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1. UVOD:

1.1 Problemi gensko pogojenih obolenj pri reji prašičev

Zaradi čedalje večje težnje rejcev k čim večji in kvalitetnejši reji prašičev, je prišlo v prašičereji do problemov z raznimi gensko pogojenimi obolenji, kot so npr. konstitucijske slabosti mišic (PSS – prašičji stresni sindrom, PSE – bledo, mehko in vodeno meso, ARN – akutna nekroza hrbtne mišice). Simptomi teh obolenj se pri obolelih živalih kažejo kot pospešen srčni utrip, hitro dviganje telesne temperature ( 1° C na 5 minut), pospešeno dihanje ( do 125 vdihov na min.), otrdelost mišic… Smrt navadno nastopi sorazmerno hitro zaradi kolapsa in kardiovaskularnega šoka. 

1.2 Testi za odkrivanje gensko pogojenih obolenj

Ker ta obolenja za industrijsko rejo prašičev pomenijo velike izgube, se za odkrivanj le teh uporablja več testov. Najbolj znani so: 

·  halotanski test

·  test odkrivanja krvnih skupin v sistemu H

·  test določanja kreatinin – kinaze 

· MHS – genski test

Med naštetimi je najbolj zanesljiv prav MHS – test, ker kaže genotipsko sliko in ne fenotipske, tako kot ostali. 

1.3 MHS – genski test

Princip delovanja MHS – genskega testa je mutacija in razpad DNA ob dodanem specifičnem restrikcijskem encimu (slika 1.1), ter ločevanju fragmentov razpadle DNA s pomočjo elektroforeze. Tako dobimo gene, ki so pozitivni in gene, ki so negativni za prašičji stresni sindrom. Največja odlika testa je zanesljivo odkrivanje gena Hal (gen za občutljivost prašičev na stresni sindrom) pri homozigotih in heterozigotih in ločevanje mutiranih sekvenc od normalnih (slika 1.2). 

DNA, ki jo potrebujemo za MHS – genski test, dobimo iz celic uhlja prašiča, vpliv gena pa se kaže predvsem pri prašičih s telesno maso nad 30 kg. 

Test je bil zasnovan v kanadi leta 1991 in je tako najnovejši odkriti test za odkrivanje prašičev občutljivih na PSS.

1.4 Lasnosti prašičev z mutiranim genom:

Mutiran gen povzroči pri prašičih tudi dobre lastnosti, kot so naprimer tanjša hrbtna slanina, večji trupi prašičev in hitrejše priraščanje v mesu. Pride pa tudi do zmanjšane plodnosti merjascev z homozigotnim recesivnim alelom. Slaba lastnost je predvsem nagnjenost k stresu, ki se najbolj izrazi med transportom.

	Normalna sekvenca DNA:

1811    5`  GT TCC CTG TGT GTG TGC ATT 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


Slika 1.1: Mesto mutacije, ki ga cepi restrikcijski encim
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Slika 1.2: Primer rezultata
MHS – genskega testa

2. CILJ NALOGE:

Cilj naloge je ločitev prašičev na homozigotne (NN) gensko zdrave halotan negativne, heterozigotne (Nn), prav tako halotan negativne in na homozigotne (nn) na MHS neodporne halotan pozitivne. Tako lahko ločimo zdrave prašiče, prenašalce okvarjenega gena, ki so odporni na MHS in prašiče neodporne na MHS.

3. MATERIAL:

· pinceta

· škarje

· epruvete

· epice

· čaše

· etanol

· avtomatske pipete

· tipsi

· elektroforeza

· agaroza

· UV žarnica

· Pufri:

Lysis – Puffer – K

 - Tris – HCl          1 M          pH = 8,3      34,00 ml

 - MgCl2                      2 M                              0,15 ml

 - KCl                    1 M                               5,00 ml

 - Tween 20                                                1,00 ml

TBE – Puffer – 10X

 - Trisbase              0,5 M                            60,5 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

· Sestavine PCR reakcije:
- 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 MgCl2

- 7,9 μl destilirane H2O

· Vzorci testiranih pasem  prašičev:
· Large white (LW): 1983, 2238, 2114, 2237;

· Pietrain: 2140, 2127, 2128, 2174, 2116;

· Švedski landrace: 2134, 2206, 2361;

· Nemški landrace: 2170, 2310, 2362;

· Nemški landrace X Pietain: 2131, 2147, 2152, 2166, 2167;

4. METODE DELA:

4.1 Priprava vzorcev:

Od vsakega dela prašičjega uhlja odrežemo majhen košček in vsakega z pinceto vstavimo v svojo označeno epico. Pri tem moramo paziti na sterilnost inštrumentov, da nebi pomešali celic različnih vzorcev med sabo. V vsako epico dodamo še 100 μl Lysis – Puffra in 4 μl proteinase  - K. Nato vzorce preko noči inkubiramo v vodni kopeli na temperaturi 56 - 58°C.

4.2 PCR reakcija:

Da bi DNA lahko ločevali z elektroforezo, jo moramo pomnožiti z PCR reakcijo. Ta poteka tako, da vzorcem dodamo sestavine (napisane v materialu pod sestavinami PCR reakcije) in jih postavimo v aparat, v katerem reakcija PCR poteka. 

4.2.1 Potek PCR reakcije:

PCR reakcija se začne tako, da se vzorci za 5 min. segrejejo na 95°C. Nato se začne cikel temperatur (1 min. na 95°C, 1 min. na 65°C in 1 min. na 72°C). Ta cikel se ponovi 35 krat, potem pa se vzorci še za 2 min. segrejejo na 72°C. Na koncu se vzorci ohladijo na 4°C in take jih čez noč spravimo v hladilnik.

4.3 Gelska kromatografija:

4.3.1 Priprava vzorcev za elektroforezo:

Vzorce vzamemo iz hladilnika in naredimo restrikcijo DNA. To naredimo tako, da jim dodamo :

· 2,25 μl H2O

· 0,50 μl pufra

· 0,25 μl restrikcijskega encima (HhaI)

Vzorce nato 3 ure inkubiramo pri temperaturi 37°C.

Med dodajanjem restrikcijskega encima moramo imeti vzorce na ledu, da encim ne razpade. Pred inkubacijo moramo vzorce tudi centrifugirati. Po inkubaciji vzorcem dodamo še etidijev bromid (EtBr), ki se vgradi v bazne pare dvojne vijačnice in svetlika pod UV svetlobo. Tako pripravljene vzorce nanesemo na gel za elektroforezo.

4.3.2 Priprava gela za gelsko kromatografijo:

Za gelsko kromatografijo moramo pripraviti 2 % agarozni gel. To naredimo tako, da zatehtamo 1,2 g agaroze, ji dodamo 60 ml VE – Puffra in vse skupaj segrejemo, da se agaroza raztopi. Tako pripravljen gel vlijemo v elektroforezo in dodamo še vstavek za žepke, v katere bomo potem vnesli vzorce. Ko se gel strdi vstavek odstranimo in tako je gel pripravljen za kromatografijo.

4.3.3 Elektroforeza:

Ko vzorce previdno vnesemo v žepke v gelu (pazimo da ne raztrgamo gela), elektroforezo priključimo na enosmerno električno napetost (120 V). Delovati jo pustimo približno 20 – 30 minut, nato jo izklopimo, vzamemo gel in ga pogledamo pod UV svetlobo.

5. REZULTATI:

5.1 Slika gelske kromatografije vzorcev pod UV svetlobo

                                                                            ?
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slika 5.1

5.2 Tabela rezultatov gelske kromatografije

	Št. vzorca
	Pasma
	Genotip

	1983
	Large white (LW)
	NN

	2140
	Pietrain
	nn

	2127
	Pietrain
	nn

	2134
	Švedski landrace
	NN

	2131
	Nemški landrace X Pieatain
	Nn

	2206
	Švedski landrace
	NN

	2170
	Nemški landrace
	NN

	2361
	Švedski landrace
	NN

	2310
	Nemški landrace
	?

	2128
	Pietrain
	nn

	2174
	Pietrain
	nn

	2238
	Large white (LW)
	NN

	2147
	Nemški landrace X Pieatain
	?

	2114
	Large white (LW)
	NN

	2152
	Nemški landrace X Pieatain
	Nn

	2116
	Pietrain
	nn

	2237
	Large white (LW)
	NN

	2166
	Nemški landrace X Pieatain
	nn

	2167
	Nemški landrace X Pieatain
	nn

	2362
	Nemški landrace
	NN


Legenda:  NN – homozigotni dominantni genotip

  Nn – heterozigotni dominantni genotip

  nn – homozigotni recesivni genotip (občutljiv za MHS sindrom)

   ? – ni rezultata

6. DISKUSIJA:

6.1 Komentar rezultatov:

Z delovanjem restrikcijskega encima na normalno DNA molekulo se je ta razgradila na dva dela velikosti 50  in 84 baznih parov (bp). Pri mutirani DNA pa restrikcijski encim ni deloval in je zato ostala v enem kosu. To se je zgodilo zaradi cepitve normalne DNA pred 1845. nukleotidom, kjer ima DNA za restrikcijski encim razpoznavno zaporedje baz G-CGC. To mesto se imenuje mesto Cfol. Pri mutirani DNA pa pride do spremembe na mestu Cfol (namesto zaporedja G-CGC pride do zaporedja baz G-TGC), zato restrikcijski encim tega mesta ne prepozna in ga ne cepi. Pri projektnem delu pa smo dobili tudi vzorce, pri katerih je bila DNA razrezana na tri dele. To so bili vzorci, kjer sta bili križani dve različni pasmi prašičev, od katerih je imela ena homozigotni dominantni genotip, druga pa heterozigotni dominantni genotip, ali pa homozigotni recesivni genotip. Pri teh prašičih se kljub mutaciji sindrom maligne hipertermije ne pojavi.

6.2 Opis rezultatov slike gelske kromatografije:

Na sliki gelske kromatografije  vzorcev (slika 5.1) sem dobil sedem homozigotnih recesivnih (nn) genotipov, ki povzročajo sindrom maligne hipertermije in dva heterozigotna dominantna (Nn) genotipa. Devet vzorcev je imelo  homozigotni dominantni (NN) genotip, pri dveh pa ni bilo rezultatov, kar je lahko posledica nenatančnega nanosa vzorca na gel, ali pa vzorec ni bil dovolj razrezan z restrikcijskim encimom.

6.3 Opis tabele rezultatov gelske kromatografije:

Iz tabele sem lahko razbral, da med izbranimi vzorci vsi homozigotni recesivni genotipi pripadajo pasmi Pietrain, ali pa križancem z to pasmo. Poleg tega pa imata dva križanca tudi heterozigotni dominantni genotip, iz česar lahko sklepam, da je ta pasma prenašalec mutiranega gena. To pomeni, da je ta pasma najbolj podvržena sindromu maligne hipertermije in je za industrijsko rejo prašičev najmanj primerna.

7. SKLEP:

Kljub hitrejšemu priraščanju v mesu, večji velikosti trupa prašičev in tanjši hrbtni slanini, so zaradi slabše kvalitete mesa in nagnjenosti k sindromu maligne hipertermije homozigotno recesivno genotipske  pasme prašičev veliko manj primerne za industrijsko rejo. Zaradi tega je tako uveljavljen MHS – genski test, saj lahko z njim pravočasno odkrijemo homozigotno recesivne genotipe pri pasmah in se jim izognemo, ter se s tem ognemo veliki  gospodarski izgubi, zaradi pogina živali (predvsem med transportom), katerega vzrok je mutacija DNA. Kot smo ugotovili pri nalogi, je ena teh pasem tudi Pietrain in nekateri križanci z to pasmo.
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