleotidu kar je tudi identifikacijsko mesto za delovanje MHS – genskega testa.
1.3 Industrijski problem
Prašičji stresni sindrom je znan kot vzrok zmanjšane kvalitete prašičjega mesa (vodeno, bledo, mehko meso) in ekonomskih izgub zaradi smrti prašičev med transportom, saj so podvrženi psihičnim in fizičnim stresom. Mutiran gen pa vendarle povzroči tudi dobre lastnosti, kot so tanjša hrbtna slanina, večji trupi prašičev in hitrejše priraščanje v mesu.
Mesto mutacije, ki ga cepi restrikcijski encim:
[image: image1.jpg]Normalna sekvenca DNA
1811 5' GT TCC CTG TGT GTG TGC AAT GGT GTG GCC 1839

Val Ala
Cfol

1840 GTG CG*C TCC AAC CAA GAT CTC ATT ACT GAG AAC 1872
Val Arg Ser Asn Gln

1873 TTG CTG CCT GGC 3' 1884

Mutirana sekvenca DNA

1811 5° GT TCC CTG TGT GTG TGC AAT GGT GTG GCC 1839
Val Ala

Asphi
1840 GTG TGC T*CC AAC CAA GAT CTC ATT ACT GAG AAC 1872
Val Cys Ser Asn Gin

1873 TTG CTG CCT GGC 3' 1884

* mesto, kjer restrikcijski encim cepi DNA
mesto mutacije 1843. nukleotida





Primer rezultata MHS – genskega testa:
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2 CILJI NALOGE
S pomočjo MHS – genskega testa ločiti homozigotne (NN), gensko zdrave prašiče, ki so halotan negativni in odporni na MHS; heterozigotne (Nn) prašiče, ki so prav tako halotan negativni in odporni na MHS, vendar so prenašalci okvarjenega gena; ter homozigotne (nn) prašiče, ki pa so halotan pozitivni in neodporni na MHS.
3 MATERIAL

· vzorci testiranih prašičev:
      - Large White (LW): 1983, 2238, 2114, 2237
      - Pietrain: 2140, 2127, 2128, 2174, 2116
      - Nemški Landrance: 2170, 3210, 2362
      - Švedski Landrance: 2134, 2206, 2361
      - Nemški Landrance X Pietrain: 2131, 2147, 2152, 2166, 2167
· epice
· pinceta

· škarje

· etanol

· avtomatske pipete

· tipsi
· elektroforeza

· agaroza

· UV žarnica

· Pufri:

      
-Lysis – Puffer – K: 

	* Tris – HCl
	1M
	pH = 8,3
	34,00 ml

	* MgCl2                                 
	2M
	
	0,15 ml

	* KCl
	1M
	
	5,00 ml

	* Tween 20                                     
	
	
	1,00 ml


      
-TBE – Puffer – 10X:  

	* Trisbase                                 
	0,5 M                             
	60,50 g

	* Borna kislina                      
	0,5 M                             
	30,85 g

	* Titerkomplex 3 oz. EDTA
	10mM
	3,72 g

	* z destilirano vodo dopolnimo do 1000 ml


 -Loading – Puffer: 

	* Bromfenolmodro ali Ksilenmodro
	
	0,025 g

	* Glicerol
	
	3,0 ml

	* TE – Puffer
	
	6,8 ml

	* EDTA
	0,5 M                             
	0,2 ml


      
-TE – Puffer: 
	* Tris – HCl
	1 M
	pH = 8,0

	* EDTA
	0,5 M                             
	pH = 8,0


-VE – Puffer 
-TAQ polimeraza
· PCR reakcija:
      
- 1,6 μl pr. 1 – RYR 56,2
      
- 1,6 μl pr. 2 – RYR 56,1
      
- 1,6 μl dNTP – nukleotidi GACT
     
- 1,6 μl pufra TAQ polimeraza
      
- 0,9 μl MgCl
      
- 7,9 μl destilirane H2O
4 METODE DELA

4.1 Priprava vzorcev

Potrebujemo vzorce prašičev različnih pasem in za to uporabimo dele njihovih uhljev. Od vsakega dela odrežemo majhen košček in ga s pinceto vstavimo v epico, ki jo predhodno označimo s številko vzorca. Paziti moramo na sterilnost inštrumentov, da ne bi pomešali med sabo celic iz različnih vzorcev. V epice dodamo še po 100 μl Lysis – Puffra in 4 μl encima proteinase – K. Vzorce nato preko noči inkubiramo v vodni kopeli pri temperaturi 56 – 58ºC, da se zaradi delovanja polimerase – K razgradi celična membrana.
4.2 PCR reakcija

Ker imamo v vzorcih premajhno količino DNA, da bi jo lahko ločevali z elektroforezo, jo moramo pomnožiti s PCR reakcijo. Vzorcem dodamo 1.6 μl preimera 1 – RYR 56.2, 1.6 μl preimera 2 – RYR 56.2, 1.6 μl dNTP – nukleotidi GACT, 1.6 μl pufra TAQ polimeraza, 0.9 μl MgCl2 in 7.9 μl destilirane H2O ter jih postavimo v aparat, v katerem poteka PCR reakcija. Med reakcijo so vzorci prvih 5 min segreti na 95ºC, nato pa se začne natančno določen cikel temperatur (1 min na 95ºC, 1 min na 65ºC in 1 min na 72ºC), ki pa se ponovi 35 krat. Na koncu so vzorci še za 2 min segreti na 72ºC. Nato se ohladijo in so čez noč spravljeni v hladilniku.
4.3 Gelska kromatografija 
Za gelsko kromatografijo moramo pripraviti 2% agarozni gel: zatehtamo 1,2 g agaroze, ji dodamo 60 ml VE – Puffra in vse skupaj segrejemo, da se agaroza raztopi. Gel nato vlijemo v elektroforezo in dodamo vstavek za žepke, v katere bomo potem vnesli vzorce.
Pripravimo vzorce za elektroforezo. Naredimo restrikcijo DNA (tako da dodamo 2,25 μl H2O, 0,50 μl pufra in 0,25 μl restrikcijskega encima), jih centrifugiramo in nato 3 ure inkubiramo pri 37ºC. Med dodajanjem restrikcijskega encima imamo vzorce na ledu, da encim ne razpade. Po inkubaciji pa vzorcem dodamo še etidijev bromid (EtBr), ki se vgradi v bazne pare dvojne vijačnice in se svetlika pod UV svetlobo. Tako pripravljene vzorce nanesemo v žepke na gelu za elektroforezo in jo priključimo na enosmerno električno napetost (120V). Delovati jo pustimo od 20 do 30 minut, ter nato pogledamo gel pod UV svetlobo, kjer so vidni rezultati.
5 REZULTATI

5.1 Slika gelske kromatografije vzorcev pod UV svetlobo:

2362    2167    2166   2237   2116   2152   2114   2147    1983    2238           ; št. vzorca
[image: image3.jpg]



- 50 bp 

- 84 bp 

- 134 bp 

- 50 bp

- 84 bp

-134 bp

2174   2128   2310    2361   2170    2206    2131    2134   2127   2140           ; št. vzorca
5.2 Tabela rezultatov gelske kromatografije:
	Št. vzorca
	Pasma
	Genotip

	1983
	Large White (LW)
	NN

	2238
	Large White (LW)
	NN

	2114
	Large White (LW)
	NN

	2237
	Large White (LW)
	NN

	2140
	Pietrain
	nn

	2127
	Pietrain
	nn

	2128
	Pietrain
	nn

	2174
	Pietrain
	nn

	2116
	Pietrain
	nn

	2362
	Nemški Landrance
	NN

	2170
	Nemški Landrance
	NN

	2310
	Nemški Landreace
	 ?

	2134
	Švedski Landrance
	NN

	2206
	Švedski Landrance
	NN

	2361
	Švedski Landrance
	NN

	2131
	Nemški Landrance X Pietrain
	Nn

	2152
	Nemški Landrance X Pietrain
	Nn

	2147
	Nemški Landrance X Pietrain
	 ?

	2166
	Nemški Landrance X Pietrain
	nn

	2167
	Nemški Landrance X Pietrain
	nn


Legenda:


· NN – homozigotni dominantni genotip              

· Nn – heterozigotni genotip

· nn – homozigotni recesivni genotip
· ? – ni rezultata 
6 DISKUSIJA
6.1 Opis rezultatov gelske kromatografije
Na sliki gelske kromatografije (slika  ) je razvidno, da smo dobili devet homozigotnih dominantnih (NN) genotipov – ki so brez mutacije, sedem homozigotnih recesivnih (nn) genotipov, ki povzročajo sindrom maligne hipertermije in dva heterozigotna (Nn) genotipa. Pri dveh vzorcih (2147 in 2310) pa nismo dobili rezultatov, kar je verjetno posledica nenatančnosti med potekom dela, ali pa vzorec ni bil dovolj razrezan z restrikcijskim encimom.
6.2 Opis tabele rezultatov
Pri pregledu tabele jasno izstopajo vzorci prašičev pasme Pietrain, saj imajo vsi homozigotni recesivni genotip in zato so vsi neodporni na sindrom stresne hipertermije. Prav tako pa so tudi križanci s to pasmo ali heterozigoti (2 vzorca) ali recesivni homozigoti (tudi 2 vzorca), iz česar sklepam da je pasma Pietrain za industrijsko rejo prašičev najmanj primerna. Vzorci ostalih testiranih pasem (LW, Nemški in Švedski Landrance) pa imajo dominanten homozigoten genotip, torej so odporni proti prašičjemu stresnemu sindromu.
6.3 Komentar rezultatov MHS – genskega testa 
Pri razcepljanju DNA pred 1845. nukleotidom, smo uporabili restrikcijski encim, ki je razcepil normalno DNA na dva fragmenta velikosti 50 in 84 baznih parov, pri mutirani pa ni deloval in tako je mutirana DNA ostala v enem kosu. Pri mutirani DNA pride do spremembe na 6. kromosomu na mestu Cfol, kjer se timin zamenja s citozinom in zato restrikcijski encim tega mesta ne prepozna in ga ne cepi. V naših rezultatih pa smo dobili tudi primera v katerih je bila DNA razrezana na tri dele in to v primeru križanja dveh pasem. Te prašiči imajo heterozigoten genotip, vendar se pri njih kljub mutaciji sindrom maligne hipertermije ne pojavi, saj je mutiran gen recesiven in s tem podrejen zdravemu dominantnemu genu. Prašiči s heterozigotnim genotipom so t.i. prenašalci prašičjega stresnega sindroma.
7 SKLEP
V prašičjereji so pasme prašičev z dominantnim homozigotnim genotipom bolj cenjene zaradi boljše kvalitete mesa in manjše ali nič izgub med transportom ali  pred klanjem prašičev, kar pa je zelo pogosto pri živalih, ki imajo recesiven homozigoten genotip. Zato so te pasme (med drugim tudi Pietrain), veliko manj primerne za industrijsko rejo. Da bi ločili med prašiči, ki so odporni in med tistimi, ki niso odporni, pa se je zelo uveljavil MHS – genski test, saj lahko s pomočjo rezultatov le-tega, pravočasno ločijo živali, ki niso primerne za rejo in se s tem izognejo veliki gospodarski izgubi.
8 LITERATURA

· Cotman M., Ves J. Diagnostika prašičjega stresnega sindroma s posebnim ozirom na MHS – genski test, Veterinarske novice, 21 (1992), str. 285 – 289
· Dovč P., Šalehar A., Kovač M., Frekvence genov RYR1 po pasmah v Sloveniji v letih od 1994 do 1997, Sodobno kmetijstvo, 31 (98), 7-8. str. 340 – 341 
· Dovč P., Kastelic M., Šalehar A., Frekvenca gena in vpliv genotipa RYR1 na rast in sestavo telesa prašičev treh pasem, Sodobno kmetijstvo, 27 (94), 7-8. str. 304 – 306  

· Dovč P., Šalehar A., Kovač M., Kastelic M., Frequency of the RYR1 n allele and its influence on fattening traits, Arch. Tierz., Dummerstorf, 39 (1996), 4. str. 441 – 446  
· Dovč P., Wittmann W., Peschke W., Littmann E., Behringer J., Birkenmaier St., Förster M., Mast- und Schlachtleistungen von DL-Kastraten in Abhängigkeit vom MHS-Genotyp, Züchtungskunde, 65 (93), str. 197 – 205 
12
1

