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ABSTRACT

The aim of this study was to verify the usage of candidate reference genes in the porcine
skeletal muscles using the real-time PCR. Gene expression is usually related to the expression
of internal control, also known as reference or housekeeping gene. Reference genes are
specific because of their constant expression profile, thus they are suitable as internal control.
One of the critical step is comparison of transcription profiles is selection of accurate
reference genes. We chose and evaluated six candidate reference genes. For their evaluation,
we used the geNorm application and we evaluated that genes PPIA and H3F are the most
stable genes from our six candidate reference genes. This reference genes will be used for
quantification of gene expression. Gene expression analysis has become increasingly
important in biological research where e.g. gene expression profiles from muscle have to be
compared with meat production.
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ABSTRAKT

Studie byla zamétfena na ovéteni stability kandidatnich referencnich genii ve svaloviné u
prasat s pouzitim metody real-time PCR. Genova exprese zkoumaného genu je obvykle
porovnavana k expresi referencnimu genu resp. housekeeping genu. Pro tyto geny je
charakteristicka jejich konstantni exprese, proto jsou vhodné jako interni kontrola. Vybér
vhodného referencniho genu je hlavnim piedpokladem pro spravné vyhodnoceni genové
exprese. V této praci jsme vybrali Sest kandidatnich referencnich gent, optimalizovali PCR
podminky a ziskana data jsme analyzovali pomoci programu geNorm. Z vybrané skupiny
gentl byly ureny jako vhodné referencni geny pouze dva nejstabilnéjsi a to PPI4 a H3F. Tyto
geny budou pouzity pro kvantifikaci genové exprese pomoci metody real-time PCR ve vztahu
k masné uzitkovosti prasat.
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UvVoD

Genova exprese je proces, pfi kterém geny kodujici informaci jsou ,.Cteny™ a
pievedeny v realné existujici bunécnou strukturu nebo funkci. Zkoumani genové exprese nam
pomahd pochopit zakladni mechanizmy fidici buiiku. V praxi mohou byt tyto informace
vyuzité napt. pro zkoumani vztaht genové exprese a masné produkce. Vzhledem k tomu, ze
funk¢éni molekula nesouci informaci o aktivité genu (mRNA), tedy genové expresi se mize
v bunice vyskytovat v minoritnim mnozstvi z celkové RNA je tfeba zajistit detekci 1 téchto
stopovych mnozstvi mRNA. Pro tyto aplikace je vhodna metoda PCR v redlném case (Real
Time — PCR, RT — PCR, qPCR). Metoda je zalozena na principu konvencni PCR reakci, ale
monitorovani PCR produktu probihd v kazdém cyklu PCR reakce. Pro kvantifikaci genové
exprese se obvykle vyuziva tzv. relativni kvantifikace genové exprese. Relativni proto, Ze
exprese zkoumaného genu je vztazena ,relativizovdna®“ k expresi genu referencniho.
Referen¢ni geny jsou znamé také jako housekeeping geny, ¢esky ekvivalent ,,provozni geny*.
Tento Cesky ekvivalent presné vystihuje jejich tlohu, jsou to predevSim zajisténi zivotné
dalezitych biochemickych procest kazdé buiiky (viz. Tab. 1). Vzhledem k potiebé jejich stalé
exprese mohou tyto geny slouzit jako referencni. Mezi zakladni metody vyuzivajici stabilni
exprese housekeeping gentl patfi metoda 2%y (Livak a Schmittgen, 2001). Jeji vyuziti viak
neni neomezené (napi. Bustin a Nolan, 2004), metoda je pouzitelnd jen za ptedpokladu
skutecné¢ stabilni exprese referencnich gent. Pokud referencni geny nejsou stabilni, tzn. jejich
exprese kolisa, dochazi ke zkresleni vysledkl a spiSe k odhadu nez-li ke stanoveni exprese
zkoumanych gent. Tuto chybu lze eliminovat dikladnou analyzou stability genové exprese
zkoumanych genl napi. pomoci aplikace geNorm (Vandesompele et al., 2002). Z vyse
popsanych divodu bylo cilem této studie vybrat skupinu kandidatnich referen¢nich genii a
overit jejich stabilitu.

Tab. 1 Vybrané kandidatni referencni geny a jejich funkce v burice

Symbol Gen Funkce
ACTB actin, beta strukturni protein
ESD esterase D/formylglutathione hydrolase regulacni enzym
GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase glykolyticky enzym
H3F34 H3 histone, family 3A chromozomalni protein

HPRTI hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase 1 puriny syntetizujici enzym

PPIA peptidyl-prolyl isomerase A transportni protein




MATERIAL A METODIKA

Vzorky tkédné byly odebirdny ze stehenni svaloviny plodu o staii 45 dni a ze steleni
svaloviny prasnice plemene CBU. Nativni vzorky byly uchovany v RNAlater (Sigma).
Homogenizace vzorkli probihala v homogenizatoru FastPrep FP 120 (ThermoSavant). Pro
izolaci RNA byl pouzit kit FastRNA Pro Green Kit (Q-BIOgene), vytézek celkové RNA byl
mefen spektrofotometricky na pfistroji GeneQuant (Pharmacia Biotech) a ovéfen na
denaturacnim polyakrylamidovém gelu. 1zolaty vzorkt byly skladovany pfi -50 °C. Reverzni
transkripce byla provedena pomoci kitu Omniscript RT (QIAGEN). Pro ptfipravu primera byl
pouzit program Primer Express (Applied Bisystems) a Oligo v4.0, sekvence primert viz.
Tab. 2. Vlastni PCR reakce probihala v pfistroji 7500 Real Time — PCR System, software
SDS 1.2, chemismus Power SYBR Green a Uracil N-glykosylasa (vSe od Applied
Biosystems). Teplotni profil reakce: uvodni teplota pro pisobeni UNG: 50 °C/2 min., PCR:
95 °C/10 min., 40 x (95 °C/15 s, 60 °C/1 min.).

Tab. 2 Sekvence primer( vybranych kandidatnich genu

Délka PCR

Gen Sekvence produktu (bp)

ACTB CATCAGGAAGGACCTCTACGC 129
GCGATGATCTTGATCTTCATGG

GGCTCTCTGGTTTAACTTGCAC

ESD  GCCAAAATCCCAGCTCTCAT 152
CAGCAATGCCTCCTGTACCA
ES
GAPDH ™ 5 A TGCCGAAGTTGTCATGGA 70
3 AAGAAACCTCATCGTTACAGGC 3
TTTGAAGTCCTGAGCAATTTCC
AAGGACCCCTCGAAGTGTTG
HPRTT A CAAACATGATTCAAGTCCCTG 122
oprg s GCACTGGTGGCAAGTCCAT -
AGGACCCGTATGCTTCAGGA

* Sekvence oznacenych primerii byly pievzaty z publikace Vallée et al., 2003.

VYSLEDKY A DISKUZE

V této préci jsme vybrali Sest kandidatnich referencnich gent a navrhly odpovidajici
primery pomoci databdze BLAST (viz. Literatura). Geny nebyly vybrany nahodné, ve studii
jsou pouzity jak bézné& pouzivané housekeeping geny jako napt. GAPDH a HPRTI, tak geny
vybrané na zaklad¢ vysoké aktivity a/nebo stability (Hsiao et al., 2001). Dale na zakladé
vysledkl z analyzy real-time PCR jsme pomoci aplikace geNorm ovéfili stabilitu vybranych
genll. Z vysledné stability genl je zfejma neshoda genové exprese, tzn. v souladu s praci
Hsiao et al., 2001, jsme dospéli k vysledku, ze geny které maji vysokou aktivitu, nemuseji
nutné patiit k tém nejstabilngj$im jako napt. GAPDH. Naopak v naSem piipadé jsou
nejstabilnéjsi geny PPIA a H3F, coz nejsou bézn¢ pouzivané referencni geny resp. interni
kontroly genové exprese. Vzhledem k tomu, Ze geny PPIA a H3F maji stabilni expresi, lze
jeden nebo druhy vyuzit v modelu 24P (Livak a Schmittgen, 2001). Vyuziti obou geni je



Average expression stability M

mozno v modelu, ktery dokdze zahrnout do rovnice vypoctu genové exprese vice nez jeden
referencni gen, jako napt. Pfaffl M.W., 2001.

Graf 1 Stabilita referencnich gent
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ZAVER

Podafilo se nam vybrat a navrhnout primery pro Sest kandidatnich referencnich gent.
Tyto geny analyzovat a vyhodnotit jejich stabilitu. Z vybrané skupiny genti byly ureny jako
vhodné referencni geny pouze dva a to nejstabilnéjsi PP/I4 a H3F. Geny budou pouzity pro
kvantifikaci genové exprese pomoci metody real-time PCR ve vztahu k masné uzitkovosti
prasat. Nasim cilem je studium moznych vztahti genové exprese a pripadnych zmén v nami
vybranych genech.
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