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Optimalizace metody PCR-RFLP pro analyzu polymorfizmu
Val/Met v genu COMT.

Abstrakt

Tématem této bakalarské prace je Optimalizace metody PCR-RFLP pro analyzu
polymorfizmu Val/Met v genu COMT.

Prvnim cilem prace bylo seznameni se s faktory souvisejicimi s vrozenym rizikem
pro schizofrenii. Tomuto cili je vénovana teoretickd cast, ve které je definovano
onemocnéni schizofrenie.

Nejprve je zminéna historie a etiologie onemocnéni. Dale jsou zde popsany
klinické projevy schizofrenie, diagnostika a nasledna lécba.

Dulezitou ¢asti je 1 vysvétleni souvislost mezi schizofrenii a polymorfismy v genu
COMT a s tim souvisejici role dopaminu. Vedle toho jsou zde vysvétleny i1 souvislosti
vzniku schizofrenie s dal$imi negenetickymi faktory.

V dalsich kapitolach je popsana funkce genu COMT a role stejnojmenného enzymu
COMT. Dalsi casti se vénuji polymorfismu vall58/met v genu COMT a metodam
vhodnych pro detekci tohoto typu mutace. PfedevSim jsou rozvinuty metody pouZzité
v praktické ¢asti bakalatské prace.

Jako dalsi cile bakalaiské prace jsem si stanovila optimalizaci metody PCR-RFLP
pro vySetfeni polymorfizmii Val/Met v genu COMT, ktery zvySuji riziko pro
schizofrenii a nasledn¢ analyzu né€kolika vzorkli jedinc s vyskytem schizofrenie
v roding. Témto ciliim je vénovana prakticka ¢ast prace, ve které jsou popsané postupy,
pomoci kterych jsem vysledkd dosahla.

Kromé metody PCR-RFLP byla vyuzita i metoda ARMS-PCR. Vhodnost pouziti

téchto metod je diskutovana v zavéru bakalarské prace.
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The Optimalization of the method PCR-RFLP for the analysis of
polymorphism Val/Met in the gene COMT.

Abstract

The topic of this bachelor thesis is the optimalization of the method PRC-RFLP for
the analysis of polymorphism Val/Met in the gene COMT.

The first goal of this thesis was to familiarization with factors of congenital risks
for schizophrenia. The theoretical part is devoted to this matter, in which the disease of
schizophrenia is defined.

In the First part the history and etiology of this disease is mentioned. Then the
clinical signs of schizophrenia, the diagnostics and threatment of the disease.

The important part is also the explanation of the connection between the
schizophrenia and polymorphisms in the gene COMT and the role of dopamine
connected with it. Next to this issue, the connection of the onset of schizophrenia with
other non-genetic factors is being explained.

In the next chapters the function of the gene COMT and the role of the enzyme
COMT is being described. Other chapters are devoted to the polymorphism vall58/met
in the gene COMT and the methods appropriate for detection of this type of mutation.
Primarily the methods used in the practical part of this bachelor thesis are being
developed.

I have set as other goals of my bachelor thesis the optimalization of the method
PRC-RFLP for the examination of polymorphisms Val/Met in the gene COMT, which
are increasing the risks of schizophrenia and also the analysis of several samples of
individuals with the incidence of schizophrenia in the family. The practical part of this
thesis is dedicated to these goals, in which the above procedures, that helped me to
archive my results, are being described.

I have used the method PRC-RFLP and also the method ARMS-PCR. The
suitability of the use of these methods is discused in the last part of this bachelor thesis.
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Uvod

Schizofrenie je onemocnéni, které lidstvo doprovazi jiz od nepaméti. Jiz pred
n¢kolika tisici lety bylo popsdno nejen v Iékatské literatufe, ale i v zivotopisech
nékolika znamych osobnosti, jako byla naptiklad Johanka z Arku nebo Isaac Newton.

Jedna se o psychické onemocnéni postihujici muze i zeny s nejcastéjSim projevem
béhem dospivani. Diagnostika schizofrenie mize byt v nékterych ptipadech obtizna,
nebot’ pfiznaky mohou byt riznorodé a nejcastéji pacient trpi kombinacemi rtiznych
symptomul.

Mezi nejcastéjsi priznaky, které také byvaji Casto diivodem k navstéve psychologa,
patii zejména halucinace jak vizualni, tak i sluchové nebo fyzické, bludy nebo poruchy
mysSleni.

Mezi dal$i symptomy, které zpravidla nejsou na prvni pohled zietelné a pro jejich
urceni je zapotiebi diikladnéjsiho vySetieni, fadime ztratu socidlniho citéni, uzavirani se
do sebe, neschopnost prozitku radosti nebo napftiklad ztratu empatie.

V dnesni dobé se prevalence onemocnéni pohybuje piiblizné kolem jednoho
procenta. Nelze urcit jednoznacnou pfic¢inu vzniku schizofrenie. Ke vzniku psychozy
pfisuzujeme vice divodu.

Predpoklady pro pozdé€jsi propuknuti onemocnéni mohou byt dany podminkami
béhem vyvoje plodu jeste¢ pred narozenim. Negativni vliv na vyvoj plodu jako jsou
napiiklad hladovéni matky nebo prodélani virové infekce mohou ovlivnit vyvoj mozku.

Dalsi pfi¢inou maze byt napi: uzivani omamnych latek, kdy simulanty ovliviiuji
dopaminovy systém a zplsobuji nadmémé uvoliiovani dopaminu. A to i po nékolika
mésicich abstinence.

V poslednich letech se také spojuje vznik schizofrenie s genetickymi predpoklady.
Nejznamé;jsi gen spojeny se schizofrenii je gen COMT. Tento gen fidi aktivitu enzymu
katechol-O-methyltransferazy =~ (COMT), ktery udrZzuje optimalni  hladinu
neurotransmitertl v prefrontalni oblasti.

Na pozici 158 se vyskytuje polymorfizmus znamy jako Val/Met. Gen COMT se tak
muze vyskytovat ve tfech riznych genotypech. Nejcastéjsi genotyp je Val/Met. Jedinci
s timto genotypem byvaji oznacovany jako zdravi, nebot aktivita enzymu COMT je

optimalni.



Méng¢ Casty genotyp je Met/Met. Lidé s timto genotypem mivaji sniZzenou aktivitu
enzymu COMT, ¢imz dochazi k pomalejs§imu odbouravani neurotransmiterd.
Hromadénim zejména noradrenalinu mize pak dojit ke zvySené agresi.

Nejméné Casty je potom genotyp Val/Val, ktery ma za nasledek zvySenou aktivitu
enzymu COMT a tudiz nizkou hladinu dopaminu. To mize mit za nasledek zvysenou
nachylnost k zavislostem. Nedostatku dopaminu také prisuzujeme vznik psychoz a vyssi
riziko ke vzniku schizofrenie.

Detekce polymorfizmu Val/Met na pozici 158 v genu byva v posledni dobé
dilezitou soucasti pfi posuzovani stavu pacienta. Mezi nejpouzivanéjsi metody pro
vySetieni patii alel specifickd PCR a PCR-RFLP. Tyto metody jsou rychlé a relativné
levné. Dale je pak mozné vyuzit metody, jako jsou napiiklad sekvenovani nebo Real

time PCR. Tyto metody jsou ale nakladnéjsi a je zapotiebi specidlniho vybaveni.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Schizofrenie

Jiz n€kolik tisic let se v 1ékarské literatuie objevuji popisy priznakd, které jsou
typické pro schizofrenii. Prvni ucelena zminka pochazi z roku 1853 od B. A. Morela.
Ten ji popisuje jako projevy psychozy, které se zacinaji projevovat v adolescentnim
véku. Nazval ji ,,démence précoce “ (Uhrova, 2011).

Pojem psychoza vyjadiuje tézkou duSevni poruchu. Vztahy pacienta k okoli, realité
1 sob¢ samotnému jsou naruseny nebo Uplné chybi. To vede ke zméné chovani pacienta.
Schizofrenik také trpi halucinacemi a bludy. (Ceskova a kolektiv, 2006)

Pojem schizofrenie zavedl Bleueler ve 20. stoleti. Termin schizofrenie lze ptelozit
jako ,,rozstép mysli. “ Podle Bleuelera tento pojem vystihuje rozstépeni mentalnich

funkci ¢lovéka (Uhrova, 2011).

1.1.1 Historie

Schizofrenie je onemocnéni, které lidstvo provazi uz od nepaméti. Diive byli lidé
trpici duSevnim onemocnénim spolecnosti k posméchu nebo dokonce obav, ze kterych
se stala predpojatost vii¢i nemocnym (Orel, 2012).

Casto se mizeme se schizofrenii setkat i v Zivotopisech nékterych znamych
historickych osobnosti. Napiiklad u francouzské hrdinky Johanky z Arku, fyzika a
matematika Isaaca Newtona, nebo hudebniho skladatele Georgeho Friedricha Hiandela
(Orel, 2012).

Nejstarsi dolozena zminka pochazi z obdobi cca 2000 let pf. n. 1. ze stfedovekého
Egypta. Konkrétn¢ z Ebersova papirusu. Zminky o schizofrenii mizeme také nalézt
v hebrejské bibli, odkud pochéazi pojem ,,meSuge*!, kterym se tato nemoc oznacovala
(Orel, 2012).

O schizofrenii projevovali zijem rovnéz stafi Rekové (427-377 pi.nl).
Nejznaméjsimi badateli z tohoto obdobi jsou Platon, Aristoteles, nebo Hippokrates
(Orel, 2012).

Teprve az Benedict Augustin Morel (1809-1873) vypracoval srozumitelnou
charakteristiku psychického onemocnéni, které dnes nazyvame schizofrenie. Popis toho

onemocnéni predstavil ve své praci Lécba dusevnich onemocnéni (Orel, 2012).

'l meSuge* = blaznivy, potrhly
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Az 24. dubna 1908 zpochybnil Svycarsky psychiatr a profesor Univerzity
v Curychu Paul Eugen Bleuler pojem ,,demence precle®. Zpochybnil také nazor, Ze za
dusevnim onemocnénim stoji organické poskozeni mozku. Bleuer byl piesvédcen, ze za

jejich pticiny miize i psychicky piivod (Orel, 2012).

1.1.2 Epidemiologie

V soucasné dob¢ se prevalence tohoto onemocnéni pohybuje kolem jednoho
procenta. V Evrop¢ schizofrenie postihuje ptiblizné€ 5 miliont lidi (Mohr, 2012).

Jedna se o jednu z nejzavaznéjsSich chorob nejen v oboru psychiatrie, ale i v celé
mediciné. Postihuje stejn¢ muze i1 Zeny. Nejcastéji se zaCina projevovat v obdobi
dospivani (Mohr, 2012).

Schizofrenie mé negativni dopad na okoli a rodinu postizen¢ho jedince, ale i na
celou spolecnost. Lécba je nakladna, pracovni neschopnost pti 1é¢bé je az 100 dnd.
Schizofrenie zvySuje mortalitu, pacientim se schizofrenii se primérné zkracuje Zivot az
25 let oproti bézné populaci. A tento rozdil stale nartista. Pficinou jsou sebevrazdy, ale
také zdravotni komplikace, jako napiiklad kardiovaskuldrni choroby, metabolitické

nebo endokrijni poruchy (Mohr, 2012).

1.1.3 Klinicky obraz

Nastup nemoci byva nejcastéji v obdobi dospivani a v mladém veéku. Malo kdy se
schizofrenie objevi neCekané. VétSinou ji predchdzi obdobi, které muze trvat mésice
nebo roky. Béhem toho obdobi se postupné meéni chovani ditéte. Uzaviraji se do sebe
a prerusuji socialni kontakty. Prestavaji rozumét svétu kolem nich. Proto se také v tomto
obdobi stavaji ¢leny riznych sekt, hledaji tam vysvétleni (Prasko, 2005).

Diagnéza schizofrenie byva obtizna. Schizofrenie se vyznaCuje vice ptiznaky
a symptomy. Tyto symptomy mohou byt pfi¢inou i jinych psychickych poruch.
Naptiklad halucinace a bludy mohou byt zplsobeny psychézou ale i vlivem drog,
metabolickym nebo neurologickym onemocnénimi, nebo nadorem mozku (Zvolsky,

1997).

1.1.4 Laboratorni vySetieni schizofrenie

V posledni dobé nabyva laboratorni vysetfeni v psychiatrické praxi na vyznamu.

Zejména jsou dulezitd biochemicka vySetfeni, vySetifeni CNS pouzitim zobrazovacich
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technik, endokrinologicka vysetfeni nebo geneticka vysetfeni. U alkoholikii nebo
drogové zavislych pacienti je také mozné kontrolovat lécbu monitorovanim
koncentrace omamnych latek v krvi (Zima, 2007).
V ptipadé¢ schizofrenie psychiatr doporucuje nasledujici vySetteni:
e Biochemicka vysetfeni: stanoveni iontii (Na, K, Cl, Ca), glykémie, urea,
kreatin, jaterni enzymy, fT4, TSH, koncentrace B2
e Hematologické vySetfeni: krevni obraz, diferencidlni rozpocet bilych
krvinek
e Toxikologické vysetieni moci
e Screening na syfilis, lymeskou borelidzu, HIV
e EKG, EEG- CT, neurologicka vysetfeni
e Rtg hrudniku, ma-li 1ékar podezieni na onemocnéni plic nebo srdce
e Stanoveni koncentraci pouzitych 1é¢iv v krvi béhem terapie
e QGeneticka vySetteni

(Zima, 2007)

1.1.5 Symptomy

Symptomy schizofrenie fadime do dvou kategorii. Pozitivni psychotické piiznaky a

negativna ptiznaky (Ceskova a kolektiv, 2006).

1.1.5.1 Pozitivni symptomy
Pozitivni symptomy jsou ty, které jsou pro psychiatra prvné viditelné. Casto to
byvaji halucinace, bludy nebo porucha mysleni. Tyto pfiznaky byvaji casto diivodem

hospitalizace pacienta (Ceskova a kolektiv, 2006).

1.1.5.2 Negativni symptomy primdrni

Negativni primarni pfiznaky jsou dusledkem snizené dopaminergni aktivity. Mezi
tyto pfiznaky patii ochuzeni fe¢i a mysleni, ztratu socialniho citéni, neschopnost
prozitku radosti. Pacient se uzavird do sebe, ztraci motivaci a emotivitu. Pravé ty tyto

ptiznaky maji za nasledek funkéni neschopnost &lovéka (Ceskova a kolektiv, 2006).

1.1.5.3 Negativni symptomy sekunddrni

Negativni sekundarni ptiznaky jsou spojené s pozitivnimi. Napiiklad halucinace

maji za nasledek ztratu schopnosti komunikace s okolim (Ceskova a kolektiv, 2006).
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1.1.5.4 Charakteristické symptomy schizofirenie

Rozdé€leni symptomi na pozitivni a negativni z publikace Psychiatrie (Eva Mala,
Pavel Pavlovsky).

Pozitivni symptomy

e Bludné predstavy a myslenky
e Halucinace
e Dezorganizace feci

e Dezorganizované chovani, katatonii projevy

Negativni symptomy

e Otupéni a oplosténi emoci

e Upadek vile, iniciativy a spontannosti
e Chudost feci

e Ztrata zajmu, bezcilnost, necinnost

e Ztrata vztaht k okoli a vyrazna socialni izolace

(Mala a Zvosky, 2002)

1.1.6 Formy onemocnéni

Pacienti trpici schizofrenii maji velmi rizné, proménlivé ptiznaky. Diky tomu
doglo k rozdéleni do nékolika forem. Clenéni schizofrenniho obrazu poméhé ke zlep3eni
diagndzy, lepsi komunikaci s pacientem a také diferenciovanou péci o né (Hoschl,

2002).

1.1.6.1 Paranoidni forma schizofrenie

Tato forma schizofrenie je charakteristicka bludy, které jsou casto doprovazené
halucinacemi. Bludy se vyviji riiznym tempem. Maji za nasledek naruSeni osobnosti
a jejich vztaht. Pacient je bludy ovliviiovan (Hoschl, 2002; Raboch, 2001).

Halucinace byvaji nejcastéji sluchové komplexni halucinace verbalni. Pacient slysi

hlasy nebo hovory komentujici jeho osobu. Tyto sluchové halucinace byvaji ¢asto
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doprovazeny halucinacemi t€lovymi, cichovymi, chutovymi, kinestetickymi nebo

viscentralnimi (Hoschl, 2002).

1.1.6.2 Heberferenni forma schizofrenie

Tato forma schizofrenie pfipomind symptomy piedcasnou demenci. Pacienti
s touto formou schizofrenie se vyznacuji poSetilosti, nepfiléhavosti chovani a emoci
a dezorganizaci dusevniho zivota (Hoschl, 2002; Raboch, 2001).

Heberfrenici se Casto pfi feSeni zivotnich udalosti vraceji k détinskym zptisobtim.
Jsou emocné proménlivy a jejich projevy chovani byvaji neptedvidatelné. Kontakt

s nemocnym byva slozity, projevit i agresi (Hoschl, 2002).

1.1.6.3 Katatonni forma schizofrenie

Pacienti trpici katatonii formou mivaji poruchy hybnosti. Motoricka aktivita mize
byt extrémné zvysSena vedouci az k bezcilnému neklidu, nebo naopak vyrazné sniZzena
Velice casto se u nich objevuje bezcilnost, neodiivodnénost a nepfiméfenost
motorickych projevi (Hoschl, 2002; Raboch, 2001).

Katatonni forma se také vyznacuje stereotypy v jedndni, verbalnim projevu nebo
programovém bloku. Negativisti¢ti katatonici setrvavaji casto i sebepoSkozujicim

jednani (Hoschl, 2002).

1.1.6.4 Simplexni forma schizofrenie

Simplexni forma schizofrenie je popisovana zménami v chovani. Pacient ztraci
vztah s okolnim svétem. Muze se zdat, ze ztraci chut do zivota. Nezvladd naroky
bézného zivota a jeho emotivita se zplostuje (Hoschl, 2002; Raboch, c2001).

Symptomy byvaji neurotického charakteru, naptiklad wzkost nebo hysterické

projevy. Méni vztah vici roding, Skole ¢i zaméstnani (Hoschl, 2002).

1.1.6.5 Nediferencovana forma schizofrenie
Do této kategorie spadaji pacienti, u kterych se objevuje vice piiznakl z jinych

forem. Nelze je tak tedy zaradit do zadné skupiny (Hoschl, 2002).

1.1.6.6 Rezidudlni schizofrenie

Rezidudlni schizofrenie oznacuje stav, kdy pfiznak jsou malo intenzivni. Mezi

hlavni projevy patfi lenoSnost, nemotivovanost, zanedbavani sebe a svého okoli
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a emotivni zplostélost. Tito schizofrenici byvaji oznacCovani jako podivini (Hdoschl,

2002).
1.1.7 Faktory ovliviiujici vznik schizofrenie

1.1.7.1 Omamné latky

Jednou z teorii je, ze uzivani konopi ¢i jinych omamnych latek mlze vyvolat
onemocnéni schizofrenie. I nékolik davek stimulantu miiZze senzibilizovat dopaminovy
systém, coz muize vést k trvalému nadmémému uvoliiovani dopaminu. A to i po

n¢kolika mésicich abstinence (Howes, 2009).

1.1.7.2 Prenatdlni viivy

Komplikace béhem perinatalniho vyvoje mohou mit za nasledek zvySené riziko
onemocnéni schizofrenii. Rizikovy je pfedevsim druhy trimestr. Vlivy prostfedi mohou
narusit vyvoj fetalniho mozku plodu (Bankovska Motlové a Spaniel, 2017).

Naptiklad prodélani virové infekce muize poskodit fetalni mozek plodu. Dal§im
rizikovym faktorem mutze byt hladovéni béhem téhotenstvi. Dochazi k poskozeni
metabolismu a mozek neni dostateéné vyzivovan tak, aby se mohl spravé vyvijet.
Jednim z faktorit miize byt i stafi otce. Cim je otec starsi, tim vétsi je riziko, Zze potomek
bude nemocny. Vysvétlenim mize byt vytvareni de novo mutaci u starSich otct. Jedna
se 0 mutaci, ktera neni pfitomna ani u jednoho z rodi¢ti nemocného potomka. Ke vzniku

mutace dochézi az v pohlavni buiice (Bankovska Motlova a Spaniel, 2017).

1.1.7.3 Genetické faktory

Vedle vnéjsich faktorti jako jsou Spatné vlivy na plod béhem vyvoje nebo uzivani
konopi, mize byt schizofrenie geneticky podminéna. Trpi-li schizofrenii jeden z rodict,
je Sance Ze ji bude mit potomek pfiblizné 10% (Compton, 2006).

Nejedna se piimo genetické onemocnéni. Dédi se pouze dispozice onemocnét. Aby
onemocnéni propuklo, musi se u ¢lovéka sejit vice genii. Nékteré geny mohou byt
predavany z generace na generaci, bez toho aniz by se néjak projevily (Compton, 2006).

Nejznaméjsi gen, ktery je spojovan se schizofrenii, je gen COMT. Konkrétné

polymorfismus vall58/met (Compton, 2006).
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1.1.8 Lécba

V dnesni dobé je cilem l€kai nejen odstranit symptomy schizofrenie, ale i celkové
uzdraveni pacienta. Nejcastéji se pro uzdraveni pouziva kombinace farmakoterapie
a psychosocialnich intervenci (Bankovska Motlova a Spaniel, 2017).

Farmakoterapie vyuziva antipsychotika k odstranéni ptiznaki. Psychosocialni
intervence pomaha vyiesit problémy, které farmakoterapii vylécit nelze. Napiiklad
strach zrelapsu onemocnéni, bezradnost z disledku nedostatku informaci o nemoci
ajeji 1écbe, vyskyt télesnych onemocnéni nebo neschopnost zvladat bézné Zivotni

situace (Bankovska Motlova a Spaniel, 2017).

1.2  Gen COMT

Gen COMT se je lokalizovan na 22 chromozomu v oblasti dlouhého ramena (q) na
pozici 11. 21. Tento gen kdduje 271 aminokyselin a jeho molekularni hmotnost je rovna

30037 Da (COMT gene, © 2007).

Jedna se o gen, ktery reguluje produkci enzymu COMT (celym nazvem katechol-
O-methyltransferaza). COMT se vyskytuje ve dvou formach- delsi forma se nazyva
membranoveé vazana katechol-O-methyltransferaza (MB-COMT), ktera je produkovana
nervovymi bunikami v mozku. Krat$i forma enzymu nazvana rozpustna katechol-O-
methyltransferaza (S-COMT) se tvoti ve tkanich, jatrech, ledvinach a v krvi. Tato forma

pomaha kontrolovat hladiny urcitych hormontt (COMT gene, © 2007).

1.2.1 Funkce COMT

COMT je dulezity zejména v oblasti zvané perfrontalni ktra. Je to ¢ast mozku,
ktera organizuje a reguluje veskeré informace z ostatnich oblasti mozku. Perfrontalni
ktra je také spojovana s tvorbou osobnosti, planovanim, sebekontrolou, abstraktnim
myslenim, emocemi a kratkodobou paméti (Tunbridge, 2013).

Pro spravné fungovani prefrontalni kiry je dulezitd pfimétena hladina

neurotransmiteril, kterou pomaha regulovat enzym COMT (Tunbridge, 2013).

1.2.1.1 Neurotransmitery

Neurotransmiter je chemicka latka uvoliiovana z nervového zakonceni na synapsi.

Slouzi k pfenosu signalu z jedné nervové bunky do druhé, a nasledné z nervové bunky

vvvvvv

patii naptiklad dopamin nebo noradrenalin (Vodrazka, 1996).
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1.2.1.1.1 Serotin

Serotin je neurotransmiter vznikajici pfeménou aminokyseliny tryptofan, ktera je
ziskavana z potravy. Je lokalizovan predev§im v raphe nuclei ve stfednim mozku, mostu
a miSe. Periferné se nachazi vtrombocytech, Zirnych bunkich nebo
enterochromafinnich bunkach gastro-intestinalniho traktu (Hoschl et al, 2004).

Zhruba 1 milion mozkovych neurontl jsou serotiny. Kazdy serotonergni neuron
muze ovliviiovat az 500 000 cilovych bunck (Hoschl et al, 2004).

Funkce serotinu je spolupodileni na nékterych psychickych proces, jako jsou
naptiklad deprese, Uzkost, agresivita, spanek, pfijem potravy, bolest, nebo sexualni

chovani. Pti deficitu serotinu mtze dojit k Spatnému vyvoji mozku (Hoschl et al, 2004).

1.2.1.1.2 Dopamin

Dopamin, nebo-li dopaminrgni neuron, se nachazi predevSim v substantia nigra
a ventralni tegmentalni oblasti, dale také v periakvenduktalni Sedi, hypotalamu, bulbus
olfactorius nebo v reting. Jejich zastoupeni v CNS neni piili§ vysoké. Pouze 1 z milionu
neuronu ma funkci dopaminu. Vznika syntézou z tyrozinu (Hoschl et al, 2004).
Teémi jsou nigrostrinalni draha, mezokortikolimbicka draha a tuberofundibularni draha.
Nigrostrinalni draha ma vliv naptiklad na motorické funkce nebo psychotické projevy
(Hoschl et al, 2004).

Nadbytek a nedostatek této zdsadni chemické latky je pfi¢inou nékolika
chorobnych stavi. Parkinsonova nemoc a drogova zavislost jsou nékteré z prikladd
problému spojenych s abnormalnimi hladinami dopaminu (Mandal, 2017).

Chemicka struktura dopaminu je znazornéna na obrazku 1 (Obr 1).

HO

Obr. 1 -Chemicka struktura dopaminu (zdroj: autor).

1.2.1.1.2.1 Funkce dopaminu v pohybu
Cast mozku nazyvana bazalni ganglia reguluje pohyb. Funkce bazilnich ganglii

zavisi na uritém mnozstvi dopaminu. U¢inek dopaminu se pfenasi prostiednictvim

18



dopaminovych receptort, D1-5. Dochazi tak kprfeméné abstraktni mySlenky na
vykonany pohyb (Mandal, 2017).

Pokud je v mozku nedostatek dopaminu, pohyby mohou byt zpozdény
a nekoordinované. Na druhou stranu nadbytek dopaminu zplsobuje, ze t€lo d¢la
zbyte¢né pohyby, jako jsou naptiklad opakované tiky (Mandal, 2017).
1.2.1.1.2.2 Vliv dopaminu na proZivani radosti

Dopamin je latka, kterd zprostiedkovava potéseni v mozku. Je uvolnéna béhem
pfijemnych situaci a povzbuzuje, abychom hledali pfijemnou ¢innost nebo povolani
(Mandal, 2017).

To znamend, ze jidlo a nékteré navykové latky jsou také stimulatory uvoliiovani
dopaminu v mozku (Mandal, 2017).
1.2.1.1.2.3 Vztah dopaminu k zavislosti

Amfetaminy maji podobnou strukturu jako dopamin a mohou tak vstoupit do
presynaptického neuronu pftes transportéry dopaminu. Vstupovanim amfetaminy vytlaci
molekuly dopaminu ze svych skladovych vackl. ZvySovanim koncentrace dopaminu,
vede k vétSimu ptfijemnému pocitu a zavislostem (Mandal, 2017).
1.2.1.1.2.4 Ovliviiovani pozornosti hladinou dopaminu

Dopamin pomaha v soustiedéni a pozornosti. Vidéni usnadnuje dopaminu reakci
v mozku a to zase pomahd zaméfeni a nasmérovani pozornosti. Dopamin je zodpovédny
za urCeni toho, co zistava v kratkodobé paméti na zaklad¢ predpokladané odpovédi na
urCité informace. Zda se, ze snizené¢ koncentrace dopaminu v prefrontalni kife
ptispivaji k porucham pozornosti (Mandal, 2017).
1.2.1.1.2.5 Regulace sekrece prolaktinu hladinou dopaminu

Dopamin je hlavni neuroendokrinni inhibitor sekrece prolaktinu z pfedni hypofyzy.
Dopamin produkovany neurony v obloukovitém jadie hypotalamu se uvoliuje
v hypotalamo-hypofyzalnich cévach. Tento proces plisobi na buiky laktotropu, které
produkuji prolaktin. Dopamin je pfilezitostné nazyvan inhibitorem prolaktinu (PIF),
hormonem inhibujicim prolaktin (PIH) nebo prolaktostatinem (Mandal, 2017).
1.2.1.1.2.6 Vliv dopaminu na socialni fungovani

Nizka vazba na receptor D2 se vyskytuje u lidi se socialni izkosti nebo socialni
fobii. Neékteré znaky schizofrenie (socialni zdrzenlivost, apatie) jsou v néckterych
oblastech mozku spojeny s nizkym dopaminergnim stavem (Mandal, 2017).

Na druhou stranu lidé s bipolarni poruchou v manickych stavech se stavaji

hypersocialnimi, stejné jako hypersexualnimi. To je zplsobeno zvySenou hladinou
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dopaminu. Ménie muze byt snizena anti-psychotiky blokujicimi dopamin (Mandal,
2017.)
1.2.1.1.2.7 Hladiny dopaminu a psychozy

Abnormalné vysoky dopaminergni pienos byl spojen s psychozou a schizofrenii.
Jak typicka tak i atypicka antipsychotika funguji ptevazné inhibici dopaminu na trovni

receptoru (Mandal, 2017).

1.2.1.1.3 Noradrenalin a adrenalin

Noradrenalin je syntetizovan z aminokyseliny tyrozin, kterd je pfeménovana na
dopamin a nasledné prostfednictvim p-hydrolazy dochazi ke vzniku noradrenalinu.
Nachazi se v mostu a prodlouzené mise (Hoschl et al, 2004).

Ovliviiuje predevsim cyklus bdéni a spanku, proces uceni, pozornost, bolest,
uzkost, drogové zavislosti, nebo deprese (Hoschl et al, 2004).

Adrenalin vznik4a konvertaci noradrenalinu fenylanolamin-N-methyltransferazou.
Jeho funkce v CNS neni piili§ objasnéna (Hoschl et al, 2004).

Chemicka struktura adrenalinu a noradrenalinu je zndzornéna na obrazku 2 (Obr 2).

OH OH
HO HO

CH HN
HO * HO “CH,

Obr. 2 -Chemicka struktura noradrenalinu (vlevo) a adrenalinu (vpravo) (zdroj:
autor).
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1.2.1.1.4 Acetylcholin

Acetylcholin vznika z cholinu za ucasti acetylkoenzymu A
a cholinacetyltransferazy.

Acetylcholin ma vliv na nikotinové a muskarinové receptory. Nikotinové receptory
ovliviiuji mechanizmus konginitivnich poruch a uvoliiovani jinych neurotransmitert.
Tyto receptory jsou lokalizované v mozku a mozkovém kmeni.

Muskarinové receptory se nachazeji po celém téle a v CNS. Ovliviiuji schopnost
uceni a paméti. Pfi jejich poruse dochazi k porucham spankd, ¢i vzniku psychickych
onemocnéni jako je napt. schizofrenie (Hoschl et al, 2004).

Na obrazku 3 je zndzornéna chemicka struktura acetylcholinu (Obr 3).

CH
|
N

3C \/\/U\

u

Obr. 3 -Chemicka struktura acetylcholinu (zdroj: autor).

1.2.2  Polymorfismy genu COMT

Genovy polymorfimus je stav, kdy pro urcity gen existuji v populaci riizné normalni
alely, které se vyskytuji asponn u 1 % populace. Mohou ovliviiovat nékteré viastnosti
vysledného proteinu, intenzitu jeho transkripce apod. Studium g. p. u genii pro
nejruznéjSi molekuly (napv. cytokiny, enzymy) je diilezité pro mozny vztah k urcéitym
nemocem Ci procesum (funkcni genomika) (Genovy polymorfismus, © 2018).

V genu COMT se mize vyskytnout jednonukleoidovy polymorfismu. Jednim
z polymorfismu muze byt napiiklad zdména guaninu (G) za adenosin (A) na pozici
158. Tento polymorfismus v sekvenci genu COMT je znamy jako Vall58Met. Mize byt
také oznacovan jako rs4680 (Matsuzaka, 2017).

V populaci se tak vyskytuji tfi rizné genotypy s riiznou aktivitou enzymu COMT.
Vysoka aktivita v genotypu Val/Val, stiedni aktivita ve Val/Met a nizka aktivita
Met/Met. Rozdil v aktivit¢ COMT muze byt trojnasobny az Ctyindsobny (Val/Val vs.
Met/Met) (Matsuzaka, 2017).
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Heterozygot Val/Met se vyznacuje optimalni enzymatickou aktivitou. Je proto
oznacovan za zdravého jedince. Tento genotyp se v populaci objevuje nejcastéji
(Compton, 2006).

Lidé, u kterych se objevuje genotyp Met/ Met, mivaji sniZenou aktivitu enzymu
COMT. Dochazi tak k pomalejsimu odbourdvani neurotrasmiterti. Ty se pak hromadi
a mohou zptsobovat nadmérnou agresivitu jedince. Za tento jev je zodpovédny zejména
noradrenalin (Compton, 2006).

Nejméné casto se v populaci vyskytuje homozygot Val/Val, ktery ma naopak
enzymatickou aktivitu vysokou. Tim padem dochazi k rychlejSimu odbouravani
neurotrasmiterd. Lidé s timto genotypem jsou nachylnéjsi k zavislostem a pfi uzivani
omamnych latek maji vysokou pravdépodobnost ke vzniku schizofrenie (Compton,
2006).

Vzhledem k jednoznacnému tucinku tohoto polymorfismu na funkci COMT
a k dikazu kritické role dopaminu v patofyziologii a 1écbé psychdzy existuji silnd
predchozi ocekavani, Zze Val/Met ovliviiuje nachylnost k schizofrenii a dal$im

psychiatrickym fenotyptim (Williams et al. 2002).

1.2.2.1 V)ySetieni polymorfismu genu COMT

V souc¢asné dob& miizeme zaznamenat velky rozvoj DNA a RNA diagnostiky. Cim
dal vice se také molekularni biologie za¢ina uplatiiovat v riznych 1ékatskych oborech,
jako jsou naptiklad mikrobiologie, imunologie nebo napiiklad i v psychiatrii (Zima,
2007).

Diagnostika DNA a RNA molekul umoziuje 1épe chapat podstatu onemocnéni

a nasadit tak co nejucinngjsi lécbu (Zima, 2007).

1.2.2.1.1 Metody izolace DNA

Jako biologicky material pro izolaci DNA se poziva nesrazliva krev nebo bukalni
stér. Material by mél byt kvalitni a cerstvy. Nejprve je zahdjena lyza bunek. Do lyzatu
se zbuiky kromé DNA wuvolni proteiny, RNA, lipidy, sacharidy a dalsi
nizkomolekularni latky, které je nutné odstranit (Smarda, 2005).

Metody izolace DNA jsou zalozeny na rozdilné rozpustnosti makromolekul,
adsorpce na pevny podklad, nebo ultracentrifugace v gradientnich roztocich (Smarda,
2005).
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1.2.2.1.1.1 Izolace DNA pomoci fenol-chloroformu

Tato metoda se pouziva k odstranéni proteint z lyzatu. Fenol-chloroform je latka,
ktera se nemisi s vodou. Po smichani dochazi k vytvotfeni dvou fazi. Po dikladném
promichani dojde k denaturaci proteind, které se nasledn¢ vysrazi. Je to zptisobeno tim,
7e jednotlivé aminokyseliny maji riiznou polaritu. Cast fetézce je rozpustna ve vodé
acast ve fenolu. To ma za nasledek, Ze se proteiny usazuji na rozhrani fazi.
Opakovanym ptidavanim fenol-chloroformu a odebiranim vody dochazi k ¢isténi DNA
od proteinti a tukii (Smarda, 2005).
1.2.2.1.1.2 Izolace DNA pomoci gravitacénich kolonek

Jedna se o metodu, ktera je v dneSni dobé¢ nejcastéji pouzivanou. Metoda je rychla
a spolehliva. K Izolaci DNA se pouzivaji specidlni kolonky, které jsou soucasti
komer¢éniho kitu (Novotny, © 2014).

Na gravitacnich kolonkach je pfitomny metrix, na ktery se navaze DNA z lyzatu.
Poté se pridanim promyvaciho pufru DNA procisti. V poslednim kroku se DNA
z metrixu oddéli elu¢nim pufrem a centrifugaci (Novotny, © 2014).
1.2.2.1.1.3 Izolace DNA pomoci chelexu

Tato metoda je vhodna pro PCR reakce. Jedna se o rychlou metodu, ale izolovana
DNA neni piili$ Cista. Proto pro jiné analyzy neni vhodna (Novotny, © 2014).

Chelex je pryskyfice, ktera obsahuje parové iminodiacetatové ionty. Tyto ionty
pusobi chelatacné a vazi polyvalentni kovové ionty. Pro izolaci DNA jsou dtlezité ionty
Mg?" | které jsou dilezité pro aktivitu nukledz a také pii vysoké teploté (95 — 100 °C) vedou
k poskozeni DNA (Novotny, © 2014).

1.2.2.1.2 Polymerdzova ietézova reakce (PCR)

Metoda PCR se zacala pouzivat vroce 1985 Kary B. Mullisem. Jeji objeveni
znamenalo pro molekularni biologii velky pifinos. PCR je metoda, ktera se pouziva
k rychlé amplifikaci iseku DNA. PCR je zalozena na podobném principu replikace
nukleovych kyselin v buice (Smarda, 2005).

Usek, ktery chceme amplifikovat je ohrani¢eny primery. Primery jsou
oligonukleotidy, které jsou komplementarni ke konclim vybraného useku. Od primert,
které ohrani¢uji usek genu, probiha syntéza DNA (Smarda, 2005).

DNA polymeraza je ziskavana z termofilnich mikroorganisma Termus aquaticus.

Tyto mikroorganismy jsou odolné vici vysokym teplotam, béhem kterych dochazi
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k denaturaci DNA. Takto izolovanou polymerazu nazyvame Taq DNA-polymeraza
(Smarda, 2005).

Nejprve pii 94°C dochazi k denaturaci DNA. Retézce dvouvlaknové DNA se od
sebe oddeli. Na jednotliva vlakna nasedaji primery pii teplot¢ 30-65°C. Pti teploté 65-
75°C od téchto ohranicujicich primeri dochazi k syntéze nového fetézce DNA za
pomoci DNA polymerazy. Tento cyklus se nékolikrat opakuje. Pro reakci vyuzivame
piistroj termocykler (Smarda, 2005).
1.2.2.1.2.1 Stanoveni polymorfismu délky restrikénich fragmentii u produktitc PCR

(PCR-RFLP)

Metoda PCR-RFLP se sklada z n¢kolika krokt. Nejprve k izolované DNA ptidame
primery a provedeme PCR. Podle pouzitych primerd, které nasedaji na koncové oblasti,
tak naklonujme urcitou sekvenci DNA, ¢asto n¢jaky gen. Tyto sekvence maji stejnou
délku. Produkty amplifikace detekujeme elektroforeticky (Smarda, 2005).

Poté ptridavame restrikéni endonukleazu, ktera PCR produkt specificky $tépi. Pro

odeditani vysledkli op&t pouzivame elektroforézu (Smarda, 2005).

1.2.2.1.2.1.1 Restrikcni endonukledza

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy ziskané izolaci zcelé tady bakterialnich
rodl. Jsou pojmenovany pomoci prvniho pismenka z nazvu rodu a prvnich dvou pismen
nazvu druhu bakterie. Bakterie pouzivaji tyto enzymy jako ochranu DNA proti virim
(Stephenson, 2016).

Tyto enzymy S$tépi molekuly DNA v misté pfesné¢ ur¢eném poiadim bazi. Mista,
kterd jsou enzymy schopny rozpoznat, maji obvykle délku 4 az 6 parti bazi. Obecné
plati, Ze ¢im je rozpoznavaci sekvence krat$i, tim vétSi pocet fragmenti je Stépen
(Stephenson, 2016).
1.2.2.1.2.2 Aleloveé specificka PCR (AS-PCR)

Jedna se o metodu vyuzivajici tzv. alelové specifické oligonukleotidy jako primery.
Tyto specialné vytvotfené primery hybridizuji k stadartni a mutavované alele. Metodou
AS-PCR je tedy mozné vyuzit pro detekci bodovych mutaci a malych deleci. Nejcasté&ji
vyuzivana varianta AS-PCR je ARMS-PCR (Zima, 2007).

1.2.2.1.2.2.1 Amplifikaci refrakéni mutaéni systéem (ARMS-PCR)
Tato meta vyuziva k reakci Ctyii alelové-specifické primery. Vyuziva se k odhaleni

1- nukleotidové zamény. Dva primery se vazi na koncové oblasti sledované sekvence a
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dalsi dva se vazi na bodovou mutaci. Neni-li mutace v genu pfitomna, tak se primery
nenavazou. Vysledky odeéitame elektroforeticky (Smarda, 2005; Mazura, 1999).
ARMS-PCR je metoda jednoducha a presnd, pomoci které miizeme snadno odlisit
heterozygoty od homozygot. V poslednich letech prodélaly metody AS-PCR velky
vyvoj. Krom¢ manudlnich postupti miizeme vyuzit i automatizované piistupy (Zima,

2007).

1.2.2.1.3 Elekroforéza nukleovych kyselin

Princip elektroforézy spociva v pohybu nabitych Ccastic v elektrickém poli.
Nukleové kyseliny nesou negativni naboj. Ma-li prostiedi, ve kterém se nachazeji,
neutralni pH, mohou se v elektrickém poli pohybovat. Po pusténi proudu se zaporné
nabité astice pohybuji smérem k opaéné nabité elektrodé- k anodé (Smarda, 2005;
Mazura, 1999).

Elektoforetickou separaci provadime na gelu, ktery vytvaii slozitou sitovou
strukturu. V elektrickém poli se chova jako sito, které¢ oddeluje rizné dlouhé fragmenty
nukleovych kyselin. Rychlost pohybu DNA je nepfimo umérna logaritmu jejich
velikosti (Smarda, 2005; Mazura, 1999).

Gel pouzivame bud’ agar6ézovy nebo polyakrylamidovy. Agar6zovy gel je vhodny
pro separovani fragmenti o velikosti nad 250 bp. Fragmenty, které jsou kratsi, je
vhodné separovat v polyakrylamidovém gelu (Smarda, 2005; Mazura, 1999).

Abychom mohly identifikovat polohu fragmentu, je potteba DNA obarvit vhodnym
barvivem. Nejcastéji se pouziva barva ethidiumbromid, ktera pod UV svétlem sviti
cervené. Fragmenty nukleovych kyselin se nam v gelu jevi jakou prouzky. Pro urceni

velikosti pouzivame standarty velikosti nebo hmotnostni standarty (Smarda, 2005).

1.2.2.1.4 Sekvenovani nukleovych kyselin

Sekvenovani nukleovych kyselnin je metoda vyuZzivana pro cteni sekvencich bazi.
Vysledkem, ze kterého ¢teme poradi bazi, miize byt bud tada vrcholii v grafu, nebo
zebticek prouzkl. Pro popis mutaci je nutné znat sekvenci bazi DNA v misté chyby
(Pritchard, 2007).

Touto metodou miiZeme urcit sekvence nukleotidi usekli DNA a RNA o velikosti
az nékolika stech bazi. Nejcastéji se sekvenovani provadi na principu standardni
Sangerovy metody, nebo novéji pomoci cyklického sekvenovani za pouziti

termocykleru. K detekci produkti se dale pouziva kapilarni elektroforéza (Zima, 2007).

25



Meota se sklada ze Ctyf fazi. Nejprve je nutna hybridizace primeri
k analyzovanému fragmentu DNA (Zima, 2007).

V dalsi fazi se primery oznaci. Diive se ke znaceni primerQ vyuzivaly radioizotopy.
V modernéjsim sekvenovani, které je pln€¢ automatizované se pouziva znaceni pomoci
fluorescenénich latek (Zima, 2007).

V dalsi fazi dochazi ksyntéze komplementarnich bazi pomoci T7 DNA
polymerazy. Dochazi tak k prodluzovani primeru (Zima, 2007).

V poledni fazi dochazi k ukonceni reakce vlenénim dideoxynukleotidu (Zima,

2007).
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2 Prakticka cast

2.1 Cile prdce
1) Seznameni s faktory souvisejicimi s vrozenym rizikem pro schizofrenii
2) Optimalizace metody PCR-RFLP pro vySetfeni polymorfizmi Val/Met v genu
COMT, ktery zvysuji riziko pro schizofrenii.

3) Analyza n¢kolika vzorkt jedinci s vyskytem schizofrenie v roding.

2.2 Informace o pracovisti

Vyzkumna cast bakalarské prace byla vykondna v laboratofi na Zdravotné socialni
fakult¢ JihoCeské univerzity ceskych Budégjovicich, J. Boreckého 1167/27,
370 11 Ceské Budgjovice pod odbornym vedenim Ing. Tomase Nixe, Ph. D.

2.3 Vyzkumny material

Cilem prace byla optimalizace metody ARMS-PCR a metody PCR-RFLP
k vySetieni polymorfismu genu COMT. K vySetieni jsme méla k dispozici vzorky DNA,
které jsem izolovala z bukélnich stért a vzorky, které mi poskytla geneticka laboratof

Genlabs, s. r. o (Mgr. Dagmar Bystiicka, Ph.D.).

2.4 Potiebné vybaveni k vykonani praktické Casti
Pristroje a potfebné vybaveni, které byly pouzity pfi vySetfeni polymorfismu genu

COMT:

e Laminarni box (digestoi), TELSTAR AV-100

e Nanodrop UV/VIS Shimadz BioSpec-nano

e Termocykler MJ Mini™, Personal Thermal Cycler

e Inkubator, Mini Dry Bath

e Centrifuga, MiniSpin eppendorf

e Minicentrifuga, Prism™Mini

¢ Vortex mixer, Labnet international, Inc.

o Elektroforeticky systém, MS major science Safe Blue MBE-150 PLUS

e MikrovInna trouba pro pfipravu agar6zového gelu

e Analytické vahy

e Laboratorni sklo

e Stojanky na zkumavky a mikrozkumavky
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e [luminator a detekéni systém pro pozorovani a foceni gelu
Uvitec Cambridge, UVISAVE HD5

e Automatické mikropipety, Autoclavable

2.4.1 Spotiebni material
e Spitky na automatické mikropipety
e Rukavice

e Zkumavky, mikrozkumavky

2.5 Izolace DNA 7 bukdlnich stéri

Izolace DNA byla provedena zbukalnich stérd. Vzorky byly odeprany
pacientiim, ktefi souhlasili s vySetfenim genu COMT pro vyzkumnou Cast bakalaiské
prace. Vysledky pacientd budou zcela anonymni a nebudou jim sd€leny, nebot se
nejedna o akreditované pracoviste, které je opravnéné vysledky prezentovat.

Kizolaci DNA zodebraného vzorku byl pouzit komeréni kit

ExtractNow™DNA Mini Kit; Minerva BioLabs, BioConsult dle doporuceni vyrobce

2.5.1 Reagencie

e Buffer AL lysis (lyza¢ni pufr

e Proteinase K (proteinaza K)

Binding Buffer C (vazebny pufr)

Wash Buffer E (promyvaci pufr)

Elution buffer (elu¢ni pufr)

2.5.2 Postup

1) Pfipravit zkumavky o objemu 1,5 ml, pro vlozeni ustfizenych konct
vytérovych tampont se vzorkem z bukalnich stéra.

2) Do kazdé zkumavky stampoénem automatickou pipetou pridat
400 pl bufferu AL lysis (lyzacniho pufru) a 25 pl a proteinazy K.
Zkumavky 5 sekund vortexovat a kratce stocit v centrifuze.

3) V inkubatoru nastaveném na 56°C vzorky inkubovat po dobu 15 minut

4) Vyjmout tampony ze zkumavek.

5) Do zkumavek s lyzatem ptidat 200 pl Binding Bufferu C (vazebného pufru

C). Zkumavky kratce vortexovat a stocit v centrifuze.
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6) Obsah ze zkumavek prelit do kolonek vlozenych do zkumavek. Kolonky
uzaviit a sto€it v centrifuze 2 minuty pfi otackach 13 000 rpm.

7) Zkumavky vyhodit a kolonky vlozit do novych. Pfipipetovat do kazdé
kolonky 700 pl Wash Bufferu E (promyvaciho pufru E). Kolonky uzavfit
a v centrifuze stocit 1 minutu pii otackach 13 000 rpm.

8) Obsah ze zkumavek vylit a kolonky do nich vratit. Znovu promyt
Wash Buffrem E (promyvacim pufrem E) a znovu zkumavky stocit.

9) Obsah zkumavek vylit a vratit do nich kolonky. Stocit v centrifuze po dobu
dvou minut, pfi maximalnim vykonu.

10) Zkumavky vyhodit a kolonky vlozit do novych zkumavek. Do kolonek
napipetovat 200 pl eluéniho pufru A pii pokojové teploté nechat 5 minut
inkubovat. Po té vlozit na 2 minuty do centrifugy pfi vykonu 10 000 rpm.

11) Pipetou nasat eluat a nalit do kolonek. Nechat 5 minut inkubovat pfi

pokojové teploté a 2 minuty stocit v centrifuze pti otackach 10 000 rmp.

2.6 Precipitace DNA

Precipitace DNA je metoda, kterd se vyuziva k precisténi DNA nebo ke zvyseni

jeji koncentrace.

2.6.1 Reagencie

e Octan sodny (3 M)

e Absolutni etanol (98,8 %)
e Etanol (75 %)

e PCR voda

2.6.2 Postup

1) Do zkumavek s DNA prtidat 25 ul vychlazeného octanu sodného (3 M)
a 565 pl absolutniho etanolu (98,8 %). Zkumavky vortexovat a kratce stocit
v centrifuze.
2) Nechat minimaln€ jednu hodinu v mrazaku (-20 °C)
3) Stocit v centrifuze pii 1300 rpm 20 minut.
4) Odstranit supernatan a pfilit 565 ul etanolu (75 %). Na 2 minuty
centrifugovat pfi otackach 13000 rpm.
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5) Odstranit supernatan a zbytky etanolu nechat odpafit (oteviené zkumavky
vlozit do inkubatoru, nastaveném na 37 °C)

6) Sediment rozpustit v 15 pl PCR vody, vortexovat a stocit.

2.7 Meéieni koncentrace DNA

Aby bylo mozné s DNA, ktera byla naizolovana dale pracovat, je nutné¢ zméfit jeji
koncentraci. K meétfeni koncentrace DNA se pouziva Nanodrop. Jednd se
o spektrofotometr, ktery kromé koncentrace DNA dokaze zméfit i koncentraci necistot.
Vysledné koncentrace jsou uvadény v ng/ul.

Nejprve se do pristroje nepipetuje PCR voda, kterd byla pouzita pii precipitaci
DNA. PCR Voda slouzi jako blank. Poté postupné¢ méfime koncentraci vzorku, které
musi byt dobfe zvortexované a stocené v centrifuze. Do Nanodropu staci pouzit malé
mnozstvi DNA-1,5 ul.

Kazdy vzorek méfime dvakrat a vysledek by mél byt pfiblizné stejny. Mame-li
u jednoho vzorecku dvé rozdilné koncentrace, musime DNA potfadné zvortexovat

a stocit, poté méteni provést jesté jednou.
2.8 Priiprava gelu a elektroforéza

2.8.1 Reagencie

e Roztok 10x TBE buffer (TBE pufr)

e Top Vision Agarose, thermoscientific (Agarézovy prasek pro pfipravu gelu)
e Ethidium bromide aqueous solution 1 % w/v, SERVA

e 6x loading buffer (vkladaci pufr)

e 100 bp-DNA-Ladder equalized, Carl Roth GmbH+ Co. +Co. KG Karlsruhe

(Hmotnostni marker)

2.8.2 Postup
1) Nejprve navazit do banky vhodné mnozstvi agardézy (Tab 1). Pridat
100 ml IxXTBE bufferu. Ten se pfipravi smichanim 100 ml 10xTBE a
900 ml destilované vody.
2) Dobfe promichat a vlozit do mikrovinné trouby. V kratkych intervalech
kontrolovat a vafit tak dlouho, dokud nebude smés ¢ira a bez pény.

3) Poté chladit pod studenou tekouci vodou, dokud nebude teplota cca 70 °C.
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4)

5)

6)

7)

8)

Do vychlazeného gelu nepipetovat 1,50 pul ethidium bromidu a dobie
promichat. Obsah baiiky vylit do pfipravené¢ formy na gel. Vzniknou-li
na gelu bubliny, je nutné je odstranit. Nechame ztuhnout.

Gel vlozit do elektroforetické vany, ktera je naplnéna 1xTBE bufferem.
PCR produkty, které jdou obarvené loading bufferem, nanést do jamek
v gelu.

Mezi vzorky dat do jedné jamky 10 pl ladderu, aby bylo mozné odecist
spravnou délku amplifikovaného fragmentu.

Zapnou elektroforeticky systém nastaveny na 70 V a 250 mA. Po tficeti
minutach zkontrolovat po UV svétlem. V piipadé potieby vratit
do elektroforetické vany a nechat tam tak dlouho, dokud nebude mozné
odecist vysledek. Gel pravidelné v intervalech pfiblizné 30 min kontrolovat

a prubézné fotit.

Tab. 1 -Ptiprava agar6zového gelu

Hustota Hustota

gelu Mnozstvi agarozy | IXTBE gelu Mnozstvi agardézy | 1xXTBE
1,5% I,5¢g 100 ml 1,5% 225¢g 150 ml
2% 2g 100 ml 2% 3g 150 ml
2,5% 25¢g 100 ml 2,5% 3,75 ¢ 150 ml
3% 3g 100 ml 3% 45¢ 150 ml
4% 4¢g 100 ml 4% 6g 150 ml

Zdroj: autor

2.9 VySetieni genu COMT metodou ARMS-PCR

Metoda ARMS-PCR vyuziva k detekci polymorfismu v genu COMT ctyti primery.

Primery P1 a P2 ohranicuji gen, ktery chceme amplifikovat. Primery P3 a P4 jsou

komplementarni k odpovidajicimu polymorfismu (Obr. €. 4).
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Pl P3
COGGATGGTGGATTTOGCTGACC

CCAUCCCTGCACAGGCAAGAT pt
3 e o2, "o I
EXON4 | TAITTCCTGTTCCACACGTACGGACT ~ GOGACAAGGTCCAGIGOGAAC oy

P4 | P2 |

»
>

=

451 bp amplicon (amplified for G allele) |

B
i

A

222 bp amplicon (amplified for A allele)

-
-

626 bp amplicon (internal control for tetra-primer ARMS-PCR performance)

Obr. 4 -Amplifikace genu COMT a prisedani komplementarnich primeri k
odpovidajicimu polymorfismu (zdroj: RUIZ-SANZ; Detection of catechol-O-
methyltransferase Vall58Met polymorphism by a simple one-step tetra-primer
amplification refractory mutation system-PCR, 2007)

2.9.1.1 Reagencie:

e dNTP set 1 (pH 7) 100mM, Carl Roth GmbH + Co. KG. (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) (Set nukleotidi)

e Primery Generi biotech (100 pmol/ul) : COMT P1 F, COMT P2 R,
COMT P3 F, COMT P4 R (Tab.¢.2)

e Taq DNA Polymerase, 5000 U/ml, BioLabs (DNA polymeraza)

e 10x ThermoPol Reaction Buffer, BioLabs (PCR pufr)

e Templat DNA

Tab. 2 -Sekvence primert

Primer Sekvence (5'-3")

P1 (forward) CCAACCCTGCACAGGCAAGAT

P2 (reverse) CAAGGGTGACCTGGAACAGCG

P3 (forward) CGGATGGTGGATTTCGCTGaCG

P4 (reverse) TCAGGCATGCACACCTTGTCCTTtAT

zdroj: RUIZ-SANZ; Detection of catechol-O-methyltransferase Vall58Met
polymorphism by a simple one-step tetra-primer amplification refractory mutation
system-PCR, 2007
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2.9.1.2 Postup:

Aby nedoslo ke kontaminaci DNA, je potfeba pracovat v laminarnim boxu
(digestoti), ktery musi byt dekontaminovan. Dekontaminace se provadi vysvicenim UV
svétlem.

1) Pripravit zkumavku (0,5 ml), do které bude ptipraven PCR reakcni smés.

2) Reakéni smés na jeden vzorek obsahuje 0,25 pl kazdého nukleotidu,
0,5 pl kazdého primeru, 4 pl pufru a 0,25 pl polymerazy. Polymeraza musi
byt stale v chladicim stojanku.

3) Do tenkosténnych zkumavek (0,2 ml) nepipetovat 7,25 pl z ptipravené
reakéni smési. Pridat 20-40 ng DNA a PCR vodou doplnit na 40 pl.

4) Zkumavky zvortexovat a stocit.

5) Poté vlozit do Termocykleru, kde je nastaven pfislusny PCR reak¢ni
protokol (tab 3).

6) Do zkumavek s PCR produktem piidat 6 pl loading bufferu (nanaseci pufr)
a cely obsah nepipetovat na agar6zovy gel (1,5%).

7) Vlozit do elektroforézy s napétim 70 V. Po 30 min vlozit pod UV svétlo

a odecist vysledek.

Tab. 3 -PCR reakéni protokol pro gen COMT

Teplota Cas
1 Cyklus
Pocate¢ni denaturace 94 °C 4 min
30 Cykli
Denaturace 94 °C 30s
Anealing 62 °C 30s
Extenze 72 °C 20s
1 Cyklus
Terminalni extenze 72 °C 5 min
Chlazeni 4°C 10 min

zdroj: RUIZ-SANZ; Detection of catechol-O-methyltransferase Vall58Met
polymorphism by a simple one-step tetra-primer amplification refractory mutation
system-PCR, 2007
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2.9.1.3 Vyhodnoceni

Pii pouziti této metody by se mél na gelu vzdy objevit produkt o velikosti 626 bp.
Jedna se cely gen, ktery slouzi jako kontrola. V ptipad¢ heterozygota budou na gelu tii
pruhy a v ptipad€ homozygota 2 pruhy (Tab 4) (Ruiz-Sanz et al., 2006).

Tab. 4 -Velikosti frangmentti genotypti genu COMT

Genotyp velikost fragmentt
HeterozygotH vall158/met158 626+451+222 bp
Homozygot! val158/val158 626+451 bp
Homozygot-t met158/met158 626+222 bp

zdroj: RUIZ-SANZ; Detection of catechol-O-methyltransferase Vall58Met
polymorphism by a simple one-step tetra-primer amplification refractory mutation
system-PCR, 2007

2.10 VySetieni genu COMT metou PCR-RFL

Metoda PCR-RFLP se sklada ze dvou krokt. Nejprve se PCR reakci amplifikuje
gen, ktery bude vysetfen. K amplifikaci genu se pouzivaji dva ohrani¢ujici primary.

Ve druhém kroku se k amplifikovanému genu pfida restrikénim enzymem. Pro
detekei polymorfismu genu COMT se poziva enzym izolovany z bakterie Haemophilus
influenzae, ktery se oznaCuje jako HinlIl (Nlalll). HinllIl st€pi DNA na fragmenty
v sekvenci CATG (Obr 5).

06 bp o 18 bp—»!

Forward Primer
L CGAGGCTCATCACCATCGAGATC A '
B = e ———————
' G ACGTAAGGACTGGGCAACAGTC
' EXON 5
Reverse Primer

72bp
! o 108 bp o

Obr. 5 -Schématicka ilustrace amplifikace genu a jeho §tépeni enzymem Hilll v
misté sekvence CATG (zdroj: LAJIN; Detection of catechol o methyltransferase
(COMT) Val58Met Polymophism by a New Optimalized PCR-RFLP Method, 2011).
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2.10.1 Reagencie

PPP Master Mix 2xconc+Mg?*

PCR voda

Templat DNA

HinlII (Nlalll) 5U/ul, ThermoScientific (restrikéni enzym)

10x Buffer G, ThermoScientific (Pufr G)

Primery generi biotech (100pmol/pl) : COMT _1, COMT P (Tab. ¢. 5)

Tab. 5 -Sekvence primert

Primer Sekvence (5'-3")
P1 (forward) CTCATCACCATCGAGATCAA
P2 (reverse) CCAGGTCTGACAACGGGTCA

zdroj: LAJIN; Detection of catechol o methyltransferase (COMT) Val58Met
Polymophism by a New Optimalized PCR-RFLP Method, 2011

2.10.1.1 Postup:

1) Pripravit zkumavku (0,5 ml), do které¢ bude ptipraven PCR reakcni smés.

2)

3)

4)
5)

6)

7)

Reakéni smés na jeden vzorek obsahuje 12,5ul PPP Master Mixu a
0,5l kazdého primeru.

Do tenkosténnych zkumavek (0,2ml) nepipetovat 13,5 pl z pfipravené
reak¢ni smési. Pridat 100-160 ng DNA a PCR vodou doplnit na 25 pl.
Zkumavky zvortexovat a stocit.

Poté vlozit do Termocykleru, kde je nastaven piislusny PCR reakeni
protokol (Tab 6).

10ul PCR produktu smichat s 2l loading bufferu (nanasSeci pufr) a obsah
nepipetovat na agar6zovy gel (2,5%).

Vlozit do elektroforézy s napétim 70 V. Po 30 min vlozit pod UV svétlo
a odecist vysledek.
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Tab. 6 -PCR reakéni protokol pro gen COMT

Teplota Cas
1 Cyklus
Pocatecni denaturace 94 °C 4 min
32 Cykli
Denaturace 94 °C 30s
Anealing 62 °C 30s
Extenze 72 °C 10s
1 Cyklus
Terminalni extenze 72 °C 5 min
Chlazeni 4°C 10 min

zdroj: LAJIN; Detection of catechol o methyltransferase (COMT) Val58Met
Polymophism by a New Optimalized PCR-RFLP Method, 2011

2.10.1.2 Vyhodnoceni
Protoze byly pozity pouze dva ohraniCujici primery, objevi se na gelu pouze jeden
pruh. Ten by mél odpovidat amplifikovanému genu o velikosti 109 bp. Jestli na gelu

neni zadny pruh, znamena to, ze PCR reakce neprob¢hla.

2.10.2 Postup restrikéniho Stépeni PCR produktu
1) Ke zbylému PCR produktu (15 pl) napipetovat 27 ul PCR vody, 3 pl Bufferu

G a 3l enzymu. Enzym ptfed pouzitim kratce stoCit ale nevortexovat.
S enzymem pracovat na chladici podlozce.

2) Smeés zvortexovat a stocit. Poté vlozit do inkubatoru pfedem vyhratého na 37°C
nejméné na 1 hodinu.

3) Po vyjmuti zinkubatoru pfidat do zkumavek 4 ul 6x loading bufferu a cely
obsah nepipetovat na agarézovy gel (4%).

4) Vlozit do elektroforézy snapétim 70V. Po 30min vlozit pod UV svétlo

a odecist vysledek.

2.10.2.1 Vyhodnoceni

Restrikéni enzym $tépi gen v misté sekvence CATG. Podle velikosti a poctu

produkti mizeme urcit genotyp pacienta (Tab. 7).
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Tab. 7 -Velikosti frangmentti genotypti genu COMT

Genotyp velikost fragmentt
HeterozygotH vall58/met158 86+68+23+18 bp
HomozygotHH vall58/val158 86+23 bp
Homozygot't met158/met158 68+23+18 bp

zdroj: LAJIN; Detection of catechol o methyltransferase (COMT) Val58Met
Polymophism by a New Optimalized PCR-RFLP Method, 2011

37



3 Vysledky

3.1 Méieni koncentrace

Koncentrace byla méfena na Zemédélské fakulté Jihoeské univerzity v Ceskych

Budg¢jovicich pomoci pfistroje UV/VIS Shimadz BioSpec-nano.

Tento pfistroj kromé koncentrace DNA dokdze zméfit i necistoty. Pomeér
absorbanci 260/280 udava obsah kontaminujicich bilkovin. Pomér absorbanci 260/230

znaci kontaminaci necisto, jako jsou napiiklad karbohydraty, fenolické slouc¢eniny nebo

aromatické slozky.

V tabulce ¢. 8 jsou zaznamenané hodnoty koncentraci vzorki, které poskytla Mgr.

Dagmar Bystiické, Ph. D. V tabulce €. 9 jsou namétené koncentrace ze vzorki, které

jsem izolovala sama (Tab §; Tab 9).

Tab. 8 -Koncentrace vzorkit DNA

No. | Vzorek Koncentrace OD 260/280 | OD 260/230
DNA[ng/ul]

1 | PET1 54,04 1,68 0,71
2 | PET2 22,27 1,61 0,54
3 | PET3 15,45 1,48 0,62
4 | PET 4 158,76 1,73 0,98
5 | PETS 40,61 1,65 0,81
6 | PET6 16,47 1,4 0,3

7 | PET6 14,95 1,31 0,28
8 | PET7 33,23 1,69 0,63
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9 PETS 41,18 1,74 0,85
10| PET9 21,77 1,7 0,41
11| PET9 20,27 1,6 0,4
12| PET 10 17,65 1,68 0,36
13| PET 10 16,61 1,5 0,34
14| PET 11 33,38 1,54 0,41
15| PET 11 3531 1,55 0,44
16| PET 13 70,77 1,73 0,6
17| PET 13 69,06 1,74 0,6
18| PET 16 55,2 1,7 0,96
19| PET 17 151,31 1,76 1,15
20| PET 18 60,56 1,67 1,05
21| PET I8 58,95 1,76 1,06
22| PET 19 286,41 1,72 0,78
23| PET 19 3023 1,72 0,77
24| PET 20 82,06 1,7 0,72
25| PET21 31,56 1,75 0,64
26| PET 21 29,91 1,73 0,69
27| PET22 44,82 1,7 0,64
28| PET 22 44,72 1,57 0,65
29| PET 23 351,52 1,74 0,75
30| PET 23 348,45 1,5 0,75
31| PET 24 70,85 1,67 0,45
32| PET 24 69,92 1,62 0,46

Zdroj: Autor

39




Tab. 9 -Koncentrace DNA izolovana z bukalnich stéru

No.| Vzorek Koncentrace OD 260/280 | OD 260/230
DNA[ng/ul]
1 | Pacient 1 35,98 2,15 1,09
2 | Pacient 1 32,57 1,99 1,18
3 | Pacient 2 18,94 2,24 1,13
4 | Pacient 2 18,32 2,22 1,17
5 | Pacient 3 42,49 1,92 0,95
6 | Pacient 3 40,75 1,91 0,99
7 | Pacient 4 28.4 2 1,26
8 | Pacient 4 27,7 2,04 1,27

Zdroj: Autor

3.2 Optimalizace metody ARMS-PCR

Aby byly vysledky vySetfeni pacientskych vzorkd co nejpiesnéjsi, je nutné
pouzitou metodu optimalizovat.

Jedna se o proces, ktery vede ke spravé zvolenému poméru reagencii pouzitych pii

vySetfeni a spravnému zachazeni se vzorkem.

3.2.1 VySetienié. 1

Pii prvnim méfeni jsem dodrzela pomér reagenci, ktery vychazel z ¢lanku. Jedna se
o postup, ktery je popsan v kapitole Vysetieni genu COMT metodou ARMS-PCR.

Nejprve jsem pripravila reakéni smés. V tabulce 10 je vypocitané mnozstvi
reagenci pro vysetfeni 4 vzorkd. Reakéni smés jsem rozpipetovala do mikrozkumavek a
do kazdé jsem ptidala DNA (Tab 10).

K vysetieni jsem pouzila vzorky, které jsem izolovala z bukalnich stérti. MnoZstvi
DNA jsem prizptsobila koncentraci DNA (Tab 11). Pro PCR reakci jsem pouzila
reakéni protokol, ktery je uveden v tabulce ¢. 3 (Tab 3).
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Tab. 10 -Rekéni smés pro 4 vzorky

Reagencie Objem
PCR voda 143 wl
primer P1 2,25 ul
primer P2 2,25 ul
primer P3 2,25 ul
primer P4 2,25 ul
Pufr 18 ul
Polymeraza 1,125 ul
dATP 1125w
DTP 1,125 ul
DTP 1,125 wl
dTTp 1,125 ul
Zdroj: Autor
Tab. 11 -Pouzité¢ mnozstvi DNA
No. Vzozek Koncentrace DNA Objem
Vzorek. ¢ 1 | Pacient 1 34 ng/pl Il
Vzorek. ¢ 2 | Pacient 2 18 ng/pl Il
Vzorek. ¢ 3 | Pacient 3 41 ng/ul 1l
Vzorek. ¢4 | Pacient 4 28 ng/ul Il

Zdroj: Autor

3.2.1.1 Vysledek

Po provedeni elektroforézy jsem na gelu pod UV svétlem neméla zZadné produkty.

Me¢fteni bylo netispésné a musela jsem dale pracovat na optimalizaci metody ARMS-

PCR.

3.2.2 VySetieni ¢ 2

Pii druhém méteni jsem zvySila koncentraci DNA, nukleotidl, polymerazy a

primert (reakéni smés ¢ 1). V tabulce €. 12 je znazornén upraveny pomér reagencii pro
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3 vzorky (Tab 12). Krom¢ vzorkli izolované DNA z bukalnich stéri jsem pouzila i
referencni DNA, ktera slouZzila jako kontrola. V tabulce 13 je uvedeno mnoZstvi a
koncentrace pouzité DNA (Tab 13).

Zaroven jsem také pripravila druhou reakéni smés, ve které jsem pouzila
MasterMix. Mnozstvi reagencii pouzitych v této reakéni smési je znazornén v tabulce
14 (Tab 14). Vzorky jsem pouZila stejné jako v reakéni smési ¢ 1- viz tabulka 13 (Tab
13).

Tab. 12- Rekéni smés pro 3 vzorky

Reagencie Objem
PCR voda 103,95 pl
primer P1 1,75 ul
primer P2 1,75 ul
primer P3 1,75 ul
primer P4 1,75 ul
Pufr 14 pl
Polymeraza 1,05 pl
dATP 1,75 wl
DTP 1,75 pl
DTP 1,75 pl
dTTp 1,75 pl

Zdroj: Autor

Tab. 13- Pouzité mnozstvi DNA

No. Vzozek Koncentrace DNA Objem
Vzorek. ¢ 1 | Pacient 1 34 ng/pl 2ul
Vzorek. ¢ 2 | Pacient 3 18 ng/pl 2 ul
Vzorek. ¢ 3 | Kontrola 41 ng/ul 2ul

Zdroj: Autor
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Tab. 14 -Rekeni smés pro 3 vzorky

Reagencie Objem
MasterMix 70 ul
PCR voda 56 ul
primer P1 1,75 ul
primer P2 1,75 pul
primer P3 1,75 ul
primer P4 1,75 pul

Zdroj: Autor

3.2.2.1 Vysledek

U reakéni smési €. 1 nebyly po provedeni elektroforézy zadné produkty. U druhé
reakéni smési, kde byl pouzit MasterMix produkty byly. Vysledek vSak nebyl
optimalni, u vzorku Pacient 1 a pacient 3 chybély kontrolni produkty (Obr 6).

Pro dalsi optimalizaci a nasledné vySetfeni jiz nebyla vyuzivana reakcni smés,
ktera obsahovala polymerazu. Polymeraza, kterou jsem pouzila, byla nejspis nefunk¢ni,
nebo mohla byt poSkozena béhem manipulace. Proto dalsi méfeni byla provadéna za

pouziti MasterMixu.

Obr. 6 -Vysledky z optimalizace metody ARMS-PCR, druhé méfeni (zdroj: autor).
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3.2.3 VySetienié. 3

V tabulce 15 je zndzornén pomér reagencii pro dal$i méteni. Zdvojnasobila jsem
koncentraci primeri P1 a P2, aby byla vysledna koncentrace kontrolniho produktu vyssi
(Tab 15).

V tabulce 16 jsou pouzité koncentrace a mnozstvi DNA, které jsem navysila (Tab
16). Také jsem upravila reakéni protokol. Zménila jsem teplotu anealingu a Cas extenze.

Upraveny reak¢ni protokol je uveden v tabulce €. 17 (Tab 17).

Tab. 15 -Rekéni smés pro 3 vzorky

Reagencie Objem
MasterMix 70 ul
PCR voda 52,5l
primer P1 3,5u
primer P2 3,5 ul
primer P3 1,75 wl
primer P4 1,75 ul

Zdroj: Autor

Tab. 16 -Pouzité mnozstvi DNA

No. Vzozek Koncentrace DNA Objem
Vzorek.¢1 | PET 13 70 ng/pl 2ul
Vzorek. ¢2 | PET 20 82 ng/ul 2 ul
Vzorek.¢3 | PET 24 69 ng/pl 2ul

Zdroj: Autor
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Tab. 17 -PCR reak¢ni protokol pro gen COMT

Teplota Cas
1 Cyklus
Pocatecni denaturace 94 °C 4 min
30 Cykli
Denaturace 94 °C 30s
Anealing 61,7 °C 30s
Extenze 72 °C 30s
1 Cyklus
Terminalni extenze 72 °C 5 min
Chlazeni 4°C 10 min

Zdroj: Autor

3.2.3.1 Vysledek

Po provedeni elektroforézy bylo mozné odecist vysledky pouze u vzorku ¢. 2. U
vzorku €. 1 a €. 2 nebyly na gelu kontrolni produkty. Navic byly vzniklé produkty jen

v malé koncentraci a Spatn¢ detekovatelné (Obr 7).

Obr. 7 -Vysledky z optimalizace metody ARMS-PCR, tfeti méteni (zdroj: autor).
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3.2.4 VySetienié. 4
Pii tomto méfeni jsem pozila stejné mnozstvi reagencii jako v pfedchozim. Pouzila

jsem pro toto méfeni vzorky DNA, jejichz koncentrace a mnozstvi jsou uvedena

v tabulce 18 (Tab 18).
Opét jsem pozmenila reakcni protokol. Upravila jsem teplotu anealingu a navysila

pocet cyklli. Pozménény reakéni protokol je uveden v tabulce 19 (Tab 19).

Tab. 18 -PouZité mnozstvi DNA

No. Vzozek Koncentrace DNA Objem
Vzorek. ¢ 1 PET 1 54 ng/pl 2 ul
Vzorek.¢2 | PET 16 55 ng/pl 2ul
Vzorek.¢3 | PET 18 59 ng/pl 2ul

Zdroj: Autor

Tab. 19 -PCR reak¢ni protokol pro gen COMT

Teplota Cas
1 Cyklus
Pocate¢ni denaturace 94 °C 4 min
35 Cykli
Denaturace 94 °C 30s
Anealing 61 °C 30s
Extenze 72 °C 30s
1 Cyklus
Terminalni extenze 72 °C 5 min
Chlazeni 4°C 10 min

Zdroj: Autor
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3.2.4.1 Vysledek

Na gelu chybély kontrolni produkty. Nejvice koncentrovany byl nekratsi fragment,

delsi fragment byl jen v malé koncentraci a $patn¢ Citelné (Obr 8).

Obr. 8 -Vysledky z optimalizace metody ARMS-PCR, ¢tvrté méfeni (zdroj: autor).

3.2.5 VySetienié. 5

Na zakladé predchozich vysledkl jsem udélala teplotni gradient, abych védéla, pti
jaké teploté PCR reakce probiha nejlépe. Teplotu anealingu jsem na temocykleru
nastavila od 53°C do 63°C .

Pomeér reagenci v reakéni smési jsem zachovala stejny jako v predchozich méteni.
DNA jsem pouzila izolovanou z krve. V tabulce 20 je znarodnéna koncentrace a objem
pouzité DNA. Zaroven je u kazdého vzorku poznamenana teplota, pfi které probihala

PCR reakce (Tab 20).
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Tab. 20 -Pouzité mnozstvi DNA

No. Vzozek Koncentrace DNA Objem | Teplota
Vzorek. ¢ 1 Krev 1 160 ng/pl|  0,5ul| 53°C
Vzorek. ¢2 | Krev 1 160 ng/ul| 0,5 ul| 53,8°C
Vzorek. ¢ 3 Krev 1 160 ng/pl| 0,5 pul| 55,1°C
Vzorek. ¢4 | Krev 1 160 ng/pl|  0,5ul| 57°C
Vzorek. ¢S5 | Krev 1 160 ng/ul| 0,5 ul| 59,2 °C
Vzorek. ¢ 6 | Krev 1 160 ng/pl|  0,5ul| 61°C
Vzorek. ¢7 | Krev 1 160 ng/ul| 0,5 ul| 62,3 °C
Vzorek. ¢ 8 | Krev 1 160 ng/ul| 0,5ul| 63 °C
Vzorek. ¢9 | Krev2 160 ng/pl|  0,5ul| 53°C
Vzorek. ¢ 10 | Krev 2 160 ng/ul| 0,5 ul| 53,8 °C
Vzorek. ¢ 11 | Krev 2 160 ng/pl | 0,5 pl| 55,1°C
Vzorek. ¢ 12 | Krev 2 160 ng/pl|  0,5ul| 57°C
Vzorek. ¢ 13 | Krev 2 160 ng/pl | 0,5 ul| 59,2 °C
Vzorek. ¢ 14 | Krev 2 160 ng/pl|  0,5ul| 61°C
Vzorek. ¢ 15 | Krev 2 160 ng/pl|  0,5ul| 62,3 °C
Vzorek. ¢ 16 | Krev 2 160 ng/pul|  0,5ul| 63°C

Zdroj: Autor
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3.2.5.1 Vysledek

Po odecteni vysledkll jsem vyhodnotila, Ze PCR reakce nejlépe probéhla pii teploté
61°C (Obr 9).

Je to stejna teplota jakou jsem méla nastavenou na termocykleru pii pfedchozim
méteni. Nyni vSak byly produkty silné koncentrované a nechybél ani kontrolni produkt.
Z vysledkll je tedy patmé, ze je metoda ARMS-PCR vhodna spiSe pro vysetfeni
polymorfismu genu COMT z DNA, ktera je izolovana z krve.

Obr. 9 -Vysledky z optimalizace metody ARMS-PCR, teplotni gradient (zdroj:
autor).
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3.3 VySetieni vzorkit metodou ARMS-PCR

Po optimalizaci metody jsem vysSetfila pacientské vzorky (Obr 10). U nekterych
vzorkll chybél kontrolni produkt, ale i tak bylo mozné vysledky odecist. V tabulce 21

jsou zaznamenané vysledky u jednotlivych vzorkl (Tab 21).

Obr. 10a -Analyza vzorkti metodou ARMS-PCR (zdroj: autor).

Obr 10b: Analyza vzorkti metodou ARMS-PCR (zdroj: autor).



Tab. 21 -Vysledky vySetfenych vzorka

No. Vzorek Genotyp
1 Pacient 1 Met158/met158
2 Pacient 2 Met158/met158
3 Pacient 4 Vall58/met158
4 PET 1 Met158/met158
5 PET 2 Vall58/met158
6 PET 3 Met158/met158
7 PET 4 Vall58/met158
8 PET 5 Vall58/met158
9 PET 6 Met158/met158
10 PET 7 Vall58/met158
11 PET 8 Vall58/met158
12 PET 9 Met158/met158
13 PET 10 Met158/met158
14 PET 11 Met158/met158
15 PET 13 Met158/met158
16 PET 16 Met158/met158
17 PET 17 Vall58/met158
18 PET 18 Vall58/met158
19 PET 19 Vall58/met158
20 PET 20 Vall58/met158
21 PET 21 Vall58/met158
22 PET 22 Met158/met158
23 PET 23 Met158/met158
24 PET 24 Vall58/met158

Zdroj: Autor
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3.4 Optimalizace metody PCR-RFLP

Pii optimalizaci PCR-RFLP jsem vychéazela z pfedchoziho méfeni a nepouzivala
jsem DNA polymerazu, ktera byla nejspi§ poskozena béhem manipulace, nebot’ PCR
reakce ve které byla pouzita neprob¢hla. Na misto DNA polymerazy jsem opét pouzila
PPP MasterMix.

Pii optimalizaci metody jsem z diivodii nedostatku DNA pozivala misto vzorkl
DNA izolované z bukalnich stéri DNA, ktera byla izolovana z krve. Jeji koncentrace je
rovna 160 ng/pl. Z predchozi optimalizace ARMS-PCR zname genotyp vzorku, ktery je
Val/Met.

3.4.1 VySetienié. 1

Pii prvnim méfeni jsem opét dodrzela pomér reagenci, ktery vychazel z ¢lanku.
Jedna se o postup, ktery je popsan v kapitole Vysetieni genu COMT metodou PCR-
RFLP.

Nejprve jsem pfipravila reakéni smés. V tabulce 22 je vypolitané mnozstvi
reagenci pro vySetfeni 3 vzorkd (Tab 22). Reakéni smés jsem rozpipetovala do
mikrozkumavek a do kazdé jsem ptidala 0,5 ng/ul DNA. Reakéni protokol je uveden
v tabulce 6 (Tab 6).

Po provedeni PCR reakce jsem 5 pl PCR jsem nepipetovala na gel a provedla
elektroforézu, abych si ovérila, ze PCR reakce probéhla sprave.

Zbyly produkt jsem enzymaticky Stépila v termocycleru nastaveném na 37 °C
po dobu 2 hodin. Poté jsem provedla elektroforézu na 2% agarézovém gelu. Pomér

reagencii vyuzitych ke $tépeni pro jeden vzorek je uveden v tabulce 23 (Tab 23).

Tab. 22 -Rekéni smés pro 3 vzorky

Reagencie Objem
MasterMix 43,75 wl
PCR voda 86,65 ul
primer P3 1,05 wl
primer P4 1,05 wl

Zdroj: Autor
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Tab. 23 -Enzymatické Stépeni

Reagencie Objem
PCR produkt 15 ul
PCR voda 27 ul
Buffer G 3ul
Enzym 3ul

Zdroj: Autor

3.4.1.1 Vysledek

Po provedeni elektroforézy byly na gelu patrné produkty, které vSak neodpovidali

danému genotypu (Obr 11). Nejspise nedoslo k separaci produkti na gelu.

Obr. 11 -Optimalizace metody PCR-RFLP, obrazek gelu po enzymatickém Stépeni
(zdroj: autor).

3.4.2 VySetieni ¢ 2

Pfi druhém méfeni jsem dodrzela stejny postup i pomér reagencii jako pfi
pfedchozim méteni.

Prodlouzila jsem jen dobu Stépeni, vzorky jsem nechala v termocykleru pies noc
(teplota 37 °C byla nastavena na 10 hodin). Pro provedeni elektroforézy po St€peni jsem

pozila misto dvou procentniho agar6zového gelu gel 4%.
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3.4.2.1 Vysledek

Po provedeni elektroforézy byly na gelu produkty, které odpovidali genotypu
Val/Mat (Obr 12). Stejny genotyp vySel u pouzitych vzorkll i pfi vySetfeni metou
ARMS-PCR.

Na obrazku gelu nejsou produkty vidét piilis dobie, 1épe zietelné byly pod UV

svétlem.

Obr. 12 -Optimalizace metody PCR-RFLP, genotyp Val/Met (zdroj: autor).

3.5 VySetieni vzorkit metodou PCR-RFLP

Po té co jsem optimalizovala metodu PCR-RFLP, provedla jsem analyzu n¢kolika
vzorkdl pro porovnani s vysledky, které vychazi z metody ARMS-PCR (Obr 13; Obr
14). V tabulce 24 jsou zaznamenané genotypy po odecteni. Vysledky se shoduji
s predchozim vysetfenim (Tab 24).
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Obr. 13 -Fotografie gelu pred Stépenim (zdroj: autor).

Obr. 14 -Fotografie gelu po enzymatickém Stépeni (zdroj: autor).



Tab. 24 -Vysledky vySetfenych vzorki

No. Vzorek Genotyp
1 Pacient 3 Vall58/met158
2 Pacient 4 Vall58/met158
3 Krev 1 Vall58/met158
4 Krev 2 Vall58/met158
5 PET 4 Vall58/met158
6 PET 5 Vall58/met158
7 PET 6 Met158/met158
8 PET 7 Vall58/met158
9 PET 8 Vall58/met158
10 PET 17 Vall58/met158

Zdroj: Autor
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4 Diskuze

V praktické casti bakalaiské prace jsem vySetiovala genovy polymorfizmus
Val/Met v genu COMT u nékolika pacienti, u kterych se objevila schizofrenie v roding.

Pro detekci polymorfizmu jsem pouzila dvé na sob&é nezavislé metody. Prvni
metoda, kterou jsem pouzila, byla ARMS-PCR.

Optimalizace metody byla zdlouhava. ZkousSela jsem ménit poméry reagencii a
casy vreakénim protokolu. Pii pouzivani DNA izolované z bukalnich stérd nebylo
mozné metodu optimalizovat. Vzdy ve vzorku kontrolni produkt chybél. Vysledek vysel
spravné az po pouziti DNA, ktera byla izolovana z krve. Dosla jsem tedy k zavéru, Ze
pro pouziti metody ARMS-PCR je zapotiebi kvalitnéjsi DNA. Za tohoto piedpokladu se
jedna o metodu, ktera je rychla, levna a vysledky se daji snadno odecitat.

Jako druhou metodu jsem k vysetfeni pouZzila metodu PCR-RLP. Optimalizace této

metody byla rychlejsi. Naroky na kvalitu DNA nejsou takové, jako u pfedchozi metody.
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Produkty jsou blizko u sebe a je obtizné&jsi je detekovat.

Po porovnani téchto dvou metod bych fekla, Ze pro pouziti je vhodné&jsi metoda
ARMS-PCR. Sice jsou kladeny vétsi naroky na kvalitu DNA. Vytér z bukalnich stért
lze provést snadnéji nez odbér krve, kdy je zapotiebi navic specializovaného
odbérového mista. Vytér z bukalnich stérii je pro pacienta pohodlngjsi a mize si jej
provést i sam z pohodli svého domova. Ale na druhou stranu vySetfeni je rychlé, vse
probiha v jedné PCR reakci. Vysledky jsou spolehlivé a snadno odecitatelné.

I pfi porovnani z finan¢niho hlediska vychazi o néco 1épe metoda ARMS PCR, kde
neni zapotfebi restrikéni enzym a pro detekci elektroforézou staci jeden agar6zovy gel.
U metody PCR-RFLP jsou zapotiebi gely dva, ten druhy musi byt navic ¢tyfprocentni.
Spotieba agarézového prasku miize byt tedy i tfinasobna. Jedna se ale o maly rozdil,
ktery pfi rozhodovani nemusi hrat zasadni roli.

K vysetfeni jsem méla k dispozici 21 vzorkit DNA od pacientl, u kterych se
vyskytla schizofrenie v rodin€. U deseti z nich jsem detekovala polymorfizmus Met/Met
a u zbylych jedenacti pak polymorfizmus Val/Met. Pacienta s genotypem Val/Val jsem
mezi dodanymi vzorky neméla zadného. Odpovidd to skutecnosti, ze se tento

polymorfizmus v populaci vyskytuje v nemensim zastoupeni.
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Jedna se ale pouze o skupinu vybranych jedinct, u kterych se predispozice
predpokladala. Vysledek tedy nelze vztahovat k celkové populaci.

Také neni znama anamnéza vySetfovanych pacientii. Vime jen, Ze se u nich
vrodin¢ schizofrenie vyskytuje. Uz vSak nevime, jestli se u pacientli samotnych
objevuji n¢jaké priznaky. Z vysledkl nelze vyvodit zavér vztahu polymorfizmu Val/Met

v genu COMT ke vzniku schizofrenie.
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5 Zavér

V teoretické casti bakalarské prace jsem popisovala onemocnéni schizofrenie.
Kromé pribéhu nemoci a jejich ptiznakii jsem se seznamila i s faktory souvisejicimi
s vrozenym rizikem pro toto onemocnéni.

V mé praci jsem se veénovala pfedev§im spojitosti schizofrenie s polymorfismem
Val/Met vgenu COMT. Tento gen ovliviluje aktivitu enzymu katechol-o-
methyltransferazy, ktery reguluje hladinu neurotransmiterti v nefrontalni oblasti mozku.

Gen COMT se muze vyskytnout ve tfech riznych genotypech. Nejcastéji se
vyskytuje genotyp Val/Met, kdy je aktivita enzymu optimalni.

Méné cCasto se v populaci objevuje genotyp Met/Met, ktery se vyznacuje nizkou
aktivitou enzymu COMT. Tim dochazi ke hromadéni neurotransmitert a tim dochazi ke
zvySené agresi jedince.

Genotyp Val/Val se vyskytuje nejméné casto. Tito jedinci maji naopak aktivitu
enzymu COMT vysokou. Nedostatek dopaminu pak miize vést ke vzniku psychozy.
Tito jedinci jsou také nachylnéjsi ke vniku zavislosti na omamnych latkach.

Jako cil praktické ¢asti prace jsem si zvolila optimalizaci metody PCR-RFLP pro
vySetfeni tohoto polymorfismu spojeného se schizofrenii a analyzu nékolika vzorki
jedinct s vyskytem schizofrenie v roding.

Optimalizace metody byla Gispésna a mohla jsem tak vysettit dodané vzorky. Vedle
metody PCR-RFLP jsem provedla i optimalizaci metody ARMS-PCR, abych si ovéfila
spravnost vysledk. Genotypy jednotlivych pacientti ziskané obéma metodami se
shodovaly.

Kazda metoda ma své vyhody i nevyhody. Obé metody jsou spolehlivé a rychlé.
Metoda ARMS-PCR ma vétsi pozadavky na kvalitu DNA. Samotna reakce je ale rychla

a k vySetfeni staci jedna PCR reakce.
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se produkty lisi pouze v desitkach bazi (na rozdil od metody ARMS-PCR, kde se
produkty lisi ve stovkach bazi).

K vysetfeni jsem méla k dispozici 21 vzork jedinci, u kterych se v rodiné
schizofrenie vyskytuje. Z téchto vzorkl bylo 11 s genotypem Val/Met a zbylych deset
s genotypem Met/Met. Genotyp Val/Val mezi vzorky nebyl ani jeden.
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Na zékladé seznameni se s faktory souvisejicimi s vrozenym rizikem pro
schizofrenii a po provedeni analyzy vzorkid se zda, Ze polymorfismus Val/Met v genu
COMT muze mit se vznikem schizofrenie souvislost. Neznam ale podrobnéjsi

anamnézu vysetfovanych pacientti, abych mohla vyvodit ptesnéjsi zavery.
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