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Genski test na sindrom maligne hipertermije
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Izvleek

Povecani obCutljivosti na stres in slabi kvaliteti mesa je deloma vzrok tudi mutacija na genu
RyR1. Nosilce mutacije na genu RyR1 odkrivamo z genskim testom na sindrom maligne
hipertermije. V Sloveniji test izvajamo od leta 1994. Najbolj obcutljivi na stres so recesivni
homozigoti (PP), saj imajo spremenjeno obliko gena na obeh kromosomih. Mutirana alela
(P) je najpogostejSa pri pasmi pietrain, medtem ko imamo pri maternalnih pasmah nizke de-
leZe. Med najodpornejSe pasme na stres sodita pasmi duroc in large white. Pri zmanjSevanju
deleZa alele P smo bili uspesni predvsem pri pasmi Svedska landrace, large white, nemska
landrace in hibridu 54. Zaradi povezave z mesnatostjo, vecjih napredkov pri zniZevanju
frekvence alele P brez vkljuevanja na stres odpornih linij, ni mozno pri¢akovati.

Kljucne besede: prasici, sindrom maligne hipertermije, stresni sindrom, genski test, riano-
dinski receptor, RyR1

Abstract

Title of the paper: Gene test for the malignant hyperthermia-susceptible pigs.

Mutation in the gene RyR1 leads to increased sensitivity of stress and quality deterioration
in meat. The presence of a mutation in the gene RyR1 is identified by gene test for the
malignant hyperthermia. In Slovenia, animals have been tested since 1994. The most stress
susceptible are recessive homozygotes (PP), because they have changed the form of the gene
on both chromosomes. Mutant allele (P) is the most frequent in Pietrain breed, meanwhile
frequences are low in maternal breeds. Duroc and Large White are one of the most stress
resistant breeds. We managed to decrease the frequence of allele P in Swedish landrace,
Large White, German landrace and hybrid 54. We can not expect large decrease of frequency
of mutant gene without including stress-resistant lines, because of the relationship with lean
meat content.

Keywords: pigs, malignant hyperthermia, porcine stress syndrome, gene test, ryanodine
receptor, RyR1
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5.1 Uvod

V zadnjih letih poleg lastnosti, ki doloCajo prirejo svinjskega mesa, prihajajo do veljave
tudi lastnosti kakovosti mesa. To je Se posebej pomembno, ¢e Zelimo doseCi visjo dodano
vrednost na enoto proizvoda. Kakovost mesa lahko opiSemo na ve€ nacinov oziroma z vec
lastnostmi. Ena izmed njih je pojav bledega mehkega in vodenega mesa (BMV). Pojav
BMV je mocno povezan s sindromom maligne hipertermije pri praSicih (SMH). Pri praSicCi
obcutljivih na stres so ve€je izgube od rojstva do zakola. Hkrati se pogosteje pojavlja BMV
meso, kar lahko znantno zmanjSa gospodarnost prireje (Lahucky in sod., 1997). BMV je
posledica aktivnega metabolizma v miSicah po zakolu, ki se kaZze v spremenjeni maScobni
sestavi, nizjem nivoju vitamina E, oksidaciji mas¢ob, zmanjSane vrednosti pH in povecane
izgube tekoCine zaradi izceje (Nurnberg in sod., 2002).

tosomna recesivna genetska bolezen, ki se izraza s poveCanim metabolizmom. Na stres
obcutljivi praSiCi reagirajo na dejavnike stresa s tipiCnimi simptomi maligne hipertermije.
Klini¢ni znaki bolezni so: povecanje telesne temperature (hipertermija), tresenje, togost mi-
Sic, pospeseno dihanje, metaboli¢na acidoza (zakisanje) in pove€anje koncentracije ogljiko-
vega dioksida v arterijski krvi (Lahucky in sod., 1997). Na organizem vplivajo tako zunanji
kot tudi notranji dejavniki. Genetsko ozadje maligne hipertermije je spremenjen gen RyR1,
ki se prepiSe v protein kalcijevega kanala na sarkoplazmatskem retikulumu skeletnih mi-
Sic (MacLennan in sod., 1990). Gen se pri prasicih nahaja na Sestem kromosomu (Davies
in sod., 1988). Ime RyR1 je dobil zaradi sposobnosti vezave strupenega rastlinskega alkalo-
ida rianodina. V€asih so gen poimenovali tudi Hal, saj praSici obCutljivi na stres reagirajo na
anastetik halotan s simptomi maligne hipertermije. VVzrok bolezni je sprememba (mutacija)
oblike gena na mestu, kjer nukleotid s bazo citozin zamenja nukleotid z bazo timin, kar se
posledi¢no odraZa v spremembi aminokisline arginin v cistein (Fujii in sod., 1991). Mutiran
gen tako spremeni protein kalcijevega kanala, kar povzroci, da se kanali ne zapirajo pravo-
€asno in se kalcijevi ioni sprostajo nenadzorovano. Posledica je povecana vezava ionov z
beljakovino troponin, kar povzro€i intenzivno kréenje misic.

Uporaba neposrednega genskega testa na sindrom maligne hipertermije omogoc¢a natan¢no
doloCitev genotipov gena RyR1. Za dolo€anje genotipov uporabljamo PCR-RFLP metodo
(Fujii in sod., 1991). Diagnostika, ki temelji na polimorfizmu dolZine restrikcijskih fra-
gmentov (RFLP), v povezavi s polimerazno verizno reakcijo (PCR), ima prednost pred tra-
dicionalnimi metodami (npr. halotanski test), zaradi svoje enostavnosti, zanesljivosti, nein-
vazivnosti in neodvisnosti rezultatov od okoljskih vplivov ter starosti Zivali. Na tem lokusu
ugotavljamo tri razlicne genotipe: dominantni homozigotni genotip NN, heterozigotni ge-
notip NP in recesivni homozigotni genotip PP. Poznavanje genotipov je zelo pomembno, saj
so raziskovalci (Whittemore, 1993, 21-23) nasli razlike v obcutljivosti na stres in kvaliteti
mesa med posameznimi genotipi. NajveCja verjetnost, da se bo napaka izrazala, je pri re-
cesivnih homozigotih PP, saj imajo le-ti mutirano obliko gena prisotno na obeh homolognih
kromosomih. Guardia in sod. (2004) so ugotovili, da je tveganje za pojav BMV mesa pred
zakolom Stirikrat vecje pri recesivnih homozigotih. Najvecjo odpornost na stres in najmanjse
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Tabela 1: Stevilo in deleZ vzorcev za test na sindrom maligne hipertermije v letu 2003

Farma Odvzeti vzorci Analizirani vzorci  DeleZ analiziranih vzorcev (%)
A 1228 69 5.62
B 1495 182 12.17
C 558 90 16.13
D 369 35 9.49
Skupaj 3650 376 10.30

tveganje za pojav BMV kaZejo prasici genotipa NN. Dedni material (DNK) lahko izoliramo
iz kateregakoli tkiva npr. krvi, sperme, tkiva uhljev ali celo iz meSickov $cetin. Test lahko
opravimo Ze pri pujskih v gnezdu, kar omogoca zgodnjo selekcijo.

V Sloveniji smo poskusno zageli z direktnim genskim testom na SMH v letu 1994 (Salehar
insod., 1998). Od leta 1995 jemljemo vzorce tkiva uhljev vsem merjascem v preizkusu, ki so
odbrani pri vmesni odbiri 60 kg, genski test na SMH pa naredimo tistim, ki so po kon¢anem
preizkusu uvrs€eni v kakovostne razrede za pleme. Tako zajeti vzorec ni povsem naklju-
¢en, kjub temu pa nam daje oceno frekvence alel za prihodnjo generacijo. Namen doloCanja
genotipov je spremljanje frekvence alel in morebitna uporaba za selekcijo na slovenskih far-
mah. Zelimo namre¢ zmanjati pogostost mutirane alele P, ki je deloma odgovorna za slabo
kvaliteto svinjskega mesa. V tem prispevku bomo prikazali pogostost alel pri posameznih
genotipih v zadnjih letih.

5.2 Material in metode

Za analizo smo zbrali podatke Republiske selekcijske sluzbe v prasicereji o preizkusnji mer-
jascev v obdobju od 1.1.1994 do 31.12.2003 za Stiri selekcijske farme v Sloveniji. Vzorce
tkiva smo vzeli iz uhljev in jih shranili do konca preizkusa. Merjascem, ki so bili odbrani v
kategorijo dom oz. dom - ohranitev linije, smo doloCili SMH.

Genske analize izvajamo na Oddelku za zootehniko Biotehniske fakultete Univerze v Lju-
bljani. Dedni material iz vzorcev izoliramo z molekularnimi metodami po standardnem pro-
tokolu. S polimerazno veriZno reakcijo pomnoZimo specificen odsek kromosoma (134 ba-
znih parov), v katerem se nahaja mutacija, kasneje pa produktu dodamo restrikcijski encim
Hhal. Encim razreze gen na doloCenem mestu, ki ga prepozna po zaporedju nukleotidov. Ce
mesta ne prepozna, ga ne reZe. Rezultati restrikcije so tipicni odseki DNA. Produkte restrik-
cije lo€imo z elektroforezo na 2 % agaroznem gelu, kjer razli¢no dolgi odseki gena potujejo
z razli¢no hitrostjo, kar omogoca doloCitev genotipa. Genotipe oznaCujemo z oznakami:
NN, NP in PP.

V letu 2003 smo analizirali 376 vzorcev za SMH, kar zna3a dobrih 10 % od vseh odvzetih
vzorcev (tabela 1). Najve€ genskih testov za SMH smo opravili na vzorcih s farme B, glede
na Stevilo odvzetih vzorcev pa je bil deleZ analiziranih najvecji na farmi C. Na farmi A je bil
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deleZ analiziranih vzorcev najmanjsi. Genski test je bil opravljen za merjasce pasem Svedska
landrace, large white, nem3ka landrace, duroc, pietrain in hibrida 54.

Po opravljenih genskih testih smo izracunali deleZze posameznih alel. Alela N je normalna
oblika, P pa mutirana alela gena RyR1. Na podlagi teh rezultatov smo ovrednotili frekvence
alel gena RyR1 po pasmah in posameznih letih in s tem Zeleli pripraviti pregled uspesno-
sti selekcije proti mutirani aleli pri posameznih pasmah na farmah. Ugotavljali smo tudi
razlike (t-test) v frekvencah mutirane alele med populacijami, ki smo jih analizirali v prvih
letih (leti 1994 in 1995 skupaj), ko smo uvedli genski test in jih primerjali s populacijami,
analiziranimi v zadnjih letih (leti 2002 in 2003 skupaj).

5.3 Rezultati

Rezultate smo prikazali loCeno za pasmi Svedska landrace in large white ter za ostale ter-
minalne genotipe (duroc, pietrain, nemska landrace, large white 66 in hibrid 54). Prikazali
smo Stevilo analiziranih zivali in frekvenco alele P na posameznih farmah v razli¢nih letih.
Poleg smo izpisali Se stanje pri merjascih v plemenski Credi, ki se je v letu 2003 uporabljala
za osemenjevanje.

5.3.1 Svedska landrace

Merjasce pasme Svedska landrace smo preizku3ali na Stirih farmah (tabela 2). Frekvenca
alele P gena RyR1 je bila v letu 2003 nizka tako na farmi B (2.3 %) kot tudi farmi C (3.1 %).
Na farmi A alele P nismo nasli. Odstopa farma D, Kjer je bila alela P prisotna v 25.0 %,
vendar ti rezultati niso dovolj zanesljivi, zaradi majhnega Stevila analiziranih vzorcev. Za
primerjavo podajamo tudi deleZe alele P v plemenski Credi merjascev, ki se je v letu 2003
uporabljala za osemenjevanje. Alela P je bila prisotna le na farmi D in sicer kar v 23.8 %,
kar zanesljiveje napoveduje vecjo pogostnost alele P pri na farmi D.

Tabela 2: Frekvenca alele P gena RyR1 pri pasmi Svedska landrace

Leto
1994 1995 2002 2003 2003*
Farma n % n % n % n % n % p-vred.
A 251 155 149 181 46 11 28 0.0 34 0.0 0.0002
B 61 164 62 137 29 00 43 23 21 0.0 0.0009
C 98 163 8 66 3 71 16 31 10 0.0 0.3007
D 229 96 128 133 11 227 2 250 21 238 0.0132

n - Stevilo analiziranih Zivali; * - stanje pri merjascih v plemenski Credi v letu 2003; p-vrednost za
oceno razlik med leti 1994-1995 in 2002-2003
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Slika 1: Frekvenca alele P gena RyR1 pri pasmi Svedska landrace

Spreminjanje frekvence alele P za gen RyR1 s ¢asom (slika 1) je v veliki meri odvisno od
izloCanja recesivnih homozigotov PP in heterozigotov NP iz populacij. Tako je mogoce so-
razmerno hitro zmanj3ati frekvenco alele P. Leta 1994 je bil deleZ mutirane alele razmeroma
visok in smo ga s selekcijo uspeli do leta 1999 zmanj3ati pod 10.0 % na vseh Stirih farmah.

V letu 2001 smo ponovno zasledili viSje deleZe alele P (slika 1), ki smo jih postopoma
uspeli zmanjSati v treh populacijah in s tem deloma zmanj3ati obcutljivost na stres, kar je
za maternalne pasme zelo pomembno. Na farmi D se je frekvenca mutirane alele vztrajno
povecevala. Pomembne razlike v frekvencah alele P med populacijami, ki smo jih testirali v
obdobju med leti 1994-1995 in 2002-2003, smo ugotovili na treh farmah. Pri farmi C razlike

niso bile statisticno znacilne (p=0.3007), verjetno zaradi zmanj3anja frekvence alele P v letu
1994.

5.3.2 Large white

NaSsi rezultati potrjujejo, da pasma large white spada med manj obcutljive pasme na stres, saj
je zanjo znacilna nizka frekvenca alele P za RyR1 (tabela 3). Med populacijami pasme large
white najbolj odstopa farma A, kjer so deleZ mutirane alele uspeli zniZati na 1.9 %. Ostale
farme so imele Ze na zaCetku nizek delez alele, v zadnjih letih pa je skoraj ne zasledimo vec
(slika 2). V plemenskih ¢redah, ki smo jih uporabljali v letu 2003, smo alelo P nasli na treh
farmah. Najvecji deleZ je bil na farmi C (5.6 %). V plemenski ¢redi na farmi B alele P nismo
nasli.
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Tabela 3: Frekvenca alele P gena RyR1 pri pasmi large white

Leto
1994 1995 2002 2003 2003*
Farma n % n % n % n % n % p-vred.
59 161 35 154 18 111 26 19 23 43 0.0462
70 43 54 46 51 00 33 00 27 00 0.0489
29 34 60 42 25 40 19 00 9 56 0.7010
30 33 62 08 5 00 9 00 36 14 0.2769

(oM @Nve A

n - Stevilo analiziranih Zivali; * - stanje pri merjascih v plemenski €redi v letu 2003; p-vrednost za
oceno razlik med leti 1994-1995 in 2002-2003

Zadetna visoka frekvenca leta 1994 na farmi A je bila nepritakovana (Salehar in sod., 1998)
in je podobna tisti, ki smo jo zasledili pri populacijah pasme Svedska landrace (slika 1). Do
leta 1997 so deleZ mutirane alele na farmi A bistveno zmanj3ali, vendar se je v letu 2001
ponovno dvignila na nivo leta 1994. Farmi B in D ohranjata nizko frekvenco alele P, temu
pa se je pridruzila tudi farma C. Med populacijami analiziranimi med leti 1994-1995 in
2002-2003 so razlike v frekvencah alele P znacilne na farmah A in B (p-vrednost 0.0462 in
0.0489).
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Slika 2: Frekvenca alele P gena RyR1 pri pasmi large white
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5.3.3 Terminalni genotipi

pietrain (tabela 4). Med analiziranimi pasmami je najbolj odstopala slednja, pri kateri so bili
delezi mutirane alele P zelo veliki, saj so bili recesivni homozigoti (genotip PP) najpogo-
stejSi. Populacije pasme pietrain smo v letu 2003 imeli na dveh farmah. Na farmi B je bila
frekvencaalele P 97.2 %, na farmi D pa 75.0 % (tabela 4). Dominantnih homozigotov (geno-
tip NN), ki so odporni na stres, nismo nasli. Frekvenca alele P je bila vsa leta blizu 100.0 %,
kar pomeni, da so bili merjasci ve€inoma recesivni homozigoti glede na gen RyR1 in zato
obcutljivi na stres. V plemenski Credi, ki se je leta 2003 uporabljala za osemenjevanje, je bil
delez alele P na farmi B le 74.1 %, na farmi D pa 64.6 %. Na farmi B ni bilo znaCilnih razlik
v deleZu alele P med populacijami merjascev analiziranimi med leti 1994-1995 in 2002-2003
(p=1.0000).

Tabela 4: Frekvenca alele P gena RyR1 pri terminalnih genotipih

Leto
1994 1995 2002 2003 2003*
Farma n % n % n % n % n % p-vred.
— Duroc —

A 66 00 64 00 18 00 4 0.0 7 0.0 1.0000
C 42 00 8 00 3 00 55 0.0 20 0.0 1.0000
— Pietrain —

B 1 1000 5 100.0 28 100.0 36 97.2 29 741 1.0000
D - - - - 4 625 12 75.0 24 64.6 -
— Hibrid 54 —

B 25 640 39 590 37 649 36 56.9 18 61.1 0.9159
D - - - - 4 500 12 458 26 48.1 -

— Nemska landrace —
A 80 425 29 345 - - -
B 172 343 129 379 32 203 34 19.1 12 16.7 0.0008
D

79 222 72 174 11 273 - - 12 333 -
— Large white - 66 —
A - - - - 17 00 11 00 10 00 -

n - Stevilo analiziranih Zivali; * - stanje pri merjascih v plemenski €redi v letu 2003; p-vrednost za
oceno razlik med leti 1994-1995 in 2002-2003

V letu 2003 smo pasmo nemska landrace testirali le na farmi B, kjer je bil deleZ alele P
19.1 % (tabela 4). V plemenski ¢redi na farmi B je bila alela P manj pogosta (16.7 %), med-
tem ko je bila na farmi D prisotna pri 33.3 % merjascih. Razlike v frekvencah alele P med
populacijami analiziranimi med leti 1994-1995 in 2002-2003 so bile znacilne (p=0.0008).
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Slika 3: Frekvenca alele P gena RyR1 pri terminalnih pasmah na farmi B

To dokazuje, da je bila selekcija proti genotipu, ki povzro€a SMH, uspesna. V letu 2003
smo analizirali 34 Zivali, od katerih je bila ena recesivni homozigot glede na gen RyR1, 11
nosilcev mutacije in 22 Zivali odpornih na stres. Od leta 1994 do 2002 smo to pasmo testirali
tudi na farmi D. Zacetna frekvenca je bila najvisja na farmi A (42.5 %), a so rejo pasme ka-
sneje opustili. Tudi na farmi B je bila alela P pogosta (34.3 %) in se do leta 1996 pojavljala Se
pogosteje, vendar so jo do leta 2001 uspe3no zmanj3ali (slika 3). Na farmi D so do leta 1999
imeli nekoliko niZjo frekvenco alele P. Zaradi zmanjSevanja Stevila preverjenih vzorcey, je
frekvenca alele P po letu 2001 precej variirala, zato so rezultati povsem nakljucni.

Ker je v populacijah krizancev med pasmama nemska landrace in pietrain alela P razmeroma
pogosta, sklepamo, da so tudi hibridi 54 obcutljivi na stres. Delez alele P se pri krizancih
pojavlja s frekvenco na sredini med izhodis¢nima pasmama (slika 3), kar tudi pric¢akujemo.
V letu 2003 smo hibrid 54 preizkuSali na dveh farmah. Najvecji je bil delez heterozigotov
(farma B 75.0 % in farma D 58.0 %), ki jih sicer nismo izlocali, in tudi lahko prena3ajo
na potomce-pitance obcutljivost na stres in ve€ BMV mesa. V letu 2003 je bila frekvenca
alele P vi§ja na farmi B (56.9 %), kar je posledica vecjega deleZa te alele P pri pietrainu. Na
farmi D so frekvenco uspeli zmanj3ati na 45.8 %, vendar rezultatov na sliki nismo prikazali,
saj je bilo analiziranih le 12 Zivali. Pri hibridu 54 na farmi B niso bile ugotovljene statisti¢no
znacilne razlike med frekvencami alele P med populacijama analiziranima med leti 1994 -
1995 in 2002 - 2003 (p=0.9159).

Obtutljivost na stres smo ugotavljali tudi v populacijah pasme duroc in large white, kjer so
bile vse Zivali, ki smo jih analizirali dominantni homozigoti za gen RyR1 (tabela 4). V letih
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od 1994 do 2003 alele P nismo nasli, kar dokazuje, da sodita pasmi duroc in large white med
najodpornejSe pasme na stres.

5.4 Razprava

Mutirana oblika gena RyR1 je pri pasmah razli€no pogosta, zato je verjetnost, da Zivali
reagirajo na stres s SMH, razlicna. Verjetnost negativnih posledic je vecja pri pasmi pietrain
in nem3ka landrace, saj je deleZ recesivnih homozigotov in heterozigotov velik (tabela 4).
Pri pasmi pietrain smo to pricakovali, saj je znano, da so pasme, ki so selekcionirane na
mesnatost, obcutljivejSe na stres. To je posledica povezave lokusov za mesnatost in SMH.
Predvidevajo, da se gen za mesnatost nahaja blizu RyR1 gena in se zato dedujeta skupaj.
V preteklosti so z izboljSanjem mesnatosti povecali tudi frekvence te alele. Pasme, ki so
imajo veCji odstotek miSicnega tkiva, imajo slabSo kvaliteto mesa, ki je deloma posledica
SMH. V zadnjih letih praSiCerejci posku$ajo izlo€iti mutacijo iz populacij nukleusa, kar
ima za posledico manjsi deleZ mesa. Po svetu pasmo pietrain intenzivno selekcionirajo na
odpornost na stres in dandanes Ze obstajajo linije z zelo majhnim deleZem genotipa PP. Pri
pasmi duroc in large white naj bi bila verjetnost SMH manjsa, saj so recesivni homozigoti in
heterozigoti zelo redki.

S pomocjo direktnega genskega testa smo Zivalim dolocili genotip za gen RyR1, ki je deloma
bile ugotovljene statisticno znacilne razlike v obcutljivosti na stres in kvaliteti mesa med
posameznimi genotipi (Lahucky in sod., 1997). Ti avtorji navajajo razlike v lastnostih, ki
vplivajo na kvaliteto mesa, med posameznimi genotipi. Ugotovili so zmanjSane vrednosti
pH in povecane izgube tekoCine zaradi izcejanja v mesu recesivnih homozigotov.

55  Zakljugki

Ugotovili smo, da imata pasmi pietrain in nemska landrace najvecjo frekvenco nezazelene
alele. NaSi rezultati potrjujejo, da sta najodpornejsi pasmi duroc in large white, saj v naSih
populacijah pasme duroc mutirane alele P pri nismo nasli, v populacijah pasme large white
pa se alela P pojavlja v majhnem deleZzu. V populaciji pasme large white na farmi A so
veliko zacetno frekvenco mutirane alele z eliminacijo recesivnih homozigotov uspeli zmanj-
Sati. Ugodne trende smo zabeleZili tudi pri populaciji pasme nemska landrace, saj je bil
deleZ mutirane alele na farmi B v primerjavi s predhodnimi leti razmeroma majhen, ter pri
populacijah pasme Svedske landrace, kjer smo pri treh populacijah deleZz zmanjsali pod 5 %.
Frekvenca alele P je bila pri hibridu 54 pri€akovano med frekvencami izhodis¢nih pasem.
StatistiCne razlike med populacijami analiziranimi med 1994-1995 in 2002-2003 smo ugo-
tovili pri pasmah Svedska landrace (farme A, B in D), large white (farmi A in B) in nem3ka
landrace (farma B), kar kaZe na spremembo frekvence, v primerjavi z leti, ko smo selekcijo
uvedli. Poznavanje genotipov gena, ki je deloma odgovoren za SMH, je zelo pomembno,
predvsem za nacrtovanje selekcijskih programov. Pri izlo€anju te alele lahko zaradi pove-
zave z mesnatostjo pri¢akujemo tudi manjSe genetske napredke pri klavnih lastnostih.
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