7. Detekce polymorfizmu A118G (Asn40Asp) genu pro p-opioidni receptor pomoci
RealTime PCR.

Uvod

Opioidni systém v mozku zprostfedkovava fadu funkci v riznych jeho ¢astech. Opioidni latky
mohou byt piavodu endogenniho ¢i exogenniho, jejichz biologické ucinky jsou
zprosttedkovavany receptory p (mi), d (delta) a k (kappa). Endogenni (télu vlastni) opioidy
jako jsou endorfiny, enkefaliny a dynorfiny maji analgetické ucinky a jsou diilezitou soucasti
odménovaciho systému. Exogenni opioidy mohou také vedle analgetickych a uklidiiujicich
ucinkd puasobit silné euforicky (drogy), mohou zpiisobovat nevolnost nebo narusovat
kognitivni (poznéavaci) funkce. Opioidni systém se vyznamné podili na modulaci emoci,
uzkosti, stresu, uceni, paméeti. Mimoto se ucastni i modulace funkci imunitniho systému
(Borner et al., 2007). PET studie (pozitron emisni tomografie) postmortem, prokdzaly
nejvyssi hustotu p-receptorti v kortexu cingula, v thalamu, periaqueduktalni oblasti a nucleus
caudatus. Stimulace téchto receptorti vede k aktivaci dalSich neurotrasmiterovych systému
jako jsou cholinergni, adrenergni a dopaminergni (Leppi et al., 2000).

Opioidni systém byl dosud zkouman ptedevSim z hlediska jeho analgetickych ucinkl a
mechanizmii vyvolavajicich euforické stavy u drogové zavislych. Drakenberg et al. (2006)
nalezl t¢mét 90 % vyskyt genotypu A/G polymorfizmu A118G genu pro p-receptor u
zavislych na heroinu. Alela G zapficifiuje sniZzeni exprese p-receptoru, jak na Urovni
transkripce, tak na urovni translace. Zmény se tykaly zejména mRNA pro prekurzor
enkefalinu, jejiz sniZzeni bylo patrné v celé oblasti striata zavislych na heroinu, coZ ma
celkovy vliv na limbicky a motoricky systém. Vzhledem k ¢etnym interakcim a znacné
provazanosti opioidniho systému s dal§Simi neurotransmiterovymi systémy, obzvlasté
s dopaminergnim, se za¢ina zkoumat jeho pfipadna role v patogenezi nejriznéjSich dusevnich
chorob. U schizofrenie byla nalezena vyznamné asociace s alelou G genu pro p-opioidni
receptor. Alela G snizuje expresi p-opioidniho receptoru, ¢imz mize v prubéhu vyvoje mozku
negativné zasdhnout do myelinizace kortikdlnich axonll a ovlivnit tak vznik hyperaktivity

dopaminového systému typického pro schizofrenii (Sery et al., 2009).



Popis polymorfizmu: jedna se o jednobodovy polymorfizmus, kdy v pozici 118 nukleotidové
sekvence alternuje Adenin s Guaninem resp. v pozici 40 proteinové sekvence Asparagin

(Asn) s kyselinou Asparagovou.

Reagencie:
Primery

- MUI 5- CAC GAA CGC CAG CAATTG -3’

- MU25-TGA TCG TGA TGGCCGTGA T -3’
Sondy

- A (Asn alela): nazev SMUA (3'- Eclipse a 5'- Yakima Yellow)
sekvence 5'- CA CTT AGA TGG CAA CCT GTC CGA CCCA -3’

- G (Asp alela): nazev SMUG (3'- Eclipse a 5'- FAM)
sekvence 5'- CC CAC TTA GAT GGC GAC CTG TCC GA - 3’

Reakéni smés (25 ul):

- 12,5 pl TagManUniversal PCR Master Mix
- 1 uM kazdého z primera (0,5 pl)
- 0,125 uM sondy SMUA (0,5 pl)
- 0,075 uM sondy SMUG (0,3 pl)

- 100 ng genomové DNA (2 pl)

Reakce i detekce je provadéna pomoci automatizovaného systému PCR-Real Time
AB7300.

Amplifikace:
- pocatecni denaturace — 2 minuty pii 50°C a 10 minut pii 95°C

20 sec — 95°C (denaturace)
35x 20 sec — 58°C (annealing)
32 sec — 72°C (extenze)

Odlisné genotypy (AA, AG, GG) budou detekovany diky navdzanym sonddm na zakladé
jejich fluorescence.



