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Osszefoglalés

A zsirsgjtek dta termelt fehérje hormonnak, az adiponectinnek szerepe van a glikoneogenezis
gatlasdban, valamint a zsirsavak oxidéciojanak serkentésében. Fajtatiszta szoke mangalica, duroc-kal
keresztezett mangalica és fajtatiszta magyar nagyfehér (MNF) hizok hétszalonna és izomszdvetébdl
gyijtottink mintdkat az adiponectin gén (ADIPOQ) expressziojanak meghatarozasdhoz. Az RNS-
izoldast TRIzol modszerrel végeztiik, az expresszi6 értékelése 244! modszer alkalmazésaval, f-actin
referenciagénnel normalizava tortént. Az ADIPOQ mindharom vizsgalt csoportna a zsirszévetben
volt aktivabb (P<0,05). A fajtatiszta és keresztezett mangalica, valamint a MNF héatszal onna mintak
esetében nem volt szignifikéns (P>0,05) kilonbség a gén kifejezédésében, bar a MNF egyedeknéd
alapitottuk meg a legaacsonyabb értékeket. Az izombeli kifgezédést illetéen a fagjtatiszta és
keresztezett mangalica esetében szignifikansan (P<0,05) nagyobb volt az expresszio a MNF-hez
viszonyitva. Az ADIPOQ nagyobb izombeli kifejez6dése a mangalica fajtéra jellemzé kiemekedd
intramuszkul &ris zsirtartalommal magyarézhato.

Kulcsszavak: adiponectin, mangalica, magyar nagyfehér, génexpresszio

Adiponectin gene expression in muscle and fat tissues of M angalica, M angalicaxDur oc, and
Hungarian L arge White pigs

Abstract

The adipocyte-secreted protein hormone adiponectin plays roles in the regulation of gluconeogenesis
and the oxidation of fatty acids. Muscle and backfat tissue samples were collected from purebred and
Duroc crossbred Blond Mangalica and Hungarian Large White (HLW) pigs at an abattoir in order to
determine the expression level of adiponectin (ADIPOQ) gene in the different breeds and tissues. The
RNA isolation was carried out by means of the TRIzol protocol, and the expression was normalised
to B-actin reference gene and was analysed by the 222" method. In each of the three groups, the
ADIPOQ expression was significantly higher (P<0.05) in backfat tissues compared to that in muscle
samples. There was no significant (P<0.05) difference between the ADIPOQ expression in backfat
tissues of purebred and crossbred Mangalica and HLW; however, lowest expression was detected in
HLW samples. Muscle ADIPOQ expression was significantly (P<0.05) higher in purebred and
crossbred Mangalica than in HLW. Variations in muscle ADIPOQ expression can be explained by,
and contribute to differencesin intramuscul ar fat accumulation between Mangalicaand HLW.

Key words: adiponectin, Mangalica, Hungarian Large White, gene expression

10.17205/SZIE.AWETH.2015.2.193


mailto:tempflik@gmail.com

Tempfli et al. / AWETH Vol 11.2. (2015) 194

Bevezetés

A sertés zsiranyagcseréjében, zsirbeépitéseben szerepet jatszO gének miikddésében
bekdvetkezé kulonbségek azonositasa segitséget nydjt a termelés kandidans génjeinek
feltardsdhoz. Napjainkban a zsirszOvetre az energiaraktarozési funkcigjan tdlmenéen egyre
inkdbb endokrin szervként is tekintenek, hiszen hormontermelésén keresztll hatassal van a
szervezet egészében végbemend folyamatokra, példaul az éhségérzet szabdlyozdsa révén a
takarmanyfelvételre, vagy a luteinizal 6 hormon-termel és szabdlyozésa révén a reprodukciora.

Emberben az adiponectin kilonbdzé aléljait 6sszefliggésbe hoztak az inzulinrezisztencia, a
2-es tipusu cukorbetegség és a koros ehizas kialakuldsnak kockézataval, tovabba forditott
aranyossagot figyeltek meg az adiponectin vérplazmaban mért szintje és a testzsir aranya kdzott
(Wang és mtsai, 2006; Daniele és mtsai, 2008).

Vizsgaataink cékitiizése volt, hogy az adiponectin (ADIPOQ) gén mikodését
Osszehasonlitsuk sz6ke mangalica, duroc-kal keresztezett mangalica és magyar nagyfehér
sertések hatszal onngjdban és izomszovetében.

Anyagok és modszer ek

Az RNS-adapu vizsgaatok egyik kritikus pontja a mintavétel, hiszen a DNS-nél sokkal
instabilabb és a kornyezetinkben daltalanosan elterjedt RNS-bonté enzimek (RNazok,
ribonukleazok) altal veszélyeztetett RNS-dlomany a végést kovetéen rovid idén beldl
degradd 6dhat; ennek elkertilése érdekében a mintavételt a vagést kovets legfeljebb 45 percen —
egy Oran bel Ul végeztik.

A végohidi mintavétel soran csoportonkent 5-5 dlattdl (hiz6 koca) gydjtott 1,5-2 g kozotti
hétszalonna- és izommintékat mianyag fagyasztocsdvekbe (VWR International) helyeztik és az
adatok rogzitését (egyed fajtga, azonositd szama, szovet tipusa) kdvetéen azonnal folyékony
nitrogénbe (—196°C) mértottuk. A szdlitas és a feldolgozasig torténd tarolés is a mintagyjto
nitrogéntartalyban tortént. A vizsgalatba vont csoportok é6tomege kdzott nem volt szignifikans
(P>0,05) kildnbség (120-135 kg).

Az RNS izoldésat a TRIzol médszer aapjan végeztik (Chomczynski és Sacchi, 1987),
TRIreagent (Life Technologies), kloroform és 1-brém-3-klérpropan (VWR International)
felhasznélasaval.

Egy extrakci6 sorén hozzavetéleg 100-150 mg hétszalonna és izommintét dolgoztunk fel. A
kinyert RNS mennyisége jellemzéen nagyobb volt izom esetében: 500-1500 ng/ul, a zsirszovet
70-150 ng/pl-jéhez viszonyitva. A mintak koncentraciojat 50 ng/pl-re dlitottuk be.

Az izoldt RNS mennyiségét Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) spektrofotométerrel
alapitottuk meg. A spektrofotométer kis mennyiségi (1-2 pl) mintdban méri a koncentraciot,
tovabba 230, 260 és 280 nm-en elemzi a mintak abszorbancigét, az adatokbdl pedig
aranyszamokat képez. A 260/280 és a 260/230 nm-en mért abszorbancia-ardnyokbdl
kovetkeztethetiink az izolatum tisztasdgérais.

Megfelel6 tisztasaginak tekintettik a legaldbb 1,8 feletti 260/280 és 260/230 értékekkel
jellemzett RNS-izolatumokat. Az izoldt teljes RNS integritdsdt agar6z gélelektroforézis
segitségével értékeltik.

A val6s idejt kvantitativ polimeraz lancreakcio (QPCR) eredmeényét befol yasol 6 potencidlis
DNS-szennyezés elkerilése érdekében a tisztitott RNS-izoldtumokat DNéz kezelésnek vetettik
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a4 amely sordn az RQ1 RNase-free DNase kitet (Promega) akamaztuk. A reakcidel egyet
legaldbb 30 percig 37°C-on tartottuk, majd a DNaz enzimet 65°C-on inaktivaltuk.

Reverz transzkripcio alkalmazasaval az izolalt teljes RNS-rél cDNS-t dlitottunk el6 iScript
cDNA synthesis (Bio-Rad Laboratories) kit segitségével. A cDNS szintézishez 500 ng RNS-t
haszndltunk fel. A cDNS eléallitédsa oligo(dT) és random hexamer primerek keverékével tortént.
Az elédlitott cDNS-t 1:100 aranyban higitottuk a gqPCR alkalmazéasat megel6zéen. Az optimdlis
higitass mérték kivaasztésdhoz és a PCR hatékonysaganak megitéléséhez standard higités
sorokat keszitettunk.

A p-actin és az ADIPOQ geénszakaszok amplifikélasa az 1. tablazatban bemutatott
primerek felhasznalasaval tortéent.

1. tAblazat. Az expressziOs vizsgalatok soran alkalmazott primerek

Gén Szekvencia (5-3') Hossz
p-actin’ F: CCAGGTCATCACCATCGG; R: CCGTGTTGGCGTAGAGGT 158 bp
ADIPOQ” | F: CGAGAAGGGTGAGAAAGGAG; R: TAGGCGCTTTCTCCAGGTTC 123 bp
Table 1. Sequences of the applied primers
! Luo és mtsai (2009), 2 Cirera és mtsai (2013)

A vizsgdlatok sordn Bio-Rad CFX96 Rea-Time PCR Detection System-et haszndtunk
atlétszo (,clear”) plate-ekkel. A reakciok 6sszedllitasa a kovetkezd volt: 10 pl SsoFast EvaGreen
supermix (Bio-Rad Laboratories), 1-1 pl forward és reverse primer, 1 ul cDNS és nukleazmentes
viz 20 pl-ig.

A reakciok bedllitadsai a kovetkezok voltak az ADIPOQ esetében: 95°C 1 percig, majd 40,
kétlépcsos ciklus 95°C-on 5 sig és 60°C-on 5 sig. A referenciagénként alkalmazott f-actin
kapcsolodéasi homeérseklete az aktudlis vizsgalt gén homeérsekletével egyezett meg. A kil6nb6z6
hémérsékleteken végzett reakci ok esetében a p-actin amplifikécio hatékonysaga 95+7% volt.

Az eredmények értékelése soran az SPSS v.16 program t-probgét haszndtuk, az egyes
atlagok kozotti kil dnbségeket P<0,05 szinten tekintettik szignifikansnak.

Eredmenyek és értekelés

Mindharom vizsgalt csoportban az ADIPOQ expresszigja a zsirszbvetben szignifikans
(P<0,05) mértékben meghaladta az izomban megallapitott értéket.

Az ADIPOQ izombeli expresszigja szignifikdnsan (P<0,05) nagyobb volt fajtatiszta és
duroc-kal keresztezett mangalica esetében, mint magyar nagyfehér sertéseknédl.

Az izomszovetben valo fokozott kifgezédés hétterében a fotatiszta és a keresztezett
mangalica esetében az intramuszkul aris zsirsejtek ADIPOQ-termelése dllhat. Az ADIPOQ hosszu
hatizomban val6 kifejezédésérél szamoltak be Ding és mtsai (2004) a Lee Sung taiwani fajta
esetében, mig keresztezett |apdyxyorkshireQ x durocd' egyedeknél izomban nem fejezédott ki a
gén. Osszefuiggés figyelheté meg az ADIPOQ izombeli expresszidja és az intramuszkuléris
zsirtartalom kozott is: 2,55% koruli izomkozotti zsir esetén detektdlhaté volt mRNS, mig 1,6%
kordl még nem.
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Az ADIPOQ tulnyomorészt zsirszovetbeli kifejezédése nem kizérdlag a sertésre jellemzo,
hasonl6 expresszids mintézatot irtak le embernél és egerekndl is (Maeda és mtsai, 1996; Hu és
mtsai, 1996).

A mangalica duroc fajtéaval vald keresztezéseiben is megjelend fokozott zsirfelhalmozasi
hajlam megnyilvanul a modern fgtak hasahoz viszonyitott magasabb izomkozotti
zsirtartalomban, ami hozzgarulhat az ADIPOQ izomszovet-beli megjelenéséhez, nagyobb
kifejezbdéséhez is.

1. abra. Az ADIPOQ expressziéja mangalica (M AN), mangalicaxduroc (MANxXDUR) és
magyar nagyfehér (M NF) sertések zsir- ésizomszovetében.
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Figure 1. Expression of ADIPOQ in backfat and muscle tissue of Mangalica (MAN),
Mangalicax Duroc (MANXDUR), and Hungarian Large White (MNF) pigs

A zsiranyagcserében szerepet jdtszd genek azonositdsa humén bioldgia szempontbdl is
kiemelkedo jelentéségii, hiszen az elhizéas vilagszerte jelentés egészséguigyi problémét jelent. Az
adiponectin e tekintetben is egy kulcsfontossagu adipokin (zsirsejtek dltal termelt mediator),
hiszen véd6 hatéssal bir az elhizashoz kétheté anyagcserezavarok kialakulésaval szemben.
Allatkisérletek soréan megfigyelték, hogy az adiponectin javitja az inzulin-érzékenységet, ami
dtal potencidlisan hasznahatdé lehet a cukorbetegség visszaszoritasdban; ezenkivil az
adiponectin gyulladascsokkent6 és szivvéds hatasét is leirtdk (Daniele és mtsai, 2008; Wang és
mtsai, 2006; Gable és mtsai, 2006).
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