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Mozny vliv genovych variant v genu COMT na projevy ADHD a/nebo

ASD
Abstrakt

Tato prace je zaméfena na provereni vlivu genu COMT u dvou onemocnéni: ADHD
(porucha pozornosti s hyperaktivitou) a ASD (porucha autistického spektra). Porucha
autistického spektra je behavioralni syndrom, jehoz zakladni charakteristikou je oslabena
socialni interakce, naruSena komunikace a abnormality v chovani, zdjmech a hie. ADHD
je neurovyvojové onemocnéni, které zptisobuje problémy hlavné v oblasti soustedéni,
ptizptsobeni aktivity a pfehnané impulsivity.

Ob¢ zminénd onemocnéni mohou byt geneticky podminéna, a proto je tato prace
zamétena na vyzkum frekvenéniho zastoupeni genovych variant zodpovédnych za nizkou
nebo vysokou hladinu dopaminu u osob s poruchou autistického spektra a s poruchou
pozornosti s hyperaktivitou ve srovnani s kontrolni populaci. Genetickou analyzu jsme
provadeéli u dvou polymorfismti genu COMT a to u znaméjSiho rs4680 a dale u rs4818.
Samotna analyza zahrnovala izolaci DNA, amplifikaci metodou PCR, kontrolu PCR
produktu pomoci gelové elektroforézy, piecisténi a sekvenaci PCR produktu a
Vv poslednim kroku vyhodnoceni sekvence DNA. Na zakladé naSich vysledk v laboratoti
jsme nepotvrdili hypotézu, ze vyse uvedené polymorfismy v genu COMT predstavuji
rizikovy faktor pro ASD a ADHD.

Nase vysledky pravdépodobné ovlivnil maly pocet osob ve sledovanych skupinach, ale
pfesto 1 tato prdce pomohla malym fragmentem k pochopeni pfi¢iny komplikované

patologie téchto onemocnéni.

Klicova slova

Gen COMT; rs4680; rs4818; poruchy autistického spektra; poruchy pozornosti s
hyperaktivitou



Possible influence of gene variants in the COMT gene on ADHD
and/or ASD symptoms

Abstract

This work is focused on examining the influence of the COMT gene in two diseases:
ADHD (attention deficit hyperactivity disorder) and ASD (autism spectrum disorder).
Autism spectrum disorder is a behavioral syndrome characterized by impaired social
interaction, impaired communication, and abnormalities in behavior, interests, and play.
ADHD is a neurodevelopmental disease that causes problems mainly in the area of
concentration, adjustment of activity and excessive impulsivity.

Both mentioned diseases can be genetically conditioned, and therefore this work is
focused on researching the frequency representation of gene variants responsible for low
or high levels of dopamine in people with autism spectrum disorder and with attention
deficit hyperactivity disorder compared to the control population. We performed a genetic
analysis on two polymorphisms of the COMT gene, namely the more well-known rs4680
and rs4818. The analysis itself included DNA isolation, PCR amplification, control of the
PCR product using gel electrophoresis, purification and sequencing of the PCR product
and, in the last step, evaluation of the DNA sequence. Based on our results in the
laboratory, we did not confirm the hypothesis that the above polymorphisms in the COMT
gene represent a risk factor for ASD and ADHD.

Our results were probably influenced by the small number of people in the monitored
groups, but even this work helped in a small fragment to understand the cause of the

complicated pathology of these diseases.

Key words
Gen COMT,; rs4680; rs4818; autism spectrum disorders; attention deficit hyperactivity

disorder
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1 Uvod

Poruchy autistického spektra a poruchy pozornosti s hyperaktivitou jsou neurovyvojové
choroby, které jsou spojeny s odchylkami v regulaci na urovni neurotransmiterovych
systémtl. V soucasné dobé pocet diagnostikovanych osob s PAS nebo ADHD stale
zavratnym tempem pribyva. Pfesnd ptic¢ina vzniku je stile zahalena tajemstvim a nékteti
odbornici oznacuji soucasnou situaci za epidemii autismu. Na jejich vzniku se podili
Sirok4 Skala faktorti, mezi nimiz jsou i dédi¢né faktory. Piedpoklada se, ze znalost
genovych variant ndm pomiiZze ptispét k pochopeni komplexnosti téchto onemocnéni.
V centru pozornosti experimentl je zejména slozity vztah mezi aktivitou enzymu COMT
ovlivityjici hladinu dopaminu v mozkové kiife a genetickou variabilitou genu COMT.
Naprosta vétSina publikovanych studii o genu COMT se vénuje vlivu rs4680 na ASD a
ADHD. Tato prace se zamé&fila nejen na rs4680, ale 1 na polymorfismus rs4818, protoze
bylo zjisténo, ze praveé rs4818 by mohl byt daleko vice zodpovédny za ptiznaky
onemocnéni. Proto u provérovanych osob s ADHD a s ASD bylo vySetiovano frekvencni
zastoupeni obou genovych variant zodpovédnych za nizkou nebo vysokou hladinu
dopaminu ve srovnani s kontrolni populaci a diskutovan mozny vliv genotypl na rozvoj

poruch autistického spektra a poruch pozornosti s hyperaktivitou



2 Literarni reserse

2.1 Neurochemie

Urcité neurologické a neuropsychiatrické onemocnéni, jako je naptiklad PAS nebo
ADHD, jsou casto vysvétlovany patologickou zménou v neurotransmisi. Zmény
probihaji hlavné na trovni abnormalni koncentrace neurotransmiterti tzv. katecholamin.
Katecholaminy jsou odvozené od aminokyseliny tyrosinu a zahrnuji tyto tfi esencidlni
neurotransmitery: noradrenalin  (norepinefrin), adrenalin (epinefrin) a dopamin

(Fernstrom a Fernstrom, 2007).
2.1.1 Dopamin

Hlavni monoaminovy neurotransmiter dopamin ma zasadni roli v regulaci motorickych
neurontl, ovliviiuje prostorovou pamét’, motivaci, odménu a potéSeni (Klein et al., 2019).
Dopamin je syntetizovan ptredevsim z tyrosinu (Fernstrom a Fernstrom, 2007). Primérni
metabolickd cesta zahrnuje dvoustupniovou syntézu v cytosolu. Tyrosinhydroxylaza
preménuje tyrosin na levodopu (L-DOPA, L-dihydroxyfenilalanin) pomoci enzymu
tetrahydrobiopterinu, kysliku (O2) a Zeleza (Fe2+) jako kofaktor. Pot¢é muze byt L-
DOPA pieveden na dopamin za pifitomnosti enzymu aromatickd L-aminoskyselinova
dekarboxylaza (DOPA dekarboxyldza), ktery obsahuje pyridoxal fosfat jako kofaktor.
Dopamin je ptfenesen z cytosolu do synaptickych vezikul, kde je uloZzen do té doby, nez

je uvolnén do synaptické Stérbiny (Liang at al., 2004).
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Obrazek 1: Syntéza dopaminu a jeho uvolnéni do synaptické Stérbiny. Upraveno dle Klein

el al., 2019.



Dopamin je v kyselém prostiedi synaptického vesikulu stabilizovan a nedochazi zde k
jeho oxidaci (Guillot a Miller 2009). V nekyselém mikroprostiedi je dopamin citlivy na
oxidaci nebo se za pfitomnosti monoaminooxidazy B (MAO-B) konvertuje na 3,4-
dihydroxyfenylacetaldehyd (DOPAL), ktery se ptednostné pieménuje na 3,4-
dihydroxyfenyloctovou kyselinu (DOPAC) enzymem aldehyddehydrogenaza (ALDH).
V dal$im kroku mtze enzym katechol-O-methyltransferaza (COMT) degradovat DOPAC
na kyselinu homovanilovou (HVA) nebo se muze také ptimo pfeménovat dopamin na 3-

methoxytyramin (Eisenhofer et al., 2004).

Dopamin nemize snadno prochdzet hematoencefalickou bariérou sdm, a proto musi byt
syntetizovan v mozkové tkani. Protoze dopamin funguje jako neurochemicky modulator
ve vice oblastech mozku, kde ma potencial ovlivnit mnoho aspektl mozkové aktivity. V
mozku je nékolik center dopaminu; hlavni jsou ventralni tegmentalni oblast, ktera
sméfuje smérem k nucleus accumbens a prefrontalni ktira podél oblasti substantia nigra,
ktera tvofi ¢ast bazalnich ganglii (Gasmi et al., 2022). Mnoha onemocnéni jsou pravé

vysledkem dysfunkce dopaminu v jednotlivych ¢astech mozku.

V dusledku degradace dopaminu v substantia nigra lidé vykazuji emocialni, kognitivni a
pohybové abnormality. Tato patogeneze je ¢asta u pacientii s Parkinsonovou chorobou
(Klein et al., 2019). Také u schizofrenie byly zjistény patologické zmény v koncentraci
dopaminu ve frontalnich lalocich, coz u téchto pacientd vede k psychotickym epizodam
(Seeman a Kapur, 2000). Snizeni hladiny dopaminu je zakladem onemocnéni, jako je
porucha pozornosti/hyperaktivita (ADHD). Krom¢ toho vyzkum v poslednich n¢kolika
desetiletich ukézal, Ze dopamin miZe mit podstatny vliv na funkci imunitnich bun¢k jak

v CNS, tak na periferii. Dopaminergni imunomodulace ovliviiuje vrozenou i adaptivni

vvvvvv

(Channer et al., 2023).
2.1.2 Noradrenalin

Noradrenalin (norepinefrin) ma stéZeni roli v centrdlnim nervovém systému, kde se
ucastni pochodi ovlivitujici chovani Clovéka (Prokopova, 2010). Je syntetizovan z
dopaminu v cytoplasmé noradrenergnich neuronti enzymem dopamin-B-hydroxylazou,
ktery je lokalizovan na membrané sekre¢nich vezikul (Mravec, 2007). Noradrenalin ma
mnoho uplatnéni v CNS. Aktivace jeho receptorti miiZze mit inhibicni 1 excitacni ucinky

na chovani v zavislosti na exponované mozkové struktuie, typu a hustoté receptorti a
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nacasovani aktivace. T¢€la noradrenergnich neuroni lezi na pomezi prodlouzené michy a
Valorova mostu a jejich axony sahaji do vétSiny oblasti mozku (Prokopova, 2010).
Noradrenergni axony tvofi bézné terminalni synapse s cilovymi neurony, ale také
specifické synapse. V pribéhu akéniho potencidlu se u téchto typli synapse noradrenalin
uvolnuje parakrinné do mezibunécného prostoru a timto zpisobem muize ovlivnit vétsi
mnozstvi neuronil a gliovych bunék. Pravé zminéna modulace se uplatiiuje ve zvySené
mife v prefrontalnim kortexu a hipokampu, mozkovych strukturdch uzce spojenych s
paméti (Prokopova, 2010). Mnozi autofi spojuji abnormality v téchto ¢astech mozku
S neurovyvojovymi onemocnéni jako je ASD (Pardo a Eberhart, 2007; Marotta at al.,

2020) nebo ADHD (Dean et al., 2020).

Noradrenalin ovlivituje bdélost, pozornost, emoce, uceni, pamét’ a motoriku. Jakakoliv
porucha jeho funkce se muze projevit hyperkinetickym syndromem (ADHD) (Mravec,
2007; Prokopova, 2010).

2.1.3 Adrenalin

Adrenalin (epinefrin) se se syntetizuje z noradrenalinu. Noradrenalin se transportuje z
vezikul do cytoplasmy a enzym fenyletanolamin-N-methyltransferaza ho pfeménuje na
adrenalin. Hlavnim zdrojem adrenalinu v organismu jsou chromafinni buiiky difené
nadledvinek. Adrenalin uvolnény z nadledvinek stimuluje adrenergni receptory buné¢k
jednotlivych organii (Mravec, 2007). Adrenalin byl také lokalizovan v neuronech v dolni
¢asti mozkového kmene v centralni nervové soustavé. Adrenalinergické neurony se v
CNS nevyskytuji tak hojné jako noradrenergni neurony, a proto koncentrace adrenalinu
neni tak vysokd ve srovnani s dopaminem a noradrenalinem (Eisenhofer et al., 2004).
Ptedpoklada se, ze adrenalin tidi bdélost a odpovédi organismu ve stresovych situacich

(reakci bojuj a ute€) (Fernstrom a Fernstrom, 2007).
2.1.4 Katabolismus katecholaminii

Katecholecholaminy jsou deaktivovany L-monoaminooxiddzou (MAO) a katechol-O-
methyltransferazou (COMT), coz vede k syntéze kyseliny homovanilové z dopaminu
nebo kyseliny vanilmandlové z adrenalinu na noradrenalin. Alternativng, jak je ukazano
u metabolismu dopaminu, mize byt pofadi reakce zménéno tak, Ze nejprve ptisobi COMT

a poté MAO. Degradacni produkty jsou nasledné vylu€ovany moci. Cely katabolismus je
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prehledné zakreslen na obr. 2 a soucasné je zde presné ukazano, kde a jak piisobi enzym
COMT (Slominkski et al., 2012).
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Obrazek 2: Katabolismus katecholaminti. Castym cilem 1éki, které jsou pfepisovany
pacientim s neuropsychiatrickymi poruchami, jsou pravé vySe zminéné regulacni
katabolické drahy katecholaminii. Léky pfimo pisobi na dopaminergni dysregulaci

(Finberg, 2019).
2.2 Enyzymy COMT
2.2.1 Struktura

Enzym COMT je jednodoménovy o/B-slozeny protein, ktery se sklada z centralniho
smiseného sedmivlaknového B-listu, ktery je obto¢en osmi a-helixy (Sun at al., 2013).
Aktivnim mistem COMT je mélka ryha umisténa ve vné&jsi ¢asti na povrchu enzymu a
sklada se z vazebné domény S-adenosyl-L-methionin-(AdoMet) a z katalytického mista.
Katalytické misto, na némz probiha O-methylace, se sklada z nékolika aminokyselin,
které hraji vyznamnou roli pfi vazbé substratu, vody a Mg?* lonty Mg?* kontroluji
orientaci koncové casti katecholu a spravnou pozici aktivované methylové skupiny.

(Vidgren at al, 1994).
2.2.2 Fyziologickda funkce enzymu COMT

Katechol-O-methyl transferaza neboli COMT je enzym, ktery katalyzuje pfenos metylové
skupiny z S-adenosyl — L- methioninu na hydroxylovou skupinu v substratu katecholu.
(Lundstrom et al., 1995). Viz obr. 3.
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Obrazek 3.: Funkce COMT enzymu

V soucasnosti jsou znamy dva typy dva typy enzymia COMT. V bunééné cytoplazmé byla
nalezena rozpustna forma COMT (S-COMT: soluble COMT) a membranové vazana
forma COMT (MB-COMT: membrane-bound COMT) (Esmaiel at el., 2020). Oba typy
obsahuji 221 aminokyselinovych zbytkii a MB-COMT ma navic na svém konci piidano
50 aminokyselin, které vytvaii rezidudlni zbytek, jenz se propojuje s intraceluldrni
membranou. Zaroven katalytické misto enzymu je orientovano smérem do

cytoplazmatického prostoru bunky (Bonifacio et al, 2007).

Distribuce obou transkiptl byla zjiSténa ve vétsSing lidskych tkdni. S-COMT je prevazné
exprimovan v krvi, jatrech a ledvinach, zatimco MB-COMT byl zjistén hlavné v mozkové
tkani, coz je dilezity piedpoklad k fizeni metabolismu dopaminu (Sun et al, 2013).
Membranove vazand MB-COMT je lokalizovéan v axonech, dendritech, postsynaptickych
a presynaptickych strukturach hlavné v prefrontalni ¢asti mozku (Chen et al., 2011). Na
zaklad¢ provedenych pokusi, které sledovali regulaci dopaminu pies inaktivaci jeho
transportéru v prefrontalni ¢asti mozku byla potvrzena hypotéza, ze enzym COMT hraje
hlavniho aktéra pfi regulaci neurotransmise v prefrontdni ¢asti mozku (Garris et al.,

1993).
2.2.3 Struktura, exprese a lokalizace genu COMT

Genetické pokusy prokazali, ze proteiny COMT jsou kédovany pouze jednim genem u
riznych druhd savch. Lidsky gen pro COMT je lokalizovan na dlouhém rameni
chromosomu 22 v pozici 22q11.2. (Tenhunen at al., 1994). Gen ma velikost ptiblizng 27
kb a jeho soucasti jsou dva promotory, které fidi syntézu dvou odliSnych transkripta.
Vzdalengjsi 5'promotor, oznacovany jako P2, reguluje syntézu transkriptu 0 velikosti
1,5kb kodujiciho membranové vazanou formu (MB-COMT, 271 aminokyselin) a také
rozpustnou formu (S-COMT, 221 aminokyselin). Translace obou forem je zahajena

.....

2009). Druhy promotor P1 je lokalizovan mezi témito dvéma ATG kodony. Promotor P1
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reguluje pouze syntézu transkriptu o velikosti 11,3 kb koédujiciho formu S-COMT

(Tenhunen et al., 1994). Cela struktura genu je ptehledn¢ zobrazena na obrazku 4.

MB-ATG S-ATG TGA
+1  +151 +814

19.3 kb 1200 bp| | 750 bp 400 bp 4.2 kb

T T L
xon1  Exon 2 Exon 3 xon 4 xon 5

110 bp 90 bp 290 bp 190 bp 130 bp 470 bp

- 3

Obrazek 4: Struktura lidského genu COMT. Cerna linie pfedstavuje introny a pomoci
ramecku jsou zobrazeny exony. Tmavé ramecky odpovidaji regionim kodujici protein,
zatimco bilé ramecky jsou oblasti nekddujicich exond. Dale jsou na obrazku uvedeny
pocatecni kodony translace pro membranové asociovanou formu COMT a rozpustnou
formu COMT, dva promotory P1 a P2, stop kodon TGA v exonu 6. Upraveno dle
Andersen a Skorpen, 2009.

V roce 1994 Tehnunen et al. zkoumal distribuci specifickych transkripti COMT v
raznych lidskych tkanich pomoci laboratorni metody Northern blot. Prokazal ptitomnost
obou transkritpt s riiznou distribuci. Nejvyssi koncentrace obou transkriptd byla nalezena
v jatrech, mozku, ledvinach, nadledvinkach a plicich, zatimco niZ$i hladina byla pfitomna
v srdci, prsni zZlaze a lymfocytech. Ukdzalo se, ze vétSina trankriptu o velikosti 1,3kb byla
prokazana v jatrech, ledvinach a prsnich Zlazach a delsi 1,5 kb transkript ptevladal hlavné
Vv centralni nervové soustavé. Podle jiné studie, Hong et al. (1998), tento trankript
ptfevazuje v miSe a mozku. Nizsi hladina byla zjisténa v limbické ¢asti mozku, amygdale,
kterd je odpovédnéd za emoce, vztek, hnév a tzkost. Poznatky o expresi geniit COMT
dopliiuje Matsumoto et al. (2003), ktery diky metod¢ in situ hybridizace signifikantné

prokazal pfitomnost obou transkriptti i v kortikalni a subkortikalni oblasti mozku.
2.2.4 Genovd rozmanitost vgenu COMT

Variabilitu naseho genomu muzeme sledovat na riznych trovnich. Cytogenetik pozoruje
mikroskopicky pocet, velikost a tvar chromozomd, variabilitu hetero- a euchromatickych
regionti apod. Zatimco molekularni genetik, vySetiujici nukleové kyseliny, analyzuje
nejcastéji mista jednonukleotidovych zmén (SNP, single nucleotide polymorphismus).

Zména jednoho nukleotidu znamena existenci nejméné dvou variant daného genu, které
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mohou nebo nemusi podmiiiovat rizny fenotyp, piipadné rozvoj geneticky podminéné
choroby. V ptipadé SNP mize jit o substitu¢ni zdménu nukleotidii, které mohou ménit
sekvenci aminokyselin v peptidovém fetézci. To mlize mit za nasledek poruchu funkce
kodovaného produktu (Beranek, 2016). V genu COMT byla prokazana ftada
polymorfismi. Polymorfismus genu COMT Vall58Met (rs4680) je soucasti haplobloku
s dalsimi SNP: rs6269, rs4633 ars4818, ktery se nachazi v jeho centralni oblasti (Nackley
et al., 2006). Tato prace je zamétena na studium polymorfismu rs4680 a rs4818, u nichz
se predpokladd asociace s psychiatrickymi poruchami. Pfesné urCeni mista nami

studovanych polymorfismti v genu COMT je zobrazeno na nasledujicim obrazku 5.
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Obrazek 5: Cast sekvence genu COMT s vyznadenymi polymorfismy rs4818 a rs4680

(ptevzato z National Library of Medicine).
2.2.4.1 Polymorfismus rs4680

Varianta Val/Met na exonu 4 je vysledkem substituce nukleotidu guaninu za adenin, coz
vede k zamén¢ aminokyseliny valinu za methionin v kodonu 158 v enzymu MB-COMT
a na kodonu 108 v enzymu S-COMT. Tato zaména zpusobuje rozdily v aktivité a
termostabilité¢ enzymu (Lotta et al, 1995). Podle Chen et al. (2004) jedinci Met/Met
vykazuji sniZzenou enzymovou aktivitu, coz vede k vySSim hladindm synaptického

dopaminu a ovliviiuje tak dopaminergni postsynaptickou stimulaci frontalniho laloku.

Bylo prokazano, ze homozygoti Met/Met ve srovnani s homozygoty Val/Val maji 3x-4x
nizsi aktivitu enzymu COMT, coz znamend vyssi koncentraci dopaminu. U Val/Met
heterozygotil byla namétena stiedni hladina enzymu a u genotypu Val/Val byla prok4zéana
nejvyssi aktivita enzymu COMT (Lachman et al., 1996). Vliv polymorfismu rs4680

shrnuje nasledujici obrazek 6.
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Obrazek 6: Vliv funkéniho jednonukleotidového polymorfismu COMT Val158Met. Alela
Vall58 je spojena s vyssi degradaci dopaminu, nasledné vys$Sim obratem uvolnéného

dopaminu, a tim niz§i hladinou dopaminu v prefrontalnim kortexu (Witte a Floel, 2012).

Cetné studie uvadi, e polymorfismus rs4680 je jednim z predispoziénich prvka
neuropsychiatrickych onemocni jako je schizofrenie (Egan et al., 2001), bipolarni
porucha, obsedantné¢ kompulsivni porucha, ADHD a porucha autistického spektra.
Analyza psychiatrickych pacientli prokéazala vliv polymorfismu Vall58Met na kognitivni

funkce, pracovni pamét’, exekutivni funkce a udrzeni pozornosti (Bonifacio et al, 2007).
2.2.4.2 Polymorfismus rs4818

Polymorfismus COMT rs4818 se nachazi stejné jako rs4680 na exonu 4. Jedna se o
substituci cytosinu (C) za guanin (G), pfi¢emz nedochazi k zaméné aminokyseliny
(Leu/Leu) na kodonu 86 v ptipadé S-COMT a na kodonu 136 v ptipad¢ MB-COMT.
Ptesto, ze k zaméné AK nedochazi, pfitomnost varianty G souvisi s vyssi aktivitou COMT
a snizenou prefrontalni dopaminovou aktivitou. To znamena, Ze jedinci GG maji vyssi
aktivitu COMT ve srovnani s jedinci CC (Roussos et al., 2008). Je tfeba poznamenat, Ze
alela G je ptuivodni alela, zatimco alela C je vysledkem mutace, ktera je povazovana za
vyhodnou z hlediska lidské evoluce, protoze je jedinec¢na pro Cloveéka a vztahuje se k

vy$$i inteligenci (Jiang et al, 2015).

Ukézalo se, Ze rs4680 (Val158Met) je funkéni polymorfismus ovliviiyjici aktivitu COMT,
koncentraci a stabilitu proteinu a je spojen se zménénymi hladinami S-COMT v lidském
dorzolateralnim prefrontalnim kortexu (Parkin et al, 2018). Polymorfismus rs4818
ovlivituje aktivitu enzymové exprese COMT az 18krat vice zménou stability mRNA
(Nackley et al., 2006). Dokonce se predpoklada, ze aktivita COMT je vice ovlivnéna
polymorfismem rs4818 nez polymorfismem rs4680 (Sagud et al., 2023) a zaroven se

16



ukdzalo, ze rizné s haplotypy rs4818 rtzn¢ ovliviiuji prefrontalni kortexové funkce,

vcetng feseni neemociondlnich problému (Ioannidis et al., 2020).

2.3 ADHD a polymorfismus COMT
2.3.1 ADHD: pojem, etiologie a patologie

Porucha pozornosti s hyperaktivitou — ADHD (Attention Deficit Hyperactivity Disorder)
predstavuje Siroce rozsifenou neurobiologickou poruchu v détském véku s pomérné
vysokou mirou genetické podminénosti. V soucasné¢ dobé se pouzivaji nejcasteji dva
terminy, které vychazeji z 10. revize Mezindrodni klasifikace nemoci (MKN 10, ICD 10)
Svétové zdravotnické organizace a z Americké psychiatrické asociace (podle DSM V).
V souladu s MKN 10 je uzivan termin hyperkinetickd porucha a jeji subtypy: porucha
pozornosti a aktivity a hyperkineticka porucha chovani. V ¢eské terminologii se pouziva
1 oznaceni typu hyperkineticky nebo hyperaktivni syndrom. Oznaceni ADHD vychazi z
terminologie Americké psychiatrické asociace. Jedna se o oznaceni pro syndrom deficitu
pozornosti spojeny s hyperaktivitou (ADHD) anebo syndrom deficitu pozornosti bez
hyperaktivity (ADD) (KuZelova, 2014).

R

pacientli dochazi k remisi v prubéhu dospivani (Theiner, 2012). ADHD se projevuje
poruchou pozornosti, hyperaktivitou a impulzivitou. U pacientt s ADHD lze
piedpokladat tyto dil¢i poruchy pozornosti: slaba koncentrace pozornosti, kratka tenacita
(schopnost podrzZet jedno zaméfeni pozornosti na delSi dobu), méné adaptabilni vigilita,
nizka selektivita. Hyperaktivita se projevuje jako puzeni k neustalému pohybu, k
neucelné Cinnosti, pacienti maji potize zlstat v klidu, pficemz vykonavaji rizné neticelné
pohyby (Neumannova et al., 2010). U impulzivniho jedince mulZeme vidét, ze
nezadrziteln¢ mluvi, ¢asto vyhrkne odpoved’ diive, nez byla dokoncena otdzka nebo miva
velky problém vyckat, neZ na ngj ptijde fada (Paclt, 2016). Shrnuti projevl u jedincti s

ADHD vidime na nasledujicim obrazku 7.
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Hyperaktivita
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Emodni dysregulace

Obrazek 7: Projevy jedincti s ADHD. Upraveno dle Theiner, 2012.

Klinické pfiznaky ADHD jsou zplsobeny strukturdlnimi a funkénimi odchylkami v
prefrontalnim kortexu a subkortikalnich oblastech, které se podileji na fizeni exekutivnich
funkci. A pravé v téchto oblastech se hledd hlavni pii¢ina ADHD, coz je podle

katecholaminové hypotézy snizena tvorba dopaminu a jeho vyuziti (Pfihodova, 2011).

2.3.2  Vliv polymorfismu genu COMT na ADHD

Na zakladé dostupnych studii je ADHD multifaktoridlni polygenni porucha zptisobena
prispénim kazdého jednotlivého genu. Doposud nebyly odhaleny kauzalni geny, které by
ADHD piimo zplsobovaly, ale existuje celd fada kandidatnich genti, jez maji na rozvoji
poruchy podil. Mezi nejvyznamngj$i patfi zejména geny dopaminergniho,
noradrenergniho serotoninergniho a GABAergniho systému (geny pro transportéry a
receptory transmiterti, geny pro nékteré enzymy, napf. dopamin-beta- hydroxylaza,
monoaminooxidéza, katechol-O-metyltransferaza). Molekularné-genetické¢ studie se
zamé&fuji pfedevSim na geny dopaminového systému, geny kodujici dopaminové
receptory a transportéry (Kuzelova, 2014). Jedna se o geny dopaminovych receptorii
DRDI, DRD2, DRD3, DRD4, DRD5 a dile geny COMT, MAO a geny kodujici
transportér DATI (Kopeckova, 2008). Jednim z nejvice prostudovanych genti je gen pro
katechol-O-methyltransferazu (COMT).

Teoreticky, vyssi aktivita enzymu COMT spojend s alelou Val mize zvysit degradaci
dopaminu a zpusobit snizeni jeho koncentrace na synapsich. Protoze dopaminova draha

je zahrnuta do regulace kognitivnich funkci, pfedpoklada se, ze za deficit ve vykonech u
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déti s ADHD, odpovida prave alela Val (Cheuk a Wong, 2006). Vysledky riznych studii
zabyvajicich se vlivem polymorfismu COMT vsak byvaji mnohdy kontroverzni.

Hypotézu podporuje prizkum provedeny u déti s ADHD s homozygotnim genotypem
Val/Val. Tyto déti mély vyznamné lepsi trvalou pozornost nez déti s ADHD a alespon
jednou kopii Met varianty. Déti s variantou Met dosahovaly v testech trvalé pozornosti
vyrazn¢ horSich vysledkii. Varianta Met pravdépodobné narusila prefrontalné
zprostfedkovanou kognici u ADHD a jeji G¢inek mutze byt vysvétlen hyperfunkci

prefrontalnich dopaminergnich systémd, tedy pomalejsi degradaci dopaminu.

Také béhem farmakogenetické analyzy bylo zjisténo, ze alela Val byla u pacientt s
ADHD casté€jsi ve srovnadni se zdravou populaci a homozygotni déti Val/Val mély po
1écbé lékem methylfenidat vyznamné méné zdvazné symptomy nez déti s genotypem
Met/Met. Tato interakce by mohla odrazet regulac¢ni ucinek prefrontalniho pienosu
dopaminu ovladaného COMT na subkortikalni dopaminové systémy, které jsou

skuteénym mistem puisobeni methylfenidatu (Bellgrove et al, 2005).

Jiné populaéni studie neprokazaly zadnou souvislost mezi genotypem COMT a zavaznosti

symptomt u ADHD (Hawi et al., 2000; Tahir et al., 2000; Yatsuga et al., 2014).
2.3.3 Lécba ADHD

Vcasnd a adekvatni intervence ma potencial snizit riziko negativnich vysledka
souvisejicich s ADHD v oblasti dusevniho a fyzického zdravi (Da Silva et al., 2023).
Moznosti 1é€by mohou byt nefarmakologické, farmakologické nebo jejich kombinace.
Nefarmakologicka 1é¢ba zahrnuje psychosocialni, kognitivni a behavioralni trénink, ktery
stimuluje specifické neuropsychologické domény spojené s ADHD. Behavioralni terapie
je intervence zaméfend na zménu chovani. V praxi to znamend, Ze se terapeut snazi
podpofiit Zadouciho chovani a eliminovat nezddouci chovani. Zarovein se v lécbé
uplatiiuje kognitivni trénink, ktery posiluje pracovni pamét’ zahrnujici adaptivni rozvrhy,
o kterych se ptedpoklada, ze posiluji neuropsychologické procesy s deficitem ADHD
(Catala-Lopez et al, 2017). V 1é¢bé ADHD je vyuzivana i alternativni medicina. Patii sem
dietni terapie, coZ zahrnuje vylouceni poloZek spojenych s precitlivélosti na potraviny a
vyfazeni umélych potravindiskych barviv z détské stravy. Dale lze do této skupiny

zahrnout také homeopatickou 1écbu (Verkuijl et al, 2015).
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Farmakologickd 1éCebna strategie je zavisla na klinickém profilu pacienta, zejména s
ohledem na pfitomnost komorbidit, které jsou u pacienti s ADHD casto pozorovany.
Obecn¢ se doporucuji stimulacni 1éky, jmenovité lisdexamfetamin a methylfenidat jako
farmakologicka 1éc¢ba prvni volby pro stiedné tézké az tézké piipady ADHD a pacienty
ve véku 6 let a star§i. U pacienttl, ktefi netoleruji nebo nereaguji na 1é€bu témito 1éky,
jsou druhou volbou farmakoterapie nestimulanty (napf. atomoxetin), nasledné adrenergni
latky (napt. klonidin a guanfacin) nebo alternativni nestimulacni 1éky, vcetné

antidepresiv, jako jsou tricyklika a bupropion (Cortese, 2020).

Methylfenidat je v soucasnosti nejrozsifen¢j$Si molekulou ve farmakologické 1écbe
poruchy pozornosti s hyperaktivitou (ADHD). Methylfenidat, zvySuje dostupnost
dopaminu a noradrenalinu v synaptické $térbiné, coz vede ke zvySené neurotransmisi.
Farmakologickd aktivita methylfenidatu vyplyva predev§im z blokovéni transportérii
dopaminu a noradrenalinu (DAT, resp. NET), ¢imz se inhibuje zpétné vychytavani téchto
neurotransmiterd do presynaptickych neuronti (Zimmer, 2017). Methylfeniddit ma
vyrazny efekt na mentalni a motorické funkce. ZlepSuje studijni vykon, pozitivné

ovlivituje zvraty nalady, denni ospalost a kognitivni funkce (Storebo et al, 2015).

Mezi nestilumanty patii hlavné atomoxetin. Atomoxetin je silny a selektivni inhibitor
zpétného vychytavani norepinefrinu, ktery pusobi prostiednictvim blokddy NET
prenaSece. Takové presynaptickd inhibice prenasece vede ke zvySenym extracelularnim
hladindm norepinefrinu a vyskytuje se hlavné v prefrontdlnim kortexu (Bymaster at al.,
2002). Atomoxetin je uc¢innou léc¢bou hlavnich symptomid ADHD a zlepSuje funkcni
vysledky a kvalitu zivota u riznych skupin osob s ADHD (tj. muZi/zeny, pacienti s
komorbiditami, déti/dospivajici) (Savill et al., 2015).

Provedené studie prokdzaly vyrazny efekt 1¢éki na zakladni symptomy ADHD, ale
zaroven se objevuji i nezddouci Gcinky. Nej€astéji se jedna o snizenou chut’ k jidlu, sucho
v ustech, podrazdénost, poruchy spanku, tachykardii, bolest hlavy a kardiovaskularni

onemocnéni (Chang et al, 2019).
2.4 ASD a polymorfismus COMT
2.4.1 ASD, pojem a etiologie

Poruchy autistického spektra (PAS), v anglické terminologii Autism Spectrum Disorders

(ASD), patii mezi pervazivni vyvojové poruchy. V mezindrodni klasifikaci nemoci
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(MKN-10) k témto porucham fadime détsky autismus, Aspergeriv syndrom, atypicky
autismus a velmi vzacné se vyskytujici jinou desintegracni poruchu v détstvi. Americky
statisticky manual DSM-5 slucuje tyto poruchy do jediné jednotky nazvané porucha
autistického spektra (Diagnostic and statistical manual, 2013). Vsechny tyto poruchy
vznikaji na zdklad¢ abnormalniho vyvoje mozku, oznacujeme je tedy jako neurovyvojové

(Zampachova a Cadilova, 2015).

Pocet pacientli s poruchami autistického spektra vykazuje v poslednich desetiletich trvaly
nariist. Soucasna prevalence PAS se odhaduje na 1 az 1,5% v détské populaci.
Pravdépodobné to lze piipsat lepsi diagnostice, zvySenému povédomi a znalostem
odbornikil i rodict o autismu, vyS$imu véku rodict pii zakladani rodiny a geografickému

shlukovani rodin s postizenymi détmi (Dudova a Mohaplova, 2016).

Spolecnym jmenovatelem PAS jsou navenek pozorovatelné abnormality ve tfech

oblastech vyvoje ditéte. Mluvime o tzv. ,,autistické triadé*:

1. naru$ena socialni interakce,
2. narusSena komunikace,
3. abnormality v chovani, z4jmech a hte.

(Zampachova a Cadilova, 2015).
2.4.2 Vliv polymorfismu COMT na ASD

Pfi¢iny vzniku poruch autistického spektra jsou velmi pravdépodobné komplexni se
zastoupenim jak genetickych faktord, tak faktorti vnéjSiho prostiedi. Podil genetickych
faktorti neboli heritabilita se u autismu odhaduje nad 60% (Dudkova a Mohaplova, 2016).
Dosud byly provedeny cetné studie vénujici se hledani biomarkerti pro diagnostiku
poruch autistického spektra. Jednim z kandidatnich genetickych faktord, ktery
pravdépodobné kontroluje fenotypové projevy ASD, je polymorfismus Vall58Met (Blasi
et al., 2005). Avsak interpretace jeho vlivu na ASD je slozitd a kontroverzni. Podle
Esmaiel at el. (2020) byla u pacientli s PAS vyznamné roz$ifena piedevs§im alela Met.
Alela Met je spojena s vyss$i hladinou dopaminu a tyto zvySené hladiny katecholamintl,
které stimuluji B2-adrenergni receptory periferniho a centralniho nervového systému, by
mohly nejspise vést k stfednim az silnym projeviim autistického chovani (Esmaiel at el.,

2020). Presto polymorfismus Met je spojen s lepSimi kognitivnimi vlastnostmi, zatimco
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homozygotni jedinci pro alelu Val vykazovali horsi vykon v testech na kognici a v testech
pozornosti. Stejné tak dalsi védecké studie u déti zaznamenaly v ptipad¢ jedinci Met/Met
lepsi vykon v ukolech vyzadujici pracovni pamét’ nez u jedincti Val/Val (Diamond et al.,
2004). Na druh¢ stran¢ Karam et al. (2013) prokazal, ze genotyp Va/Val vyznamné
koreloval se zvysujici se hyperaktivitou u pacientti s ASD. V souladu s timto tvrzenim
lze prefrontdlni vykonné deficity u pacienti s ASD vysvétlit zvySenym obratem
prefrontalniho dopaminu, ktery je spojeny pravé s valinovou variantou COMT. Navic
alela Val je spojena s antisocidlnim chovanim (Caspi et al., 2008). Naopak Guo et al.
(2013) zjistil, ze frekvence genotypu Val/Val byla signifikantné niz$i u pacienti s ASD

nez u kontrolni skupiny.

Dalsi piasobeni polymorfismu rs4680 bylo rozsahle studovano v normdlni a
neuropsychiatrické korejské populaci. Kvantitativni analyza v této studii odhalila, Ze

rs4680 ma okrajové vyznamnou souvislost s kvalitativnimi abnormalitami v komunikaci

u pacienti s ASD (Yoo et al., 2013).

Nékteré studie neprokdzaly Zadnou souvislost mezi geny COMT a ASD. Napt. u
thajskych déti nemél SNP rs4680 zadny prokazatelny vliv na jejich chovani (Limprasert
etal., 2014).

Je tfeba si uvédomit, Ze poruchy autistického spektra neovliviiuje pouze polymorfismus
COMT Val158Met, ale také naptiklad rs4818, ktery spolu s SNP rs6269, rs4633 a rs 4680,
tvoii haploblok lezici v centralni oblasti genu COMT (Diatchenko et al., 2005). Recentni
vyzkumy ukazuji, ze nejvice funkci enzymu COMT ovliviiuje SNP rs4818. Haplotyp
s nizkou enzymovou aktivitou obsahuje pievazné alelu C, zatimco nejvyssi aktivité
COMT odpovida alela G. Vyskyt alely G ve stfedoevropské populaci je vice jak 40% a
homozygoti GG kompenzuji svoje relativné neefektivni schopnosti abstraktniho feseni
problémi efektivnéj$im zapojenim emocionalnich podnéti do rozhodovani. Tedy jedinci

s alelou G jsou vice zatizeny snizenou schopnosti planovat a fesit problémy (Roussos et
al., 2008).

243 Lécha ASD

V soucasné dobé neni dostupna kauzalni 1é€ba poruch autistick€ého spektra. Odbornici na
danou problematiku se pouze snazi zmirnit projevy autismu. Terapie ASD je velmi

komplexni problematikou jiz kvtili mnozstvi obort, které se svym plisobenim podileji na
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formovani terapie (Novak, 2014). Pti vlastni 1é¢bé lze vyuzit poznatky z oboru
psychoterapie a farmakologie. Néktefi odbornici se ptikladaji 1 k dietnim opatienim

(Dudova a Mohaplova, 2016).

Pii psychoterapii se vyuzivaji dvé zakladni metody a to kognitivné-behavioralni terapie

a trénink socialnich dovednosti (Lerner at al., 2012).

Kognitivné-behavioralni terapie je zaméfena na feSeni psychickych problémt pomoci
zmén v chovani a zpisobu uvazovani jedince (Atkinson, 2003). Metody se pouzivaji
k nacviku kazdodennich dovednosti (napf. pravidelna hygiena). Pokud osoba s ASD
zvladne zékladni praktiky, pokracuje terapeut v nacviku spravného chovéni, komunikace
nebo rozeznavani emoci (Hankova, 2013). Podle Sukhodolsky et al. (2013) se tato terapie
vyuziva piedevS§im u déti naptiklad k zmirnéni depresi, repetitivniho jednani nebo pfii

socialnich fobiich.

Trénink socidlnich dovednosti je pravdépodobné nejrozsitenéjSim intervenénim
pristupem ke zlepseni socidlniho fungovani u starSich déti a mladych dospélych s ASD.
Trénink, ktery se Casto poskytuje ve skupinovém prostiedi, je zaloZen na predpokladu, Ze
strukturované uceni specifického prosocidlniho chovani spolu s pfileZitostmi k
procvicovani béhem sezeni a strategiemi generalizace mimo sezeni je idedlni pro

vyvolani zobecnénych zlepSeni vhodného socidlniho chovani (Lerner at al., 2012).

Jako doplitkové 1éCba se vyuziva také farmakologie. Autismus neni divodem, aby né¢kdo
uzival medikaci, ale ¢asto se s timto onemocnéni poji rizné pridruzené potize (deprese,
uzkost, obsedantné kompulzivni porucha, porucha aktivity a pozornosti), u nichz byva

farmakoterapie efektivni, nékdy dokonce i velmi ucinné (Thorova, 2021)

Pro ovlivnéni agresivity, zvySené drazdivosti a sebeposkozovani je lékem prvni volby
risperidon, jediné antipsychotikum, které je v CR registrovano pro uziti u déti od péti let
s poruchami chovani a agresivitou. Druhou volbou je aripiprazol, jako tfeti krok je mozné
zvolit olanzapin, ziprasidon nebo valproat. Pro ovlivnéni stereotypniho a repetitivniho
chovani, obsedantniho syndromu arituali autofi doporucuji fluoxetin, escitalopram
a citalopram. Pfi netucinnosti téchto dvou SSRI antidepresiv spociva teti krok v pouziti
clomipraminu. Jedinou volbou pro feSeni poruchy spanku je melatonin (Dudova a

Mohaplova, 2016).
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3 Cil prace a hypotéza
3.1 Cil prace

Prace byla zaméfena na zvladnuti zakladnich molekuldrné-biologickych vySettovacich
metod jako izolace DNA, metoda PCR, gelova elektroforéza, sezndmeni s metodou
sekvenovani, pii¢emz byly provéfeny varianty genu COMT rs4818 a rs4680 u vybranych

jedinct. Ziskané vysledky sekvenacnich reakci byly zpracovany a vyhodnoceny.

3.2 Hypotéza

U provétovanych osob ADHD a ASD bude jiné frekvenéni zastoupeni genovych variant
zodpovédnych za nizkou nebo vysokou hladinu dopaminu ve srovnani s kontrolni

populaci.
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4 Metodika

4.1 Materidl a jeho odbér

Pro ziskani pacientské DNA jsme vyuzili neinvazivni odbér genetického materidlu, tzv.

bukalni stér, ktery si pacienti provadéli sami. Pacient pfedem dostal specidlni

jednorazovou odbérovou sadu spolu s ndvodem, jak spravné odebrat vzorek. Odbér DNA

se provadél pomoci sterilni vatové ty¢inky (Isohelix SK1 Buccal Swab). Po stéru z vnitini

strany dutiny ustni pacient vlozil ty€inku do sterilni zkumavky, aniz by se dotykal prsty

vatové Casti tyCinky. Poté zkumavku odevzdal do laboratofe spolu s piisluSnymi

privodnimi dokumenty. Jednalo se o informovany souhlas pacienta s molekularng-

genetickym vysetienim a Zadanku pro genetické laboratorni vysetieni, které musel kazdy

pacient laboratote fadné vyplnit a podepsat.

4.2 Pracovni postup

421

Izolace

. K izolaci jsme pouzivali stér z bukalni sliznice. V prvnim kroku jsme provedli

izolaci DNA Setrnou extrakci z bunécného jadra pomoci specialniho izolacniho
kitu GeneAll ExGeneTM Clinic SV mini dle protokolu doporu¢eného vyrobcem
GeneAll. Lyza bun¢k byla dosaZena ptidanim 25 pl proteindzy K (enzymové
roz§tépi proteiny) a 300 ul BL pufru k vatové ty€ince v odbérové zkumavce.
Nasledovala inkubace zkumavky 20 minut pii 56°C v termostatu (Dry Block
Thermostat TDB-120; Biosan).

V dal$im kroku jsme zkumavky vlozili do centrifugy a kratce stocili, abychom
neztratili Zadny materidl na st€énach zkumavky.

Potom jsme piidali k lyzatu 300 ul 100% ethanolu, zkumavky jsme zvortexovali
v kratkych pulsech na vortexu (Microspin FV-2400; Biosan) a kratce stocili na
centrifuze (Centrifuga/vortex CVP-2 — Biosan)

Pak jsme pipetou prenesli veskery material (max. 700 ul) ze zkumavky na
kolonku, vlozili do centrifugy (Centrifuge 5415 R; Eppendorf) a stocili pfi
otackach > 8 000 rpm po dobu 1 min.

Po centrifugaci jsme vyménili sbérnou zkumavku za novou, pfidali jsme ke
vzorku 600 ul BW pufru a znova centrifugovali pii ota¢kach > 8 000 rpm po dobu

1 min. Poté jsme znova vymenili sbérnou zkumavku za novou.
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7. Nasledné jsme ptidali 700 ul TW pufru a centrifugovali pii otackach > 8 000 rpm
po dobu 1 min. Déle jsme odstranili obsah sbérné zkumavky a vratili kolonku do
téze sbérné zkumavky

8. Op¢t nasledovala centrifugace po dobu 1 min, ale pti otackach pii 13 000 rpm.

9. Po odstranéni promyvacich pufri jsme vlozili kolonku do nové cisté 1,5ml
zkumavky, pridali 50ul AE pufru, inkubovali 5 min pii 56°C v termostatu a po
ub¢hnuti doby jsme centrifugovali po dobu 1 min pii pfi otdckach pii 13 000 rpm.

10. Posledni elu¢ni krok byl zopakovan, nasledné jsme kolonku vyjmuli z 1,5ml
zkumavky a v této uzaviratelné zkumavce zistala izolovana DNA z bukalniho

stéru. Ziskany vzorek byl uloZen do mraziciho boxu, kde byla teplota -20°C.
4.2.2 Méieni kvantity DNA

Koncentraci izolované DNA jsme méfili fluorometricky pomoci reagentu Qubit™
dsDNA BR Assay Kit na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer. Do Cisté a ozna¢ené zkumavky
jsme napipetovali 198 ul zasobniho roztoku, ptidali 2 ul vzorku a inkubovali 2 minuty
pii pokojové teploté. Zkumavku jsme vlozili do fluorometru a odecetli koncentraci DNA

na displeji. Zobrazenou hodnotu jsme zaznamenali.
4.2.3 Amplifikace metodou PCR

Ptiprava reak¢éniho mixu pro analyzu polymorfismi pomoci metody PCR byla
realizovana v chladici kazet¢ v laminarnim boxu. V této studii byl pouzit enzym

MyTagTM DNA polymeraza (Bioline). SloZeni reakéniho mixu je uvedeno v tabulce 1

Tabulka 1: Smés reak¢éniho mixu pro PCR

Reak¢ni mix Objem (ul)
H,0 34,3
MyTaq Red Reaction Buffer 10
5xMyTaq polymeraza (5U/ul) 0,2
DMSO (100%) 2,5
COMT rev (20 pmol) 0,5
COMT _for (20 pmol) 0,5
DNA 2
Celkem 50
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Pro vlastni reakci byly pouzity specifické primery, jejichz sekvence je uvedena v tabulce
2. Primery byly pfevzaty z publikace Tahara a kol. (2009). Syntéza primert byla zadéna
u firmy ELISABETH PHARMACON.

Tabulka 2: Sekvence primeru pro PCR amplifikaci

Nazev primeru |Sekvence
COMT for 5¢-TCG TGG ACG CCG TGA TTC AGG-3°
COMT rev 5°-AGG TCT GAC AAC GGG TCA GGC-3°

Vlastni reakce probihala v pfistroji The MultiGene Mini Personal Thermal Cycler
(Labnet) podle nasledujiciho PCR profilu, jez je piehledné vidét v tabulce 3.

Tabulka 3: PCR profil

Postup reakce v

Cas Teplota °C
Denaturace 5 min. 95
Denaturace 30s 95
Anealing 32 cyklu| 30s 55
Extenze 60 s 72
Extenze 10 min. 72

4.2.4 Kontrola PCR produktu gelovou elektroforézou

V dal$im kroku jsme kontrolovali amplifikované PCR produkty na 4% agarazovém gelu
v 1IXTBE pufru (Tris-borate-EDTA, Thermo Scientific). Nejdiive jsme rozpustili 4
tablety agarozy (FastGene Agarose Tablets, Nippon Genetics) ve 150 ml 1xTBE pufru.
Nasledné byla smés prenesena do mikrovinné trouby, kde se zahftivala tak dlouho, dokud
se nevytvoril tekuty gel. Déale jsme ke smési ptimichali 15 pl fluorescen¢ni barvicky
(EIIDNA PS Green, Elisabeth Pharmacon), smés prelili do elektroforetické formy
S hfebeny a po ztuhnuti gelu vyndali hiebeny, ptfendali gel do elektroforetické vany
(Mupid® One Electrophoresis System), zalili pufrem a pomoci pipety nanesli 5 pl naseho
vzorku a do posledni jamky 5ul hmotnostni markeru (100 bp DN A Ladder H3 R T U,
Nippon Genetics). Vlastni elektroforéza probihala 10 minut pfi 135V. Kontrola PCR
produktii byla provedena na detekénim zatizeni (FastGene® GelPic LED Box). Gely byly

vyfoceny a fotografie gelu pifeneseny na pamétové karté do pocitace.
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4.2.5 Piecisténi PCR produktu pomoci SAP-EXo Kit

Dle protokolu vyrobce jsme k 5 ul PCR produktu ptidali 2 ul Exo SAP IT™, (Thermo
Fisher Scientific). Mix EXoSAP-IT vyuziva dva hydrolytické enzymy exonukleazu I a
alkalickou fosfatazu. Exonukledza I odstrafiuje zbytky jednovlaknovych primert a
nespecifickou jednovldknovou DNA vzniklou béhem PCR. Alkalickd fosfataza
odstraniuje zbyvajici ANTP ze smési, které by interferovaly s naslednymi reakcemi. Po
smichani byl PCR produkt spolu s enzymy inkubovan 10 minut v PCR cycleru
(MultiGene, Labnet) pti 37°C. Inaktivace ExoSAP-IT™ probihd zahiatim smési na 80 °C
po dobu 10 minut. Pfec¢isténé PCR produkty byly nyni pfipraveny pro naslednou analyzu
v aplikacich, které vyzaduji, aby DNA byla bez nadbyte¢nych primerti a nukleotidi.

4.2.6 Sekvenace

Vzorky pripravené v laboratofi GENLABS byly odeslany na sekvenacni analyzu
specializované firm¢ SEQme s.r.o. Jednalo se o nejbéznéjs$i postup sekvenovani tzv.
Sangerovo sekvenovani. Vzorky pro sekvenacni reakci byly pfipraveny na zakladé
pozadavki SEQme s.r.o. Pro sekvenaci jsme do 0,2 PCR zkumavky ptipravili 1 ul PCR
produktu, 8,5 ul vody a 0,5 ul jednoho z primerd pouzitého pro PCR (COMT for se
sekvenci 5°-TCG TGG ACG CCG TGA TTC AGG-3). Vysledky sekvenacnich reakci
byly hodnoceny v poéitatovém programu Chromas. Mozné vysledky sekvenace pro

jednotlivé polymorfismy jsou shrnuty v tabulce 4.

Tabulka 4: Vysledné sekvence polymorfismu

POLYMORFISMUS SEKVENACE | GENOTYP VYSLEDEK AKTIVITA COMT
rs4818 C cC Wild type normalni
rs4818 S CG heterozygot snizena
rs4818 G GG Mutovany homozygot snizena

rs4680 Val158Met G Val/Val Wild type Zvysend/normalni
rs4680 Vall58Met R Val/Met heterozygot optimalni
rs4680 Val158Met A Met/Met Mutovany homozygot snizena
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5 Vysledky

5.1 Kontrola PCR produktu pomoci gelové elektroforézy

Pro ovéteni spravné amplifikace byla provedena gelova elektroforéza. PCR produkty o

velikosti 217 bp vidime na obr. 8.

<«—217bp

M vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3

Obrazek 8.: Priklad vizualizace PCR produktu o velikosti 217bp pomoci gelové
elektroforézy. M — hmotnostni marker, vzorek 1,2,3 — produkty PCR reakce.

5.2  Vysledek sekvenace PCR produktu

Sekvenace daného tiseku byla provedena externi firmou SEQme s.r.0., ktera néasledné
zaslala vysledky on-line a sekvenace byla hodnocena v poc¢itacovém programu Chromas.
Priklady grafickych vysledkl sekvenace jsou zobrazeny na naslednych obrazcich 9, 10,

all.

Genotyp CC Genotyp Val/Met

EFelss

il I m\ /\/m il

Obrazek 9: Priklad sekvence genu COMT. Vysledkem je v ptipadé SNP rs4818 genotyp
CC a v pfipadé¢ rs4680 genotyp Val/Met (Cervena Sipka prezentuje hledany
polymorfismus).

29



Genotyp CG Genotyp Val/Met

Obrazek 10: Piiklad sekvence genu COMT. Vysledkem je v pripadé SNP rs4818 genotyp
CG a vpripadé rs4680 genotyp Val/Met (Cervend Sipka prezentuje hledany

polymorfismus).

Genotyp CC Genotyp Met/Met

| I||1 ﬂ 11 | i
R AR A

Obrézek 11: Piiklad sekvence genu COMT. Vysledkem je v piipadé SNP rs4818 genotyp
CC a vpripadé¢ rs4680 genotyp Met/Met (Cervena Sipka prezentuje hledany
polymorfismus).

5.3  Vliv polymorfismu genu COMT na ADHD

Po sekvenaci byly porovnany frekvence genovych variant rs4818 a rs4680 u pacientii s
ADHD a u kontrolni skupiny bez diagnozy. V experimentalni ¢asti prace bylo provéieno
30 osob s diagnézou ADHD a v kontrolni skuping bylo vySetfeno 34 osob bez stanovené

diagnézy.
5.3.1 Vysledna evaluace genotypit SNP rs4680 u ADHD

V tabulkach 5 a 6 jsou zaznamenany zjisténé genotypové frekvence testovanych jedincti

pro polymorfismus rs4680.
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zastoupeni zastoupeni

genotyp pocet alela ocet

56,9

30,0
100

-
I

zastoupeni zastoupeni

genotyp pocet alela pocet

=




Procentuilni zastoupeni genotypti u pacieti s
ADHD a kontrolni skupiny
60% 53,0%
50% 46,7%
40%
32,3% 30,0%
S 23,3%
20% 14,7%
10%
0%
Val/Vval Val/Met Met/Met
m Pacienti Kontrolni skupina

Obrazek 12: Porovnani frekvenci genotypt mezi pacienty s ADHD a kontrolni skupinou.

V dal$im postupu jsme se zaméfili na vyskyt frekvenci jednotlivych alel Val a Met, ktery
je zachycen v tabulce 5 a graficky znazornén na obrazku 13. U pacientd s ADHD byla
zachycena mirn¢ vyssi frekvence alely Met (56,9%), zatimco frekvence alely Val byla
43,1%. Naopak v kontrolni skupiné bylo zjisténo nepatrné vyssi vyskyt alely Val (58,8%)

oproti alele Met (41,2%), coZ je zaznamenano v tabulce 6.

Zastoupeni alel rs4860 u pacientii s
ADHD v %

OVal mMet

Obrazek 13: Srovnani frekvence alel Val a Met u pacientti s ADHD. Bylo provéfeno 30
osob s diagnézou ADHD.
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Pokud jsme se zabyvali pouze studiem frekvencniho zastoupeni alely Met, Ize vidét
zietelngj$i zvySeni vyskytu této alely u pacienti s ADHD ve srovndni s kontrolni
skupinou. Jak je vidét na obrazku 14 ve skupiné pacientd s ADHD byla frekvence alely
Met 56,9% a v kontrolni skupin¢ 41,2%.

Procentualni zastoupeni frekvence alely Met
u pacientii s ADHD

Kontrolni
skupina

0,0% 10,0% 20,0 30,0% 40,0 50,0% 60,0%

Obrazek 14: Porovnani frekvence alely Met ve skupiné pacienti s ADHD (30 testovanych

jedincti) a v kontrolni skupiné (34 testovanych jedinct).
5.3.2 Vysledna evaluace genotypit SNP rs4818 u ADHD

Dale byl provéten polymorfismus genu COMT rs4818 u vybranych jedinct a vysledky
byly zpracovany do nasledujicich tabulek 7, 8 a grafu na obrazku 15.

Tabulka 7: Zastoupeni genotyptt SNP rs4818 u pacientt s diagnéozou ADHD.

genotyp pocet ZaS:/O(l)l/}))eni alela potet Zast;)g/lseni
cc 4 26,7 C 16 53,3
G 8 53,3 G 14 46,7 |
GG 3 20,0

Celkem 15 100
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Tabulka 8: Zastoupeni genotyptt SNP rs4818 v kontrolni skupiné bez diagn6zy ADHD.

> zastoupeni « zastoupeni
genotyp pocet v % alela pocet v %
CcC 15 44,1 C 45 66,2
o 15 441 G 23 33,8

N

GG 4 118

Celkem 34 100 \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Na obr. 15 je graficky zndzornéno porovnani genotypovych frekvenci polymorfismu

rs4818 u pacientd s ADHD a kontrolni skupiny. V této praci nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil mezi frekvencemi genotypt u pacientti s ADHD a v kontrolni skupiné
(uzit Chi kvadrat test). Ve studovaném souboru byli ve skupiné pacientd nejvice
zastoupeni heterozygoti CG (53,3%) a druhym nejvice rozSifenym genotypem byl
genotyp CC (26,7%). V kontrolni skupin¢ byla frekvence genotypu CC a genotypu CG
stejné (44,1%). Nejméné zastoupenym genotypem byl homozygotni genotyp GG, ktery
se v kontrolni skupiné vyskytoval u 11,5% a ve skupiné pacientd S ADHD u 20% jedinci.

Procentuilni zastoupeni genotypii u pacientii
S ADHD a kontrolni skupiny
0,
60,0% 53,3%
e 44,1% 44,1%
40,0%
30,0% 26,7%
20,0%
20,0%
11,8%
10,0%
0,0%
cc G GG
W Pacienti Kontrolni skupina

Obrazek 15: Porovnani frekvenci genotypt rs4818 mezi pacienty s ADHD (15

testovanych jedincll) a kontrolni skupinou (34 testovanych jedincit).
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5.4 Vliv polymorfismu genu COMT na ASD

V nésledujicich tabulkdch 9 a 10 jsou zaznamenané zjisténé genotypové frekvence

provétovanych jedinc.
54.1 Vysledna evaluace genotypit SNP rs4680 u ASD

Tabulka 9: Zastoupeni genotypit SNP rs4680 u pacientt s diagnézou ASD.

o [ |

Tabulka 10: Zastoupeni genotypu SNP rs4680 v kontrolni skuping.

. zastoupeni « zastoupeni
genotyp pocet v % alela pocet v %
Valvelll 11 32,4 Val 40
Vel T 52,9 Met 28

~ [$2]

L

/N 0
_

e A

Z tabulky 9 je patrné, Ze bylo ve skupiné pacientli s ASD nejvice heterozygotii Val/Met

o

(53,5%) a nejméné¢ bylo homozygoti Val/Val (20,0%). Porovnani genotypovych
frekvenci polymorfismu rs4680 u pacienti s ASD a kontrolni skupinou je znazornéno na
obr. 16. Pfi porovnani tabulky 9 a tabulky 10 je zajimavé frekvenéni zastoupeni
homozygotii v obou skupinach. Ve skupin¢ pacienti s ASD bylo zastoupeno 26,7%
homozygoti Met/Met ve srovnani s kontrolni skupinou, kde bylo prokdzano 14,7%

homozygota Met/Met. Druhy rozdil Ize vidét mezi homozygoty Val/Val u pacienti

w
o1



s ASD (20,2%) a kontrolni skupinou (32,4%). Tyto rozdily vSak nebyly statisticky
prikazné (pouzit Chi kvadrat test).

Procentualni zastoupeni genotypt u pacienti s ASD
a u kontrolni skupiny

60,0% 53,3% 52,9%
50,0%
40,0%
° 32,4%
30,0% 26,7%
20,0%

20,0% 14,7%
10,0% I

0,0%

Val/Val Val/Met Met/Met
M Pacienti Kontrolni skupina

Obrazek 16: Porovnani frekvenci genotypti rs4860 mezi pacienty s ASD (testovano 45

jedinctt) a kontrolni skupinou (testovano 34 jedincti).

V této studii jsme v dal§im postupu provéfovali frekvencni zastoupeni jednotlivych alel
u 54860 u pacientd s ASD. Obrazek 17 jasné demonstruje, Zze u osob s ASD byla vice
zastoupena alela Met (53,3%).

Zastoupeni alel rs4860 u pacienti
sASD v %

46,7%

OVal mMet

Obrazek 17: Srovnani frekvence alel Val a Met u 45 testovanych pacientti s ASD.

Na zaklad¢ predchazejicich vysledl jsme zaméfili pozornost na frekvencni zastoupeni

alely Met. Ve skupiné pacientii s ASD byla zaznamendna vys$i frekvence alely Met
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(53,3%) v porovnani s kontrolni skupinou (41,2%). Tento rozdil je zobrazen na obrazku

18.

Zastoupeni frekvence alely Met
u pacientii s ASD v %

Kontrolni
skupina

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0%

Obr. 18: Porovnani frekvence alely Met ve skupiné pacienti s ASD. Bylo provéteno 45
0sob s diagnézou ASD a v kontrolni skupiné bylo vySetfeno 34 osob bez stanovené

diagnézy.
5.4.2 Vysledna evaluace genotypit SNP rs4818 u ASD

Dale jsme pokracovali v analyze genu COMT rs4818 u ASD. Nize uvedené tabulky 11,

12 zobrazuji frekvence jednotlivych genotypti.

Tabulka 11: Zastoupeni genotypti SNP rs4818 u pacientii s diagnézou ASD

genotyp | pocet Zast/”;feni alela | poget Zas:;)g/]:eni
cc 12 37,5 c 40 62,5
o 16 50 G 24 375
G 4 12,5

Celkem 30 100
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Tabulka 12: Zastoupeni genotyptt SNP rs4818 v kontrolni skupiné

. zastoupeni « zastoupeni
genotyp pocet v % alela pocet v %
cc 15 441 C 45 66,2
CG 15 441 G 23 33,8
GG 4 11,8
Celkem 34 100

V tabulkach 11, 12 a obrazku 19 je znazornéno procentudlni zastoupeni genotypd u
polymorfismu rs4818 v skupiné pacientti s ASD a kontrolni skupiné bez psychiatrické
diagnoézy. V obou skupinach byli nejvice zastoupeni heterozygoti CG (50% ve skupiné
pacientt, 44,1% v kontrolni skupin€). Na druhém misté byli homozygoti CC, u nichZ ve
skupiné pacientd bylo 37,5 % a v kontrolni skuping 44,1%. Nejméné bylo homozygotl

GG 12,5% ve skupiné s ASD a 11,8% Vv kontrolni skuping.

Procentualni zastoupeni genotypt u pacientii s ASD a u
kontrolni skupiny

60,0%
50,0%
2L 44,1% 44,1%

40,0% 37,5%

30,0%

20,0%
12,5% 11,8%

10,0% .

0,0%
CcC CG GG
m Pacienti Kontrolni skupina

Obr. 19: Porovnani frekvenci genotypti pro rs4818 mezi pacienty s ASD (32 testovanych

jedinct a kontrolni zdravou skupinou (34 testovanych jedincit).
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5.5 Vliv haplotypu na ADHD a ASD

Na vysledny fenotyp pacienta mize mit vliv jeden SNP samostatné, ale v ptipadé
ptitomnosti vice SNP v genu ptedpokladame jejich interakci, tedy vysledny genotyp je
ovlivnén slozenim haplotypu. Logicky jsme ptedpokladali vyskyt 9ti riznych haplotypii,
které jsou uvedeny spolu s jejich frekvenénim zastoupenim v tabulce 13. Protoze u

sledovaného nemocnéni ASD se soubézné¢ vyskytuje ADHD jako pridruzena

komorbidita, spojili jsme tyto skupiny onemocnéni do jedné vétsi skupiny pacientu.

Haplotyp Po.éet o Zas.t ou[:eniou Pocet ?SOb V . konf:(j:::l}l El::llli)i‘;né v
pacienti pacientii v % kontrolni skupiné %
GG/GG 6 18 4 10
GG/CG 0 4 10
GG/CC 0 2 5
GA/GG 0 0 0
GA/CG 15 46 15 37,5
GA/CC 2 7 17,5
AA/IGG 0 0 0
AA/CG 0 0
AA/CC 10 30 8 20
Celkem 33 100 40 100

Tabulka 13: Distribuce haplotypi pro rs4860 a rs4818 v genu COMT ve skupiné pacientli

a Vv kontrolni skuping.

V nasi testované skupin€ pacientll byly nejvice zastoupeny haplotypy GA/CG (46%) a
AA/CC (30%). V kontrolni skupin¢ osob byla vétsina haplotypt GA/CG (37,5%).
Frekvencni zastoupeni jednotlivych haplotypii u pacienti a v kontrolni skupiné je
piehledné zobrazeno na nasledujicim obrazku 20. V této praci nebyl nalezen statisticky

vyznamny rozdil mezi frekven¢nim zastoupenim haplotypti u skupiny pacientli a v

kontrolni skuping (uzit Chi kvadrat test).
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Zastoupeni haplotypl u pacientt a
kontrolni skupiny v %

45%

38%

30%

18% 20%
17%

10% 10%

5% 6%

0% 0% 0% 0% —. 0% 0% 0% 0% ]

GG/GG GG/CG GG/CC GA/GG GA/CG GAJ/CC AA/GG AA/CG AA/cCC

M Pacienti Kontrolni skupina

Obrazek 20: Frekvencni zastoupeni haplotypt ve skupiné pacientl a v kontrolni skuping.

V testované skupiné pacienti nebylo nalezeno 5 haplotypu: GG/CG, GG/CC, GA/GG,
AA/GG a AA/CG. Pro tyto haplotypy by byla aktivita COMT pfilis nizka a hladina
dopaminu zfejmé piili§ vysoka nebo naopak. Na zaklad¢ dostupnych informaci v odborné
literatufe jsme sestavili graf, ktery znazoriiuje pravdépodobnou hladinu dopaminu
v prefrontalni ¢asti mozku. Nejvyssi koncentraci dopaminu by mohl mit haplotyp

cvwr

21).

Hladina dopaminu podle haplotypu

GG/GG GG/CG GG/CC GA/GG GA/CG GA/CC AA/GG AA/CG AA/CC

Obrazek 21.: Srovnani haplotypt podle zvysujici se hladiny dopaminu.
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6 Diskuze

V soucasné dob¢ jsou ASD spolu s ADHD hojné sklofiovanymi pojmy a zaroven nartsta
pocet noveé diagnostikovanych piipadi. Narast je pravdépodobné zplsoben vétSim
povédomim o tomto tématu u odborné i Siroké vetejnosti a navic se lidé za problémy
souvisejici s t€émito onemocnénimi jiz nestydi. Je také mozné se zamyslet nad tim, jestli
zvysujici se prevalence déti s PAS nebo ADHD neni spojena s vy$§im vékem rodicu.
Soucasné existuji lepsi diagnostické nastroje, které dokazi zachytit i déti mirnéjSimi
projevy nemoci. Navzdory cetnym védeckym studiim zatim nebyl prokdzan jasné
definovany spousté¢, ale mnohé prace se snazi najit dikazy o0 tom, ze poruchy
autistického spektra a ADHD patii mezi geneticky podminéna psychiatrickd onemocnéni.
Proto jsme se také v této praci zabyvali frekvencnim zastoupenim genovych variant dvou

polymorfismi rs4680 a rs4818 v genu COMT u osob s diagnézou ADHD a ASD.
6.1 Vliv polymorfismu na ADHD

Ptic¢iny vzniku ADHD mohou byt ¢asteéné dédiné, a proto i genetické faktory mohou
hrét pti vzniku a pribéhu onemocnéni vyznamnou roli. Vzhledem k obrovskému rozvoji
epigenetiky mizeme mluvit spiSe o predispozicich, které se mohou a nemusi projevit
vlivem enviromentéalniho prostfedi. V poslednich letech bylo publikovano velké mnoZstvi
studii o riznych kandidatnich genech asociovanych s ADHD, pficemZ velk4 ¢ast se
zaméfila na geny zapojené do metabolické drahy enzymu COMT, ktery je zodpovédny
za degradaci katecholaminli ve frontdlni Casti mozku (Banaschewski et al., 2010).
Studovanym polymorfismem s pfedpoklddanym vztahem k ADHD je funk¢ni SNP v
exonu 4 (rs4680), ktery vede k substituci aminokyseliny valinu za methionin. Tento
polymorfismus rs4680 ovliviiuje enzymatickou aktivitu COMT, kdy u homozygotni
formy Val/Val byla popsana 3-4krat vyssi aktivita COMT nez u homozygotni formy
Met/Met s tim, ze alela Val byla diive oznacena jako "rizikova" pro ADHD (Lotta et al,
1995).

Cilem této prace bylo zjiSténi zastoupeni frekvenci jednotlivych genotypll u pacientli
s diagn6zou ADHD v laboratofi GENLABS s.r.0. Nejdiive byla stanovena hypotéza na
zaklad¢ predchozich zahrani¢nich studii, Ze u provéfovanych osob ADHD bude jiné
frekvencni zastoupeni genovych variant zodpovédnych za nizkou nebo vysokou hladinu
dopaminu ve srovnani s kontrolni populaci. V ptipadé SNP rs4860 byli nejvice v obou

testovanych skupinach zastoupeni heterozygoti Val/Met (ve skupiné pacienti s ADHD
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46,7% a Vv kontrolni skupiné 52,9%). Je to pravdépodobné dano tim, ze se jedna o
selektivné nejvyhodnéjsi genotyp, u kterého je hladina dopaminu v prefrontalni casti
mozku v rovnovazné koncentraci. Takovy jedinci jsou nasledné ve svém zivotnim cyklu
ostatni také v oblasti socidlniho chovani. Homozygotni jedinci Val/Val ptfevazovali
Vv kontrolni skupiné. Rozdil v zastoupeni genotypu byl mozny vidét u homozygotl
Met/Met, v kontrolni skuping jich bylo 14,7% a u pacientii s ADHD 30,3%. V této praci
nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi frekvencemi jednotlivych
genotypu v testovanych skupinach. Ackoliv nékteré predchozi studie ukazaly, ze alela
Val byla casté&jsi ve skupiné pacient s ADHD ve srovnani s béznou populaci (Eisenberg
at el., 1999; Kereszturi et al, 2008), jiné vyzkumy neprokéazaly Zadnou spojitost mezi
genem COMT a ADHD (Barr et al., 1999; Shiffrin et al., 2013). Tyto vysledky lze pficist
mozné polygenni povaze ADHD. Jednotlivé polymorfismy mohou hrat relativné malou
roli jako modifikatory etiologie ADHD, které 1ze obtizn¢ detekovat v malych studijnich
skupinach (Unal et al., 2016).

Vysvétlenim zjisténého frekvencniho zastoupeni testovanych genotypti u ADHD muze
byt dalsi velmi vyznamny biologicky mechanismus, epigenetika. Metylace DNA, nejvice
studovana z hlediska exprese gentl, vyznamné ovliviiuje genové aktivity v zavislosti na
faktorech prosttedi. Metylace je schopna ovliviiovat kognitivni funkce mozku (Moore et

al., 2013), které mohou byt hodnoceny jako patologické v ramci diagnostiky ADHD.

V dal$im postupu jsme se zamétili na porovnani frekvenci jednotlivych alel ve skupiné
osob s ADHD. Bylo zjisténo vyssi frekvenéni zastoupeni alely Met rs4680 (56,9%) oproti
alele Val (43,1%) u pacienti s ADHD. Literatura sice uvadi, ze spiSe alela Val je
charakteristickd pro skupinu osob s ADHD. Na druhou stranu se naSe vysledky shoduji
spraci Unal et al, 2016, kde byla alela Met castéjsi ve skupiné pacienti
s charakteristickym podtypem ADHD, u nichz se vice projevovaly poruchy pozornosti a
neschopnost organizovat myslenky, stanovit Si priority a rozhodovat se (Qian et al.,
2009). Navic se ptredpoklada, ze do vztahu mezi polymorfismem Val/Met zasahuje
pohlavi jedince. U chlapct riziko stoupa v pritomnosti alely Met, zatimco u divek muize

zvySovat riziko ADHD alela Val (Neumannova et al., 2010).

Druhé provérovana frekvence genotypi se tykala polymorfismu rs4818. Polymorfismus

COMT rs4818, lokalizovany také v exonu 4, je synonymni polymorfismus, ktery se
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sklada ze substituce C/G v kodonu 86 S-COMT a kodonu 136 v MB-COMT (Perkovic et
al, 2020). Tento polymorfismus ovlivituje prefrontalni dopaminovou funkci. Jedinci s
genotype COMT rs4818 GG maji vyssi aktivitu COMT nez jedinci s genotypem CC a
pritomnost alely G vede ke snizené tonické dopaminové signalizaci v prefrontalnim
kortexu (Roussos et al, 2008). Zména hladin dopaminu by méla souviset s riiznou
genovou expresi, coz bychom méli poznat na rozdilné frekvenci genotypti mezi pacienty
s ADHD a kontrolni skupinou bez stanovené diagnozy. V této praci vSak nebyl ani v
piipadé rs4818 nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi frekvencemi genovych variant

ve studovanych skupinach.

Pfi porovnani nami zjisténych genovych frekvenci v rs4818 s evropskou populaci na
zaklad¢ dat uvedenych v genetické datab4azi Ensembl Genome Browser (dostupné na
ensembl.org), jsou nase vysledky podobné. Podle této databaze se u jedincu Zijici na
evropském kontinent¢ vyskytuje nejvice heterozygoti CG (46,7%) a nejméné
homozygoti GG (16,9%) (Ensembl Genome Browser, 2024), coZz odpovida i ndmi
zjisSténym genotypovym frekvencim v kontrolni skupin€é. Pokud bychom chtéli 1épe
porozumét naSim vysledkim ohledné genetického vlivu na ADHD, bylo by lepsi
porovnat ziskand data s kontrolni databdzi genetické informace typické pro ceskou
populaci. V ¢ervnu minulého roku byl ukonéen pilotni projekt A-C-G-T, jez mél za cil
sestavit kontrolni databazi pro ucely lepSi diagnostiky genetickych onemocnéni.
V soucasné dob¢ je v databazi pies tisic vzorkl a stale je dopliiovan novymi vysledky.
Tedy az bude mozné volné€ nahliZet do této databaze, jisté tudy povede spolecna cesta i
s dalsimi lékarskymi obory, coZ umoZni pfesnéjSi rozpoznani diagnoézy a

pouziti individudlni 1écby.

Zasadni problémem této prace je maly pocCet vySetfenych jedincii ve skuping jak pacienta
s ADHD, tak i v kontrolni skupiné. Hlavné v oblasti vyzkumu geneticky podminénych
onemocnéni muize byt nizky pocet jedinci v provéfované skupiné spojovan s vyssi
pravdépodobnosti fale$né pozitivnich nebo negativnich vysledkt (Leps a Smilauer,
2016). Proto pfi pokracovani vyzkumu v této oblasti by bylo vhodné rozsifit testované

soubory o dalsi vzorky.
6.2  Vliv polymorfismu genu COMT na ASD

Porucha autistického spektra je komplexni vyvojové onemocnéni s mnoha etiologiemi a

riznymi stupni zavaznosti (Karam et al, 2013). V této praci jsme zkoumali asociaci
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polymorfismi v genu COMT s ASD. Na zakladé naSich vysledkli v laboratofi jsme
nepotvrdili, ze geneticka variabilita v genu COMT by mohla byt kandidatnim faktorem
pro stanoveni ASD. Studium polymorfismi COMT je stale diskutabilni a kontroverzni.
Vysledky nékterych praci koreluji s vystupy nasi prace, jiné naopak tvrdi, ze
polymorfismus rs4680 ma statisticky vyznamny vliv na patologicky vyvoj ASD (Karam
etal., 2013). Tato rozdilné vysledky mohou mit mnoho pficin jako je naptiklad populacni
variabilita, v€k, pohlavi, velikost zkoumané skupiny. Jedno je ale jasné. Pro spravnou
fyzickou i psychickou pohodu je zivotné dilezita spravna rovnovaha dopaminu. Vykyvy
hladiny dopaminu na jednu nebo druhou stranu mohou mit za nasledek patologické

zmeény, které mohou vést k rizné¢ dynamickym fenotypovym charakteristikdm autismu.

Dalsi autofi také ptichazeji s riznymi zajimavymi hypotézami, pro¢ jednou za projevy
autismu stoji alela Val a podruhé alela Met. Vychazi zteorie bojovnika versus
pfemyslivce. Lidé s Val maji zvySenou aktivitu COMT a niZ8i prefrontalni extracelularni
dopamin ve srovnani s témi, kteti nesou alelu Met. Alela Val mize byt spojena s vyhodou
pii zpracovani averzivnich podnétl (strategie bojovnika), zatimco alela Met je vyhodna
pii feSeni ukolii zaméfenych na pamét a pozornost (strategie piremysleni). Za
ptedpokladu zvySeného uvoliiovani dopaminu (napf. pfi stresu) mohou mit jedinci
Val/Val lepsi dopaminergni pienos a vykon, zatimco jedinci s Met/Met mohou mit méné

ucinnou neurotransmisi a horsi vykon (Stein et al., 2006).
6.3  Propojeni vlivu polymorfismu genu COMT na ASD a ADHD

V této praci nebylo prokazano jiné frekvencni zastoupeni pro genotypy rs4860 a rs4818
mezi pacienty s ADHD a ani mezi pacienty s ASD ve srovnani s kontrolni skupinou bez
neurobiologického onemocnéni. V literatute se uvadi, ze spole¢né rysy ASD a ADHD se
mohou piekryvat. V jiné studii vyvodili vyznamny fenotypovy, ale i genotypovy piesah
mezi ADHD a autismem. Odhaduje se, ze 22—83 % autistickych déti spliiuje kritéria pro
ADHD a pftiblizné 30 — 60% déti s ADHD ma vyrazné autistické rysy (Sokolova et al.,
2017). Ob¢ poruchy zahrnuji potize s pozornosti, komunikaci s vrstevniky, impulzivitu a
ruzné stupné neklidu ¢i hyperaktivity a také podle v§eho, maji i spolecny geneticky zaklad
(Rommelse et al., 2010). Z tohoto divodu pravdépodobné nebyly shodné nalezeny

rozdily mezi frekven¢nim zastoupenim genotypii u pacientli a kontrolni skupinou.
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Jednonukleotidové polymorfismy (SNP), které se nachazeji kazdych 250-350 bp
Vv lidském genomu, jsou zodpovédné za vétSinu genetické variability v lidské populaci
(Beaudet et al., 2001; Cargill et al, 1999). V poslednich letech SNPs ziskaly velkou
popularitu diky jejich Cetnosti a uziteCnosti pii mapovani genii zodpovidajicich za
komplexni choroby a také pii identifikaci genetickych variant ovliviiujicich 1ékovou
odpovéd’ (Niu et al, 2002). Avsak riznd metabolickd, kardiovaskularni, onkologicka a
psychiatrickd onemocnéni, ktera jsou v centru pozornosti dne$ni mediciny, vykazuji
vétsSinou komplexni charakter. Proto je vyhodnéjsi se nezaméfovat pouze na jeden
vybrany SNP, ale na interakci vice genetickych faktorii. Tento vztah je moZzné hodnotit
pomoci slozenych genotypti tzv. haplotypil. Nackley et al. (2006) prokazal, Ze haplotypy
COMT maji siln¢jsi uCinky na celkovou enzymatickou aktivitu nez samotny
polymorfismus Val/Met. Také Handoko et al. (2005) potvrdil, Ze polymorfismus je tieba
studovat v kontextu haplotypti a ne samostatné. Proto i my jsme predpokladali, ze analyza
haplotypt pro rs4860 a rs4818 v genu COMT by mohla odhalit vice informaci 0 jejich
asociaci s onemocnénim ASD a ADHD.

U testovanych jedinct jsme sledovali 9 moznych haplotypti a jejich frekvenéni zastoupeni
nejen v spolecné skupiné pacienti s ASD a ADHD, ale také v kontrolni skupiné. Ve
skupiné pacienti byly nejvice zastoupeny haplotypy GA/CG (45%) a AA/CC (31,3%).
Podobné zastoupeni bylo i v kontrolni skuping, kde kromé nejcast&jsiho haplotypu
GA/CG (38%) a AA/CC (20%) byl vyznamné zastoupen také haplotyp GA/CC (17%).
Neurovyvojova porucha je ¢asto spojovana se spravnou rovnovahou dopaminu, ktera je
zivotn€ dilezitd pro psychickou 1 fyzickou pohodu. Nejvyssi zastoupeni haplotypu
GAJ/CG zjisténé jak ve skupiné pacientt, tak i v kontrolni skuping, je pravdépodobné
spojeno s optimalni hladinou dopaminu v mozku. Druhy nejvice zastoupeni haplotyp
vysokou hladinu dopaminu. Vzhledem ke zjisténi, Ze hladina dopaminu v prefrontalnim
kortexu souvisi se symptomy ADHD, hlavn¢ s hyperaktivitou (Sagvolden et al., 2005),
mohla by nami zjisténa experimentalni data prezentovat haplotyp AA/CC jako pomocny
diagnosticky marker pro onemocnéni ADHD nebo ASD. Na druhou stranu dopaminovy
efekt ptsobi jako na houpacce. Velké prevyseni na obé strany mize mit za nasledek
patologické zmény, které vedou k riznym zméndm charakterizujici fenotypové projevy
onemocnéni (Diamond et al., 2004). V nasi skupiné pacienti bylo zjiSténo 18%

zastoupeni haplotypu GG/GG. U tohoto haplotypu se mizeme domnivat, ze hladina
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dopaminu bude spise nizka. Nedostatek dopaminu se mize projevit depresemi (Dunlop
et al., 2007) antisocialnimi chovanim, Spatnym spankem, nedostate¢nou koncentraci a

zhorsenou paméti (Parbo et al., 2007).

Nékteré haplotypy se nevyskytovali ani v jedné testované skupiné. Jednalo se o haplotypy
GA/GG, AA/GG a AA/CG, coz bylo velmi zajimavé. Tyto haplotypy zfejmé ovliviiuji
aktivitu COMT tak vyznamné, Ze jsou selektivné znevyhodnény. Jinym vysvétlenim
muze byt genova vazba (cis/trans), kdy je alela Met (A) s alelou C a alela Val (G) s alelou
G ve vazbé. Jedna se o zcela originalni vysledky, které nebyly pro ¢eskou populaci dosud

publikovany.

Pro piesnéjsi analyzu vyskytu konkrétniho haplotypu a jeho spravnou interpretaci
v souvislosti se zvysenou predispozici k nemoci je zapotiebi daleko vétsiho mnozstvi dat,
nez poskytuje tato prace. Tim se zde otevira velka vyzva pro pokracujici vyzkum s cilem
zvétsit zakladni soubor testovanych osob a snazit se rozlustit vztah haplotypu ke

zkoumanému onemocnéni.
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7 Zavér

V soucasné dob¢ ptredstavuje studium poruch autistického spektra a poruch hyperaktivity
velmi slozité a Siroké téma. Podileji se na ném védci z oboru neurologie, psychologie,
psychiatrie i genetiky. VSichni se snaZzi najit a pochopit zakladni pti¢inu zodpovédnou za
vznik téchto onemocnéni. ASD a ADHD mohou byt asociovany s genovou variabilitou,
a proto jsme i my zkoumali v na$i praci frekvenéni zastoupeni genovych variant
zodpovédnych za nizkou nebo vysokou hladinu dopaminu u jedinct s diagnézou i bez
diagn6zy. Genetickou analyzu jsme provadéli u dvou polymorfismi v genu COMT,
konkrétn¢ rs4680 a rs4818. Na zakladé nasich vysledkd jsme nepotvrdili hypotézu, ze
vysSe uvedené polymorfismy v genu COMT by mohly byt prikaznym rizikovym faktorem
pro vznik ASD a ADHD.

Pochopeni pfic¢iny patogeneze téchto onemocnéni na molekularné-genetické urovni je
velice komplikované, nebot’ kazda osoba je jedinecna a jeji neurologicky vyvoj a mozné
potize ovliviiuje cela fada dalSich epigenetickych i environmentalnich faktort. Hlavnim
problémem zde byl maly pocet zucastnénych jedincl, coz ovlivnilo statistické
zhodnoceni vysledktl. Zajimavé a originalni bylo zjisténi vyskytu kombinace haplotypu
pro rs4860 a rs4818 u testovanych jedinci. Podobna data nebyla dosud pro ceskou

populaci publikovéna.

Vysledky prace mohou pomoci k =zlepSeni identifikace geneticky podminéného
onemocnéni, objasnit konkrétni model poruch autistického spektra a ptispét dalsi kapkou
védomosti na cestu k adekvatni 1écb€. Timto malym krokem lze v praxi bezprostiedné
ovlivnit i bézny Zivot pacienta s takovou poruchou a zkvalitnit jeho slozity zivot. Pfima
1é¢ba neni mozna, ale pokud budeme schopni spravné ur€it diagnézu, bude mozné zahajit
kvalitni behavioralni 1écbu, a zvazit také specialni pedagogické a psychologické vedeni.

Tato opatieni ndsledné mohou zlepsit péci o pacienta
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11 Seznam zkratek
ADHD - porucha pozornosti s hyperaktivitou (Attention Deficit Hyperactivity Disorder)

ASD - poruchy autistického spektra (PAS), v anglické terminologii Autism Spectrum

Disorders

bp —par bazi (base pair)

COMT - katechol-O-methyltransferazou

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

L-DOPA — L-dihydroxyfenilalanin

MAO - L-monoaminooxidazou

PAS — porucha autistického spetra

PCR - polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus (single nukleotide polymorphism)

TBS - tris-buffered saline — pufr
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