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ABSTRAKT

Genetickd vybava ¢lovéka podmirtiuje nejen jeho fyziologické znaky, ale
obsahuje také ptedpoklady pro vznik mnoha onemocnéni. Vyznamnym zdrojem
morbidity a mortality jsou lidskd multifaktorialn¢ podminénd onemocnéni jako je
hypertense nebo metabolicky syndrom. Na zakladé€ ziskanych poznatki o struktufe
a funkci lidského genomu jsme schopni pomoci analyzy DNA postupné odhalovat
molekularn€ genetickou podstatu téchto dédi¢nych onemocnéni. Hledani
zodpové&dnych genli u ¢lovéka je v8ak velmi slozité, proto lze s vyhodou vyuzit
definovanych modelovych organismi. Pfedmétem moji prace byly modely
metabolického syndromu u laboratorniho potkana SHR, PD, BN. K izolaci
jednotlivych komponent metabolického syndromu byly pouzity kongenni kmeny.
V procesu identifikace zodpovédnych genii/alel, bylo vytvoteno né€kolik kongenich
podlinii. Sublinie SHR-Lx-PD5 m4 v genetickém pozadi plivodu SHR pouze 14
gend na 8 chromosomu, které jsou PD pivodu. Tento usek zplisobuje zna&né
snizeni inzulinové senzitivity kosterniho svalu u kmene SHR-/.x-PD5 oproti SHR.

Zabyvala jsem se analyzovanim dvou z téchto gendi, Htr3u a Hir3b, které
kéduji  podjednotky serotoninového receptoru 5-HT3. Odhalila jsem 10
polymorfismi typu SNP (single nucleotide polymorphism = polymorfismi jednoho
nukleotidu), ztoho v jednom ptipad¢ dochézi ke zméné aminokyseliny a sice
histidinu na arginin, v poslednim exonu Hrr3h. Tato zaména (His364Arg) je
funk&énim kandidatem ovlivnéni metabolického profilu u kmene PD5 a je tieba ji

déle analyzovat.



ABSTRACT

The human genome determines not only physiological traits, but also
susceptibility to many disesases. Human multifactorial diseases such as
hypertension and metabolic syndrome are a significant source of morbidity and
mortality. Methods of DNA analysis and knowledge about structure and function of
the human genome make it possible to devoce the molecular genetic basis of
hereditary diseases.

Searching for the genes which are responsible for multifactorial diseases in human
faces major obstacles. Therefore, it is advantageous to use defined model
organisms. In my work I used the models of metabolic syndrome in the Norway rat,
PD cub and SHR. To isolate particular components of the metabolic syndrome
congenic strains have been used. In the process of identification of the causative
alleles we have produced several congenic sublines.

In congenic subline PD5, there is a segment of PD origin encompassing 14 genes
on chromosome 8 the genetic background 1 sof SHR orign. This segment causes
substancial reduction of muscle- ............ insulin sensititivity in PDS.

[ analysed two genes in this region: Htr3a and Htr3b encoding subunits of
the 5-HT3 serotonin receptor. I revealed 10 SNPs (single nucleotide
polymorphisms) in both genes. However, only in one case aminoacid change occur,
in particular histidin is changed to arginin in the last exon of Htr3b. This
substitution (H364R) is a functional candidate for the metabolic profile
derengement in PDS and thus should be pursued further.
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1.0VOD

Moderni metody analyzy DNA a na jejich zakladé ziskané poznatky o
struktufe a funkci lidského genomu nam nyni, v ,,postgenomové* éfe 21. stoleti,
umoZzilyji rozdifrovat molekuldmé genetickou podstatu nejen monogennich, ale i
multifaktoridlné podminénych znakd, tj. najit geny, které¢ jsou za tyto znaky
zodpoveédné. Nejprve je tfeba si uvédomit, ze kazdy ¢loveék ma (stejné:jako kazdy
jedinec jiného pohlavné se rozmnozujiciho organismu s vyjimkou ;jednovaje¢nych
dvoj¢at) unikatni genetickou vybavu, neboli unikatni sadu DNA molekul.
Srovname-li DNA dvoujedincd, tak v kazdych 100-300 nukleotidech se budou lisit
v jednom pismenu genetického kddu, v tzv. SNP (z anglického single nucleotide
polymorphism) [1] tedy v jednonukleotidové variaci sekvence DNA. Ackoli jsou
SNP absolutné¢ nejfrekventovangj§im typem polymorfismu DNA, v lidském
geonomu se vyskytuji i daldi vyznamné typy polymorfnich sekvenci, napf. tzv
Indels (inzerce a delece) [2, 3].

Inzerce (adice) ;je zafazeni jednoho nebo vice nadbyte¢nych nukleotidovych
pari. Pokud je zafazen takovy pocet nukleotidli, ktery neni celo¢iselnym
nasobkem 3 (3n), dajde k posunu ¢tecitho ramce (tzv. frameshift mutation) a
nasledné k syntetizovani zcela odli¥ného polypeptidu nebo dokonce k pred€asnému
ukon¢eni proteosyntézy, vznikem termina¢niho kodonu. Zatazeni 3n nukleotidi
prodluzuje polypeptidovy fetézec o n aminokyselinu podle inzertované sekvence.
Delece je ztrata jednoho nebo vice nukleotidd pivodni sekvence. Uginek je
podobny jako u inzerci, pouze misto prodlouzeni se polypeptidovy fetézec

zkracuje.



Geneticka vybava ¢lovéka podmitiuje do znaéné miry nejen jeho somatické
znaky, ale obsahuje také pfedpoklady pro vznik mnoha, vice ¢i mén¢ zavaznych
onemocnéni. NejCastéji jsou v této souvislosti pfipominana zhoubna nadorova
onemocnéni, ale geneticky podminéno mize byt i mnoho nemoci, jejichz projevy
jsou zdanlivé nahodné a bez zfejmé souvislosti s genetickou vybavou. Mnoho
nemoci skute¢né propukne v disledku nezdravého zivotniho stylu. V posledni dobé
stale vzrista i vliv naru$eného Zivotniho prostiedi.

Jiz od potatki moderni genetiky byly vyslovovany hypotézy, Ze na
patogenezi viech onemocnéni se net¢astni oddélené faktory - prostiedi a dédi¢nost,
ale ze zasadni roli hraji interakce mezi nimi. Divod, pro¢ se zabyvat interakcemi
mezi geny a prostiedim u komplexnich znakii, jako je napf. nize zminény
metabolicky syndrom, je hned n€kolik. Kdybychom zkoumali zvla3t' genetickou
slozku onemocnéni a zvlas$t’ Ucast faktord prostiedi bez ohledu na jejich vzajemné
interakce, do$li bychom k nespravnym zavértim stran rozsahu podilu obou slozek.
Cela tada epidemiologickych studii dnes stale nereflektuje genetickou rtiznorodost
v rdmci zkoumané skupiny a naopak mnohé studie &isté genetické pomijeji dilezité
rozdily mezi faktory prostiedi (socialn¢ ekonomicky status, stres, obezita, abizus).
Identifikaci variant gend, které zodpovidaji u jejich nositelii za senzitizaci nebo
rezistenci vic¢i faktorim prostiedi ve srovnani s vétSinovou populaci, navic
ziskavame presné)$i ndhled na patogenezi onemocnéni samotného a pfimo mohou

vyplynout i nové moznosti a postupy terapeutického ovlivnéni.



1.1 METABOLICKY SYNDROM

Metabolicky syndrom (téZ n&kdy znamy jako Reavenliv syndrom, syndrom
X ¢&i syndrom inzulinové rezistence), je onemocnéni charakterizované pfedevsim
rezistenci k u€inklim inzulinu, poruchou metabolismu lipidi a sklony k hypertenzi
a obezit¢. Syndrom je provazen zavaznymi zdravotnimi problémy — napf. infarkty
myokardu, mozkovymi mrtvicemi ¢i cévnimi komplikacemi. Typickym znakem
metabolického syndromu je nadbytek tukové tkan¢ v oblasti pasu (centralni
obezita). Tato tkan je mén¢ citliva k hormonu inzulinu, jehoz hladina stoupa a vede
k zadrzovani tekutin v té€le a ke vzestupu krevniho tlaku. Soucasn¢ se z této tkan¢
vice uvoliluji mastné kyseliny, které zpusobuji rGst hladiny krevnich tukd,
triacylglyceroli. Prav€ vy38i krevni tlak a vy33i hladina krevnich tuki vedou k
poskozovani tepen zasobujicich srdce a mozek. V ur¢itém okamziku nesta¢i uz ani
vy38i hladiny inzulinu a v krvi zaéne stoupat hladina krevnich cukri, coz je jeden z
ptiznakli diabetu mellitu a daldi faktor ptimo po3kozujici nale cévy. Pfi vzniku
syndromu hraje roli de¢di¢nd dispozice a faktory Zivotospravy, k nimz patfi
piejidani, nedostatek fyzického pohybu, alkohol, kouteni a obezita.

V souhrnu lze fici, Ze lidska multifaktoridln¢ podminénd onemocnéni
ptedstavuji vyznamny zdroj morbidity a mortality, i zna¢nou ekonomickou zat&z.
Dé&di¢na slozka té€chto onemocnéni je v3ak nesmirn¢ komplexni a hledani
zodpovédnych genli nadmiru slozité [4]. Proto lze s vyhodou vyuzit definovanych
modelovych organismi. Takto ziskané vysledky mohou byt vyznamnym pfinosem
pro studium odpovidajicich lidskych onemocnéni, vzhledem k vysokému stupni

homologie architektury genomu i fyziologickych procesii u savct.



1.2 BACKGROUND

SHR (spontann& hypertenzni potkan) a PD/Cub (polydaktylni potkan) jsou
dva modely lidského metabolického syndromu. Kmen BN/Cub (Brown Norway) je
neobézni, nevykazuje poruchy v metabolismu lipidi a sacharidi a ma normalni
krevni tlak. SHR jako model metabolického syndromu a hypertenze.

Kmen PD/Cub ma mutovanou alelu genu /x, projevujici se syndromem
polydaktylie-luxace. Tento inbredni kmen je na tstavu UBLG 1.LF a VFN chovan
jiz od roku 1969, pti¢emz puvodné slouzil jako modelovy organizmus pro studie
zabyvajici se vyvajem kondetin a teratogenezi. Nicmén€ v devadesatych letech
minulého stoleti bylo zji$téno, ze jednou z vlastnosti kmene je i zvy$end hladina
triacylglycerolil [5]. Po¢atkem tohoto stoleti pak byl kmen PD/Cub ustanoven jako

model metabolického syndromu [6].

K izolaci jednotlivych komponent metabolického syndromu byly pouzity
kongenni kmeny, tedy takové kmeny, u kterych je na genetické pozadi kmene
jednoho vnaSen pfedem zvoleny omezeny segment genomu kmene druhého.
Ptenesenim 30 ¢cM dlouhé oblasti potkaniho chromosomu 8, smiSeného ptivodu od
kmene PD a BN na genetické pozadi kmene SHR, byl vytvofen kongenni kmen
SHR-Lx. Ve srovnani s progenitorovym kmenem SHR bylo u SHR-Lx zjidt€no
snizeni krevniho tlaku za sou¢asného zhor¥eni n¢kolika metabolickych parametri
souvisejicich s metabolickym syndromem [7, 8]. Jednim ze standardnich postupt v
ramci procesu identifikace zodpovédnych geni/alel je metoda tzv. pozi¢niho
klonovani. Diferencidlni Usek kongenniho kmene je cilenym kfiZzenim postupné
omezovan pfi zachovaném efektu na sledovany fenotyp. S pouzitim vychoziho
kmene SHR-Lx bylo vytvoteno n¢kolik kongennich podlinii. Sublinie SHR-Zx-PD5
obsahuje ptiblizn€ 1,4 Mb sekvence plivodu pouze od kmene PD, zahrnujici pouze

14 genti. Zbytek genomu tohoto kmene je ptivodu SHR [9].

10



Ze srovnani metabolickych a morfometrickych dat a profilti genové exprese
mezi kmeny SHR-/x PD5 a SHR vyplynulo, ze né&kolik zietelnych metabolickych
poruch pozorovanych v plvodnim kongennim kmeni SHR-/x je v PDS5 stale
pritomno. D4 se tedy ptedpokladat, ze zodpovédné genomické determinanty byly

"chyceny" uvnitf relativné kratkého diferencialniho segmentu ptivodu PD/Cub.

Nejvyznamné€jSim parametrem je pravdépodobné zna¢né snizeni inzulinové
senzitivity kosterniho svalu u kmene SHR-/.x-PDS. Jednim z kandidatnich gent je
Plzf (promyelotic leukaemia zinc finger, také Zbtb16), jehoz zménéna regulace je
s nejvétsi pravdépodobnosti rovnéz zodpovédnd za mutaci /.. Protein Plzf je
represor transkripce s $irokym uplatnénim v regulaci riznorodych procesii, v¢.
metabolismu. V této souvislosti je zajimavé, ze sekvenéni analyza /’/zf genu
odhalila SNP vedouci k substituci threoninu za serin u kmene SHR v
aminokyselinové pozici 208 (T208S), nikoli v§ak u kmene SHR-/.x nebo BN/Cub.
Mezi 14-ti protein-kodujicimi geny v diferencidlnim segmentu kmene PDS5 se
nachazeji dalsi geny Her3u a Hir3b, kodujici podjednotky serotoninového receptoru
5-HT3. Htr3a je kandidatnim genem pro schizofrenii [10], 5-HT3 receptory se
podili na zprostfedkovdni nausey (vyvolani zvraceni) napf. pii nadorové
chemoterapii, dale pfi patogenezi syndromu drazdivého tra¢niku [11], mutace 5-
HT3 receptorli se mohou podilet na patogenezi Touretova syndromu [12]. Role
Htr3a a Htr3b pfi patogenezi metabolického syndromu neni dosud popsana,
nicmén¢ spole¢né s cholecystokininem maji zdsadni roli v regulaci ptijmu potravy

[13, 14] a centralni 5-HT3 receptory se podileji na regulaci glykémie [15].

11



2. METODIKA

2.1 IZOLACE RNA Z TKANI FENOLOVOU METODOU

Hlavnim uskalim price s RNA je jeji citlivost na degradaci
viudypfitomnymi, vysoce stabilnimi RNazami. Proto je nutné v3echny kroky
provadét v rukavicich, smi se pouzivat pouze materidl a chemikalie prosté RNaz.
Veskeré sklo musi byt pefené 2 hodiny pii 250°C, plasty pouze vyjmuté
z originalniho baleni v rukavicich a pfedsterilizované minimaln€¢ 20 minut pfi
121°C. Voda se pouzivd DEPC — dekontaminovana diethylpyrokarbonatem.

Potkany jsme usmrtili pfedavkovanim inhala¢niho celkového anestetika -
halothanu a odebrali pfislu$né organy. Pro nade experimenty jsme pouzili mozek a
varle, protoze podle vysledki RT-PCR jsou Htr geny exprimovéany praveé zde.
Organy jsme ihned (do 30s) po odbéru zmrazili v tekutém dusiku a rozmélnili je ve
tfeci misce na pradek. Vzorky, které nebyly ureny na okamzité pouziti, byly
zmrazeny v - 70°C a ponechany jako zasobni.

Do sterilni zkumavky jsem pfenesla 50 - 200 mg tkané s 1 ml Trizolu (R)
(Invitrogen) a protiepala, aby vznikla homogenni suspenze. Pfi vét$im mnozstvi
vzorkl je nutno mit homogenizované suspenze ulozené na ledu a pak je zpracovat
najednou. Nechala jsem wvzorky odstat 10 minut pfi pokojové teploté a
centrifugovala 10 minut pfi maximalnich otafkach ve stolni centrifuze pfi teploté
4°C. Supernatant jsem pielila do nové zkumavky. Tento krok slouzi k odstranéni
zbytkli bun€k a mezibuné&né hmoty.

Do zkumavky jsem piidala 200 ml chloroformu (smés 24 dili chloroformu a
1 dil isoamylalkoholu) na kazdy 1 ml roztoku Trizolu. Protfepala aZ se utvofi
emulze a nechala otaCet 15 minut pfi pokojové teploté. Fenol pfitomny v trizolu
pfejde spolu sproteiny a &asteCné¢ DNA do organické chloroformové faze.

Centrifugovala jsem 15 minut pfi maximdlnich ota¢kach pti teplot¢ 4°C.
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Supernatant obsahujici RNA prepipetujeme do nové zkumavky. Pracujeme velmi
opatrng, aby nedoslo ke kontaminaci srazeninou na rozhrani fazi, nebo fenolem.
Precipitujeme RNA 500 ul 100% isopropanolu na kazdy 1 ml trizolu. Pfidame
izopropanol a dobfe promichame ota¢enim zkumavky.

Centrifugujeme 10 minut pii 4°C pti maximalnich ota¢kach. Vylijeme co nejlépe
isopropanol a ptiddme 1 ml 70% ethanolu a kratce protiepeme. Centrifugujeme 8
minut pii 4°C pfi maximdlnich otatkach. Ethanol vylijeme do posledni kapky,
zbytek popfipadé vypipetujeme. Pro lepsi Cistotu RNA je mozné krok se 70%
ethanolem zaradit jest€ jednou. Vysu$ime zkumavky pii pokojové teploté.

Jakmile se peleta zpriihledni, coz znamena, ze je suchd, ptiddme 50 ul DEPC vody.
Nechame rozpoustét v lednici 1 hodinu, nebo tento krok 1ze nahradit rozpou$ténim
v topném hnizdé& pii 68 °C 10 minut. Poté vratime na led nebo do mrazéku.

Pokud chceme RNA vice koncentrovanou, miizeme snizit mnozstvi vody na 30 pl
v 2 ml zkumavkach, poptipad€ 10 ul v 1,5 ml zkumavkach. Pokud nebudeme del3i
dobu RNA potiebovat, je dobré ji uchovavat pti -80°C. Jinak uchovavame pfi

-20°C.

2.2 IZOLACE GENOMOVE DNA

Potkanovi jsme odebrali 0,5 cm ocasku, ktery jsme nasttihali na malé kousky
a zalili travicim pufrem (S0mM Tris HCI pH 8, 50 mM EDTA, 0,5% SDS), ktery
se pfipravuje v laboratofi. K tomu jsme pfidali 35 pl proteindzy K (Sigma),
diikladn¢ protiepali a pfes noc nechali inkubovat ve vodni lazni zahtaté na 55 °C.
Réano jsme mix opé&tovné promichali a ptidali 700 ul smé&si fenol - chloroform -
isoamylalkohol ( 25:24:1). Ependorfky jsme nechali 20 minut ota¢et a pak jsme je
centrifugovali na 9 000g 3 minuty. Poté jsme piepipetovali supernatant do &isté
zkumavky a cely krok zopakovali jest¢ jednou. Supernatant jsme piepipetovali do

¢isté zkumavky, za ptidavku 70 pul 3M octanu sodného a nechali chvili otacet.
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Potom jsme piidali 700 ul 96% ethanolu, za pomalého otd¢eni se zac¢inala srazet
DNA a posléze jsme centrifugovali na 9 000g 1 minutu. Obsah zkumavky jsme slili
a ptidali 1 ml 70% ethanolu, protiepali a zcentrifugovali na 9 000g 1 minutu.
Opétovné jsme slili a nechali dukladné vyschnout a poté rozpoustét v 150 - 200 pl
v pufru TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0).

Koncentraci a ¢istotu DNA a RNA jsme zméfili spektofotometricky pii absorbanci

260 nm. Kontrolu integrity jsme provedli elektroforeticky na 1% agarose.

2.3 REVERZNI TRANSKRIPCE

Detekce a analyza molekul RNA patfi k dilezitym molekuldrné biologickym
postupim. Molekuly mRNA se podileji pouze z 1 - 2% na celkovém mnozstvi
izolované RNA (pfevaznou ¢ast tvoii rRNA). Adaptace amplifika¢nich technik
umoziiuje relativné snadnou analyzu mRNA tim, ze po reverzni transkripci
nasleduje amplifikace cDNA pomoci PCR.
V prvnim kroku se provede denaturace RNA a annealing primerti pro reverzni

transkripci - v mém piipadé oligo dT, které hybridizuji s polyA sekvenci mRNA.

7.1 ul
oligo dT (45 M) 0,8 ul
RNA 2,1 ul

inkubace 10 minut pfi 70°C
zkumavky se vyndaji na chladici stojanek
pfidame RT-mix:
H,O DEPC 9,6 ul
5x RT pufr 5 ul
dNTP 1mM 5 ul
DTT (dithiothreitol) 2 ul
inhibitor RNasy (40U/ 1) 1 ul
MMLV RT (200 U/ 1) 1,2 ul

Tab. 1 Reverzni transkripce
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Enzym reverzni transkriptasa z viru mysi leukemie (Moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase - MMLV RT) se do mixu dava jako posledni,
aby nedoslo k jeho inaktivaci.

Inkubuje se 1 hodinu p#i 37°C. Po inkubaci se zkumavky vyndaji do
chladiciho stojanku, nafedi dle potieby. V nadem ptipad¢ se do kazdé zkumavky
pida 35 ul 10 mM Tris pufru o pH 8,5 a 40 ul DEPC vody (vysledna cDNA je 4x

ziedéna v SmM Tris pufru). Pfipravené cDNA se skladuje v mrazéku pii -20°C.

2.4 RT - PCR

Jako RT - PCR se oznauje takova polymerazova retézova reakce, kterou
piedchdzi reverzni transkripce.

Je to velmi hodnotnd metoda k analyze genové exprese, k detekci infek¢Enich
agens, k detekci genetickych nemoci (eliminuyji se introny, poskytuje informace o
alternativnim sestfihu). Mezi pouzivané reversni transkriptasy patii MLV, AMV,
Tth. Reversni transkriptasy M-MuLV (z Moloneyho my3iho leukemického viru) a
AMYV (z ptatiho myeloblastického viru) jsou schopny syntetizovat cDNA az do 10
kb, zatimco bakterialni termostabilni Tth DNA polymerasaijen do 2 kb. Pouzivaji
se tfi typy primer: specifické oligonukleotidy pro syntézu vybrané ur¢ité mRNA,
smés nahodnych hexanukleotidli a oligo(dT) . Takto ziskana cDNA pak slouzi jako
templat pro PCR.
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2.5 PCR - POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Slouzi k namnoZeni - amplifikaci specifickych usck DNA.
Reakce vychazi ze znalosti kinetiky denaturace a opétovné renaturace molckul
DNA. Pii teplote 92°C je dvojSroubovice DNA kompletné denaturovana a v reakeni
smési s¢ vyskytuje vyhradné v jednofctézové formé. Pii poklesu teploty dochazi
diky vzajemné komplementarité fetézct k opétovné renaturaci molekuly.
Pomoci polymerazové fetézové reakce lze vSak namnozit jen takové fragmenty,
které jsou alespon ohraniceny tscky o znamé sckvenci, pokud jejich sckvence neni
znama kompletné. Podle téchto sckvenci jsou potom navrhovany tzv. primery, tj.
jednofetézcové molekuly DNA o délce 20 - 25 pard bazi. Dalezité je, aby cilové
sckvence s nimiz primery hybridizuji, byly specifické jen pro vysctiovanou oblast a
ncvyskytovaly se na jinych mistech genomu. Tyto oligonukleotidy jsou
syntctizovany uméle a jsou nczbytnou soudasti rcakéni smési, stejné tak jako
jednotlivé decoxynukleotidfosfaty (dANTP), vhodny reakéni pufr a termostabilni
cnzym - Taq DNA polymeraza. PCR probiha v pfistroji zvaném cykler a sestava zc

tii zakladnich kroku.

Obr.1 Uzavieny (a) a otevieny cykler (b).
Po odklopeni vika vidime uvniti pristroje kovovy: blok
s otvory pro vkladani zkumavek se vzorky.
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92-96 C denaturace
v
C hyb icizace pnime &
A 4
72 C elongace retazcu
v
Gz-96 C denaturace

5 <C nybridizace primery

2-C elongace fetézcu

Obr.2 Schéma Polymerdzové
Fetézové reakce (PCR)

V prvnim kroku reakce dochazi pfi
teploté zhruba 92 - 98 °C k denaturaci
dvojsroubovice templatové DNA.
V druhém kroku je teplota snizena a
primery pfitomné v reakéni smcési
mohou vyhledat komplementarni Useky
cilové DNA a wvytvofit snimi
dvojsroubovici. Tato Cast reakce byva
oznatovana jako annealing nebo
hybridizace primeru. Teplotu
annealingu je mozné teoreticky
vypocitat na zakladé znalosti sekvence
primerd, prakticky je vSak nutné
optimalni teplotu pro kazdou dvojici

primerut hledat experimentalng.

Probiha pfi teploté 45 — 65 °C.

Tteti krok reakce zacina pfi teploté 72 °C a dochazi pfi ni k prodluzovani,

nebo-li elongaci nukleotidovych fetézcu, pisobenim Taq DNA polymerasy.

Pfitomnost kratkych dvojfetézovych useki s volnym 5°- koncem je pfedpokladem

pro ¢innost tohoto enzymu, ktery nasedne na konec primerd a zacne

dosyntetizovavat druhé komplementarni vlakno dvojSroubovice. Enzym Taq

polymerasy byl izolovan z termofilni bakterie Thermus aquaticus a je tudiz schopen

pracovat optimalné pfi teplotach kolem 72 °C.



Uvedené kroky predstavuji pouze prvni cyklus PCR, jenz by sam o sob¢
k namnoZeni zkoumaného tiseku DNA nestadil. Teprve ve tietim cyklu se vytvafeji
dvojietézcové fragmenty DNA o délce odpovidajici amplifikovanému tseku. Aby
se jich vytvofilo dostate¢né mnozstvi, opakuji se tfi reakéni kroky - denaturace,
annealing a elongace ve dvaceti az ¢tyticeti na sebe navazujicich cyklech.

V zavéru PCR ziskdme smés obsahujici velké mnozstvi amplifikovanych
fragmentd. Aby je bylo mozno pouzit pro daldi vy3etfeni, musime je oddélit od
zbytku DNA. Pro analyzu produktu reakce je nejspolehlivej$i metodou
elektroforéza, ktera umoziiuje nejen uréit, zda doslo k amplifikaci, ale také zda se

jedna o pfedpokladanou délku fragmentu.

K vyhodam reakce patti potfeba minimalniho mnozstvi vychozi DNA,
rychlost a vysoka specifita. Z charakteru reakce vyplyvaji jeji nevyhody, predevsim
jeji nachylnost ke kontaminaci cizorodou DNA, vedouci k fale¥né pozitivite.
S ohledem na moZznost kontaminace vzorkl produkty amplifika¢nich reakci probiha
izolace DNA a priprava reak¢nich smési v prostoru oddéleném od laboratote, v niz

jsou amplifikaty analyzovany.

Primery jsme navrhli na zdklad¢ znamych sekvenci s pouzitim programu
Primer 3 (Rozen a Skaletsky) tak, aby optimalni annealingova teplota byla 60°C.
Seznam pouzitych primerd je uveden v (Tab. 9 a Tub. 10.)

Pro genomickou DNA jsme primery navrhovali tak, aby exon lezel zhruba
uprostied amplionu dlouhého maximalné 500 bp, protoze byl analyzovan kapilarni
elektroforézou na sekvenatoru ABI 310 (Applied Biosystems) na tzv. kratké

kapilare, ktera by delsi usek nezpracovala.
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PCR receptura

Destilovana H,0 5,9 ul
betain 3,0 ui
dNTP (200 mM) 1,0 ul
Pfu pufr 10x 1,5 ul
MgCl, (20 mM) 1,2 ul
R primer (10 uM) 0,6 ul
F primer (10 uM) 0,6 ul
Taqg polymerasa (10U/ul) 0,7 pl
DNA 100ng/ ul 1l

lab 2. Receptura polymerazové Fetézové reakce

PCR amplifikace byla provedena za nasledujicich podminek:

Pocate€ni denaturace 94°C 3 min

Denaturacni krok 94 °C 30s .
Annealing “ '57-60°C * |45 35 cyklu
‘Elongace 72°C 90 s

Konecna elongace 72°C 5 min

* specificka podle primeru

Tab3.program Polymerazové Fetézové reakce

Alternativné jsem pouzila DNA polymerazu Phusion (Finnzymes), ktera ma
opravhou 3’-5" exonukledzovou aktivitu, ale zaroveri vysokou U¢innost
polymerace. Hodi se proto zejména na amplifikaci dlouhych Usekl, ale podle

zkuSenosti nasi laboratofe je ¢asto U¢inngjsi i u bé¢zné PCR.
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PCR receptura s Phusion pglymerézou

Destilovana H,O 5,8 ul
betain 4,0 pl
dNTP (200 mM) 4,0 ul
5x pufr GC 40 ul
R primer (10 uM) 0,6 ul
F primer (10 uM) 0,6 ul
Phu polymerasa 0,2 ul
DNA 100ng/ yl 2 ul

Tab.4 Receptura polymerazové Fetézové reakce Phusion polymerazou

PCR amplifikace byla provedena za nasledujicich podminek:

Pocatedni denaturace 98°C 30s

Denaturacni krok 98 °C 10s .
Annealing 63°C 30 s 30 cyklu
Elongace 72°C 40s*

Koneéna elongace 72°C 5 min

*délka elongace se pouziva 30s na fragmentdlouhy 1kb

Tabs. Program Polymerazové Fetézové reakce

Jelikoz je Phusion polymeraza citlivéj§i na zménu teplot diky 3°-5°
exonukleotidové aktivit¢ by mohlo dojit za pokojové teploty k degradaci primertl,
proto jsem PCR mix pfipravovala na chladicim stojanku a ependorfky vkladala do

jiz pfedehtatého cykleru na 98°C.
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2.6 ELEKTROFOREZA

Elektroforéza je zalozena na izolaci molekul o rozdilné hmotnosti, popf.
odlisném elektrickém néaboji. Roztok obsahujici fragmenty DNA pievadime do
jamek v tzv. elektroforetickém gelu. Vytvofime jej rozpuSt€nim polysacharidu
zvaného agardza v horké vodg. Tento husty koloidni roztok pak nalijeme na povrch
elektroforetické desky a nechame ochladit. Vytvoii se rosolovita vrstva podobna
aspiku. V n€kterych pfipadech se misto agarézy pouzivaji jiné polymerni latky,
napt. polyakrylamid. Elektroforetickou desku pak umistime do zvlastni aparatury,
ktera je pfipojena ke zdroji stejnosm€rmého proudu. Zjamek na okraji
elektroforetického gelu jsou pak zdporné€ nabité fragmenty DNA pfitahovany ke
kladné elektrod€, nebot’ na jeden nukleotid pfipada 1 zaporny ndboj zbytku
kyseliny fosfore¢n€. Pokud se vytvofi fragmenty o rozdilné délce ( reprezentujici
dvé rtzné alely), dojde na elektroforetickém gelu k jejich oddé€leni, takze jej
muzeme spolehlivé rozlisit. Kratdi useky DNA prochazeji elektroforetickym gelem
rychleji nez delsi useky, proto je nalézdme ve vétsi vzdéalenosti od vychozi jamky.
Fragmenty v gelu zviditelnime pfidanim fluorescenéniho barviva, obvykle
ethidium-bromidu, které se vaze specificky na DNA a v ultrafialovém svétle jasné
zati. Elektroforeticky se rovnéz ovéfi velikost ziskaného fragmentu, ktera je dana
lokalizaci primert a lze ji tedy ptedem zjistit na zaklad€ znalosti sekvence DNA.
Je-li vysledkem reakce fragment odli$né velikosti, je potieba reakci dale

optimalizovat.
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Obr. 3 Schéma elektroforézy

Priprava agarosy

_agarosa 1.5% 2%
agarosa 1,2 ¢ 1,6
Destilovana voda 64 ml 64 ml
TBE pufr 16 ml 16 ml

Tab.6 priprava agarosy

Odméfené suroviny jsem ditkladné promichala a ptivedla k varu. Do horkého
roztoku jsem piipipetovala 1 pl etidium - bromidu a nechala zchladit pod tekouci
vodou na 60°C. Pak jsem v$e nalila do elektroforetické vany a nechala tuhnout 30
minut pfi pokojové teploté. Ztuhly gel jsem zalila 5x zftedénym TBE pufrem. Do
vytvofenych jamek jsem nanaSela vzorky o objemu 5 pl. Poté jsem spustila

elektroforézu pfti elektrickém napéti 85V, a nechala jsem bézet 15 az 35 minut.
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2.7 SEKVENACE

K odhaleni sekvence DNA se pouziva metod, které se souhrnn¢ nazyvaji
sekven¢ni analyzy DNA - sekvenovani.

Jedna z nejpouzivangj$ich metod stanoveni sekvence DNA je modifikaci
PCR. K analyze se pouzivd jen jeden oligonukleotidovy primer, ktery je
komplementarni k pocate¢ni oblasti sekvenovaného useku DNA. Reakéni smés
dale obsahuje DNA- polymerazu, deoxynukleosidtrifosfaty (dNTP) a
dideoxynukleosidtrifosfaty (ddNTP). Tyto syntetické nukleotidy (ddATP, ddGTP,
ddTTP, ddCTP) maji na 3'uhlikovém atomu deoxyriboézy navazané misto -OH
skupiny pouze vodik. Kazdy druh ddNTP je oznaten jinym fluorescenénim
barvivem.

Vzorek vySetfované DNA s reak¢ni smési umistime do cykleru a postupné
ménime teplotu stejné€ jako pii klasické PCR. Pii nasledné syntéze se do novych
fetézci DNA zaclefiuji jednotlivé nukleotidy. Pokud je misto dNTP zafazen
ddNTP, tvorba pfisluiného feté¢zce se zastavi, nebot’ daldi nukleotid Ize pfipojit
pouze na OH- skupinu, nikoli tam kde je samotny vodik. Tak se b&hem procesu
vytvofi velky pocet fragmentli DNA o rizné délce. Elektroforetickym rozdé&lenim
smesi ziskame spektrum té€chto useki, které se budou vzajemné lisit praveé o délku
jednoho nukleotidu. Podle vyskytu specifického fluorescen¢niho barviva na konci
kazdého fragmentu lze zjistit, kterym ddNTP byla syntéza ukon¢ena. Poiadi téchto

ddNTP na konci jednotlivych usek udava sekvenci analyzovaného fetézce DNA.
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Sekvena¢ni mix

Mix 2,0 ul
Primer 0,5 ul
DMSO 0,3 ul
Hzo 3,5 Lll
DNA 0,7

1ab.7 Sekvenacni mix

Sekvenadni reakce byla provedena za nasledujicich podminek:

Poéate¢ni denaturace 96°C 1 min
Denaturacni krok 96 °C 20s .
Annealing 50°C 10's 25 cyklu
Elongace 60°C 3 min

Tab.8 Sekvenacni reakce

2.8 ETANOLOVE CISTENI

Provadi se bezprostiedné po sekvenaéni reakci, pro vycisté€ni produktu a

zlep$eni jeho kvality.

Do reakce o objemu 10 ul jsem dala 28 pl ethanolu I ( 64 dild 95 % ethanolu

+ 16 dili vody) - vysledna koncentrace je 60 % ethanol.

Nechala jsem 15 minut odstat pii laboratorni teploté a centrifugovala 20 minut pfi
13 000 ota¢kach. Bylo nutné dodrzet orientaci zkumavky 3pi¢kou na stejnou stranu.
Po sto¢eni jsem zkumavky vyndala do stojanku a dikladn¢ vylila prudkym
otoenim na sterilni buniitou vatu. Poté jsem do reakce piidala 84 ul 70 %

ethanolu II ( 70 dild 95 % ethanolu + 25 dili vody). Jemné jsem protiepala a dala

hned sto¢it do centrifugy na 10 minut pii 13 000 ota¢kach.
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Po vyjmuti zkumavek z centrifugy jsem obsah zkumavek opét vylila do sterilni
buni¢ité vaty a zkumavky dala oteviené vysusit do cykleru na 1 minutu pti 90 °C.

Poté¢ se do suchych zkumavek pfidd 25 ul formamidu a nechda se v cykleru
denaturovat 3 - 4 minuty pfi 95 °C. Po skon&eni denaturace se zkumavky okamzZité

vyndaji do chladiciho stojanku a daji se do mrazaku, kde setrvaji az do analyzy.

Vlastni analyza sestavd z rozdéleni produktl sekvena¢ni reakce kapilarni
elektroforézou na sekvenatoru ABI 310 (Applied Biosystems).
Sekvenatory umozfiuji pfesné zafazeni fragmenti podle velikosti a nasledné
automatické odecteni sekvence zkoumané DNA. K vyhodnoceni vysledki slouzi
specializovany pocitaCovy program SeqMan od spole¢nosti DNASTAR. S jeho
pomoci lze identifikovat mutace zodpovédné za vznik geneticky podminénych

chorob.
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3. VYSLEDKY

Po odebrani tkanovych vzorkd a genomové izolaci DNA jsem navrhla primery a
kazdy usek jsem podrobila polymerazové ietézové reakci s optimalizaci podminek.

Produkty optimalizované PCR jsem sekvenovala.

3.1. PREHLED PRIMERU A OCEKAVANYCH PRODUKTU

Tab. 10 Prehled pouzitych primerii na cDNA

26

Gen Primer Forward Primer Reverse Délka bp
'Htr3a 1 gcgcttgctagaaaacttgg tcaccttgggctcaacttct 393
Htr3a 2 agccatctctectgtccaga ggtgccagaccacaggtact 379
Htr3a 3 tttaacaggccagcatctcc cagggttagcctttgagcac 436
Htr3a 4 tggggtcttttatcgaccag gcgtcaaggagagcttgaac 381
Htr3a 5 gtgagggtctgcectcttcag gcctagcatgtgcaaggtct 410
Htr3a 6 gctcaggaaaccaggactga ggacttggagttggcaaaga 440
Htr3a 7 ctgtccttccccaagceaat ctcttccececcagactgtcac 429
Htr3a 8 ccctattcecteccacactt cggtctgactgacttctctgg 388
Htr3a 9a | ccccaccaccctctttttat ctggggttgctcagatgaat 416
'Htr3a 9b | tacagcatcaccctggtcac cgctagggaagtacccacaa 437
Htr3a 9c | ggatggctcatttccacagt atccttgcagegtcttect 409
Htr3b 1 ccacaagtgagcagacagga ccacctgagtgagctggatt 440
Htr3b 2 acctcagcaccagctttctc gcctagecctagcagttcaa 431
Htr3b 3 aaagccacaggtgttcacaa ggaaccatcaaaaacgagga 440
Htr3b 4 ggctgatgaattgggtcagt gccccgcaatttgtatctta 382
Htr3b 5 cctatgtgcttggagttcctg tagaccgtggctctcatgg 421
Htr3b 6 aaaactgggaattgggaagg tctetgettgcagacactgg 395
Htr3b 7 tcctgettcagcteectaaa tggtctaggagggtgtcagg 440
Htr3b 8 tgtctgatgaggtgccaaga aacaaagcaagcaggattgg 414
Htr3b 9 |agctgtgcctectctaacca ccttcttcagaccctctecca 438
Tab.9 Prehled pouzitych primerti na genomickou IDNA
Gen Primer Forvard Primer Revers Délka pb
Htr3a c1 |ctcccagtacaccccagaaa | cccacgtccacaaactcatt 648
| Htr3a c2 ttctggaccgacgagtttct | 9gcgcetgtaaatectgctta 748
Htr3a c3 |taagcctcgctgagaccatc | actgtggaaatgagccatcc 749
Htr3a c1a caggcagcagttggaaaag cacagaaagaagctgccactc 776
Htr3b c1  |tcgcaccaaagttaccacaa cacagaaagaagctgccactc 776
Htr3b c2 gacattgagaacgacaaaaggtc tacccatccctecttcttca 845
Htr3b c3 féédCCthCtgagézcgtC actgtggaaatgagccatcc 749




3.2 GENOMICKA DNA

PCR — Htr 3al, Htr 3a2, Htr 3a3, Htr 3a4, Htr 3a5

HTR 3a 1 HTR 32 2 HTR 3a 3 HTR3a6 HTR3a7? HTR3a8

eppe v Q@

HTR 3a 3 HTR 3a 4 HTR 3a 5

Obr.5 Htr 3a6, Htr 3a7, Hir 3a8
Annealing 60 °C
1,5 % agarosa, 85 V 35 min

Obr.4 Hitr 3al, Hir 3a2, Htr 343,
Htr 3a4, Htr 3a5

Annealing 60 °C

1.5 % agarosa, 85 V 35 min.

U vzorkd Htr 3al, Htr 3a2, Htr 3a3 , Htr 3a4 a Htr 3a5 jsem pouzila dvoji pfidavek
DNA — 1 pl a 1,5 pl. Jelikoz jsem u vysledki nezaznamenala rozdil, do dalSich
reakci jsem vZdy pridavala po 1 ul DNA.

PCR vzorky Htr 3al, Htr 3a2, Htr 3a4, Htr 3a5, Htr 3a6, Htr 3a7(kromé vzorku
PD5) vysly, proto jsem ud¢lala sekvencni reakci. Sekvenace vzorku Htr 3a3 nebyla
mozna, nebot’” produkt nevySel ¢isté. Bude podroben dalSi optimalizaci metody

spolu se vzorkem 3a8, ktery nevysel viubec.
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PCR Htr 3a3, Htr 3a8

HTR 3a 3
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Obr.6 Htr 3a3, Htr 3a8
Annealing 58,7 °C, 61,1 °C
1,5 % agarosa, 85 V 35 min.

PCR sannealingem pii teplotach 58,7 °C a 61,1 °C vySla o mnoho I¢épe.
K sekvenaci jsem pouzila vzorek Htr 3a3 pfi teploté 61,1 °C a Htr 3a8 pii teploté
58,7 °C

Vzorek Htr 3a7 PDS5 v ptedchozi reakci pii annealing 60°C nevysel. Proto jsem ho
ve dvou fazich podrobila gradientu teplot (Obr.7) pii teplotach 56,4°C 57,5°C
62,3°C 63,5°C a (Obr.8) pii teplotach 58,7°C 59,9°C 61,1°C. Ani jeden z téchto
vzorkl nebyl vhodny k sekvenaci reakci, proto jsem zkusila dat vzorek Htr 3a7
PDS5 na teplotni gradient (Obr.9) pfti teplotach annealingu 58,9°C 61,2°C 62,4°C
63,6°C a 64,8°C s Phusion polymerazou. Nejlépe vySel vzorek z teploty 61,2°C,

ktery jsem pouzila k sekvenovani.
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PCR Htr 3a7 PDS, Htr 3a7F + Htr 3a8R PHUSION

PHUSION
HTR 3a ZAe+ HTRY3a 8R

HTR 3a

Obr.8 Htr 3a7F + Htr 3a8R Phusion, Htr
3a5s, Htr 3a7 PD

Teplotni gradient

Agarosa 1,5 % 85V 35 min.

Obr.7 Htr 3a7 PD5
Teplotni gradient
Agarosa 1,5 % 85V 35 min.

PCR HTR 3a7 PD5 PHUSION - -
HTR 3a 7 PD5 PHUSION

H,0 5.8 il

betain 4,0 ul

dNTP 4,0 ul

5x pufr GC 4 ul xR

R primer 1 e =2 2 & °

F primer 1l e s @

Phu polymerasa | 0,2 ul oo 00

20 ul Mixu + 2 ul DNA

Obr.9 Htr 3a7 PD5
Teplotni gradient PHUSION
Agarosa 1,5% 85V 35 min.
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PCR - Htr 3a9a, Htr 3a9b, Htr 3a9¢, Htr 3b1, Htr 3b2, Htr 3b3

HTR 3a 9a HTR 3a 9b HTR 3a 9¢
HTR 3b 2

I 2 O O
58,7 oC 61,1 ©oC

Obr.10 Htr 3a9a, Htr 3a 9b, Htr 3a9c, Htr

3bl, Htr 3b2, Htr 3b3

Annealing 60 °C

agarosa 1,5 %, 85 V 35 min. Obr.11 Htr 3b2, Htr 3b3
Annealing 58,7 °C, 61,1 °C
Agarosa 1,5 %, 85 V 35 min.

PCR u vzork( Htr 3a9a, Htr 3a9b, Htr 3a9¢ a Htr 3bl vysla na poprvé, PCR vzorku
Htr 3b2 a Htr 3b3 jsem musela zopakovat pfi teploté 58,7 °C a 61,1 °C. U vzork
Htr 3a9a, Htr 3a9b, Htr 3a9¢, Htr 3bl a Htr 3b3 vysel Cisty produkt, a tak mohly
byt nasekvenovany. K sekvenci vzorku Htr 3b3 jsem pouzila PCR s 61,1 °C. PCR u
Htr 3b2 nevysla ani pfi jedné zkouSené teploté, proto jsem reakci zopakovala znovu

s Phusion polymerasou.

30



PCR Htr 3b2 PHUSION

H-O 5,8 pl f HTR 3b 2 PHUSION
betain 4,0 pl

dNTP 4,0 pl o

5x pufr GC 4 ul g i

R primer | pl 5

'F primer 1 ul =

"Phu polymerasa | 0,2 pl

ixu +
20 pl Mixu + 2p DNA Obr.12 Hir 3b2 PHUSION

Annealing 72 °C 30s
agarosa 1,5 %, 85V 35 min.

Pii PCR s phusion polymerasou jsem pracovala na mrazicim stojanku, abych ji
nedeaktivovala. I pfes jeji vy$si u€innost reakce nevysla. Usoudila jsem, Ze to bude

$patnym vybérem primeru, proto jsem objednala primer novy.

PCR - Htr 3b4, Htr 3b5, Htr 3b6, Htr 3b7, Htr 3b9

Obr.13 Hu 3b4, Htr 3b5, Htr 3b6, Hir 3b7,
HTR3b4 HTR3bS5 HTR3b6 Hrr 368, Htr 3b9

Annealing 60 °C

Agarosa 1,5 %, 85 V 35 min.
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PCR u Hir3a7 vysla velmi ¢isté, ale sekvenace tohoto vzorku pfili§ dobfe nevysla,
protoZe sekvenovany usek obsahoval repetitivni oblast.

DNA cukaryot a také ¢lovéka obsahuje zna¢ny podil nekodujicich sekvenci. Tak
jako kodujici DNA i nekddujici mize byt unikatni a nebo se muze nachazet v
genomu ve vice identickych nebo podobnych kopiich. Sekvence DNA s vysokym
mnozstvim kopii se nazyvaji repetitivni sekvence.

Novy primer Htr3a7 byl vybran, tak, aby se této oblasti vyhnul.

PCR HTR 3b 2n + HTR 3a 7n
&
3
@) x wn x (%]
2
3

Obr.14 Htr 3b2n, Htr 3a7n
Annealing 60 °C
Agarosa 1,5 % 85V 35 min.

PCR Htr 3a 7n a 3b 2n, vysla také Cisté a vzorek byl tedy podroben sekvenacni

reakci.

Jelikoz se mi povedlo pomoci PCR a sekvenéni reakce nasekvenovat celou oblast
genu Htr 3a a Htr 3b s genomickou DNA, rozhodla jsem se tyto geny podrobit i

sekvenaci s cDNA .
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3.3 cDNA

RT-PCR Htrt 3a cl, Htr 3a ¢2, Htr 3a ¢3

HTR 3a c2
i
:nunneelilSEE 3 5
» 22233%\%?@52285
s
g
HTR 38 cl : hemisféra varie genomicks
o
[«
'.".P 3 HTR 3ac3
i z
x
g5 ¢v¢¢g I v
%% ¥£§33£§$8§223'§
hemisféra varlte genomicka
Ob.rl5 Vysledek RT-PCR Htr 3acl
Annealing 60 °C Obr.16 RT- PCR Hir 3ac2 a Hir 3ac3
2% agarosa, 85 V' 15 min. Annealing 60 °C

2% agarosa, 85 V' 15 min.

ProtoZe vzorky hemisféry Htr 3acl a Htr 3ac2 v RT-PCR metod¢ vysly Cisté,
provedla jsem sekvenaéni reakci. Vzorky Htr 3acl je nutno je$té optimalizovat.
Pouzila jsem alternativni primer 3acl F. Receptura RT-PCR zlstava stejna,

annealing probiha také pti 60C.
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RT-PCR Htr3aclF - Htr3acl R

HTR 33 Z1a F + HTR 3«1 R

z ™ . .'
" - n ‘

-
222332923822 32

hemisféra varie nadiedvina genomickd
Obr.17 RT-PCR Htr 3aclaF Htr 3aclR
Annealing 60C

2%agarosa 85V, 15 min.

Ani vysledek této reakce nebyl priznivy, dala jsem proto vzorky z hemisféry, u

kterych byly geny vice exprimovany, na teplotni gradient.

RT-PCR Htr 3a clF + Htr 3a cIR gradient, Htr 3b cl, Htr 3b c2

HTR 3acla¥f + HTR 3acl R

hemisféra Fenomekd
hemisféra hemisféra
hemisféra varie genomicka
hemisféra hemisféra
Obr.19 RT-PCR Htr 3bcl, Htr 3b¢2
Obr.18 RT- PCR teplotni gradient Annealing 60 °C
Htr 3aclaF + Htr 3aclR 2%agarosa 85V, 15 min.

2%agarosa 85V, 15 min.
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RT-PCR Htr 3b c2. Htr 3b ¢2 gradient

hemisféra nadiedvina gunomicka

Obr.20 TR-PCR Htr 3bc2 HIR 3b c2 .
Annealing 57 °C 35.7 °C °6.1°¢
2% agarosa 85V, 15 min

Receptura €.1

H,O 7,3 ul
betain 4,0 ul
dNTP 1.0 pl
Pfu pufr 2,0 ul .
MgCl - 1.2 ul
R primer 0,7 pl
F primer 0,7 ul
Taq polymerasa | 1,0 pl
Pfu polymerasa | 0,1 pl

Receptura ¢.2

H,0 6,9 pl Obr.21 RT- PCR Hur 3bc2
betain 4,0 ul Teplotni gradient

dNTP 1,2 ul 2 % agarosa, 85V 15 min.
Pfu pufr 2,0 pl

MgCl - 1,6 ul - 18ul smési + 1 ul cDNA

R primer 0,7 ul +2 ul genom. DNA
F primer 0,7 ul

Taq polymerasa | 1,0 ul

Pfu polymerasa | 0,1 ul
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RT-PCR pfi teplotnim gradientu nevysla, zopakovala jsem reakcei s recepturou €.1,

s rozdilnym pfidanim cDNA

RT-PCR Htr3bc2 - lula 1,5 ul cDNA

»

Obr.22 RT-PCR Htr 3bc2

Annealing 60 °C

2 % agarosa, 85 V 15 min.
1 takto RT-PCR nevysla. Jako dalsi moznost jsem zkombinovala primery Htr 3bclF a
c2 R, s pouzitim ruptury ¢.1 a ¢.2 (s rozdilnym pridanim nukleotidl a hoi¢iku ) jako

siedchozim pripadé.

RT-PCR 3bcl F+ Htr3bc2 R

Obr.23 PCR Htr 3bclF + 3bc2R
Annealing 60 °C
2 % agarosa, 85 V 15 min
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cDNA sekvence nejsou aplné na 5’konci, diky nemoznosti amplifikace téchto
asekii. Pri¢iny mohou byt rizné, napt. slozeni, nedostate¢na istota RT, ziskavani
RT, slozeni sekven¢niho mixu.

3.4 SEKVENACE

Odhalila jsem 10 polymorfismi typu SNP, z toho v jednom piipadé dochazi ke
zmén¢ aminokyseliny a sice histidinu na arginin, v poslednim exonu ff/r3b.

|gen pozice pozice chromosom 8 | zmé&na AMK SHR | BN | PD PD5 ZSR\I/;‘zenI databaze
| Htr 3a intron 3 +14 52169753 Ne C C T T Ne
Htr 3a | intron 4 + 51 52168705 Ne T T Cc C Ne
T Htr 3a | intron 6 + 160 52163480 Ne G G A A Ne
Htr3a | Intron 7 + 349 52162753 Ne A A T T Ne
Htr3a | 3'UTRexon9 | +139(tga) | 52161450 Ne A A G G Ano
|Htr3a | 3'UTRexon9 | +419(tga) | 52161168 Ne A A G G Ne
Htr3b | 5UTRexon 1 | -55(atg) | 52228262 Ne Cc C A A Ne
Htr3b | exon 8 Aa352 52199324 ?I:rgs&Arg) G G A A Ne
Ano AF155044
Htr 3b | exon 9 aa364 52198655 (His364Arg) A A G G Ne (SD*)
Ne Rs8155004
Htr3b | exon 9 aa417 52198495 (Leud17Leu) C C T T Ne (SD*)

Obr. 24 ukazuje sekvenci v oblasti SNP 1 v intronu 3 Htr3a.

Tab. 11 Znazornéni objevenych mutaci

Obr. 25 ukazuje SNP v exonu 9 Htr3b, ktera vede k zaméné aminokiseliny
histamin za arginin.
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Cys lle Thr Gy Ala Pio

NEATGG e GUOANGG T GANGE v Y00 LT ¢ ek [ ot G N N (3 IR T S R B T WY O

SHR

exon

Cys lle Thr Gly Ala Pro
I TN S N O O T P O N o P P N P N P O N P S U G G I N 1 %t LGL AN Cot e Nt e g

BN

exon

Cys lle Thr Gly Ala Pro

PAITAMIGOH T Y GEGOAGGTIGAGE VG X i et oo X et GGG MM CLU LT e te e yanG

PD

U . ! v \ ‘,‘A \ p"',“,'ﬁ Ve
s L W nalli
exon

Cys lle Thr Gly Ala Pro

TN N VLG v Gl NG [ W S N I U2 B O B S B S 4 16 taetele M NC U OO C T NE T TN MG

PD5

Obr.24 Sekvence Htr 3a3 F
Kmeny SHR a BN maji nezménénou sekvenci, u kmenii PD a PD5 je vyména cytosinu za

thyrosin. Tato zména je v nekédujicim misté, v intronu. Na sekvenci je vidét misto junkce exon
intron.
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Val Ser Leu Tyr His Thr Glu Ser Pro Val His Gin Gly His GIn Val Pro Ser Asp Thr Leu
CAGoN NE [PIAY

G G . €t [} VOONC N NG M (SO S Y o\ (VGO ANGE AN UNGG C CON

Val Ser Leu Tyr His Thr Glu Ser Pro Val His GIn Gly His Gin Val Pro Ser Asp Thr Leu

(SN ( VONCNOANG MG OO GG (V (VGG AGONCONGG COey VG Y e G\

BN h A ,\i’\\ ‘

LA "ol
b"l‘ll MA!;J!\, A

/’\vn‘\"\ A ‘_/\\ 'W ‘ul

Val Ser Leu Tyr His Thr Glu Ser Pro Val Arg Gin Gly His GIn Val Pro Ser Asp Thr Leu
G olCCE €OV ACACANG G T CCCEGGTTUEGITOVGGAG OV NGOG COOV CVG Y W E G G

PD |
/ vpv\- AN ﬂW

Val Ser Leu Tyr His Thr Glu Ser Pro Val Arg Gin Gly His Gin Val Pro Ser Asp Thr Leu
GUT oGO CrvT CACACAG G TOCCGGTTCGT VGG AGEACOAGG T CCONE VG VMNC T CT G

PD5
__ g

Obr.25 Htr 3b 9F
Kmeny SHR a BN maji nezménénou sekvenci, u kmenit PD a PD5 je vyména adeninu za guanin.
Tato mutace méni aminokyselinu histamin za arginin.
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DISKUSE

Jak ukazuje (7ab.11) ve zkoumanych Htr genech jsem objevila celkem 10 SNPs,
z toho 6 v Htr3a a 4 v Htr3b.

Veskera geneticka variabilita v t&chto dvou genech je ptivodu PD. V3echny
polymorfismy jsou obsazeny v PD kmeni, mezi SHR a BN neni zadny rozdil i pfes
skute¢nost, ze kmen SHR je modelem metabolického syndromu a hypertenze.
Kmen BN/Cub (Brown Norway) je neobézni, nevykazuje poruchy v metabolismu

lipid( a sacharidt a ma normdlni krevni tlak.

V genu Htr3a se nachazi 6 SNP. V kodujici oblasti se nenachazi ani jeden.

SNP u Htr3a 1 - 4 se nachazeji v intronu v nekédované, nekonzervované oblasti .
Mohly by ovlivilovat regulaci transkripce, nebo eventueln¢ genovou expresi.
Vzorky ¢. 1 a & 2 jsou uloZeny v blizkosti junkce intron-exon, mohly by proto
ovliviiovat sestfih.

Vzorky &¢. 5 a &. 6 se nachazeji v neptekladané oblasti exonu 3'UTR - v kratké

konzervativni oblasti. SNP by mohly ovliviiovat stabilitu RNA.

V genu Htr3b jsou uloZzeny 4 SNP, 3 z nich se vyskytuji v exonu v kdédujici oblasti.
Vzorek €.7 se nachazi v S'UTR exonu

Vzorky ¢&. 8,9 a 10 se nachdzeji v exonu v kdédujici oblasti. Z toho jeden SNP méni
aminokyselinu.

SNP ¢&.8 se nachdzi v kédujici oblasti, ale aminokyselinu neméni. Z hlediska
proteinii se d4 oznacit za némou mutaci.

SNP ¢&¢.9 se nachdzi v kodujici oblasti, kde méni aminokyselinu z histidinu na
arginin. Toto SNP bylo jiz dfive nalezeno u jiného kmene potkana - ,,Sprague-

Dawley“. Vyznam tohoto polymorfismu pro funkci genu Htr3b a nasledné pro
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zm¢n€ny metabolicky profil kmene SHR-/Zx-PDS oproti kmenu SHR, neni mozno
zatim stanovit. Je v8ak jednim z kandidatnich geni zodpovédnych za zminé&ny
metabolicky profil u PD oproti SHR.

SNP 10 - nevede k zam&n& aminokyseliny v proteinu Htr3b, nelze v3ak vyloucit
jeho pripadnou regulaéni funkci. Toto SNP jiz bylo nalezeno u téhoZz kmene

potkana jako v piedchozim ptipad€ Sprague-Dawley, provadéno z reakce s mRNA.

ZAVER

B¢hem mé prace, se mi podafilo z izolovanych genomickych vzorki provést
polymerdzovou feté¢zovou reakci celych useki obou genl Htr3a a Hir3b a tyto
produkty nasekvenovat. Z izolovanych vzorkii c¢DNA jsem zdamé provedla
RT-PCR a nasledujici sekvenaci u dvou tetin Hir3a.

SNP byly analyzovany na sekvenatoru ABI 310 (Applied Biosystems) kapilarni
elektroforézou a k vyhodnoceni vysledkd jsem pouzila specializovany pocitaovy
program SeqMan.

V téchto dvou genech jsem odhalila celkem 10 SNPs — single nucleotide
polymorphism z toho 6 v Htr3a a 4 v Hir3b.

Veskera geneticka variabilita v té€chto dvou genech je piivodu PD, mezi SHR
a BN neni zadny rozdil.

Z Sesti SNPs nachazejici se v genu Htr3a, jsou 4 ulozeny v intronu a 2 v exonu.
Zadné SNP z genu Htr3a nelezi v kédujici oblasti, ale podatilo se mi mutaci genu
Htr3a 9b 3'UTR potvrdit sekvenaci cDNA. Zbylé 4 SNP jsou uloZeny v genu
Htr3b. V3echny se vyskytuji v exonu a 3 z nich se nachazeji v kodujici oblasti. A
to Htr 3b8 (Arg352Arg) a Htr 3b9 (His364Arg).
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Htr 3b8 zlistava bez zmény aminokyseliny. Z hlediska proteinli se da proto oznacit
za némou mutaci.

U genu Htr 3b9 (His364Arg) dochazi k substituci z histidinu na arginin. Jedna se o
zaménu jedné bazické aminokyseliny za druhou. Toto SNP bylo jiz diive nalezeno
u jiného hodavce - ,,Sprague-Dawley*.

Vyznam tohoto polymorfismu pro funkci genu Htr 3b a nasledné pro zménény
metabolicky profil kmene SHR-Lx-PD5 oproti kmenu SHR neni mozno zatim
stanovit. Je viak nezbytné tento SNP dale analyzovat. Neni viak pochyby o tom, ze

Htr 3b9 52198655 je kandidatnim genem polymorfismu.
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