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1. Teoreticky uvod

V genu ICAM-1 bylo identifikovano nejméné dvacet jednoduchych nukleotidovych
polymorfisml. Pouze dva jsou vSak spojovany s Crohnovou chorobu. Polymorfismus v
kodonu 241 (G/R241, Gly/Arg, exon 4) a kodonu 469 (K/E469, Lys/Glu, exon 6) (Papa et al.
2004). Polymorfismy zpUsobuji zmény v Fetézcich aminokyselin na imunoglobulinovych

doménach proteinu ICAM-1, coz zpUsobuje alterace jejich interakce se specifickymi ligandy.

Polymorfismus K469E je nekonzervativni substituci aminokyselin na paté imunoglobulinové
doméné ICAM-1. Tato doména je dllezita pro adhezi a B-bunék a dendritickych bunék, je

prezentovana jako imunodominantni epitop molekuly ICAM-1.

Polymorfismus K469E vede k zménéné expresi vysledné adhezivni molekuly, coz zplsobuje
alteraci interakce mezi LFA-1 (lymphocyte function antigen 1) a B-bufikami. Zména funkce
proteinu ICAM-1 potencialné pfispiva ke genetickym predispozicim k zanétlivym a imunitnim

onemocnénim.

Navrh metody detekce polymorfismu 469E vychazi z puvodniho literarniho zdroje - Nejentsev
et al. (2000).
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2. Pozice primert v sekvenci lidského genomu

podle GenBank Accesion Number — AC011511

1
99001
99061
99121
99181
99241
99301
99361
99421
99481
99541
99601
99661
99721
99781
99841
99901
99961

aagcttgcag
gtgtgacctg
acgtgattct
cccaccctag
cccagctceccet
ccctggaggt
gtgagtgggg
cataaggtct
tccagatggce
ttcccagcag
aaaggatggc
gggcacctac
gaatgtgctc
aatgcaatcc
atcactgtgg
aaccgccagce
aaaccgaaca
ccttcccata

Primer ICAM-1F
Primer ICAM-1R

2. lzolace DNA

tgagccaaga
aacccggggce
gacgaagcca
agccaaggtg
gctgaaggcc
ggccggeecag
ctgctggtca
tgcctccaag
ccccgactgg
actccaatgt
actttcccac
ctctgtcggg
tgtgagtgag
tcaccgcctg
tagcagccgce
ggaagatcaa
cacaagccac

ttggtggcag

tcatgccact
ggggctcact
gaggtctcag
acgctgaatg
accccagagg
cttatacaca
atggccccta
tcctgecccece
acgagaggga
gccaggcttg
tgcccatcgg
ccaggagcac
ccggcgggca
ttgtatcctc
agtcataatg
gaaatacaga
gcctcecctga
tggtgccaca

gcactccagc
gtgtgcctat
aagggaccga
gggttccagc
acaacgggcg
agaaccagac
tcccccaagg
acccacctcc
ttgtccggga
ggggaaccca
ggaatcagtg
tcaaggggag
gagctgggtyg
cccacagccce
ggcactgcag
ctacaacagg
acctatcccg
ctgaacagag

ctgggcaaca
tccaggcettt
ggtgacagtg
ccagccactg
cagcttctcc
ccgggagctt
cccaatctcc
atgtcatctc
aactggacgt
ttgcccgagce
actgtcactc
gtcacccgcl
ggggcagggyg
cccggtatga
gcctcagcac
cccaaaaagg

ggacagggcc
tggaagacat

gagcaaaact
ccggcgcecca
aagtgtgagg
ggcccgaggyg
tgctctgcaa
cgtgtcctgt
ctgaaggtcc
atcgtgtttt
ggccagaaaa
tcaagtgtct
gagatcttga
aggtgaccgt
ccatggacct
gattgtcatc
gtacctctat
gacccccatg
tcttcctcgg
atgccatgca

Izolovat z 200 uyl nesrazlivé krve komeréni soupravou ,QIAQick Blood DNA Isolation
Kit* (QIAGEN) podle navodu vyrobce.

3. Amplifikace
Primery:
ICAM-1 F 5" -GGA ACC CAT TGC CCG AGC -3, 18 mer

ICAM-1 R 5- GGT GAG GAT TGC ATT AGG TC - 37, 20 mer
Délka produktu: 223 bp

Amplifikaéni smés:

komponenta mnozstvi
Taq MasterMix (QIAGEN) 10,0 pl
primer ICAM-1F (100 yM) 0,1 pl
primer ICAM-1R (100 uM) 0,1 pl
voda 7,8 ul
DNA (100 ng/pl) 2,0 pl
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Program pro termocycler PTC-200:
krok teplota (°C) cas

1 94 5 min.

2 94 20s

3 64 50s

4 72 1 min.

5 goto?2 30x

6 72 5 min.

7 12 Neomezené

8 END

4. Restrikéni Stépeni a detekce produkti

Restrikéni Stépeni:

enzym
BstU | 60min/60°C
Pfiprava smési
komponenta mnozstvi
voda 7,0 ul
NEB pufr 2 (10x) 2,0 ul
enzym BstU | (10 U/ul) 1,0 ul
PCR produkt (100 ng/ul) 10,0 pl
CELKEM 20,0 ul
Elektroforéza:
gel 3,0% agarosa
napéti 80V
proud max A
¢as 80min(+-)
Hodnoceni vysledku:
alela pocet fragmentu bp
nestandardni homozygot EE 2 136 a 87
heterozygot EK 3 223,136 a 87
standardni homozygot KK 1 223

5. Dalsi informace

1) Pro navrh restrik&niho $tépeni pouzity materialy spole¢nosti New England Biolabs,

www.neb.com

2) Primery objednavat u spole¢nosti Generi-Biotech, www.generi-biotech.com
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