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Možný vliv genových variant v genu COMT na projevy ADHD a/nebo 

ASD 

Abstrakt 

Tato práce je zaměřena na prověření vlivu genu COMT u dvou onemocnění: A D H D 

(porucha pozornosti s hyperaktivitou) a ASD (porucha autistického spektra). Porucha 

autistického spektra j e behaviorální syndrom, j ehož základní charakteristikou j e oslabená 

sociální interakce, narušená komunikace a abnormality v chování, zájmech a hře. A D H D 

je neurovývojové onemocnění, které způsobuje problémy hlavně v oblasti soustředění, 

přizpůsobení aktivity a přehnané impulsivity. 

Obě zmíněná onemocnění mohou být geneticky podmíněná, a proto je tato práce 

zaměřena na výzkum frekvenčního zastoupení genových variant zodpovědných za nízkou 

nebo vysokou hladinu dopaminu u osob s poruchou autistického spektra a s poruchou 

pozornosti s hyperaktivitou ve srovnání s kontrolní populací. Genetickou analýzu jsme 

prováděli u dvou polymorfismů genu COMT a to u známějšího rs4680 a dále u rs4818. 

Samotná analýza zahrnovala izolaci DNA, amplifikaci metodou PCR, kontrolu PCR 

produktu pomocí gelové elektroforézy, přečištění a sekvenaci PCR produktu a 

v posledním kroku vyhodnocení sekvence DNA. Na základě našich výsledků v laboratoři 

jsme nepotvrdili hypotézu, že výše uvedené polymorfismy v genu COMT představují 

rizikový faktor pro ASD a ADHD. 

Naše výsledky pravděpodobně ovlivnil malý počet osob ve sledovaných skupinách, ale 

přesto i tato práce pomohla malým fragmentem k pochopení příčiny komplikované 

patologie těchto onemocnění. 

Klíčová 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: 

A D H D (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. 

A D H D 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 D N A 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 D N A 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 Úvod 

Poruchy autistického spektra a poruchy pozornosti s hyperaktivitou jsou neurovývojové 

choroby, které jsou spojeny s odchylkami v regulaci na úrovní neurotransmiterových 

systémů. V současné době počet diagnostikovaných osob s PAS nebo A D H D stále 

závratným tempem přibývá. Přesná příčina vzniku je stále zahalena tajemstvím a někteří 

odborníci označují současnou situaci za epidemii autismu. Na jejich vzniku se podílí 

široká škála faktorů, mezi nimiž jsou i dědičné faktory. Předpokládá se, že znalost 

genových variant nám pomůže přispět k pochopení komplexnosti těchto onemocnění. 

V centru pozornosti experimentuje zejména složitý vztah mezi aktivitou enzymu COMT 

ovlivňující hladinu dopaminu v mozkové kůře a genetickou variabilitou genu COMT. 

Naprostá většina publikovaných studií o genu COMT se věnuje vlivu rs4680 na ASD a 

ADHD. Tato práce se zaměřila nejen na rs4680, ale i na polymorfismus rs4818, protože 

bylo zjištěno, že právě rs4818 by mohl být daleko více zodpovědný za příznaky 

onemocnění. Proto u prověřovaných osob s A D H D a s ASD bylo vyšetřováno frekvenční 

zastoupení obou genových variant zodpovědných za nízkou nebo vysokou hladinu 

dopaminu ve srovnání s kontrolní populací a diskutován možný vliv genotypů na rozvoj 

poruch autistického spektra a poruch pozornosti s hyperaktivitou 

8 



2 Literární rešerše 

2.1 Neurochemie 

Určité neurologické a neuropsychiatrické onemocnění, jako je například PAS nebo 

ADHD, jsou často vysvětlovány patologickou změnou v neurotransmisi. Změny 

probíhají hlavně na úrovni abnormální koncentrace neurotransmiterů tzv. katecholaminů. 

Katecholaminy jsou odvozené od aminokyseliny tyrosinu a zahrnují tyto tři esenciální 

neurotransmitery: noradrenalin (norepinefrin), adrenalin (epinefrin) a dopamin 

(Fernstrom a Fernstrom, 2007). 

2.1.1 Dopamin 

Hlavní monoaminový neurotransmiter dopamin má zásadní roli v regulaci motorických 

neuronů, ovlivňuje prostorovou paměť, motivaci, odměnu a potěšení (Klein et al., 2019). 

Dopamin je syntetizován především z tyrosinu (Fernstrom a Fernstrom, 2007). Primární 

metabolická cesta zahrnuje dvoustupňovou syntézu v cytosolu. Tyrosinhydroxyláza 

přeměňuje tyrosin na levodopu (L-DOPA, L-dihydroxyfenilalanin) pomocí enzymu 

tetrahydrobiopterinu, kyslíku (02) a železa (Fe2+) jako kofaktorů. Poté může být L -

DOPA převeden na dopamin za přítomnosti enzymu aromatická L-aminoskyselinová 

dekarboxyláza (DOPA dekarboxyláza), který obsahuje pyridoxal fosfát jako kofaktor. 

Dopamin je přenesen z cytosolu do synaptických vezikul, kde je uložen do té doby, než 

je uvolněn do synaptické štěrbiny (Liang at al., 2004). 

Obrázek 1: Syntéza dopaminu a jeho uvolnění do synaptické štěrbiny. Upraveno dle Klein 

el a l , 2019. 

A Ty rosme 

TH 

L-DOPA 9 Dopamine 
m VMAT2 
0 Aromatic L-amino Presynap t k 
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Dopamin je v kyselém prostředí synaptického vesikulu stabilizován a nedochází zde k 

jeho oxidaci (Guillot a Miller 2009). V nekyselém mikroprostředí je dopamin citlivý na 

oxidaci nebo se za přítomnosti monoaminooxidázy B (MAO-B) konvertuje na 3,4-

dihydroxyfenylacetaldehyd (DOPAL), který se přednostně přeměňuje na 3,4-

dihydroxyfenyloctovou kyselinu (DOPAC) enzymem aldehyddehydrogenáza (ALDH). 

V dalším kroku může enzym katechol-O-methyltransferáza (COMT) degradovat DOPAC 

na kyselinu homovanilovou (HVA) nebo se může také přímo přeměňovat dopamin na 3-

methoxytyramin (Eisenhofer et al., 2004). 

Dopamin nemůže snadno procházet hematoencefalickou bariérou sám, a proto musí být 

syntetizován v mozkové tkáni. Protože dopamin funguje jako neurochemický modulátor 

ve více oblastech mozku, kde má potenciál ovlivnit mnoho aspektů mozkové aktivity. V 

mozku je několik center dopaminu; hlavní jsou ventrální tegmentální oblast, která 

směřuje směrem k nucleus accumbens a prefrontální kůra podél oblasti substantia nigra, 

která tvoří část bazálni ch ganglií (Gasmi et al., 2022). Mnohá onemocnění jsou právě 

výsledkem dysfunkce dopaminu v jednotlivých částech mozku. 

V důsledku degradace dopaminu v substantia nigra lidé vykazují emociální, kognitivní a 

pohybové abnormality. Tato patogeneze je častá u pacientů s Parkinsonovou chorobou 

(Klein et al., 2019). Také u schizofrenie byly zjištěny patologické změny v koncentraci 

dopaminu ve frontálních lalocích, což u těchto pacientů vede k psychotickým epizodám 

(Seeman a Kapur, 2000). Snížení hladiny dopaminu je základem onemocnění, jako je 

porucha pozornosti/hyperaktivita (ADHD). Kromě toho výzkum v posledních několika 

desetiletích ukázal, že dopamin může mít podstatný vliv na funkci imunitních buněk jak 

v CNS, tak na periferii. Dopaminergní imunomodulace ovlivňuje vrozenou i adaptivní 

imunitu a stává se stále důležitějším cílem pro objevování léků a léčbu onemocnění 

(Channeretal.,2023). 

2.1.2 Noradrenalin 

Noradrenalin (norepinefrin) má stěžení roli v centrálním nervovém systému, kde se 

účastní pochodů ovlivňující chování člověka (Prokopová, 2010). Je syntetizován z 

dopaminu v cytoplasmě noradrenergních neuronů enzymem dopamin-P-hydroxylázou, 

který je lokalizován na membráně sekrečních vezikul (Mravec, 2007). Noradrenalin má 

mnoho uplatnění v CNS. Aktivace jeho receptoru může mít inhibiční i excitační účinky 

na chování v závislosti na exponované mozkové struktuře, typu a hustotě receptoru a 
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načasovaní aktivace. Těla noradrenergních neuronů leží na pomezí prodloužené míchy a 

Val ořova mostu a jejich axony sahají do většiny oblastí mozku (Prokopová, 2010). 

Noradrenergní axony tvoří běžně terminálni synapse s cílovými neurony, ale také 

specifické synapse. V průběhu akčního potenciálu se u těchto typů synapse noradrenalin 

uvolňuje parakrinně do mezibuněčného prostoru a tímto způsobem může ovlivnit větší 

množství neuronů a gliových buněk. Právě zmíněná modulace se uplatňuje ve zvýšené 

míře v prefrontálním kortexu a hipokampu, mozkových strukturách úzce spojených s 

pamětí (Prokopová, 2010). Mnozí autoři spojují abnormality v těchto částech mozku 

s neurovývojovými onemocnění jako je ASD (Pardo a Eberhart, 2007; Marotta at al., 

2020) nebo A D H D (Dean et a l , 2020). 

Noradrenalin ovlivňuje bdělost, pozornost, emoce, učení, paměť a motoriku. Jakákoliv 

porucha jeho funkce se může projevit hyperkinetickým syndromem (ADHD) (Mravec, 

2007; Prokopová, 2010). 

2.1.3 Adrenalin 

Adrenalin (epinefrin) se se syntetizuje z noradrenalinu. Noradrenalin se transportuje z 

vezikul do cytoplasmy a enzym fenyletanolamin-N-methyltransferáza ho přeměňuje na 

adrenalin. Hlavním zdrojem adrenalinu v organismu jsou chromafinní buňky dřeně 

nadledvinek. Adrenalin uvolněný z nadledvinek stimuluje adrenergní receptory buněk 

jednotlivých orgánů (Mravec, 2007). Adrenalin byl také lokalizován v neuronech v dolní 

části mozkového kmene v centrální nervové soustavě. Adrenalinergické neurony se v 

CNS nevyskytují tak hojně jako noradrenergní neurony, a proto koncentrace adrenalinu 

není tak vysoká ve srovnání s dopaminem a noradrenalinem (Eisenhofer et al., 2004). 

Předpokládá se, že adrenalin řídí bdělost a odpovědi organismu ve stresových situacích 

(reakci bojuj a uteč) (Fernstrom a Fernstrom, 2007). 

2.1.4 Katabolismus katecholaminů 

Katecholecholaminy jsou deaktivovány L-monoaminooxidázou (MAO) a katechol-O-

methyltransferázou (COMT), což vede k syntéze kyseliny homovanilové z dopaminu 

nebo kyseliny vanilmandlové z adrenalinu na noradrenalin. Alternativně, jak je ukázáno 

u metabolismu dopaminu, může být pořadí reakce změněno tak, že nejprve působí COMT 

a poté M A O . Degradační produkty jsou následně vylučovány močí. Celý katabolismus je 
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přehledně zakreslen na obr. 2 a současně je zde přesně ukázáno, kde a jak působí enzym 

COMT (Slominkski et al., 2012). 

rtůpňrtti-rtů r l M f t f i r i * 0 l h i i r i * OH | , - N R N L . 

^hK*a 

j t iiujtviť^N-iiM! 3,4-<íihydrQ!(yphci'/iiKC1 c J Í d &,4-dí iydraMym«l| h 

x r r 
A. n.-|.......... ,• i - , h í í m o v ? n i l l i c ttid vani ly l rTLBridf l l ic a c i d 

b. ŕhcn/lcCtHriĽ-arnint h-fnethylCranarcFise 

t ratftt-l r rnrlri.lfnnľ-min 

Obrázek 2: Katabolismus katecholaminů. Častým cílem léků, které jsou přepisovány 

pacientům s neuropsychiatrickými poruchami, j sou právě výše zmíněné regulační 

katabolické dráhy katecholaminů. Léky přímo působí na dopaminergní dysregulaci 

(Finberg, 2019). 

2.2 Enyzymy COMT 

2.2.1 Struktura 

Enzym COMT je jednodoménový a/p-složený protein, který se skládá z centrálního 

smíšeného sedmi vláknového P-listu, který je obtočen osmi a-helixy (Sun at al., 2013). 

Aktivním místem COMTJe mělká rýha umístěná ve vnější části na povrchu enzymu a 

skládá se z vazebné domény S-adenosyl-L-methionin-(AdoMet) a z katalytického místa. 

Katalytické místo, na němž probíhá O-methylace, se skládá z několika aminokyselin, 

které hrají významnou roli při vazbě substrátu, vody a M g 2 + Ionty M g 2 + kontrolují 

orientaci koncové části katecholu a správnou pozici aktivované methylové skupiny. 

(Vidgren at al, 1994). 

2.2.2 Fyziologická funkce enzymu COMT 

Katechol-O-methyl transferáza neboli COMT je enzym, který katalyzuj e přenos metylové 

skupiny z S-adenosyl - L- methioninu na hydroxylovou skupinu v substrátu katecholu. 

(Lundstrom et al., 1995). Viz obr. 3. 
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SAM SAH 

Obrázek 3.: Funkce COMT enzymu 

V současnosti j sou známy dva typy dva typy enzymů COMT. V buněčné cytoplazmě byla 

nalezena rozpustná forma COMT (S-COMT: soluble COMT) a membránově vázaná 

forma COMT (MB-COMT: membrane-bound COMT) (Esmaiel at el., 2020). Oba typy 

obsahují 221 aminokyselinových zbytků a MB-COMT má navíc na svém konci přidáno 

50 aminokyselin, které vytváří reziduálni zbytek, jenž se propojuje s intracelulární 

membránou. Zároveň katalytické místo enzymu je orientováno směrem do 

cytoplazmatického prostoru buňky (Bonifácio et al, 2007). 

Distribuce obou transkiptů byla zjištěna ve většině lidských tkání. S-COMT je převážně 

exprimován v krvi, játrech a ledvinách, zatímco MB-COMTby\ zjištěn hlavně v mozkové 

tkáni, což je důležitý předpoklad k řízení metabolismu dopaminu (Sun et al, 2013). 

Membránově vázaná MB-COMT je lokalizován v axonech, dendritech, postsynaptických 

a presynaptických strukturách hlavně v prefrontální části mozku (Chen et al., 2011). Na 

základě provedených pokusů, které sledovali regulaci dopaminu přes inaktivaci jeho 

transportérů v prefrontální části mozku byla potvrzena hypotéza, že enzym COMT hraje 

hlavního aktéra při regulaci neurotransmise v prefrontání části mozku (Garris et al., 

1993). 

2.2.3 Struktura, exprese a lokalizace genu COMT 

Genetické pokusy prokázali, že proteiny COMT jsou kódovány pouze jedním genem u 

různých druhů savců. Lidský gen pro COMT je lokalizován na dlouhém rameni 

chromosomu 22 v pozici 22ql 1.2. (Tenhunen at al., 1994). Gen má velikost přibližně 27 

kb a jeho součástí jsou dva promotory, které řídí syntézu dvou odlišných transkriptů. 

Vzdálenější 5'promotor, označovaný jako P2, reguluje syntézu transkriptů o velikosti 

l,5kb kódujícího membránově vázanou formu (MB-COMT, 271 aminokyselin) a také 

rozpustnou formu (S-COMT, 221 aminokyselin). Translace obou forem je zahájena 

iniciačním translačním A T G kodónem, který je umístěn na exonu 3 (Andersen a Škorpen, 

2009). Druhý promotor P1 je lokalizován mezi těmito dvěma A T G kodóny. Promotor P1 
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reguluje pouze syntézu transkriptu o velikosti 11,3 kb kódujícího formu S-COMT 

(Tenhunen et al., 1994). Celá struktura genu je přehledně zobrazena na obrázku 4. 

MB-ATG S-ATG 
+1 +151 

19.3 kb 1200 bp 

-//• 
Exon 1 Exon 2 
110 bp 90 bp 

Exon 3 
290 bp 

TGA 
+814 

Exon i 
470 bp 

Obrázek 4: Struktura lidského genu COMT. Černá linie představuje introny a pomocí 

rámečku jsou zobrazeny exony. Tmavé rámečky odpovídají regionům kódující protein, 

zatímco bílé rámečky jsou oblasti nekódujících exonů. Dále jsou na obrázku uvedeny 

počáteční kodony translace pro membránově asociovanou formu COMT a rozpustnou 

formu COMT, dva promotory PI a P2, stop kodon TGA v exonu 6. Upraveno dle 

Andersen a Škorpen, 2009. 

V roce 1994 Tehnunen et al. zkoumal distribuci specifických transkriptů COMT v 

různých lidských tkáních pomocí laboratorní metody Northern blot. Prokázal přítomnost 

obou transkritpů s různou distribucí. Nejvyšší koncentrace obou transkriptů byla nalezena 

v játrech, mozku, ledvinách, nadledvinkách a plících, zatímco nižší hladina byla přítomna 

v srdci, prsní žláze a lymfocytech. Ukázalo se, že většina trankriptu o velikosti l,3kb byla 

prokázána v játrech, ledvinách a prsních žlázách a delší 1,5 kb transkript převládal hlavně 

v centrální nervové soustavě. Podle jiné studie, Hong et al. (1998), tento trankript 

převažuje v míše a mozku. Nižší hladina byla zjištěna v limbické části mozku, amygdale, 

která je odpovědná za emoce, vztek, hněv a úzkost. Poznatky o expresi genů COMT 

doplňuje Matsumoto et al. (2003), který díky metodě in situ hybridizace signifikantně 

prokázal přítomnost obou transkriptů i v kortikální a subkortikální oblasti mozku. 

2.2.4 Genová rozmanitost v genu COMT 

Variabilitu našeho genomu můžeme sledovat na různých úrovních. Cytogenetik pozoruje 

mikroskopicky počet, velikost a tvar chromozomů, variabilitu hetero- a euchromatických 

regionů apod. Zatímco molekulární genetik, vyšetřující nukleové kyseliny, analyzuje 

nejčastěji místa jednonukleotidových změn (SNP, single nucleotide polymorphismus). 

Změna jednoho nukleotidu znamená existenci nejméně dvou variant daného genu, které 
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mohou nebo nemusí podmiňovat různý fenotyp, případně rozvoj geneticky podmíněné 

choroby. V případě SNP může jít o substituční záměnu nukleotidů, které mohou měnit 

sekvenci aminokyselin v peptidovém řetězci. To může mít za následek poruchu funkce 

kódovaného produktu (Beránek, 2016). V genu COMT byla prokázána řada 

polymorfismů. Polymorfismus genu COMT Val 158Met (rs4680) je součástí haplobloku 

s dalšími SNP: rs6269, rs4633 a rs4818, který se nachází v jeho centrální oblasti (Nackley 

et al., 2006). Tato práce je zaměřena na studium polymorfismů rs4680 a rs4818, u nichž 

se předpokládá asociace s psychiatrickými poruchami. Přesné určení místa námi 

studovaných polymorfismů v genu COMT je zobrazeno na následujícím obrázku 5. 

3 ř; Hc_ooijcn2.il. (p c> Q —iíf^j* 8 í 
19,563,673 I9«3É̂ HH*I if.KlWQ 1?.«5.7« 19,963.718 L9.?6:i,720 19.%1.7S 

19,963,746 lJp̂ !Hl 7̂& 19,963,766 

Obrázek 5: Část sekvence genu COMT s vyznačenými polymorfismy rs4818 a rs4680 

(převzato z National Library of Medicíne). 

2.2.4.1 Polymorfismus rs4680 

Varianta Val/Met na ex onu 4 je výsledkem substituce nukleotidu guaninu za adenin, což 

vede k záměně aminokyseliny valinu za methionin v kodonu 158 v enzymu MB-COMT 

a na kodonu 108 v enzymu S-COMT. Tato záměna způsobuje rozdíly v aktivitě a 

termostabilitě enzymu (Lotta et al, 1995). Podle Chen et al. (2004) jedinci Met/Met 

vykazují sníženou enzymovou aktivitu, což vede k vyšším hladinám synaptického 

dopaminu a ovlivňuje tak dopaminergní postsynaptickou stimulaci frontálního laloku. 

Bylo prokázáno, že homozygoti Met/Met ve srovnání s homozygoty Val/Val mají 3x-4x 

nižší aktivitu enzymu COMT, což znamená vyšší koncentraci dopaminu. U Val/Met 

heterozygotů byla naměřena střední hladina enzymu a u genotypu Val/Val byla prokázána 

nejvyšší aktivita enzymu COMT (Lachman et al., 1996). Vliv polymorfismů rs4680 

shrnuje následující obrázek 6. 
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COMT Vall58Met polymorphism 

X m ;r 

rJ* Activity of the * + 

Catechol-O-methyl transferase 
^ (COMT enzyme) ^ 
- Dopamine-degrading activity + 
- Prefrontal Dl receptor density+ 
+ Prefrontal dopamine 

Obrázek 6: Vl iv funkčního j ednonukleotidového polymorfismu COMT Vall58Met. Alela 

Val 158 je spojena s vyšší degradací dopaminu, následně vyšším obratem uvolněného 

dopaminu, a tím nižší hladinou dopaminu v prefrontálním kortexu (Witte a Flôel, 2012). 

Četné studie uvádí, že polymorfismus rs4680 je jedním z predispozičních prvků 

neuropsychiatrických onemocní jako je schizofrenie (Egan et al., 2001), bipolární 

porucha, obsedantně kompulsivní porucha, A D H D a porucha autistického spektra. 

Analýza psychiatrických pacientů prokázala vliv polymorfismu Val 158Met na kognitivní 

funkce, pracovní paměť, exekutivní funkce a udržení pozornosti (Bonifácio et al, 2007). 

2.2.4.2 Polymorfismus rs4818 

Polymorfismus COMT rs4818 se nachází stejně jako rs4680 na exonu 4. Jedná se o 

substituci cytosinu (C) za guanin (G), přičemž nedochází k záměně aminokyseliny 

(Leu/Leu) na kodonu 86 v případě S-COMT a na kodonu 136 v případě MB-COMT. 

Přesto, že k záměně A K nedochází, přítomnost varianty G souvisí s vyšší aktivitou COMT 

a sníženou prefrontální dopaminovou aktivitou. To znamená, že jedinci G G mají vyšší 

aktivitu COMT ve srovnání s jedinci CC (Roussos et al., 2008). Je třeba poznamenat, že 

alela G je původní alela, zatímco alela C je výsledkem mutace, která je považována za 

výhodnou z hlediska lidské evoluce, protože je jedinečná pro člověka a vztahuje se k 

vyšší inteligenci (Jiang et al, 2015). 

Ukázalo se, že rs4680 (Vall58Met) je funkční polymorfismus ovlivňující aktivitu COMT, 

koncentraci a stabilitu proteinu a je spojen se změněnými hladinami S-COMT v lidském 

dorzolaterálním prefrontálním kortexu (Parkin et al, 2018). Polymorfismus rs4818 

ovlivňuje aktivitu enzymové exprese COMT až 18krát více změnou stability mRNA 

(Nackley et al., 2006). Dokonce se předpokládá, že aktivita COMT je více ovlivněna 

polymorfismem rs4818 než polymorfismem rs4680 (Sagud et al., 2023) a zároveň se 
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ukázalo, že různé s haplotypy rs4818 různě ovlivňují prefrontální kortexové funkce, 

včetně řešení neemocionálních problémů (Ioannidis et al., 2020). 

2.3 ADHD a polymorfismus COMT 

2.3.1 ADHD: pojem, etiologie a patologie 

Porucha pozornosti s hyperaktivitou - A D H D (Attention Deficit Hyperactivity Disorder) 

představuje široce rozšířenou neurobiologickou poruchu v dětském věku s poměrně 

vysokou mírou genetické podmíněnosti. V současné době se používají nejčastěji dva 

termíny, které vycházejí z 10. revize Mezinárodní klasifikace nemocí ( M K N 10, ICD 10) 

Světové zdravotnické organizace a z Americké psychiatrické asociace (podle D S M IV). 

V souladu s M K N 10 je užíván termín hyperkinetická porucha a její subtypy: porucha 

pozornosti a aktivity a hyperkinetická porucha chování. V české terminologii se používá 

i označení typu hyperkinetický nebo hyperaktivní syndrom. Označení A D H D vychází z 

terminologie Americké psychiatrické asociace. Jedná se o označení pro syndrom deficitu 

pozornosti spojený s hyperaktivitou (ADHD) anebo syndrom deficitu pozornosti bez 

hyperaktivity (ADD) (Kuželová, 2014). 

Příznaky onemocnění se objevují již v dětství a přetrvávají do dospělosti. U menší části 

pacientů dochází k remisi v průběhu dospívání (Theiner, 2012). A D H D se projevuje 

poruchou pozornosti, hyperaktivitou a impulzivitou. U pacientů s A D H D lze 

předpokládat tyto dílčí poruchy pozornosti: slabá koncentrace pozornosti, krátká tenacita 

(schopnost podržet jedno zaměření pozornosti na delší dobu), méně adaptabilní vigilita, 

nízká selektivita. Hyperaktivita se projevuje jako puzení k neustálému pohybu, k 

neúčelné činnosti, pacienti mají potíže zůstat v klidu, přičemž vykonávají různé neúčelné 

pohyby (Neumannová et al., 2010). U impulzivního jedince můžeme vidět, že 

nezadržitelně mluví, často vyhrkne odpověď dříve, než byla dokončena otázka nebo mívá 

velký problém vyčkat, než na něj přijde řada (Paclt, 2016). Shrnutí projevů u jedinců s 

A D H D vidíme na následujícím obrázku 7. 
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Obrázek 7: Projevy jedinců s ADHD. Upraveno dle Theiner, 2012. 

Klinické příznaky A D H D jsou způsobeny strukturálními a funkčními odchylkami v 

prefrontálním kortexu a subkortikálních oblastech, které se podílejí na řízení exekutivních 

funkcí. A právě v těchto oblastech se hledá hlavní příčina ADHD, což je podle 

katecholaminové hypotézy snížená tvorba dopaminu a jeho využití (Příhodová, 2011). 

2.3.2 Vliv polymorfismu genu COMT na ADHD 

Na základě dostupných studií je A D H D multifaktoriální polygenní porucha způsobená 

přispěním každého jednotlivého genu. Doposud nebyly odhaleny kauzální geny, které by 

A D H D přímo způsobovaly, ale existuje celá řada kandidátních genů, jež mají na rozvoji 

poruchy podíl. Mezi nej významnější patří zejména geny dopaminergního, 

noradrenergního serotoninergního a GABAergního systému (geny pro transportéry a 

receptory transmiterů, geny pro některé enzymy, např. dopamin-beta- hydroxyláza, 

monoaminooxidáza, katechol-O-metyltransferáza). Molekulárně-genetické studie se 

zaměřují především na geny dopaminového systému, geny kódující dopaminové 

receptory a transportéry (Kuželová, 2014). Jedná se o geny dopaminových receptoru 

DRD1, DRD2, DRD3, DRD4, DRD5 a dále geny COMT, MAO a geny kódující 

transportér DAT1 (Kopečková, 2008). Jedním z nejvíce prostudovaných genů je gen pro 

katechol-O-methyltransferázu (COMT). 

Teoreticky, vyšší aktivita enzymu COMT spojená s alelou Val může zvýšit degradaci 

dopaminu a způsobit snížení jeho koncentrace na synapsích. Protože dopaminová dráha 

je zahrnuta do regulace kognitivních funkcí, předpokládá se, že za deficit ve výkonech u 
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dětí s ADHD, odpovídá právě alela Val (Cheuk a Wong, 2006). Výsledky různých studií 

zabývajících se vlivem polymorfismu COMT však bývají mnohdy kontroverzní. 

Hypotézu podporuje průzkum provedený u dětí s A D H D s homozygotním genotypem 

Val/Val. Tyto děti měly významně lepší trvalou pozornost než děti s A D H D a alespoň 

jednou kopií Met varianty. Děti s variantou Met dosahovaly v testech trvalé pozornosti 

výrazně horších výsledků. Varianta Met pravděpodobně narušila prefrontálně 

zprostředkovanou kognici u A D H D a její účinek může být vysvětlen hyperfunkcí 

prefrontálních dopaminergních systémů, tedy pomalejší degradací dopaminu. 

Také během farmakogenetické analýzy bylo zjištěno, že alela Val byla u pacientů s 

A D H D častější ve srovnání se zdravou populací a homozygotní děti Val/Val měly po 

léčbě lékem methylfenidát významně méně závažné symptomy než děti s genotypem 

Met/Met. Tato interakce by mohla odrážet regulační účinek prefrontálního přenosu 

dopaminu ovládaného COMT na subkortikální dopaminové systémy, které jsou 

skutečným místem působení methylfenidátu (Bellgrove et al, 2005). 

Jiné populační studie neprokázaly žádnou souvislost mezi genotypem COMT a závažností 

symptomů u A D H D (Hawi et al., 2000; Tahir et al., 2000; Yatsuga et a l , 2014). 

2.3.3 Léčba ADHD 

Včasná a adekvátní intervence má potenciál snížit riziko negativních výsledků 

souvisejících s A D H D v oblasti duševního a fyzického zdraví (Da Silva et al., 2023). 

Možnosti léčby mohou být nefarmakologické, farmakologické nebo jejich kombinace. 

Nefarmakologická léčba zahrnuje psychosociální, kognitivní a behaviorální trénink, který 

stimuluje specifické neuropsychologické domény spojené s ADHD. Behavi orální terapie 

je intervence zaměřená na změnu chování. V praxi to znamená, že se terapeut snaží 

podpořit žádoucího chování a eliminovat nežádoucí chování. Zároveň se v léčbě 

uplatňuje kognitivní trénink, který posiluje pracovní paměť zahrnující adaptivní rozvrhy, 

o kterých se předpokládá, že posilují neuropsychologické procesy s deficitem A D H D 

(Catalá-Lopez et al, 2017). V léčbě A D H D je využívaná i alternativní medicína. Patří sem 

dietní terapie, což zahrnuje vyloučení položek spojených s přecitlivělostí na potraviny a 

vyřazení umělých potravinářských barviv z dětské stravy. Dále lze do této skupiny 

zahrnout také homeopatickou léčbu (Verkuijl et al, 2015). 
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Farmakologická léčebná strategie je závislá na klinickém profilu pacienta, zejména s 

ohledem na přítomnost komorbidit, které jsou u pacientů s ADFTD často pozorovány. 

Obecně se doporučují stimulační léky, jmenovitě lisdexamfetamin a methylfenidát jako 

farmakologická léčba první volby pro středně těžké až těžké případy ADFTD a pacienty 

ve věku 6 let a starší. U pacientů, kteří netolerují nebo nereagují na léčbu těmito léky, 

jsou druhou volbou farmakoterapie nestimulanty (např. atomoxetin), následně adrenergní 

látky (např. klonidin a guanfacin) nebo alternativní nestimulační léky, včetně 

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

Methylfenidát je v současnosti nej rozšířenější molekulou ve farmakologické léčbě 

poruchy pozornosti s hyperaktivitou (ADFTD). Methylfenidát, zvyšuje dostupnost 

dopaminu a noradrenalinu v synaptické štěrbině, což vede ke zvýšené neurotransmisi. 

Farmakologická aktivita methylfenidátu vyplývá především z blokování transportérů 

dopaminu a noradrenalinu (DAT, resp. NET), čímž se inhibuje zpětné vychytávání těchto 

neurotransmiterů do presynaptických neuronů (Zimmer, 2017). Methylfenidát má 

výrazný efekt na mentální a motorické funkce. Zlepšuje studijní výkon, pozitivně 

ovlivňuje zvraty nálady, denní ospalost a kognitivní funkce (Storebo et al, 2015). 

Mezi nestilumanty patří hlavně atomoxetin. Atomoxetin je silný a selektivní inhibitor 

zpětného vychytávání norepinefrinu, který působí prostřednictvím blokády NET 

přenašeče. Taková presynaptická inhibice přenašeče vede ke zvýšeným extracelulárním 

hladinám norepinefrinu a vyskytuje se hlavně v prefrontálním kortexu (Bymaster at al., 

2002). Atomoxetin je účinnou léčbou hlavních symptomů ADFTD a zlepšuje funkční 

výsledky a kvalitu života u různých skupin osob s ADFTD (tj. muži/ženy, pacienti s 

komorbiditami, děti/dospívající) (Savill et al., 2015). 

Provedené studie prokázaly výrazný efekt léků na základní symptomy ADFTD, ale 

zároveň se objevují i nežádoucí účinky. Nejčastěji se jedná o sníženou chuť k jídlu, sucho 

v ústech, podrážděnost, poruchy spánku, tachykardii, bolest hlavy a kardiovaskulární 

onemocnění (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), patří mezi pervazivní vývojové poruchy. V mezinárodní klasifikaci nemocí 
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(MKN-10) k těmto poruchám řadíme dětský autismus, Aspergerův syndrom, atypický 

autismus a velmi vzácně se vyskytující jinou desintegrační poruchu v dětství. Americký 

statistický manuál DSM-5 slučuje tyto poruchy do jediné jednotky nazvané porucha 

autistického spektra (Diagnostic and statistical manuál, 2013). Všechny tyto poruchy 

vznikají na základě abnormálního vývoje mozku, označujeme je tedy jako neurovývojové 

(Zampachová a Cadilová, 2015). 

Počet pacientů s poruchami autistického spektra vykazuje v posledních desetiletích trvalý 

nárůst. Současná prevalence PAS se odhaduje na 1 až 1,5% v dětské populaci. 

Pravděpodobně to lze připsat lepší diagnostice, zvýšenému povědomí a znalostem 

odborníků i rodičů o autismu, vyššímu věku rodičů při zakládání rodiny a geografickému 

shlukování rodin s postiženými dětmi (Dudová a Mohaplová, 2016). 

Společným jmenovatelem PAS jsou navenek pozorovatelné abnormality ve třech 

oblastech vývoje dítěte. Mluvíme o tzv. „autistické triádě": 

1. narušená sociální interakce, 

2. narušená komunikace, 

3. abnormality v chování, zájmech a hře. 

(Zampachová a Cadilová, 2015). 

2.4.2 Vliv polymorfismu COMT na ASD 

Příčiny vzniku poruch autistického spektra jsou velmi pravděpodobně komplexní se 

zastoupením jak genetických faktorů, tak faktorů vnějšího prostředí. Podíl genetických 

faktorů neboli heritabilita se u autismu odhaduje nad 60% (Dudkova a Mohaplová, 2016). 

Dosud byly provedeny četné studie věnující se hledání biomarkerů pro diagnostiku 

poruch autistického spektra. Jedním z kandidátních genetických faktorů, který 

pravděpodobně kontroluj e fenotypové projevy ASD, je polymorfismus Vall58Met (Blasi 

et al., 2005). Avšak interpretace jeho vlivu na ASD je složitá a kontroverzní. Podle 

Esmaiel at el. (2020) byla u pacientů s PAS významně rozšířena především alela Met. 

Alela Met je spojena s vyšší hladinou dopaminu a tyto zvýšené hladiny katecholaminů, 

které stimulují P2-adrenergní receptory periferního a centrálního nervového systému, by 

mohly nejspíše vést k středním až silným projevům autistického chování (Esmaiel at el., 

2020). Přesto polymorfismus Met je spojen s lepšími kognitivními vlastnostmi, zatímco 
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homozygotní jedinci pro alelu Val vykazovali horší výkon v testech nakognici a v testech 

pozornosti. Stejně tak další vědecké studie u dětí zaznamenaly v případě jedinců Met/Met 

lepší výkon v úkolech vyžadující pracovní paměť než u jedinců Val/Val (Diamond et al., 

2004). Na druhé straně Karam et al. (2013) prokázal, že genotyp Va/Val významně 

koreloval se zvyšující se hyperaktivitou u pacientů s ASD. V souladu s tímto tvrzením 

lze prefrontální výkonné deficity u pacientů s ASD vysvětlit zvýšeným obratem 

prefrontálního dopaminu, který je spojený právě s valinovou variantou COMT. Navíc 

alela Val je spojena s antisociálním chováním (Caspi et al., 2008). Naopak Guo et al. 

(2013) zjistil, že frekvence genotypu Val/Val byla signifikantně nižší u pacientů s ASD 

než u kontrolní skupiny. 

Další působení polymorfismu rs4680 bylo rozsáhle studováno v normální a 

neuropsychiatrické korejské populaci. Kvantitativní analýza v této studii odhalila, že 

rs4680 má okrajově významnou souvislost s kvalitativními abnormalitami v komunikaci 

u pacientů s ASD (Yoo et al., 2013). 

Některé studie neprokázaly žádnou souvislost mezi geny COMT a ASD. Např. u 

thajských dětí neměl SNP rs4680 žádný prokazatelný vliv na jejich chování (Limprasert 

et a l , 2014). 

Je třeba si uvědomit, že poruchy autistického spektra neovlivňuje pouze polymorfismus 

COMT Val 158Met, ale také například rs4818, který spolu s SNPrs6269, rs4633 ars 4680, 

tvoří haploblok ležící v centrální oblasti genu COMT (Diatchenko et al., 2005). Recentní 

výzkumy ukazují, že nejvíce funkci enzymu COMT ovlivňuje SNP rs4818. Haplotyp 

s nízkou enzymovou aktivitou obsahuje převážně alelu C, zatímco nej vyšší aktivitě 

COMT odpovídá alela G. Výskyt alely G ve středoevropské populaci je více jak 40% a 

homozygoti G G kompenzují svoje relativně neefektivní schopnosti abstraktního řešení 

problémů efektivnějším zapojením emocionálních podnětů do rozhodování. Tedy jedinci 

s alelou G jsou více zatíženy sníženou schopností plánovat a řešit problémy (Roussos et 

a l , 2008). 

2.4.3 Léčba ASD 

V současné době není dostupná kauzální léčba poruch autistického spektra. Odborníci na 

danou problematiku se pouze snaží zmírnit projevy autismu. Terapie ASD je velmi 

komplexní problematikou již kvůli množství oborů, které se svým působením podílejí na 
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formování terapie (Novák, 2014). Při vlastní léčbě lze využít poznatky z oboru 

psychoterapie a farmakologie. Někteří odborníci se přikládají i k dietním opatřením 

(Dudová a Mohaplová, 2016). 

Při psychoterapii se využívají dvě základní metody a to kognitivně-behaviorální terapie 

a trénink sociálních dovedností (Lerner at al., 2012). 

Kognitivně-behaviorální terapie je zaměřena na řešení psychických problémů pomocí 

změn v chování a způsobu uvažovaní jedince (Atkinson, 2003). Metody se používají 

k nácviku každodenních dovedností (např. pravidelná hygiena). Pokud osoba s ASD 

zvládne základní praktiky, pokračuje terapeut v nácviku správného chování, komunikace 

nebo rozeznávání emocí (Hanková, 2013). Podle Sukhodolsky et al. (2013) se tato terapie 

využívá především u dětí například k zmírnění depresí, repetitivního jednání nebo při 

sociálních fobiích. 

Trénink sociálních dovedností je pravděpodobně nej rozšířenějším intervenčním 

přístupem ke zlepšení sociálního fungování u starších dětí a mladých dospělých s ASD. 

Trénink, který se často poskytuje ve skupinovém prostředí, je založen na předpokladu, že 

strukturované učení specifického prosociálního chování spolu s příležitostmi k 

procvičování během sezení a strategiemi generalizace mimo sezení je ideální pro 

vyvolání zobecněných zlepšení vhodného sociálního chování (Lerner at al., 2012). 

Jako doplňková léčba se využívá také farmakologie. Autismus není důvodem, aby někdo 

užíval medikaci, ale často se s tímto onemocnění pojí různé přidružené potíže (deprese, 

úzkost, obsedantně kompulzivní porucha, porucha aktivity a pozornosti), u nichž bývá 

farmakoterapie efektivní, někdy dokonce i velmi účinná (Thorová, 2021) 

Pro ovlivnění agresivity, zvýšené dráždivosti a sebepoškozování je lékem první volby 

risperidon, jediné antipsychotikum, které je v ČR registrováno pro užití u dětí od pěti let 

s poruchami chování a agresivitou. Druhou volbou j e aripiprazol, jako třetí krok je možné 

zvolit olanzapin, ziprasidon nebo valproát. Pro ovlivnění stereotypního a repetitivního 

chování, obsedantního syndromu a rituálů autoři doporučují fluoxetin, escitalopram 

a citalopram. Při neúčinnosti těchto dvou SSRI antidepresiv spočívá třetí krok v použití 

clomipraminu. Jedinou volbou pro řešení poruchy spánku je melatonin (Dudová a 

Mohaplová, 2016). 
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3 Cíl práce a hypotéza 

3.1 Cíl práce 

Práce byla zaměřena na zvládnutí základních molekulárně-biologických vyšetřovacích 

metod jako izolace DNA, metoda PCR, gelová elektroforéza, seznámení s metodou 

sekvenování, přičemž byly prověřeny varianty genu C0MTrs4818 a rs4680 u vybraných 

jedinců. Získané výsledky sekvenačních reakcí byly zpracovány a vyhodnoceny. 

3.2 Hypotéza 

U prověřovaných osob A D H D a ASD bude jiné frekvenční zastoupení genových variant 

zodpovědných za nízkou nebo vysokou hladinu dopaminu ve srovnání s kontrolní 

populací. 
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4 Metodika 

4.1 Materiál a jeho odběr 

Pro získání pacientské D N A jsme využili neinvazivní odběr genetického materiálu, tzv. 

bukální stěr, který si pacienti prováděli sami. Pacient předem dostal speciální 

jednorázovou odběrovou sadu spolu s návodem, jak správně odebrat vzorek. Odběr D N A 

se prováděl pomocí sterilní vatové tyčinky (Isohelix SKI Buccal Swab). Po steru z vnitřní 

strany dutiny ústní pacient vložil tyčinku do sterilní zkumavky, aniž by se dotýkal prsty 

vatové části tyčinky. Poté zkumavku odevzdal do laboratoře spolu s příslušnými 

průvodními dokumenty. Jednalo se o informovaný souhlas pacienta s molekulárně-

genetickým vyšetřením a Zádanku pro genetické laboratorní vyšetření, které musel každý 

pacient laboratoře řádně vyplnit a podepsat. 

4.2 Pracovní postup 

4.2.1 Izolace 

1. K izolaci jsme používali stěr z bukální sliznice. V prvním kroku jsme provedli 

izolaci D N A šetrnou extrakcí z buněčného jádra pomocí speciálního izolačního 

kitu GeneAll ExGeneTM Clinic SV mini dle protokolu doporučeného výrobcem 

GeneAll. Lýza buněk byla dosažena přidáním 25 ul proteinázy K (enzymově 

rozštěpí proteiny) a 300 ul B L pufru k vatové tyčince v odběrové zkumavce. 

2. Následovala inkubace zkumavky 20 minut při 56°C v termostatu (Dry Block 

Thermostat TDB-120; Biosan). 

3. V dalším kroku jsme zkumavky vložili do centrifugy a krátce stočili, abychom 

neztratili žádný materiál na stěnách zkumavky. 

4. Potom jsme přidali k lyzátu 300 ul 100% ethanolu, zkumavky jsme zvortexovali 

v krátkých pulsech na vortexu (Microspin FV-2400; Biosan) a krátce stočili na 

centrifuze (Centrifuga/vortex CVP-2 - Biosan) 

5. Pak jsme pipetou přenesli veškerý materiál (max. 700 ul) ze zkumavky na 

kolonku, vložili do centrifugy (Centrifúge 5415 R; Eppendorf) a stočili při 

otáčkách > 8 000 rpm po dobu 1 min. 

6. Po centrifugaci jsme vyměnili sběrnou zkumavku za novou, přidali jsme ke 

vzorku 600 ul BW pufru a znova centrifugovali při otáčkách > 8 000 rpm po dobu 

1 min. Poté jsme znova vyměnili sběrnou zkumavku za novou. 
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7. Následně jsme přidali 700 ul TW pufru a centrifugovali při otáčkách > 8 000 rpm 

po dobu 1 min. Dále j sme odstranili obsah sběrné zkumavky a vrátili kolonku do 

téže sběrné zkumavky 

8. Opět následovala centrifugace po dobu 1 min, ale při otáčkách při 13 000 rpm. 

9. Po odstranění promývacích pufrů jsme vložili kolonku do nové čisté l,5ml 

zkumavky, přidali 50ul A E pufru, inkubovali 5 min při 56°C v termostatu a po 

uběhnutí doby j sme centrifugovali po dobu 1 min při při otáčkách při 13 000 rpm. 

10. Poslední eluční krok byl zopakován, následně jsme kolonku vyjmuli z l,5ml 

zkumavky a v této uzavíratelné zkumavce zůstala izolovaná D N A z bukálního 

steru. Získaný vzorek byl uložen do mrazicího boxu, kde byla teplota -20°C. 

4.2.2 Měření kvantity DNA 

Koncentraci izolované D N A jsme měřili fluorometricky pomocí reagentu Qubit™ 

dsDNA B R Assay Kit na přístroji Qubit 2.0 Fluorometer. Do čisté a označené zkumavky 

jsme napipetovali 198 |ul zásobního roztoku, přidali 2 |ul vzorku a inkubovali 2 minuty 

při pokojové teplotě. Zkumavku jsme vložili do fluorometru a odečetli koncentraci D N A 

na displeji. Zobrazenou hodnotu jsme zaznamenali. 

4.2.3 Amplifikace metodou PCR 

Příprava reakční ho mixu pro analýzu polymorfismů pomocí metody PCR byla 

realizována v chladicí kazetě v laminárním boxu. V této studii byl použit enzym 

MyTaqTM D N A polymeráza (Bioline). Složení reakčního mixuje uvedeno v tabulce 1 

Tabulka 1: Směs reakčního mixu pro PCR 

Reakční mix Objem (ul) 
H 20 34,3 
MyTaq Red Reaction Buffer 10 

5xMyTaq polymeráza (5U/ul) 0,2 

DMSO(100%) 2,5 
COMT rev (20 pmol) 0,5 
COMT_for (20 pmol) 0,5 
D N A 2 
Celkem 50 
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Pro vlastní reakci byly použity specifické primery, jejichž sekvence je uvedena v tabulce 

2. Primery byly převzaty z publikace Tahara a kol. (2009). Syntéza primerů byla zadána 

u firmy ELISABETH P H A R M A C O N . 

Tabulka 2: Sekvence primeru pro PCR amplifikaci 

Název primeru Sekvence 

COMT for 5'-TCG TGG ACG CCG TGA TTC AGG-3' 

COMT rev 5'-AGG T CT GAC AAC GGG T CA GGC-3' 

Vlastní reakce probíhala v přístroji The MultiGene Mini Personal Thermal Cycler 

(Labnet) podle následujícího PCR profilu, jež je přehledně vidět v tabulce 3. 

Tabulka 3: PCR profil 

Postup reakce 
Čas Teplota °C 

Denaturace 5 min. 95 
Denaturace 30 s 95 
Anealing 32 cyklů 30 s 55 
Extenze 60s 72 
Extenze 10 min. 72 

4.2.4 Kontrola PCR produktu gelovou elektroforézou 

V dalším kroku jsme kontrolovali amplifikované PCR produkty na 4% agarázovém gelu 

v l x T B E pufru (Tris-borate-EDTA, Thermo Scientific). Nejdříve jsme rozpustili 4 

tablety agarózy (FastGene Agarose Tablets, Nippon Genetics) ve 150 ml l x T B E pufru. 

Následně byla směs přenesena do mikrovlnné trouby, kde se zahřívala tak dlouho, dokud 

se nevytvořil tekutý gel. Dále jsme ke směsi přimíchali 15 |ul fluorescenční barvičky 

(EliDNA PS Green, Elisabeth Pharmacon), směs přelili do elektroforetické formy 

s hřebeny a po ztuhnutí gelu vyndali hřebeny, přendali gel do elektroforetické vany 

(Mupid® One Electrophoresis System), zalili pufrem a pomocí pipety nanesli 5 ul našeho 

vzorku a do poslední jamky 5ul hmotnostní markeru (100 bp D N A Ladder H3 R T U , 

Nippon Genetics). Vlastní elektroforéza probíhala 10 minut při 135V. Kontrola PCR 

produktů byla provedena na detekčním zařízení (FastGene® GelPic L E D Box). Gely byly 

vyfoceny a fotografie gelu přeneseny na paměťové kartě do počítače. 
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4.2.5 Přečištění PCR produktu pomocí SAP-Exo Kit 

Dle protokolu výrobce jsme k 5 jal PCR produktu přidali 2 ul Exo SAP IT™, (Thermo 

Fisher Scientific). Mix ExoSAP-IT využívá dva hydrolytické enzymy exonukleázu I a 

alkalickou fosfatázu. Exonukleáza I odstraňuje zbytky jednovláknových primerů a 

nespecifickou j ednovláknovou D N A vzniklou během PCR. Alkalická fosfatáza 

odstraňuje zbývající dNTP ze směsi, které by interferovaly s následnými reakcemi. Po 

smíchání byl PCR produkt spolu s enzymy inkubován 10 minut v PCR cycleru 

(MultiGene, Labnet) při 37°C. Inaktivace ExoSAP-IT™ probíhá zahřátím směsi na 80 °C 

po dobu 10 minut. Přečištěné PCR produkty byly nyní připraveny pro následnou analýzu 

v aplikacích, které vyžadují, aby D N A byla bez nadbytečných primerů a nukleotidů. 

4.2.6 Sekvenace 

Vzorky připravené v laboratoři G E N L A B S byly odeslány na sekvenační analýzu 

specializované firmě SEQme s.r.o. Jednalo se o nejběžnější postup sekvenování tzv. 

Sangerovo sekvenování. Vzorky pro sekvenační reakci byly připraveny na základě 

požadavků SEQme s.r.o. Pro sekvenaci j sme do 0,2 PCR zkumavky připravili 1 ul PCR 

produktu, 8,5 ul vody a 0,5 ul jednoho z primerů použitého pro PCR (COMT for se 

sekvencí 5'-TCG TGG A C G C C G TGA TTC AGG-3') . Výsledky sekvenačních reakcí 

byly hodnoceny v počítačovém programu Chromas. Možné výsledky sekvenace pro 

jednotlivé polymorfismy jsou shrnuty v tabulce 4. 

Tabulka 4: Výsledné sekvence polymorfismu 

POLYMORFISMUS SEKVENACE GENOTYP VÝSLEDEK AKTIVITA COMT 
rs4818 C CC Wild type normálni 
rs4818 S CG heterozygot snížená 
rs4818 G GG Mutovaný homozygot snížená 

rs4680 Vall58Met G Val/Val Wild type Zvýšená/normální 
rs4680 Vall58Met R Val/Met heterozygot optimální 
rs4680 Vall58Met A Met/Met Mutovaný homozygot snížená 
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5 Výsledky 

5.1 Kontrola PCR produktu pomoci gelové elektroforézy 

Pro ověření správné amplifikace byla provedena gelová elektroforéza. PCR produkty o 

velikosti 217 bp vidíme na obr. 8. 

Obrázek 8.: Příklad vizualizace PCR produktu o velikosti 217bp pomocí gelové 

elektroforézy. M - hmotnostní marker, vzorek 1,2,3 - produkty PCR reakce. 

5.2 Výsledek sekvenace PCR produktu 

Sekvenace daného úseku byla provedena externí firmou SEQme s.r.o., která následně 

zaslala výsledky on-line a sekvenace byla hodnocena v počítačovém programu Chromas. 

Příklady grafických výsledků sekvenace j sou zobrazeny na následných obrázcích 9, 10, 

a 11. 

Genotyp CC Genotyp Val/Met 
w löö ílč IŤ5 íí» Í7Ô íw Tš» 
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Obrázek 9: Příklad sekvence genu COMT. Výsledkem je v případě SNP rs4818 genotyp 

CC a v případě rs4680 genotyp Val/Met (červená šipka prezentuje hledaný 

polymorfismus). 
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Genotyp CG Genotyp Val/Met 

I S ( C I 5 R T C A C C R T C G A M T C l l C C C C 5 R C T G T 5 C C U C H C » C C C H C C 5 0 A l G 51 G G A T T T C C C T G G C R J U A A G G A C 

Obrázek 10: Příklad sekvence genu COMT. Výsledkem je v případě SNP rs4818 genotyp 

C G a v případě rs4680 genotyp Val/Met (červená šipka prezentuje hledaný 

polymorfismus). 

Genotyp C C Genotyp Met/Met 

s j s c c T c i i c t c c i i r c i í i T c i i c c c c t K i f i T s c c t c c i i c i L t c c n c t c i i E t i e c i T T T C E c t G C c i n i i L i 

Obrázek 11: Příklad sekvence genu COMT. Výsledkem je v případě SNP rs4818 genotyp 

CC a v případě rs4680 genotyp Met/Met (červená šipka prezentuje hledaný 

polymorfismus). 

5.3 Vliv polymorfismu genu COMT na ADHD 

Po sekvenaci byly porovnány frekvence genových variant rs4818 a rs4680 u pacientů s 

A D H D a u kontrolní skupiny bez diagnózy. V experimentální části práce bylo prověřeno 

30 osob s diagnózou A D H D a v kontrolní skupině bylo vyšetřeno 34 osob bez stanovené 

diagnózy. 

5.3.1 Výsledná evaluace genotypů SNP rs4680 u ADHD 

V tabulkách 5 a 6 jsou zaznamenány zjištěné genotypové frekvence testovaných jedinců 

pro polymorfismus rs4680. 
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Tabulka 5: Zastoupení genotypů SNP rs4680 u pacientů s diagnózou A D H D . 

genotyp počet zastoupení 
v % alela počet zastoupení 

v % 

Val/Val 7 23,3 Val 28 43,1 

Val/Met 14 46,7 Met 37 56,9 

Met/Met 9 30,0 

Celkem 30 100 

Tabulka 6: Zastoupení genotypů SNP rs4680 v kontrolní skupině bez diagnózy A D H D . 

genotyp počet zastoupení 
v % alela počet zastoupení 

v % 

Val/Val 11 32,4 Val 40 58,8 

Val/Met 18 52,9 Met 28 41,2 

Met/Met 5 14,7 

Celkem 34 100 

Na obr. 12 je graficky znázorněno porovnání genotypových frekvencí polymorfismu 

rs4680 u pacientů s A D H D a kontrolní skupinou. Ve skupině pacientů s A D H D byly 

nejvíce zastoupeny heterozygoti Val/Met (46,7%) stejně jako v kontrolní skupině 

(52,9%). Homozygotní jedinci Val/Val byly více zastoupeni v kontrolní skupině (32,4%) 

oproti pacientům s A D H D (23,3%). Významnější rozdíly bylo možné vidět u 

homozygotů Met/Met, v kontrolní skupině bylo 14,7% jedinců s Met/Met a ve skupině 

pacientů s A D H D bylo 30,3% jedinců s Met/Met. 
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Procentuální zastoupení genotypů u pacietů s 
ADHD a kontrolní skupiny 

53,0% 
46,7% 

II II li 
Val/Val Val/Met Met/Met 

• Pacienti Kontrolní skupina 
Obrázek 12: Porovnání frekvencí genotypů mezi pacienty s A D H D a kontrolní skupinou. 

V dalším postupu j sme se zaměřili na výskyt frekvencí jednotlivých alel Val a Met, který 

je zachycen v tabulce 5 a graficky znázorněn na obrázku 13. U pacientů s A D H D byla 

zachycena mírně vyšší frekvence alely Met (56,9%), zatímco frekvence alely Val byla 

43,1%. Naopak v kontrolní skupině bylo zjištěno nepatrně vyšší výskyt alely Val (58,8%) 

oproti alele Met (41,2%), což je zaznamenáno v tabulce 6. 

Zastoupení alel rs4860 u pacientů s 
ADHD v % 

• Val • Met 

Obrázek 13: Srovnání frekvence alel Val a Met u pacientů s ADHD. Bylo prověřeno 30 

osob s diagnózou ADHD. 
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Pokud jsme se zabývali pouze studiem frekvenčního zastoupení alely Met, lze vidět 

zřetelnější zvýšení výskytu této alely u pacientů s A D H D ve srovnání s kontrolní 

skupinou. Jak je vidět na obrázku 14 ve skupině pacientů s A D H D byla frekvence alely 

Met 56,9% a v kontrolní skupině 41,2%. 

Procentuální zastoupení frekvence alely Met 
u pacientů s ADHD 

Obrázek 14: Porovnání frekvence alely Met ve skupině pacientů s A D H D (30 testovaných 

jedinců) a v kontrolní skupině (34 testovaných jedinců). 

5.3.2 Výsledná evaluace genotypů SNP rs4818 u ADHD 

Dále byl prověřen polymorfismus genu COMT rs4818 u vybraných jedinců a výsledky 

byly zpracovány do následujících tabulek 7, 8 a grafu na obrázku 15. 

Tabulka 7: Zastoupení genotypů SNP rs4818 u pacientů s diagnózou A D H D . 

genotyp počet zastoupení 
v % alela počet zastoupení 

v % 

CC 4 26,7 C 16 53,3 

CG 8 53,3 G 14 46,7 

GG 3 20,0 

Celkem 15 100 
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Tabulka 8: Zastoupení genotypů SNP rs4818 v kontrolní skupině bez diagnózy A D H D . 

genotyp počet zastoupení 
v % alela počet zastoupení 

v % 

CC 15 44,1 C 45 66,2 

CG 15 44,1 G 23 33,8 

GG 4 11,8 

Celkem 34 100 

Na obr. 15 je graficky znázorněno porovnání genotypových frekvencí polymorfismu 

rs4818 u pacientů s A D H D a kontrolní skupiny. V této práci nebyl nalezen statisticky 

významný rozdíl mezi frekvencemi genotypů u pacientů s A D H D a v kontrolní skupině 

(užit Chí kvadrát test). Ve studovaném souboru byli ve skupině pacientů nejvíce 

zastoupeni heterozygoti C G (53,3%) a druhým nejvíce rozšířeným genotypem byl 

genotyp CC (26,7%). V kontrolní skupině byla frekvence genotypů CC a genotypu C G 

stejná (44,1%). Nejméně zastoupeným genotypem byl homozygotní genotyp GG, který 

se v kontrolní skupině vyskytoval u 11,5% ave skupině pacientů S A D H D u 20% jedinců. 

60,0% 

50,0% 

40,0% 

30,0% 

20,0% 

10,0% 

0,0% 

Procentuální zastoupení genotypů u pacientů 
s ADHD a kontrolní skupiny 

53,3% 

20,0% 

I 11,8% 

CC CG GG 

i Pacienti Kontrolní skupina 

Obrázek 15: Porovnání frekvencí genotypů rs4818 mezi pacienty s A D H D (15 

testovaných jedinců) a kontrolní skupinou (34 testovaných jedinců). 
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5.4 Vliv polymorfismu genu COMT na ASD 

V následujících tabulkách 9 a 10 jsou zaznamenané zjištěné genotypové frekvence 

prověřovaných j edinců. 

5.4.1 Výsledná evaluace genotypů SNP rs4680 u ASD 

Tabulka 9: Zastoupení genotypů SNP rs4680 u pacientů s diagnózou ASD. 

genotyp počet zastoupení 
v % alela počet zastoupení 

v % 

Val/Val 9 20,0 Val 42 46,7 

Val/Met 24 53,3 Met 48 53,3 

Met/Met 12 26,7 

Celkem 45 100 

Tabulka 10: Zastoupení genotypů SNP rs4680 v kontrolní skupině. 

genotyp počet zastoupení 
v % alela počet zastoupení 

v % 

Val/Val 11 32,4 Val 40 58,8 

Val/Met 18 52,9 Met 28 41,2 

Met/Met 5 14,7 

Celkem 34 100 

Z tabulky 9 je patrné, že bylo ve skupině pacientů s ASD nejvíce heterozygotů Val/Met 

(53,5%) a nejméně bylo homozygotů Val/Val (20,0%). Porovnání genotypových 

frekvencí polymorfismu rs4680 u pacientů s ASD a kontrolní skupinou je znázorněno na 

obr. 16. Při porovnání tabulky 9 a tabulky 10 je zajímavé frekvenční zastoupení 

homozygotů v obou skupinách. Ve skupině pacientů s ASD bylo zastoupeno 26,7% 

homozygotů Met/Met ve srovnání s kontrolní skupinou, kde bylo prokázáno 14,7% 

homozygotů Met/Met. Druhý rozdíl lze vidět mezi homozygoty Val/Val u pacientů 
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s ASD (20,2%) a kontrolní skupinou (32,4%). Tyto rozdíly však nebyly statisticky 

průkazné (použit Chí kvadrát test). 

Procentuální zastoupení genotypů u pacientů s ASD 
a u kontrolní skupiny 

Val/Val Val/Met Met/Met 

• Pacienti Kontrolní skupina 

Obrázek 16: Porovnání frekvencí genotypů rs4860 mezi pacienty s ASD (testováno 45 

jedinců) a kontrolní skupinou (testováno 34 jedinců). 

V této studii jsme v dalším postupu prověřovali frekvenční zastoupení jednotlivých alel 

u rs4860 u pacientů s ASD. Obrázek 17 jasně demonstruje, že u osob s ASD byla více 

zastoupena alela Met (53,3%). 

Zastoupení alel rs4860 u pacientů 
s ASD v % 

• Val BMet 

Obrázek 17: Srovnání frekvence alel Val a Met u 45 testovaných pacientů s ASD. 

Na základě předcházejících výsledů jsme zaměřili pozornost na frekvenční zastoupení 

alely Met. Ve skupině pacientů s ASD byla zaznamenána vyšší frekvence alely Met 
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(53,3%) v porovnání s kontrolní skupinou (41,2%). Tento rozdíl je zobrazen na obrázku 

18. 

Zastoupení frekvence alely Met 
u pacientů s ASD v % 

Kontrolní 
skupina 

41,2% 

Pacienti | 53,3% 

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

Obr. 18: Porovnání frekvence alely Met ve skupině pacientů s ASD. Bylo prověřeno 45 

osob s diagnózou ASD a v kontrolní skupině bylo vyšetřeno 34 osob bez stanovené 

diagnózy. 

5.4.2 Výsledná evaluace genotypů SNP rs4818 u ASD 

Dále jsme pokračovali v analýze genu COMT rs4818 u ASD. Níže uvedené tabulky 11, 

12 zobrazují frekvence jednotlivých genotypů. 

Tabulka 11: Zastoupení genotypů SNP rs4818 u pacientů s diagnózou ASD 

genotyp počet zastoupení 
v % alela počet zastoupení 

v % 

CC 12 37,5 C 40 62,5 

CG 16 50 G 24 37,5 

GG 4 12,5 

Celkem 32 100 
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Tabulka 12: Zastoupení genotypů SNP rs4818 v kontrolní skupině 

genotyp počet zastoupení 
v % alela počet zastoupení 

v % 

CC 15 44,1 C 45 66,2 

CG 15 44,1 G 23 33,8 

GG 4 11,8 

Celkem 34 100 

V tabulkách 11, 12 a obrázku 19 je znázorněno procentuální zastoupení genotypů u 

polymorfismu rs4818 v skupině pacientů s ASD a kontrolní skupině bez psychiatrické 

diagnózy. V obou skupinách byli nejvíce zastoupeni heterozygoti C G (50% ve skupině 

pacientů, 44,1% v kontrolní skupině). Na druhém místě byli homozygoti CC, u nichž ve 

skupině pacientů bylo 37,5 % a v kontrolní skupině 44,1%. Nejméně bylo homozygotů 

GG 12,5% ve skupině s ASD a 11,8% v kontrolní skupině. 

Procentuální zastoupení genotypů u pacientů s ASD a u 
kontrolní skupiny 

60,0% 

CC CG GG 
• Pacienti Kontrolní skupina 

Obr. 19: Porovnání frekvencí genotypů pro rs4818 mezi pacienty s ASD (32 testovaných 

jedinců a kontrolní zdravou skupinou (34 testovaných jedinců). 

38 



5.5 Vliv haplotypu na ADHD a ASD 

Na výsledný fenotyp pacienta může mít vliv jeden SNP samostatně, ale v případě 

přítomnosti více SNP v genu předpokládáme jejich interakci, tedy výsledný genotyp je 

ovlivněn složením haplotypu. Logicky jsme předpokládali výskyt 9ti různých haplotypu, 

které jsou uvedeny spolu s jejich frekvenčním zastoupením v tabulce 13. Protože u 

sledovaného nemocnění ASD se souběžně vyskytuje A D H D jako přidružená 

komorbidita, spojili jsme tyto skupiny onemocnění do jedné větší skupiny pacientů. 

Haplotyp 
Počet 

pacientů 
Zastoupení u 
pacientů v % 

Počet osob v 
kontrolní skupině 

Zastoupení v 
kontrolní skupině v 

% 

GG/GG 6 18 4 10 

GG/CG 0 0 4 10 

GG/CC 0 0 2 5 

GA/GG 0 0 0 0 

GA/CG 15 46 15 37,5 

GA/CC 2 6 7 17,5 

AA/GG 0 0 0 0 

AA/CG 0 0 0 0 

AA/CC 10 30 8 20 

Celkem 33 100 40 100 

Tabulka 13: Distribuce haplotypu pro rs4860 a rs4818 v genu COMT ve skupině pacientů 

a v kontrolní skupině. 

V naší testované skupině pacientů byly nejvíce zastoupeny haplotypy G A / C G (46%) a 

A A / C C (30%). V kontrolní skupině osob byla většina haplotypu G A / C G (37,5%). 

Frekvenční zastoupení jednotlivých haplotypu u pacientů a v kontrolní skupině je 

přehledně zobrazeno na následujícím obrázku 20. V této práci nebyl nalezen statisticky 

významný rozdíl mezi frekvenčním zastoupením haplotypu u skupiny pacientů a v 

kontrolní skupině (užit Chí kvadrát test). 
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Zastoupení haplotypů u pacientů a 
kontrolní skupiny v % 

45% 

18% 

I 10% io% 
5% 

0% 0% 0% 0% 

30% 

17% 

0% 0% 0% 0% 
GG/GG GG/CG GG/CC GA/GG GA/CG GA/CC AA/GG AA/CG AA/CC 

• Pacienti Kontrolní skupina 

Obrázek 20: Frekvenční zastoupení haplotypů ve skupině pacientů a v kontrolní skupině. 

V testované skupině pacientů nebylo nalezeno 5 haplotypů: GG/CG, GG/CC, GA/GG, 

A A / G G a A A / C G . Pro tyto haplotypy by byla aktivita COMT příliš nízká a hladina 

dopaminu zřejmě příliš vysoká nebo naopak. Na základě dostupných informací v odborné 

literatuře jsme sestavili graf, který znázorňuje pravděpodobnou hladinu dopaminu 

v prefrontální částí mozku. Nejvyšší koncentraci dopaminu by mohl mít haplotyp 

A A / C C , optimální haplotyp G A / C G a nejnižší haplotyp GG/GG (znázorněno na obrázku 

21). 

Hladina dopaminu podle haplotypů 

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

Obrázek 21.: Srovnání haplotypů podle zvyšující se hladiny dopaminu. 
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6 Diskuze 

V současné době jsou ASD spolu s A D H D hojně skloňovanými pojmy a zároveň narůstá 

počet nově diagnostikovaných případů. Nárůst je pravděpodobně způsoben větším 

povědomím o tomto tématu u odborné i široké veřejnosti a navíc se lidé za problémy 

související s těmito onemocněními již nestydí. Je také možné se zamyslet nad tím, jestli 

zvyšující se prevalence dětí s PAS nebo A D H D není spojena s vyšším věkem rodičů. 

Současně existují lepší diagnostické nástroje, které dokáží zachytit i děti mírnějšími 

projevy nemoci. Navzdory četným vědeckým studiím zatím nebyl prokázán jasně 

definovaný spouštěč, ale mnohé práce se snaží najít důkazy o tom, že poruchy 

autistického spektra a A D H D patří mezi geneticky podmíněná psychiatrická onemocnění. 

Proto jsme se také v této práci zabývali frekvenčním zastoupením genových variant dvou 

polymorfismů rs4680 a rs4818 v genu COMT u osob s diagnózou A D H D a ASD. 

6.1 Vliv polymorfismů na ADHD 

Příčiny vzniku A D H D mohou být částečně dědičné, a proto i genetické faktory mohou 

hrát při vzniku a průběhu onemocnění významnou roli. Vzhledem k obrovskému rozvoji 

epigenetiky můžeme mluvit spíše o predispozicích, které se mohou a nemusí projevit 

vlivem enviromentálního prostředí. V posledních letech bylo publikováno velké množství 

studií o různých kandidátních genech asociovaných s ADHD, přičemž velká část se 

zaměřila na geny zapojené do metabolické dráhy enzymu COMT, který je zodpovědný 

za degradaci katecholaminů ve frontální části mozku (Banaschewski et al., 2010). 

Studovaným polymorfismem s předpokládaným vztahem k A D H D je funkční SNP v 

exonu 4 (rs4680), který vede k substituci aminokyseliny valinu za methionin. Tento 

polymorfismus rs4680 ovlivňuje enzymatickou aktivitu COMT, kdy u homozygotní 

formy Val/Val byla popsána 3-4krát vyšší aktivita COMT než u homozygotní formy 

Met/Met s tím, že alela Val byla dříve označena jako "riziková" pro A D H D (Lotta et al, 

1995). 

Cílem této práce bylo zjištění zastoupení frekvencí jednotlivých genotypů u pacientů 

s diagnózou A D H D v laboratoři G E N L A B S s.r.o. Nejdříve byla stanovena hypotéza na 

základě předchozích zahraničních studií, že u prověřovaných osob A D H D bude jiné 

frekvenční zastoupení genových variant zodpovědných za nízkou nebo vysokou hladinu 

dopaminu ve srovnání s kontrolní populací. V případě SNP rs4860 byli nejvíce v obou 

testovaných skupinách zastoupeni heterozygoti Val/Met (ve skupině pacientů s A D H D 
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46,7% a v kontrolní skupině 52,9%). Je to pravděpodobně dáno tím, že se jedná o 

selektivně nej výhodnější genotyp, u kterého je hladina dopaminu v prefrontální části 

mozku v rovnovážné koncentraci. Takový jedinci jsou následně ve svém životním cyklu 

úspěšnější, jednak při používání pracovní paměti, udržení pozornosti, ale převyšují 

ostatní také v oblasti sociálního chování. Homozygotní jedinci Val/Val převažovali 

v kontrolní skupině. Rozdíl v zastoupení genotypu byl možný vidět u homozygotů 

Met/Met, v kontrolní skupině jich bylo 14,7% a u pacientů s A D H D 30,3%. V této práci 

nebyl prokázán žádný statisticky významný rozdíl mezi frekvencemi jednotlivých 

genotypů v testovaných skupinách. Ačkoliv některé předchozí studie ukázaly, že alela 

Val byla častější ve skupině pacientů s A D H D ve srovnání s běžnou populací (Eisenberg 

at el., 1999; Kereszturi et al, 2008), jiné výzkumy neprokázaly žádnou spojitost mezi 

genem COMT a A D H D (Barr et al., 1999; Shiffrin et al., 2013). Tyto výsledky lze přičíst 

možné polygenní povaze ADHD. Jednotlivé polymorfismy mohou hrát relativně malou 

roli jako modifikátory etiologie ADHD, které lze obtížně detekovat v malých studijních 

skupinách (Unal et al., 2016). 

Vysvětlením zjištěného frekvenčního zastoupení testovaných genotypů u A D H D může 

být další velmi významný biologický mechanismus, epigenetika. Metylace DNA, nejvíce 

studovaná z hlediska exprese genů, významně ovlivňuje genové aktivity v závislosti na 

faktorech prostředí. Metylace je schopná ovlivňovat kognitivní funkce mozku (Moore et 

al., 2013), které mohou být hodnoceny jako patologické v rámci diagnostiky ADHD. 

V dalším postupu jsme se zaměřili na porovnání frekvencí jednotlivých alel ve skupině 

osob s ADHD. Bylo zjištěno vyšší frekvenční zastoupení alely Met rs4680 (56,9%) oproti 

alele Val (43,1%) u pacientů s ADHD. Literatura sice uvádí, že spíše alela Val je 

charakteristická pro skupinu osob s ADHD. Na druhou stranu se naše výsledky shodují 

s prací Unal et al., 2016, kde byla alela Met častější ve skupině pacientů 

s charakteristickým podtypem ADHD, u nichž se více projevovaly poruchy pozornosti a 

neschopnost organizovat myšlenky, stanovit si priority a rozhodovat se (Qian et al., 

2009). Navíc se předpokládá, že do vztahu mezi polymorfismem Val/Met zasahuje 

pohlaví jedince. U chlapců riziko stoupá v přítomnosti alely Met, zatímco u dívek může 

zvyšovat riziko A D H D alela Val (Neumannová et al., 2010). 

Druhá prověřovaná frekvence genotypů se týkala polymorfismu rs4818. Polymorfismus 

COMT rs4818, lokalizovaný také v ex onu 4, je synonymní polymorfismus, který se 
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skládá ze substituce C/G v kodonu 86 S-COMT a kodonu 136 v M B - C O M T (Perkovic et 

al, 2020). Tento polymorfismus ovlivňuje prefrontální dopaminovou funkci. Jedinci s 

genotype COMT rs4818 G G mají vyšší aktivitu COMT než jedinci s genotypem CC a 

přítomnost alely G vede ke snížené tonické dopaminové signalizaci v prefrontálním 

kortexu (Roussos et al, 2008). Změna hladin dopaminu by měla souviset s různou 

genovou expresí, což bychom měli poznat na rozdílné frekvenci genotypů mezi pacienty 

s A D H D a kontrolní skupinou bez stanovené diagnózy. V této práci však nebyl ani v 

případě rs4818 nalezen statisticky významný rozdíl mezi frekvencemi genových variant 

ve studovaných skupinách. 

Při porovnání námi zjištěných genových frekvencí v rs4818 s evropskou populací na 

základě dat uvedených v genetické databázi Ensembl Genome Browser (dostupné na 

ensembl.org), jsou naše výsledky podobné. Podle této databáze se u jedinců žijící na 

evropském kontinentě vyskytuje nejvíce heterozygotů C G (46,7%) a nejméně 

homozygotů G G (16,9%) (Ensembl Genome Browser, 2024), což odpovídá i námi 

zjištěným genotypovým frekvencím v kontrolní skupině. Pokud bychom chtěli lépe 

porozumět našim výsledkům ohledně genetického vlivu na ADHD, bylo by lepší 

porovnat získaná data s kontrolní databází genetické informace typické pro českou 

populaci. V červnu minulého roku byl ukončen pilotní projekt A-C-G-T, jež měl za cíl 

sestavit kontrolní databázi pro účely lepší diagnostiky genetických onemocnění. 

V současné době je v databázi přes tisíc vzorků a stále je doplňován novými výsledky. 

Tedy až bude možné volně nahlížet do této databáze, jistě tudy povede společná cesta i 

s dalšími lékařskými obory, což umožní přesnější rozpoznání diagnózy a 

použití individuální léčby. 

Zásadní problémem této práce j e malý počet vyšetřených j edinců ve skupině j ak pacientů 

s ADHD, tak i v kontrolní skupině. Hlavně v oblasti výzkumu geneticky podmíněných 

onemocnění může být nízký počet jedinců v prověřované skupině spojován s vyšší 

pravděpodobností falešně pozitivních nebo negativních výsledků (Lepš a Smilauer, 

2016). Proto při pokračovaní výzkumu v této oblasti by bylo vhodné rozšířit testované 

soubory o další vzorky. 

6.2 Vliv polymorfismu genu COMT na ASD 

Porucha autistického spektra je komplexní vývojové onemocnění s mnoha etiologiemi a 

různými stupni závažnosti (Karam et al, 2013). V této práci jsme zkoumali asociaci 
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polymorfismů v genu COMT s ASD. Na základě našich výsledků v laboratoři jsme 

nepotvrdili, že genetická variabilita v genu COMT by mohla být kandidátním faktorem 

pro stanovení ASD. Studium polymorfismů COMT je stále diskutabilní a kontroverzní. 

Výsledky některých prací korelují s výstupy naší práce, jiné naopak tvrdí, že 

polymorfismus rs4680 má statisticky významný vliv na patologický vývoj ASD (Karam 

et al., 2013). Tato rozdílné výsledky mohou mít mnoho příčin jako je například populační 

variabilita, věk, pohlaví, velikost zkoumané skupiny. Jedno je ale jasné. Pro správnou 

fyzickou i psychickou pohoduje životně důležitá správná rovnováha dopaminu. Výkyvy 

hladiny dopaminu na jednu nebo druhou stranu mohou mít za následek patologické 

změny, které mohou vést k různě dynamickým fenotypovým charakteristikám autismu. 

Další autoři také přicházejí s různými zajímavými hypotézami, proč jednou za projevy 

autismu stojí alela Val a podruhé alela Met. Vychází z teorie bojovníka versus 

přemýšlivce. Lidé s Val mají zvýšenou aktivitu COMT a nižší prefrontální extracelulární 

dopamin ve srovnání s těmi, kteří nesou alelu Met. Alela Val může být spojena s výhodou 

při zpracování averzivních podnětů (strategie bojovníka), zatímco alela Met je výhodná 

při řešení úkolů zaměřených na paměť a pozornost (strategie přemýšlení). Za 

předpokladu zvýšeného uvolňování dopaminu (např. při stresu) mohou mít jedinci 

Val/Val lepší dopaminergní přenos a výkon, zatímco jedinci s Met/Met mohou mít méně 

účinnou neurotransmisi a horší výkon (Stein et al., 2006). 

6.3 Propojení vlivu polymorfismů genu COMT na ASD a ADHD 

V této práci nebylo prokázáno jiné frekvenční zastoupení pro genotypy rs4860 a rs4818 

mezi pacienty s A D H D a ani mezi pacienty s ASD ve srovnání s kontrolní skupinou bez 

neurobiologického onemocnění. V literatuře se uvádí, že společné rysy ASD a A D H D se 

mohou překrývat. V jiné studii vyvodili významný fenotypový, ale i genotypový přesah 

mezi A D H D a autismem. Odhaduje se, že 22-83 % autistických dětí splňuje kritéria pro 

A D H D a přibližně 30 - 60% dětí s A D H D má výrazné autistické rysy (Sokolova et al., 

2017). Obě poruchy zahrnují potíže s pozorností, komunikací s vrstevníky, impulzivitu a 

různé stupně neklidu či hyperaktivity a také podle všeho, mají i společný genetický základ 

(Rommelse et al., 2010). Z tohoto důvodu pravděpodobně nebyly shodně nalezeny 

rozdíly mezi frekvenčním zastoupením genotypů u pacientů a kontrolní skupinou. 
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Jednonukleotidové polymorfismy (SNP), které se nacházejí každých 250-350 bp 

v lidském genomu, jsou zodpovědné za většinu genetické variability v lidské populaci 

(Beaudet et a l , 2001; Cargill et al, 1999). V posledních letech SNPs získaly velkou 

popularitu díky jejich četnosti a užitečnosti při mapování genů zodpovídajících za 

komplexní choroby a také při identifikaci genetických variant ovlivňujících lékovou 

odpověď (Niu et al, 2002). Avšak různá metabolická, kardiovaskulární, onkologická a 

psychiatrická onemocnění, která jsou v centru pozornosti dnešní medicíny, vykazují 

většinou komplexní charakter. Proto je výhodnější se nezaměřovat pouze na jeden 

vybraný SNP, ale na interakci více genetických faktorů. Tento vztah je možné hodnotit 

pomocí složených genotypů tzv. haplotypů. Nackley et al. (2006) prokázal, že haplotypy 

COMT mají silnější účinky na celkovou enzymatickou aktivitu než samotný 

polymorfismus Val/Met. Také Handoko et al. (2005) potvrdil, že polymorfismus je třeba 

studovat v kontextu haplotypů a ne samostatně. Proto i my jsme předpokládali, že analýza 

haplotypů pro rs4860 a rs4818 v genu COMT by mohla odhalit více informací o jejich 

asociaci s onemocněním ASD a ADHD. 

U testovaných jedinců jsme sledovali 9 možných haplotypů a jejich frekvenční zastoupení 

nejen v společné skupině pacientů s ASD a ADHD, ale také v kontrolní skupině. Ve 

skupině pacientů byly nejvíce zastoupeny haplotypy G A / C G (45%) a A A / C C (31,3%). 

Podobné zastoupení bylo i v kontrolní skupině, kde kromě nejčastějšího haplotypů 

G A / C G (38%) a A A / C C (20%) byl významně zastoupen také haplotyp GA/CC (17%). 

Neurovývojová porucha je často spojována se správnou rovnováhou dopaminu, která je 

životně důležitá pro psychickou i fyzickou pohodu. Nejvyšší zastoupení haplotypů 

G A / C G zjištěné jak ve skupině pacientů, tak i v kontrolní skupině, je pravděpodobně 

spojeno s optimální hladinou dopaminu v mozku. Druhý nejvíce zastoupení haplotyp 

A A / C C ve skupině pacientů zodpovídá za nejnižší enzymatickou aktivitu COMT a tedy 

vysokou hladinu dopaminu. Vzhledem ke zjištění, že hladina dopaminu v prefrontálním 

kortexu souvisí se symptomy ADHD, hlavně s hyperaktivitou (Sagvolden et al., 2005), 

mohla by námi zjištěná experimentální data prezentovat haplotyp A A / C C jako pomocný 

diagnostický marker pro onemocnění A D H D nebo ASD. Na druhou stranu dopaminový 

efekt působí jako na houpačce. Velké převýšení na obě strany může mít za následek 

patologické změny, které vedou k různým změnám charakterizující fenotypové projevy 

onemocnění (Diamond et al., 2004). Vnáší skupině pacientů bylo zjištěno 18% 

zastoupení haplotypů GG/GG. U tohoto haplotypů se můžeme domnívat, že hladina 
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dopaminu bude spíše nízká. Nedostatek dopaminu se může projevit depresemi (Dunlop 

et al., 2007) antisociálními chováním, špatným spánkem, nedostatečnou koncentrací a 

zhoršenou pamětí (Parbo et al., 2007). 

Některé haplotypy se nevyskytovali ani v jedné testované skupině. Jednalo se o haplotypy 

GA/GG, A A / G G a A A / C G , což bylo velmi zajímavé. Tyto haplotypy zřejmě ovlivňují 

aktivitu COMT tak významně, že jsou selektivně znevýhodněny. Jiným vysvětlením 

může být genová vazba (cis/trans), kdy je alela Met (A) s alelou C a alela Val (G) s alelou 

G ve vazbě. Jedná se o zcela originální výsledky, které nebyly pro českou populaci dosud 

publikovány. 

Pro přesnější analýzu výskytu konkrétního haplotypu a jeho správnou interpretaci 

v souvislosti se zvýšenou predispozicí k nemoci j e zapotřebí daleko většího množství dat, 

než poskytuj e tato práce. Tím se zde otevírá velká výzva pro pokračující výzkum s cílem 

zvětšit základní soubor testovaných osob a snažit se rozluštit vztah haplotypu ke 

zkoumanému onemocnění. 
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7 Závěr 

V současné době představuje studium poruch autistického spektra a poruch hyperaktivity 

velmi složité a široké téma. Podílejí se na něm vědci z oboru neurologie, psychologie, 

psychiatrie i genetiky. Všichni se snaží najít a pochopit základní příčinu zodpovědnou za 

vznik těchto onemocnění. ASD a A D H D mohou být asociovány s genovou variabilitou, 

a proto jsme i my zkoumali v naší práci frekvenční zastoupení genových variant 

zodpovědných za nízkou nebo vysokou hladinu dopaminu u jedinců s diagnózou i bez 

diagnózy. Genetickou analýzu jsme prováděli u dvou polymorfismů v genu COMT, 

konkrétně rs4680 a rs4818. Na základě našich výsledků jsme nepotvrdili hypotézu, že 

výše uvedené polymorfismy v genu COMT by mohly být průkazným rizikovým faktorem 

pro vznik ASD a ADHD. 

Pochopení příčiny patogeneze těchto onemocnění na molekulárně-genetické úrovni je 

velice komplikované, neboť každá osoba je jedinečná a její neurologický vývoj a možné 

potíže ovlivňuje celá řada dalších epi genetických i environmentálni ch faktorů. Hlavním 

problémem zde byl malý počet zúčastněných jedinců, což ovlivnilo statistické 

zhodnocení výsledků. Zajímavé a originální bylo zjištění výskytu kombinace haplotypu 

pro rs4860 a rs4818 u testovaných jedinců. Podobná data nebyla dosud pro českou 

populaci publikována. 

Výsledky práce mohou pomoci k zlepšení identifikace geneticky podmíněného 

onemocnění, objasnit konkrétní model poruch autistického spektra a přispět další kapkou 

vědomostí na cestu k adekvátní léčbě. Tímto malým krokem lze v praxi bezprostředně 

ovlivnit i běžný život pacienta s takovou poruchou a zkvalitnit jeho složitý život. Přímá 

léčba není možná, ale pokud budeme schopni správně určit diagnózu, bude možné zahájit 

kvalitní behaviorální léčbu, a zvážit také speciální pedagogické a psychologické vedení. 

Tato opatření následně mohou zlepšit péči o pacienta 
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11 Seznam zkratek 

A D H D - porucha pozornosti s hyperaktivitou (Attention Deficit Hyperactivity Disorder) 

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

Disorders 

bp -pár bází (base pair) 

COMT - katechol-O-methyltransferázou 

D N A - deoxyribonukleová kyselina (deoxyribonucleic acid) 

L-DOPA - L-dihydroxyfenilalanin 

M A O - L-monoaminooxidázou 

PAS - porucha autistického spetra 

PCR - polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

SNP - jednonukleotidový polymorfismus (single nukleotide polymorphism) 

TBS - tris-buffered saline - pufr 
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