Uloha é. 3

Detekce polymorfizmu Taql A genu pro DRD2

UvoD

ADHD (porucha pozornosti/hyperkineticky syndrom) je multifaktoridlni onemocnéni podminéné
rdznymi kandidatnimi geny. Hyperkineticky syndrom se vyskytuje asi u 6 — 10 % détské populace v
poméru chlapcl a divek 3 az 10:1 (dle diagnostickych kritérii). K zdkladnim symptomidm pat#i
nadmérnd aktivita, nepozornost a impulzivita, vyjimkou nejsou ani dalSi pfidruzené psychické
poruchy.

Pro pochopeni multifaktoridlni etiologie ADHD a komorbidnich poruch je potfebné odhalit co
nejvétsi pocet genl, které se podili na vzniku, vyvoji a zavaznosti onemocnéni a identifikovat
funkéni polymorfismy asociované s fenotypem. V soucasné dobé je zndmo vice nez 30 genl
rdznych polygennich systému podilejicich se na vzniku a vyvoji onemocnéni. Jednotlivé alely téchto
genld mohou byt v populaci relativné ¢asté, protoze nepredstavuji klasické mutace, které vyrazuiji
gen z funkce, ale polymorfismy, které jsou pfi¢inou arteficidlni aktivity produktu at uZ jde o
transkripci, translaci ¢ o dysbalanci rlznych isoforem vysledného proteinu.
Vyzkum se zaméfuje predevsSim na geny kdédujici jednotlivé proteinové slozky dopaminergniho
systému, protoZe nékteré struktury, zahrnuté do patogeneze ADHD, jsou bohaté na dopaminovou
inervaci. VySetfuje se souvislost mezi poruchou pozornosti/hyperaktivnim syndromem a
polymorfismy v genech pro dopaminové receptory (DRD2, DRD3, DRD4 a DRD5), dopaminovy
transportét (DAT1), dopamin-b-hydroxyldzu (DBH), enzym, zapojeny do metabolizmu dopaminu, a
serotoninovy transportér (5-HTT). Sleduje se pfitomnost rizikovych alel, hodnoti se vliv téchto
rizikovych alel a kombinaci vlivQi alel vzajemné interagujicich gend na vyvoj a zdavaZznost
onemocnéni a vyskyt dalSich komorbidit. Studium jednotlivych transmiterovych systémd, které
jsou do patogeneze ADHD zapojeny, mlze v budoucnosti pomoci pfi volbé vhodného
psychofarmaka vzhledem k tomu, Ze v Iécbé hyperkinetické poruchy se uplatiuji latky s rlznym
mechanismem ucinku.

Byla prokazana souvislost mezi Tagl Al polymorfismem (resp. alelou A1) a ADHD, kdy homozygoti
pro tuto rizikovou alelu vykazovali vyssi frekvenci onemocnéni.

Vybrany polymorfizmus bude rovnéz detekovan pomoci agardzové elektroforézy v UV svétle.
Amplifikace specifickych usekl DNA klasickou jednokrokovou PCR bude navic doplnéna o restrikéni
analyzu.



PRACOVNIi POSTUP

l. PCR reakce

Materidl: pipety, Spicky, popisovace, mikrozkumavky (0,2 pl), termocykler, reagencie pro PCR —
KAPA mix, primery, PCR voda, DNA.

Reakéni smés pro PCR (25 pl/vzorek):

*KAPA MiX..oovvrererenne. 12,5 pl
DO-1 primer............. 0,5 ul
DO-2 primer............. 0,5 ul
PCR voda................. 10,5 ul

*DNA...ooererereene 1,0 pl

*KAPA2G Fast HotStart ReadyMix — obsahuje HotStart DNA polymerdzu, PCR pufr, dNTPs (0,2mM),
MgCl, (1,5 mM), stabilizatory.

*DNA — pouzity izolaty z 1. cviceni

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

94°C 2,5 min
94°C 30 sek (denaturace)
32x 56°C 30 sek (annealing)

72°C 30 sek (extenze)

72°C 5 min (extenze)
10°C  hold



1. Restrikcéni analyza

Materidl: pipety, Spicky, popisovace, mikrozkumavky (0,2 ul), termocykler, reagencie pro restrikéni
analyzu — PCR produkt, restrikéni enzym FastDigest Tagl, 10x FastDigest Buffer, PCR
voda.

Restrikéni misto enzymu:

5'...T\1/C GA..3
3'..AG C/I\T...S'
Reakéni smés:
10x FastDigest Buffer ............ 1,0 ul
LI Lo RS 0,5 ul
PCRvOda....ccoevereeeeecinns 3,5 ul
PCR produkt ......ccoevvvvvecriirennenn. 5,0 ul

Teplotni profil restrikce (termocykler): 65°C— 15 min

[Il.  Analyza na agardzovém gelu

Priprava agardézového gelu (agardza, 1XTBE pufr, ethidiumbromid/MidoriGreen):
1) Vypocet

o vypocitame objem vany, urcené pro elektroforézu (V = a.b.c)
o do vysledného objemu pfipravime 1,5 % gel

pf.: V=120 ml;
120 ml...ccuenneenn. 100 %
Xml(g)eeoeerieinns 1,5%

x=1,5/100*120=1,8¢g
Pro pfipravu 1,5 % agarézového gelu je potifeba 120 ml 1xTBE pufru a 1,8 g agardzy.

2) Postup

a) v mikrovinné troubé se rozvafi prislusné mnozstvi agardzy v odpovidajicim objemu TBE
pufru. Je nutno dbat na dokonalé rozpusténi agardzy (Uplné Ciry roztok),

b) roztok se ochladi cca na 60 °C (lze udrzet v ruce),

c) mezitim se pripravi elektroforeticka vanicka a hrebinek. Hfebinek se nesmi dotykat dna
vanicky, musi byt asi 1 mm nad jejim dnem,



d) poté se prida etidiumbromid do vysledné koncentrace 1 pl/50 ml gelu. (2,4 ul/120 ml

rozvarené agarozy). Pozor, ethidiumbromid je mutagenni latka, pracuje se vidy v

rukavicich a v odvétravané digestori!

e) smés se pozvolna promichava, aby se nevytvofily vzduchové bubliny, nasledné se

naléva do predem pripravené vanicky s hfebinkem tak, aby se vytvofil gel o vysce 0,5 —

0,8 cm. Pripadné bublinky se odstrani Spickou. Smés se necha 15 — 20 minut tuhnout pfi

pokojové teploté,

f) ztuhla agardza ve vaniéce se vloZi do elektroforetické vany naplnéné 1xTBE pufrem, gel

musi byt zcela ponofen, opatrné se vyjme hrebinek a zkontroluje se, zda vzniklé

komdarky zlstaly neposkozeny.

Gel je pfipraven pro nanaseni vzorka.

Nandseni vzorkd na gel:

cca 10 ul amplifikované PCR smési se pipetou smicha s kapkou nanaseciho pufru.
smés se pomoci pipety nanese do komurek v gelu, pficemz do prvni jamky se nanese
5 pl DNA standardu o znamych velikostech DNA fragment(. Vzorek ani standard
nesmi vytéct mimo kom(rku a Spi¢ka nesmi kom(rku propichnout.

Elektroforéza:

gel ve vani¢ce musi byt spravné orientovan, komlrky s DNA musi byt umistény u
katody, aby DNA mohla migrovat gelem smérem k anodé.

elektroforéza se provadi pfi napéti 90 V po dobu 40 minut. Pfi sprdvném zapojeni se
na elektrodach generuji bublinky jako produkt elektrolyzy vody.

elektroforéza se obvykle ukoncuje, kdyz barvicka (soucast nandaseciho pufru)
doputuje do 2/3 gelu.

Vizualizace DNA fragment:

gel se umisti na UV sklenénou plochu transluminatoru. Pfed pozorovani DNA
fragmentd v UV svétle je nutno prekryt gel ochrannym Stitem (soucast
transluminatoru) event. pouzit ochranné bryle!

gel je mozné zdokumentovat pomoci digitdlniho fotoaparatu s UV filtrem.

- Amplifikaty naneste na pripraveny 1,5% agarozovy gel v elektroforetické vané. Vanu

pripojte ke zdroji elektrického napéti a nechte probéhnout elektroforézu cca 40 minut pfi

90 V.

- Poté vyjméte gel z elektroforetické vany a vlozte jej do transiluminatoru ke kone¢nému

vyhodnoceni.

Vyhodnoceni vysledki

Polymorfizmus TaglA se muZe vyskytovat ve dvou variantach — Taqgl Al a Taql A2. Alela Al

nepodléha restrikénimu Stépeni, na gelu tedy nalezneme jediny prouzek o délce 310 bp. Alela

A2 je enzymem Stépena, po elektroforéze vidime na gelu prouzky dva o délce 130 bp a 180 bp.



