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OTKRIVANJE NOSITELJA GENA ZA MALIGNU HIPERTERMIJU
(SINDROMA STRESA U SVINJA) METODOM LANCANE REAKCIJE
POLIMERAZOM

Z, Tadié

Maligna hipertermija je nasljedna bolest svinja koja se ocituje nakon izlaganja
stresu. Neki simptomi bolesti pojavljuju se nakon inhalacije halotana ili sukcinil-
kolina. Znacajke te bolesti su jake kontrakcije mi§i¢a, poviSenje tjelesne temperature
i acidoza. Osim toga, u homozigotnih i heterozigotnih tovljenika s povecanjem
tjelesne teZine izraZena je i vodnjikavost mesa.

Ta je bolest veliki problem u svinjogojstvu, jer je meso svinja koje su joj podloZzne
vodnjikavo i blijedo pa kao takvo nije privla¢na izgleda i manje je tehnoloske vri-
jednosti. Takvo se meso naziva PSE meso (eng. pale, soft, exudative meat). Osim toga,
takve svinje najceS¢e ugibaju ako se podvrgnu stresu (npr. prilikom transporta). U
svinja koje su heterozigoti (nose jedan normalan i jedan mutirani gen) bolest se ne
javlja, ali one na svoje potomstvo mogu prenijeti mutirane gene. Pretpostavlja se da
je danas na svinjogojskim farmama u svijetu 10 do 15 posto svinja koje su hetero-
zigotne za gen za malignu hipertermiju te 1 do 2 posto svinja koje su recesivni
homozigoti, tj. koje su podloZne bolesti. Zato treba iz uzgoja ukloniti sve hetero-
zigotne nositelje i recesivne homozigote da ostanu samo one jedinke koje ne nose
mutirani gen.

Test koji se do sada primjenjivao za otkrivanje svinja podloZnih hipertermiji
temeljio se na udisanju plina halotana. IstraZivanja su, medutim, pokazala da taj test
nije sasvim pouzdan, jer se njime mogu otkriti samo jedinke podloZne bolesti (re-
cesivni homozigoti koji nose oba mutirana gena), a heterozigotni nositelji ne mogu se
otkriti i ukloniti iz daljnjeg uzgoja. Bududi da je za iskorjenjivanje te bolesti potrebno
ukloniti sve nositelje mutiranoga gena, javila se potreba za razvojem testova kojima
bi se oni mogli otkriti.

.Novija genetska istraZivanja na svinjama pokazala su da je za pojavu maligne
hipertermije u svinja odgovoran gen RYRI (Otsu i sur. 1991,; Fujii i sur. 1991.).
Proizvod toga gena je membranski protein sarkoplazmatskog retikuluma misica Cija
je uloga kontrola protoka kalcijevih iona u retikulumu i iz retikuluma prilikom
kontrakcije miSica. Ako se u tome proteinu mutacijom aminokiselina arginin na
mjestu 615 zamijeni cistinom, stvara se nenormalni proizvod koji uzrokuje nago-
milavanje Ca’* iona u citoplazmi. Takvo nagomilavanje Ca’* uzrokuje simptome
maligne hipertermije i uginuce jedinke.

Molekularna metoda koja omogucuje brzo i ne tako skupo otkrivanje svih no-
sitelja mutiranog RYRI gena jest metoda lan¢ane reakcije polimerazom (Saiki i sur.,

Zoran TADIC, biolog, znanstveni asistent, Prirodoslovno-matematski fakultet, Zagreb

273



Tadié: Otkrivanje nositelja gena za malignu hipertermiju
(sindroma stresa u svinja) metodom lan¢ane reakcije polimerazom Vet. stn. 25. (5) 273-276, 1994.

1988.) (eng. Polymerase Chain Reaction — PCR). Ta metoda ima nekoliko vaznih
prednosti pred testom osjetljivosti na halotan, primjerice omogucuje testiranje ve-
likog broja jedinki u kratkom vremenu i otkrivanje svih nositelja mutiranoga gena.

Da bi se metodom PCR analizirao gen RYRI, stanice tkiva treba razoriti i iz njih
osloboditi. DNA U smjesu tada treba dodati specijalni pufer, gen —specifi¢ne »klice«
(eng. primer — i) koje sluZe za zapocinjanje i tijek reakcije t¢ DNA-polimerazu koja
je aktivna i pri visokim temperaturama (tzv. Tag polimeraza iz mikroorganizma
Thermus aquaticus). Smjesu treba staviti u uredaj za izvodenje PCR-a koji automatski
mijenja temperaturu reakcije. Nakon stanovitog viemena reakciju treba zaustavitii u
smjesu dodati restrikcijski enzim HgiAl (ili njegov shizoizomer) te smjesu inkubirati
na 60°C 1 sat do 2 sata. Nakon toga smjesu treba razdvojiti elektroforezom na
agaroznom gelu s etidij bromidom i rezultat se olita pod UV-svjetlom.

Metoda je pouzdana, nije skupa i omogucuje testiranje velikog broja svinja u
kratkom roku.

NACINI TESTIRANJA VECEG BROJA UZORAKA (O’Brien i sur. 1993.)

a) Sakupljanje uzoraka. Uzorke treba sakupljati u sterilne epruvete u kojima se
nalazi antikoagulans (EDTA). Uzorci se tada stavljaju na 4°C i dopremaju na mjesto
testiranja. Na 4°C mogu se drZati do tjedan dana. Ako se ne mogu odmah ispitati,
uzorci se moraju smrznuti na -85°C.

b) Izolacija DNA. U 50 u1 krvi treba dodati pufer za razaranje stanica, a nakon
toga valja leukocite izdvojiti centrifugiranjem, isprati i podvrgnuti djelovanju pro-
teinaze K preko no¢i. Proteinaza se nakon toga treba inaktivirati zagrijavanjem.
Uzorci su tada spremni za PCR-analizu.

¢) PCR-analiza, obrada restrikcijskim enzimom i elektroforeza.

PCR-analiza izvodi se u volumenu 25 xl uz dodatak posebnog PCR-pufera,
deoksiribonukleotida (200 uM), Tag-polimeraze (50 #U) i posebnih DNA »klica« (1
mg/ml). Citav se proces izvodi u specijalnom uredaju (»DNA Thermal Cycler,
Perkin-Elmer, SAD). Nakon 15 ciklusa (trajanje otprilike 1 sat do 2 sata), reakciju
treba zaustaviti i u smjesu dodati restrikcijski enzim HgiAl (ili njegov shizoizomer)
zajedno s puferom te smjesu inkubirati na 60°C 1 sat do 2 sata. Uzorci se tada trebaju
nanijeti na gel od agaroze i tako treba DNA razdvojiti po veliCini djelovanjem
istosmjerne elektri¢ne struje. Bududi da se u gelu nalazi etidij bromid, razdvojene se
vrpce mogu vidjeti pod UV-svjetlom nakon zavriene elektroforeze.

Moguce su tri kombinacije DNA-vrpci u gelu (sl. 1.):

NT — uzorak koji nije tretiran restrikcijskim enzimom

1. Dvije vrpce — svinja ne nosi mutirani gen (genotip N/N)

2. Tri vrpce — svinja je recesivni homozigot, tj. podloZna je bolesti (genotip n/n).
3. Cetiri vrpce — svinja je heterozigot, tzv. zdravi nositelj (genotip N/n).

Podetni pokusi pokazuju da je test vrlo pouzdan i da ima vecu razinu osjetljivosti
od testa halotanom (Bag3ic i sur., 1994). Osim toga, zapadnoeuropske zemlje vec su
uvele taj test kao obvezan za sva mati¢na krda svinja i odredile referalnu instituciju
odgovornu za provedbu testa (Anon. 1994.).
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NT NN nn N/n

Slika 1. PoloZaj vrpci DNA u agaroznom gelu nakon tretmana sa HgiAl
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