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ABSTRACT

The aim of this work is to analyse gene variability of eukaryotic elongation factor (EEFIAI)
in pigs. EEF1A1 is a multifunctional protein. First of all, this protein plays an important role
in protein biosynthesis in eukaryotic cells. However, its over-expression can be connected
with tumour development. Variability of EEFIAI gene is tested in several pig breeds by
polymerase chain reaction (PCR) and sequencing. Suitable primers were designed, PCR was
optimised, and sequencing of exon 2 (partial), complete intron 2, exon 3, intron 3 and major
fragment of exon 4 were performed. This segment has 799 bp, of which 195 bp and 121 bp
make intron 2 and intron 3, respectively. The selected breeds were tested: Czech Large White,
Landrasse, Pietrain and crossbred of Pietrain and Meishan. No polymorphism has been found
yet. The polymorphism is expected to be found in intron 1, which length is suspected to be
more than 1000 bp. Following research will be focused on this intron.
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ABSTRAKT

Cilem této prace je analyzovat variabilitu v genu pro eukaryoticky elongacni faktor
(EEF1A1) u prasat. EEF1A1 je multifunkéni protein. V eukaryotnich bunikach ma dtlezitou
roli pfedev§im pii syntéze bilkovin, jeho zvySena exprese vSak mulze byt také spojena
s rozvojem zhoubnych nadorti. Variabilita genu EEFIAI je pomoci metody polymerdzova
fetézova reakce (PCR) a nasledného sekvenovani sledovéna u vzorkl nékolika plemen prasat.
Byly navrZzeny vhodné primery, otimalizovdina PCR a provedeno sekvenovani oblasti
skladajici se z Casti exonu 2, celého intronu 2, exonu 3, intronu 3 a pievazné Casti exonu 4.
Tato oblast obsahuje celkem 799 bp, ztoho 195 bp tvofi druhy a 121 bp tfeti intron.
Testovano bylo plemeno Ceské bilé uslechtilé, landrasse, pietrain a kiizenec plemen pietrain a
meishan. V celém useku zatim nebyl nalezen polymorfizmus. Dalsi prace bude spocivat v
testovani oblasti prvniho exonu a hlavné intronu, u kterého je o¢ekavana délka az tisict part
bazi. Nalezeni polymorfizmu v tomto tiseku DNA je proto pravdépodobnéjsi.
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UvVoD

Eukaryoticky elonga¢ni faktor 1 A (EEF1A) hraje dalezitou roli pfi syntéze bilkovin
v eukaryotickych bunkach (MERRICK, 1992). U savci se EEF1A vyskytuje ve dvou
izoformach — EEF1A1 a EEF1A2. Tyto dvé izoformy vykazuji na Grovni aminokyselin 92%
podobnost (KNUDSEN et al., 1993), jsou vSak rozdiln¢ exprimovany. EEF1A1 je pfitomna
po celou dobu vyvoje a s vyjimkou dospélé kosterni svaloviny je exprimovana ve vSech

tkanich, EEF1A2 je vyvojové regulovana a je exprimovana pouze v bunikdch svaloviny a
v neuronech (LEE et al., 1992; KNUDSEN et al., 1993).

EEF1IAl méa kromé své tulohy pii translaci (EJIRI, 2002) jest¢ dalsi funkce. Ma
naptiklad souvislost se stavbou bunécné kostry (CONDEELIS, 1995). ZvySend exprese
EEF1ALI je také spojovana s rozvojem tumord (THORNTON et al., 2003). DITZEL et al.
(2000) identifikovali EEF1A1 jako autoprotilatku u 66 % pacientl s Feltyho syndromem.

EEFIAI byl u ¢lovéka zmapovana na Sesty chromozom, oblast 6q14 (LUND et al.,
1996). U prasete byl gen EEF1A41 pomoci radia¢niho hybridniho mapovani nalezen na osmém
chromozomu, oblast 8q11 (KARNUAH et al., 2001).

MATERIAL A METODIKA

Byla otestovdna plemena Ceské bilé uslechtilé (vzorek T4), landrasse (vzorek T9),
pietrain (vzorek P108) a kiizenec plemen meishan a pietrain (vzorek M222).

Dle srovnani sekvence cDNA prase¢tho EEFIAIl genu (ziskané subtraktivnim
klonovanim na VUZFG Libé&chov) a lidské sekvence DNA tohoto genu (ENST00000309286,
Ensembl) byla urcena poloha a velikost jednotlivych exonll v prase¢i sekvenci. Pro
amplifikaci specifického tseku genu (zahrnuje intron 2 a 3) pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR) byly navrZeny primery: F 5 - ACGTCGATTCGGGCAAGTC - 3’

R 5" - CCAGAAATTGGCACAAATGCTA -3’

PCR byla provadéna na teplotnim cykleru GeneAmp PCR System 2400 (Applied
Biosystems). SloZeni reakéni smési bylo nésledujici: lyzat DNA, deionizovana voda, 10 x LA
PCR pufr complete (500mM Tris-HCI, pH 9,3 (25 °C), 150 mM (NH4),SOy4, 22,5 mM MgCl,,
1% Tween 20, Top-Bio), dNTP (F. Hoffmann-La Roche Ltd.), specifické primery (10
pmol/ul), LA DNA polymeraza (5 U/ul, Top-Bio). Celkovy objem reakce — 25 pl.

Teplotni profil PCR: po¢. denat. 95 °C /2 min., 30 cykli — denaturace 95 °C/ 20 s,
annealing 60 °C / 20 s, elongace 68 °C / 60 — 90 s, zdvérecna elongace 68 °C / 7 min.

Kontrola reakce probéhla elektroforézou na 2% agarosovém gelu (Serva) s ptidavkem
EtBr pii 100 V po dobu 40 minut. Po vizualizaci pod UV-svétlem byly pomoci markeru
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (MBI Fermentas) uréeny délky vzniklych fragmentd.

Sekvenovani bylo provedeno pomoci BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit a
piistroje ABI PRISM 3100-4vant Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Na porovnavani jednotlivych sekvenci byl pouzit program ClustalW.



VYSLEDKY A DISKUZE

Dle lidské sekvence genu EEFIAI | Obr. 1 PCR produkty u jednotlivych plemen
byla ocekdavana délka ampifikovaného
fragmentu 974 bp. Vysledné PCR produkty
vSak byly o néco kratsi, jejich velikost byla asi
900 bp (Obr. 1).

P108  M222 M100+ 192

Nasledné sekvenovani prokazalo, ze u
prasete maji introny 2 a 3 ve srovnani
s lidskou sekvenci odlisSnou délku — intron 2
zahrnuje 195 bp (u ¢loveéka 366 bp), intron 3
pak 121 bp (u ¢loveéka 108).

Celkové se tedy podatilo sekvenovat

tseky o délce 799 bp u vzorku T4, 796 bp u Pozn.  P108 — pietrain, M222—pietrainxmeishan

i TO a M222 a 804 b 1w P108 T9 — landrasse, T4 — Ceské bilé uslechtilé
VZOorku a a P U VZOorku .

Pti srovnavani téchto fragmentl nebyl nalezen polymorfizmus.

Ziskané useky byly dale porovnavany s ¢astecnou sekvenci prase¢i mRNA genu
EEFIAI dostupnou v databazi NCBI (Gene ID: 574059). Toto srovnani prokéazalo pouze
jedinou odlisnost, a to ve 39. nukleotidu tfetiho exonu, kde se v ndmi testovanych vzorcich
nachazi cytozin, kdezto v mRNA z databaze NCBI je uveden tymin (Obr 2).

Obr. 2 Porovnani ¢asti exonu 3, ve které byla nalezena odlisnost

M222 ATGGGAAAGGGCTCCTTCAAGTATGCCTGGGTCTTGGACAAACTAAAGGCTGAACGTGAGCGTGGTA
P108 ATGGGAAAGGGCTCCTTCAAGTATGCCTGGGTCTTGGACAAACTAAAGGCTGAACGTGAGCGTGGTA
T4 ATGGGAAAGGGCTCCTTCAAGTATGCCTGGGTCTTGGACAAACTAAAGGCTGAACGTGAGCGTGGTA
T9 ATGGGAAAGGGCTCCTTCAAGTATGCCTGGGTCTTGGACAAACTAAAGGCTGAACGTGAGCGTGGTA
MRNA ~ ————m—mm—mmmm—m o TGCCTGGGTCTTGGAAAACTAAAGGCTGAACGTGAGCGTGGTA
R e b e S I b S b S b Sb SR S 2b S b S b 2 b S I 2 S b S I S b Sb I dh b b S b Sb b 4 Y

ZAVER

Fragment genu EEF 1A zahrnujici ¢ast exonu 2, intron 2, exon 3, intron 3 a pfevaznou
cast exonu 4 byl uGspéSné amplifikovan a sekvenovan u Ctyf plemen prasat. V celém
analyzovaném tuseku nebyl nalezen polymorfizmus.

Prace bude tedy pokracovat testovanim oblasti, ktera zahrnuje prvni intron. Protoze
velikost tohoto fragmentu se ocekava az v tisicich pari bazi, bude nejprve tieba optimalizovat
podminky PCR. Nasledné nalezeni polymorfizmu v tomto tseku DNA je vSak pravé diky
jeho délce pravdépodobnéjsi.

Tato prace byla podpofena granty GACR 523/03/H076 a 523/06/1302.
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