Uloha é. 2

Detekce polymorfizmu I/D genu pro ACE pomoci PCR

UvoD

Angiotensinkonvertdza (ACE) je enzym, jehoZz hlavni funkci vorganizmu je katalyza premény
angiotensinu | na angiotensin Il, ktery ma vazokonstrikéni Ucinky. Navic ma jesté plno dalSich funkci -
inaktivuje bradykinin (vazodilatator), substanci P (uplatriuje se ve vnimani bolesti, sniZovani krevniho
tlaku), neurotensin a enkefaliny (oboji neurotransmitery). ACE je soucdsti renin-angiotensinového
sytému (RAS), ktery je aktivovan za ucelem zvyseni krevniho tlaku a mimo jiné jsou slozky tohoto
systému zodpovédné napfiklad za regulaci hospodareni svodou a minerdly. Uloha RAS byla
donedavna zmifiovdna pouze v souvislosti s regulaci krevniho tlaku. V poslednich letech je velmi
Casto diskutovdna role RAS v mozku, kde byly nalezeny mRNA pro renin, angiotensinogen
i angiotensinkonvertazu. Bylo zjisténo, Ze angiotensin ma mnoho behavioralnich efektll, jako je
stimulace Zizné a modulace chuti na slané, ovliviiovani paméti a uceni atd. Byla nalezena interakce
mezi mozkovym RAS a klasickymi neurotransmiterovymi systémy, jako jsou systém cholinergni,
noradrenergni, dopaminovy, GABAergni a opioidni.

Polymorfizmus I/D (inzerce/delece) genu pro ACE spociva v inzerci, resp. deleci Useku DNA o délce
287 bp. Vzhledem k tomu, Ze se gen v organismu vyskytuje ve dvou formach (alelach), mGzeme tak
kombinaci ziskat tfi genotypy: homozygotni genotyp Il (povazovany za béznou variantu = wild type),
heterozygotni genotyp ID a homozygotni genotyp DD (mutovany). Bylo zjisténo, Ze polymorfizmus
I/D ACE ovliviuje plazmatickou hladinu tohoto enzymu tak, Ze se jeho hladina snizuje od genotypu
DD po genotyp Il, pficemz je genotyp DD povazovany za rizikovy faktor hypertenze a jejich
komplikaci a také muUze mit spojitost s neurodegeneratvnimi chorobami. Do souéasné doby bylo
publikovano nékolik studii zabyvajicich se vztahem polymorfizmu I/D ACE k mozkovym funkcim.
Arinami et al. (1996) zjistil, Ze polymorfizmus I/D ACE je jednim z genetickych faktorl ovliviujicich
interindividudIni variabilitu hladiny substance P a také, Ze m{Ze mit vztah k dispozicim k afektivnim
porucham. Amouyel et al. (1996) sledoval vliv polymorfizmu I/D ACE na kognitivni funkce a zjistil, Ze
u skupiny osob s kognitivni poruchou byla frekvence alely D (genotyp DD) vyssi. Richard et al (2000)
potvrdil homozygotni kombinaci alel DD jako rizikovy faktor kognitivnich poruch. Holl3a et al. (1999)
studovala polymorfizmus I/D ACE a M235T polymorfizmus genu pro angiotensinogen u zdravych
osob ve vztahu k typu osobnosti zjistovaného podle rozsifené Bortnerovy stupnice. Zjistila, Ze
genotyp IIMT ma vztah k osobnosti typu A a genotyp DDMT ma vztah k osobnosti typu B. Zjistila také
prevalenci alely D u osobnosti typu B, ktery mizZe byt charakterizovan jako introvertni typ osobnosti.

V rdmci cvic¢eni bude provedena amplifikace specifickych usekl DNA klasickou jednokrokovou PCR.
Naslednd analyza vybranych polymorfizmG bude provedena pomoci standardni agardzové
elektroforézy s vizualizaci PCR fragmentl v UV svétle.



PRACOVNIi POSTUP

I 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 ul/vzorek):

*KAPA MiXeworrerrrreenne 12,5 ul
*ID-1 primer............... 0,5 ul
*ID-2 primer............... 0,5 ul

PCR vOda.....ceveeenn... 10,5 pl
FDNA ceoeeereeeecerese e 1,0 ul

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

*ID-1 (5" - CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT - forward)

*ID-2 (5" - GAT GTG GCCATCACATTC GTC AGAT - reverse)

*DNA — pouzity izolaty z 1. cviceni

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

94°C 2,5 min
94°C 30 sek (denaturace)
30x 59°C 30 sek (annealing)

72°C 30 sek (extenze)

72°C 5 min (extenze)
10°C  hold



[I.  Analyza na agardzovém gelu

Pfiprava agarézového gelu — agardza, TBE pufr (Tris-borat-EDTA), ethidium bromid:
1) Vypocet

- vypocet objem vany, urcené pro elektroforézu (V = a.b.c)
- do vysledného objemu se ptipravi 1,5% gel

pf.: V=150 ml;
150 ml....eeeeeneen.. 100 %
XMl (8)rveeeeeeanns 1,5%

x=1,5/100 * 150=2,25¢g
Pro pfipravu 1,5% agardézového gelu je potfeba 150 ml TBE pufru a 2,25 g agardzy.

2) Postup
a) v mikrovinné troubé se rozvafi prislusSné mnozstvi agarézy 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 hiebinek. Hfebinek se nesmi dotykat dna
vanicky, musi byt asi 1 mm nad jejim dnem,

d) poté se prida ethidium bromid do vysledné koncentrace 1 ul/30 ml gelu. Pozor,
ethidium bromid je mutagenni latka, pracuje se vidy v rukavicich a v odvétravané
digestofri!

e) smés se pozvolna promichava, aby se nevytvofily vzduchové bubliny, nasledné se
naléva do predem pripravené vanicky s hfebinkem tak, aby se vytvofril 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 vanicce se vloZi do elektroforetické vany naplnéné TBE pufrem, gel
musi byt zcela ponofen, opatrné se vyjme hrebinek a zkontroluje se, zda vzniklé
komrky zlstaly neposkozeny.

Gel je pfipraven pro nanaseni vzorkd.

Nandseni vzork( na gel:
— cca 10 pl 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
1,5 pl DNA standardu o znamych velikostech DNA fragmentU. Vzorek ani standard
nesmi vytéct mimo komurku a Spi¢ka nesmi komUrku propichnout.



Elektroforéza:

gel ve vaniéce musi byt spravné orientovan, komarky s DNA musi byt umistény
u katody, aby DNA mohla migrovat gelem smérem k anodé.

elektroforéza se provadi pti napéti 80 V po dobu 40 minut. Pfi sprdvném zapojeni se
na elektrodach generuji bublinky jako produkt elektrolyzy vody.

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

Vizualizace DNA fragment:

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

gel je mozné zdokumentovat pomoci digitalniho fotoaparatu s UV filtrem.

Vyhodnoceni vysledkdi

Dva prouzky znamenaji heterozygotni genotyp ID. Jeden prouzek znaci bud homozygotni genotyp

Il nebo DD (v pfipadé genotypu DD je analyzovany usek DNA kratsi, a proto pfi elektroforéze

doputuje dal od mista naneseni vzorku).



