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ABSTRACT

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are used in the study of complex genetic diseases,
Mendelian traits, population and linkage studies. Our main challenge is to use the convenient
and most reliable method to find out genetic differences among animal individuals, to assess
their influence on the quantitative trait loci and the production traits or, eventually, use them
for parentage or individual testing. The progressive recent technologies in nucleotide
polymorphism detection take note of need to analyze the big amount of samples in one test
tube as quickly as possible. This advantage offer mainly methods of multiplex PCR and DNA
pooling. One of these methods, which we would like to introduce in our laboratory, is
SNaPshot “minisequencing”. To verify the usage of this method for SNP analysis in porcine
genome, we have chosen seven porcine genes, which are supposed to influence the meat
production in pig (/IGF2, FOS, MC4R, DGATI, MYF4, MYODI, MC3R).
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ABSTRAKT

Jednonukleotidové polymorfismy (SNP) se vyuzivaji zejména ve studiu geneticky
podminénych onemocnéni nebo k populatnim a vazbovym analyzdm. NasSim tukolem je
vyuzivat nejspolehlivéjsi metodiky k detekci genetickych rozdili mezi jednotlivymi zvifaty,
stanovit jejich vliv na QTL a produkéni vlastnosti, ptipadné je vyuzit pro individualni
testovani a ovéfovani rodiCovstvi. Souasné moderni technologie v detekci nukleotidovych
polymorfismt zohlednuji potfebu analyzy velkého mnozstvi vzorkii v co nejkratS§im Case.
Tyto vyhody poskytuji zejména technologie multiplex PCR a DNA pooling. Jednou z téchto
metod, kterou jsme zavedli v nasi laboratofi, je SnaPshot (tzv. minisekvenovani). K ovétfeni
vyuziti zvolené metodiky pro SNP analyzu v genomu prasat jsme testovali sedm gend

ovlivitujicich masnou uZitkovost (IGF2, FOS, MC4R, DGATI, MYF4, MYODI, MC3R).
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u prasete

UVOoD

Vzhledem ke vzrastajicimu vyznamu SNPs jako molekularnich genetickych markert,
se stale cCastéji objevuji nové metodiky pro jejich detekci. V soucasnosti se v procesu
mapovani genl v nasi laboratofi vyuZivaji metodiky pfimého DNA sekvenovéani a PCR-RFLP
(z angl. Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism). Obég
metodiky maji svoje vyhody i nevyhody. Hlavni vyhodou PCR-RFLP je jeji nenarocnost.
Avsak, v prubéhu analyzy je nutné vyuzit vétsi mnozstvi restrikénich enzymu (endonukleaz) a
pravdépodobnost odhaleni SNP polymorfismu ve studované sekvenci je velmi mala.
Determinace piimé sekvence automatickym sekvenovanim je dnes povazovdna za
nejspolehlivéjsi metodu SNP detekce. Je velmi dilezité, Ze tato metodika umoziuje stanoveni
heterozygotniho genotypu z vysledkii jedné sekvenacni reakce. Jejimi vyhodami jsou vysoka
automatizovatelnost, spolehlivost a reprodukovatelnost vysledkii.

Vyhody obou vsobé nese niZze popisovand metodika SnaPshot, zaloZena na
jednonukleotidové elongaci neznacen¢ho specifického primeru (Sh primer), kombinujici
specifitu di-deoxy-nukleotidové inkorporace DNA polymerdzou a senzitivitu fluorescence.
Jeji zavedeni do laboratofe Setii Cas a finance, protoze umoznuje analyzu az deseti SNP
polymorfismi se znamou lokalizaci ve vice DNA templatech (genech) soucasné a je

aplikovatelna i v pfipadech, kdy neni mozno pouzit metodu PCR-RFLP.

METODIKA

Vzorky pro testovani: T2, T3, T4 — plemeno bil¢ uslechtilé (BU), T9 — plemeno
landrase (L) (S.V.CH. Frahelz, rok odbéru 1999)

Multiplex PCR: Pro multiplex PCR bylo vybrano sedm genti, které hraji roli
v regulaci pfijmu potravy, maji vliv na ukladdani tuku a masnou uzitkovost u prasat (/GF?2,
FOS, MC4R, DGATI, MYF4, MYODI, MC3R). Dle specifickych podminek pro jednotlivé
PCR produkty a anelacni teploty pouZitych primert byly navrZzeny a optimalizovany
podminky termélniho cyklovani multiplex PCR.

Pro gen /GF2 nebyly v literatufe PCR podminky uvedeny. Za¢lenéni tohoto fragmentu
do multiplex smési zptisobovalo znacné potize (fragment se neamplifikoval), proto PCR
reakce pro tento gen méla osobitni sloZeni reakéni smési. Amplifikace vSak probihala pti

stejnych podminkach cyklovani.



Slozeni reakcni smési (25 ul): IGF2: 50 ng genomové DNA, HotStar 1 x PCR pulft,
200 pM kazdého dNTP, 2,2 mM MgCl,, 1 x Q solution, 1 U HotStarTaq DNA polymerazy a
0,4 uM kazdého primeru (ptimy, zpétny).

Ostatni geny: 50 ng genomové DNA, HotStar 1 x PCR pufr, 200 uM kazdého dNTP,
2,2 mM MgCl,, 1 U HotStarTaq DNA polymerazy a smés primerti (koncentrace pro kazdy
z primert u jednotlivych genii 0,1-0,4 uM).

Kvalita PCR produktli a jejich koncentrace byly ovéfeny na 2% agar6zovém gelu s
EtBr.

Piecisténi PCR reakce: Odstranéni PCR primerti a neinkorporovnanych dNTPs
pomoci High Purity PCR Product Purification Kit (Roche Molecular Biochemicals) dle
protokolu.

Design Sh primeri: Sh primery jsou navrzeny tak, aby specificky nasedali smérem 3’
nebo 5" t€sné k polymorfnimu mistu analyzovaného fragmentu. K jejich navrzeni jsme vyuzili
teoretickou sekvenci, ktera se skladala z Casti sekvenci jednotlivych PCR fragmett, které
obsahovali polymorfni misto. Primery pouzité v jedné reakci k multilokusovému vySetieni se
musi signifikantné odliSovat délkou (schématicky zndzornéno na obr. 1), aby se predeslo
prekryvani SNPshot produktd. Proto je délka primeru modifikovana na 5’konci ptfidanim

nehomologickych polynukleotidii (napt. poly dT, poly dA. Poly dC, piipadné (dGACT)).

Obr. 1: Schématické znazornéni designu a modifikace Sh primeru (specifické sekvence
primeru jsou oramovany)

57 <---modifikace 3

gggccbcggcttcctggagccaﬂXctgtaattccatcggagctggggcgcggcggcggg

primer Shl, 18-mer modifikace __iif—_fb,J#__

ctcatcctgatcatgtgtaattccatcatcﬂccataggctttatgcactccﬁgagccaa

primer Sh2, 30-mer

Priprava sekvena¢ni reakce: Na piipravu samotné SNaPshot reakce vyuzitim ABI
PRISM SNaPshot™ Multiplex Kitu (Applied Biosystems) postaduje 0,01-0,40 pmol PCR
templatu (koncentrace jednotlivych vzorka ovéfena kvantifikaci). VSechny primery vyuzité
v SNaPshot reakci musi byt smichdny do finalni koncentrace 0,05 uM-1,00 uM pro kazdy
primer. Kviili citlivosti chemikalii se reakce pfipravuje na ledu. Celkovy objem reakéni smési
je 10 ul

Termalni cyklovani a odstranéni neinkorporovanych ddNTPs po cyklovani:

SNaPshot minisekvenovani (GeneAmp9600 termalni cykler, Perkin Elmer) probihalo za



uvedenych podminek : 25 cykla (96/10, 50/5, 60/30, 4/x). Po sekvenacni reakci se pro
odstranéni volnych nukleotidi do smési pridala 1 U enzymu CIP (Calf Intestine Phosphatase,
New England BioLabs) a smés se inkubovala 1 hodinu pii 37 °C. Po ptecisténi se provedla
inaktivace enzymu 15 minutovou inkubaci pii 75°C.

Elektoforéza: Pro elektroforetickou analyzu vzorku byla piipravena smés: 9 pl Hi-Di
formamidu (Applied Biosystems), 0,5 pl standardu velikosti fragmenti GeneScan-120 LIZ
size standard (Applied Biosystems) a 0,5 pl SNaPshot produktu. Po nésledni denaturaci
(5 min/95°C) byly vzorky uchovavany na ledu az do doby analyzy. Kapilarni gelova
elektroforéza prob¢hla na automatickém sekvenatoru ABI PRISM 3100 Avant Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) vyuzitim matricového standardu E5 — Matrix Standard Set
DS-02(dR110, dRGG, dTAMRA, dROX, LIZ).

Analyza dat: K analyze a vyhodnoceni dat byl vyuzit software GeneMapper v 3.0.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pti analyze pro zavedeni a vyuziti popsané metodiky jsme modifikovali postup
uvedeny v protokole pro ABI PRISM SNaPshot' ™ Multiplex Kit tim, Ze jsme misto smichani
jednotlivych PCR produktl analyzovanych genli provedli multiplex PCR (vyjimku tvofil gen
IGF2, viz. kapitola Metodika). Do findlntho PCR mixu byl produkt genu /GF2 ptidan
vpoméru 1:1. Koncentrace jednotlivych DNA fragmenti v PCR mixu byla ovéfena

kvantifikaci na 2% agar6zovém gelu s EtBr (obr. 2).

Obr. 2: Kvantifikace PCR produktu (50 bp hmotnostni marker (20-1,3 ul))
PCRmix 20ul 10ul Sul 2.5ul 1.3 ul

FOS567bp —p»
DGAT]1 449 bp

MYF4 353 bp
MC3R 311 bp

IGF2 232 bp + MC4R 226 bp

MYODI 127 bp

Pro vybrané geny se nam podaftilo optimalizovat podminky PCR, které byly uspésné
pouzity pii amplifikaci vSech testovanych vzorki.
Po sekvena¢ni analyze jsme vyhodnotili elektroforetogramy jednotlivych vzorku,

pomoci uvedené¢ho softwaru (obr. 3). V zavislosti od intenzity jednotlivych piki jsme



optimalizovali koncentraci jednotlivych Sh primert ve smési. Pro vSechny geny se ndm
podafilo metodiku aplikovat a ani jeden z vybranych genli nebyl z analyzy vytazen. U vSech
vzorkl byly stanoveny genotypy v jednotlivych genech analyzovaného SNaPshot panelu (tab.
1 a tab. 2). Jednotivé genotypy byly ovéfovany u kazdého ze vzorki pomoci PCR-RFLP,
ktera potvrdila spolehlivost testované SNaPshot metodiky.

Obr. 3: Elektroforetogram SNaPshot analyzy vzorku T4 (BU)
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Tab. 1: Stanoveni genotypii po SNaPshot analyze u testovaného vzorku
(pol-polymorfismus, f/r-primy/zpétny primer, B-blue, G-green, Y-yellow, R-red)

velikost fluorescencni
vzorek gen pol. primeru fragment barva ddNTPs | odvozena alela
T4 IGF2 | GIA | f| Sh1 18 19, 21 BG GA GA
mix5 | MC4R | G/A [r| sh2 24 25,26 YR CT GA
FOS | G/A |f| sh3 30 33 G A A
DGAT1 | G/A | r| Sh4 35 40 R T A
MC3R | T/C | f| Sh5X 40 43 Y c c
MYF4 | G/A | f| SheX 45 46 B G G
MYOD1 | C/A | r| Sh7 50 52 B G C
Tab. 2: Stanoveni genotypii po SNaPshot analyze u testovanych vzorkii
(pol-polymorfismus)
gen IGF2 MC4R FOS DGAT1 MC3R MYF4 MYOD1
vzorek/ pol G/IA G/IA G/IA G/IA TIC G/IA CIA
T4 GA GA A A C G C
T9 G GA A A T G A
T2 G A A A T A c
T3 G A A GA T G C
ZAVER

Metodika SNaPshot, kterou jsme se rozhodli zavést v nasi laboratofi, je spolehliva,
rychld, s dobfe reprodukovatelnymi vysledky. Jeji jedinou nevyhodou je sloZitd optimalizace
reakénich podminek. AvSak analyzou testovanych vzorkt jsme potvrdili jeji experimentalni
zvladnuti a moznost zavedeni pro rutinni testovani SNP polymorfismii v genomu prasat.
Vyuziti vytvoreného SNaPshot panelu pro testovani genti ovliviiujicich masnou uzitkovost

u prasat se vsoucCasnosti ovéfuje analyzou souboru 100 zvifat plemene prestické



Cernostrakaté, kde se po stanoveni genotypu bude sledovat asociace k n€kolika znakim

(prirastek, vyska hibetniho tuku, procento libového masa).
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