7. Detekce polymorfizmu Taql A genu pro DRD2

Uvod

ADHD (porucha pozornosti/hyperkineticky syndrom) je multifaktoridlni onemocnéni
podminéné riznymi kandidatnimi geny. Hyperkineticky syndrom se vyskytuje asi u 6-10%
détské populace v poméru chlapci a divek 3 az 10:1 (dle diagnostickych kritérii).
K zdkladnim symptomim patfi nadmérnd aktivita, nepozornost a impulzivita, vyjimkou
nejsou ani dal$i pridruzené psychické poruchy.

Pro pochopeni multifaktorialni etiologie ADHD a komorbidnich poruch je potfebné odhalit co
nejvetsi pocet gentl, které se podili na vzniku, vyvoji a zdvaznosti onemocnéni a identifikovat
funk¢éni polymorfismy asociované s fenotypem. V soucasné dob¢ je zndmo vice nez 30 genti
riznych polygennich systému podilejicich se na vzniku a vyvoji onemocnéni. Jednotlivé alely
téchto genti mohou byt v populaci relativné casté, protoze neptedstavuji klasické mutace,
které vyfazuji gen z funkce, ale polymorfismy, které jsou pfiCinou arteficidlni aktivity
produktu at’ uz jde o transkripci, translaci ¢i o dysbalanci rtznych isoforem vysledného
proteinu.

Vyzkum se zaméfuje predevSim na geny kodujici jednotlivé proteinové slozky
dopaminergniho systému, protoze nékteré struktury, zahrnuté do patogeneze ADHD, jsou
bohat¢ na dopaminovou inervaci. VySetfuje se souvislost mezi poruchou
pozornosti/hyperaktivnim syndromem a polymorfismy v genech pro dopaminové receptory
(DRD2, DRD3, DRD4 a DRDS5), dopaminovy transportét (DAT1), dopamin-b-hydroxylazu
(DBH), enzym, zapojeny do metabolizmu dopaminu, a serotoninovy transportér (5-HTT).
Sleduje se ptitomnost rizikovych alel, hodnoti se vliv téchto rizikovych alel a kombinaci vlivii
alel vzajemné interagujicich genti na vyvoj a zavaznost onemocnéni a vyskyt dalSich
komorbidit. Studium jednotlivych transmiterovych systémi, které jsou do patogeneze ADHD
zapojeny, muze v budoucnosti pomoci pii volbé vhodného psychofarmaka vzhledem k tomu,

ze v 1écbe hyperkinetické poruchy se uplatiiyji latky s riznym mechanismem uc¢inku.

Byla prokazana souvislost mezi Taql Al polymorfismem (nosici rizikové alely Taql Al v
genu DRD2) a ADHD, kdy homozygoti pro tuto rizikovou alelu se vyskytuji s vyrazné vyssi

frekvenci postiZzenych déti.



Reagencie:

voda

pufr

primer DO-1

primer DO2

dNTP

polymeraza

vzorek DNA

Amplifikace fragmentu:

Do mikrozkumavky napipetujte 24 pl mixu a 1 ul DNA.

Mikrozkumavky vlozte do termocykleru. Amplifikace bude probihat dle nasledujiciho
programu:

94°C — 2,5 min. 94°C — 30 sek. 94°C — 30 sek.
Ix 62°C — 30 sek. 32x  62°C — 30 sek. Ix  62°C - 30 sek.
72°C — 30 sek. 72°C — 30 sek. 72°C — 5 min.

Restrikéni analyza:

Do mikrozkumavky napipetujte 1 pl Taql pufru, 10 pul amplifikéatu a 0,8 pl enzymu
Taql.

Nechte inkubovat 5h pii 65°C.

Gelova elektroforéza:

Amplifikaty poté naneste na ptipraveny 2% agarozovy gel v elektroforetické vané.
Vanu pfipojte ke zdroji elektrického napéti a nechte probéhnout elektroforézu cca 60
minut pii 80 V.

Poté vyjméte gel z elektroforetické vany a vlozte jej do transiluminatoru ke

kone¢nému vyhodnoceni.



