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ABSTRACT

The aim of this work is to find out polymorphism in visfatin gene (PBEF) which name is
abbreviation of ,,visceral fat“. Visfatin was identified as an adipokinine which is preferably
secreted from visceral adipose tissue. Subcutaneous adipose tissues produce visfatin only in
small amount. When obesity occurs, visfatin concentration is increased. Visfatin exerts
insulin-mimetic effects in various tissues — decreases the glucose level in blood. Polymerase
chain reaction (PCR) and following sequencing were used for determination of visvatin
variability at several samples of pig breeds (the Czech Large White, Landrasse, Pietrain and
crossbred of Pietrain and Meishan). The variability was found out after design of suitable
primers, after PCR optimization and sequencing of two introns (between exons 5, 6 and 9,
10). By use of Webcutter software, the suitable restriction enzymes were found out.
Genotyping was performed by using restriction fragment—length polymorphism (RFLP) with
the selected restriction enzymes.
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ABSTRAKT

Cilem této prace je nalézt polymorfismy v genu visfatin (PBEFI), jehoz nazev vznikl
zkracenim slovniho spojeni ,,visceral fat* (,,tuk ulozeny v utrobach®). Visfatin je pfednostné
syntetizovan ve visceralnim tuku a jen v malé mife je produkovan v tuku podkoznim. Pfi
obezit¢ se koncentrace visfatinu zvySuje. Visfatin se chova podobné jako inzulin — snizuje
hladinu gluk6zy v krvi. Ke stanoveni variability genu visfatin byla pouzita polymerdzova
fetézova reakce (PCR) a nésledné sekvenovani u vzorkd nékolika plemen prasat (Ceské bilé
uslechtilé, landrasse, pietrain a kifiZzenec plemen pietrain a meishan). Po navrzeni vhodnych
primert, optimalizaci PCR a sekvenovani dvou intront (mezi exonem 5 a 6 a exonem 9 a 10)
byla nalezena variabilita. Pomoci programu Webcutter byly vyhledany vhodné restrik¢ni
endonukledzy, které byly pouzity pii Stépeni vybranych polymorfismi metodou
polymorfismus délky restrikénich fragmentti (RFLP).
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UvVoD

Visfatin je gen kddujici protein, ktery je adipokinem uvoliujicim se do krevniho
reCiSt¢ a ma mnoho funkci jako napiiklad podporovani dozravani bunck srde¢ni hladké
svaloviny a inhibice neutrofilni apoptozy. Také aktivuje insulinovy receptor a chova se jako
inzulin, snizuje hladinu glukézy v krvi a zvySuje citlivost na inzulin
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full report&
list uids=10135). Tento protein se vysoce exprimuje ve visceralnim tuku a byl ziskén jako
faktor, ktery podporuje riist prekurzora B lymfocytii a nedavno bylo zjisténo, ze se chova jako
insulinovy faktor (El-Eter et al., 2006). Visfatin zndmy také jako PBEF (pre-B cell colony-
enhancing factor) je cytokinin, jehoz hladina v krvi souvisi s obezitou. Je povazovan za
nového Clena velké skupiny adipokininti, kam patii také leptin a adiponektin (Fukuhara,
2005). Pochopeni této skupiny miize byt dilezité pro rozvoj novych terapii nemoci, které
souvisei s obezitou (Tilg a Moschen, 2006). Lokalizace genu visfatin u ¢lovéka je na 7. chr q
22.2(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full rep
ort&list uids=10135) a podle komparativni mapy se u prasete vyskytuje na 9. chromozomu
(http://www .toulouse.inra.fr/lgc/pig/compare/SSCHTML/SSC9S.HTM).

Cilem na$i prace bylo nalézt a testovat SNPs (single nucleotide polymorphisms)
v referencnim souboru rtiznych plemen prasat (Ceské bilé uslechtilé, landrasse, pietrain a
kfiZzenec plemen pietrain a meishan).

MATERIAL A METODIKA

V Ensembl  databdzi jsme vyhledali lidskou sekvenci genu visfatin
(http://'www.ensembl.org/Homo_sapiens/exonview?db=core;transcript=ENST00000222553)
a pomoci programu ClustalW (http.//www.ebi.ac.uk/clustalw/) ji porovnali s praseci sekvenci
(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=77404427) a odvodili
tak rozmisténi a velikost exonil v prase¢i sekvenci. Pomoci primerii navrzenych ve VUZFG
Libéchov (pfimy ATG TGT GGG GTT TCT TTG TGT a zpétny GCC ATG TTT TAT TTG CTG
ATT) jsme u plemen prasat ¢eské bilé uslechtilé, landrasse a pietrain amplifikovali fragment o
velikosti 490 pb, sekvenovali jej (ABI PRISM 3100) a porovnali ziskané sekvence
jednotlivych plemen mezi sebou a také s komparativni sekvenci z databdze Ensembl.
Polymorfismy ve zkoumanych exonech nebyly nalezeny, proto jsme vybrali dva nejkratsi
introny z lidské sekvence a podle jejich umisténi jsme navrhli nové primery v koncové ¢asti
exonl, mezi kterymi se nachazely. Piimy TGG CCA CAA ATT CTA GAG AGC A a zpétny
primer AAA TGA GCA GAT GCC CCT ATG amplifikovaly intron mezi exonem 5 a 6;
ptimy primer TCT GGT GGA GCT TTG CTA CAG A a zpétny GCA ACT GGG TCC TTG
AAG ACA amplifikovaly intron mezi exonem 9 a 10. Produkty PCR byly sekvenovany,
sekvence byly opét porovnany a polymorfismy byly nalezeny v obou intronech. Za pomoci
programu Webcutter (Attp://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html) jsme vyhledali vhodné
restrikéni enzymy (Hpa II a Bse DI), které Stépi sekvenci v misté polymorfismi. Z divodu
mnoha Stépnych mist vybranych restrikénich enzymu v sekvenci, musely byt navrhnuty nové
primery (piimy GGG TCA TAA CTT GAC TTT GGA GAA a zpétny TCT AGA GAA CCT
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GAA GAG AGC AGA A), které amplifikovaly pouze tsek obsahujici dveé nebo tfi Stépna
mista. Nasledné¢ pomoci metody RFLP vyuzivajici restrikéni enzymy byla genotypovana
plemena prasat (Ceské bilé uslechtilé, landrasse, pietrain a kiizenec plemen pietrain a
meishan). V intronu mezi exonem 9 a 10 se objevila repetice, takze nebylo mozné presné
sekvenovat tento Usek a najit tak dal§i polymorfismy, a proto byly navrzeny dalsi primery v
tésné blizkosti této repetice (ptimy ATA GCC ATC ATT AGC TGC CTC C a zpétny TTA
AAG TGT CTC CTT CTG GTG GG), aby mohl byt tento usek amplifikovan.

PCR byla provadéna na teplotnim cykleru GeneAmp PCR System 2400 (Applied
Biosystems). Slozeni reakéni smési na objem 25 ul bylo nasledujici: 19,8 pl deionizované
vody, 2,5 ul 10x LA PCR pufru complete (500mM Tris-HCI, pH 9,3 (25 °C), 150 mM
(NH4)2SO4, 22,5 mM MgCl,, 1% Tween 20, Top-Bio) 0,5 pul dANTP (Fermentas, Vilnius,
Litva), 0,5 ul obou primerti (Invitrogen), 0,2 ul LA DNA polymerazy (5 U/ul, Top-Bio) a 2 ul
lyzatu DNA.

Teplotni profil PCR: po¢atecni denaturace 95 °C / 2 min., 30 cykli - denaturace 95 °C
/ 20 s, annealing 54 °C / 30 s, elongace 68 °C / 30 s, zavére¢na elongace 68 °C / 7 min.

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

Stépeni PCR-produkti genu visfatin pfislusnymi restrikénimi endonukleazami
probihalo pii teploté 37 °C po dobu 2 hod. (Hpa II) a pfi teploté 55 °C po dobu 2 hod. (Bse
DI). Slozeni restrikéni smési: 5 pul PCR produktu, 8 pl deionizované vody, 1,5 pl pufru
Y/TANGO a 0,5 ul endonukleazy — Hpa 11 (Fermentas, Vilnius, Litva) a 5 ul PCR produktu,
7,5 ul deionizované vody, 1,5 pl pufru Y /TANGO a 1 pl endonukleazy — Bse DI
(Fermentas, Vilnius, Litva).

Separace jednotlivych fragmentii byla provadéna na 3% agarosovém gelu s pfidavkem
ethidium bromidu pti 100-120 V po dobu 20—40 minut. Po vizualizaci pod UV-svétlem byly
odecteny jednotlivé genotypy.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pii detekci polymorfismu v genu visfatin jsme nejprve amplifikovali fragment o
velikosti 524 bp, kde se hledané polymorfismy nachazely (Obrazek €. 1).

Obr. 1 PCR produkty o velikost 524 bp

M 100 — marker; T2, T 4 — Ceské bilé uslechtilé; T 9, T 10 — landrasse; P 108, P 144, P 145 — pietrain a M 201, M 202,
M 222 — ktizenci plemen pietrain a meishan



Ziskané PCR produkty jsme $tépili vybranymi restrikénimi endonukleazami (BseDI a
Hpall). BseDI stépilo sekvenci s nukleotidem G na fragmenty o velikosti: 99, 283, 12 a 130
pb a sekvenci s nukleotidem T na fragmenty o velikosti: 382, 12 a 130 pb (Obrazek ¢. 2).
Hpall stépilo sekvenci s nukleotidem C na fragmenty o velikosti 432 a 92 bp a viibec
nestépilo sekvenci s nukleotidem T a velikost fragmentu byla 524 bp (Obrazek ¢. 3).

Obr. 2 RFLP s restrikcnim enzymem Bse DI

M 100 M 222

524 bp
382 bp
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130 bp

M 100 — marker; T3, T 4 — Ceské bilé uslechtilé; T7, T 9, T 10 — landrasse; P 108, P 144, P 145 — pietrain a M 201, M 202,
M 222 — ktizenci plemen pietrain a meishan; PCRp — PCR produkt o velikosti 524 bp

Obréazek ¢.2 RFLP s restrikcnim enzymem Bse DI

M222 M202 M201 P145 P14 P108 M 190

Hpa ll
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M 100 — marker; T2, T 4 — Ceské bilé uslechtilé; T 9, T 10 — landrasse; P 108, P 144, P 145 — pietrain a M 201, M 202,
M 222 — kfizenci plemen pietrain a meishan

Ziskané genotypy jsou uvedeny v Tab. 1. Vzorky P 108 a M 199 byli rodice zvifete M 222,
M 199 byl otec zvitat M 201 a M 202 a P144 byla matka P 128.

Tab. 1 Tabulka ziskanych genotypl

vzorek o o - ~ o = § § E g % § § § §
Fl el el e | | =] 2| 2| =
BseDI | - G/T G/T | G/T T T T T T T G/T|T T G/T | G/T

Hpall | C c/T | C/T | CT CT|CT|T C cT|C/T|CT|T T C/T | C/T

GENO




ZAVER

V této praci jsme porovnavali praseci sekvenci s lidskou sekvenci a zvolili jsme
nejkratsi introny v lidské sekvenci (mezi exonem 5 a 6 a mezi 9 a 10) a podle jejich umisténi
jsme navrhli primery. Provedli jsme PCR s navrzenymi primery, sekvenovali PCR produkt na
sekvenatoru ABI PRISM 3100 a nalezli polymorfismy. Pomoci vhodnych restrik¢énich
endonukledz (Hpa II a Bse DI), nové navrZzenych primert se genotypovaly plemena Ceské bilé
uslechtilé, landrasse, pietrain a kiizenec plemen pietrain a meishan.

Zatim jsme ziskali pfedbézné vysledky a dal§i analyzy budou pokracovat ve
spolupraci s VUZFG Libéchov, kde se bude genotypovat soubor rodi¢ovskych a filidlnich
linii a bude se klonovat repetitivni Cast sekvence v intronu mezi exonem 9 a 10, ktera se
nepodafila naamplifikovat metodou PCR.
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