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Teoreticka ¢ast

1. Uvod

Dopamin funguje v mozku jako neurotransmiter, ktery spole¢né s dal§imi hormony
reguluje fyziologické a behavioralni funkce (Oswald a kol., 2015). Jedna se o latku
zodpovédnou za motorické funkce, kognitivni funkce — zpracovavani informaci, vytvoireni
usudku, vznik dlouhodobé paméti — a rovnéz ma hlavni roli v tvorbé motiva¢niho systému
atouze po odméné (Zuckerman, 1979). Degenerace dopaminergniho systému souvisi
S riznymi zavaznymi neurologickymi onemocnénimi (schizofrenie, Parkinsonova nemoc,
Alzheimerova nemoc) a zménami chovani (Schartzberg a Nemeroff, 2004; Trudell

a lzenwasser, 2008).

Dédi¢nad tendence smeéfujici k Casté prizkumné cinnosti a intenzivnimu vzruSeni
Vv reakci na nové podnéty se oznaCuje jako chovani typu novelty seeking (NS). Novelty
seeking je zafazeno v inventafi povahovych vlastnosti, tzv. Temperament and Character
Inventory-Revised (TCI-R), a sklada se ze &ty podskupin  (prizkumné vruSeni,
impulzivnost, extravagance, neuspofadanost). Dotaznik TCI-R je globdlné¢ pouzivany
a uznavany v psychologickém a neurobiologickém vyzkumu. Jedinci, kteti maji vysoké
skére novelty seeking, jsou temepramentni, prizkumni, zvédavi, impulzivni, roztrziti
a snadno podlehnou nudé€. Rychle se zapoji do ¢ehokoli, co je nové a nezndmé — coz muze
vést k potencidlni odméné — at’ uz jsou to adrenalinové sporty ¢i navykové latky. Vysokeé

skore NS je spojovano s nedostateénou aktivitou dopaminu (Cloninger, 1986).

Gen DRD2, kodujici dopaminovy receptor D2, je intenzivné studovan v souvislosti
s n€kolika polymorfismy. Mezi n¢ se fadi i jednonukleotidové polymorfismy TaglA a —141C
Ins/Del. Polymorfismus TaglA, respektive jeho recesivni alela A1, koreluje s 0 30 % mensi
poctem exprimovanych D2 receptor (Noble a kol., 1997); alela —141C Del polymorfismu -
141C Ins/Del je spojovana se snizenou expresi genu DRD2 (Arinami a kol., 1997). Funkci
dopaminu ovlivituje i gen COMT (katechol-O-metyltransferaza) kodujici stejnojmenny
enzym. Jednonukleotidovy polymorfismus Vall58Met v genu pro enzym COMT, ktery
zodpovida za degradaci dopaminu, snizuje funkci tohoto enzymu az o 40 %, dopamin se tedy
odbourava pomaleji, nez by mél (Chen a kol., 2004).



Jelikoz polymorfismy obou genti ovliviiji funkci dopaminu a/nebo expresi
ptislusnych receptorti, koreluji tak i s lidskym chovanim, a z tohoto divodu je zkouman

vztah mezi novelty seeking behavior a dopaminergnim systémem.

2. Dopamin (DA)

Dopamin je latka fungujici v mozku jako neurotransmiter, jez reguluje vice
fyziologickych funkci. Zodpovida piedev$im za emoc¢ni a motivacni chovani — tak zvany
systém ,,potéSeni a odmény*“. Ma vyznamnou ulohu u motorickych funkci, u kognitivnich
funkci, a to zejména ve zpracovani informaci, vytvaieni usudku, tvorbé dlouhodobé paméti
apremény abstraktni myslenky v jeji védomé vykonani. Neurosekrece dopaminu je
podminéna vice faktory, mimo jiné i svételnou periodou, z ¢ehoz vyplyva, Zze dopamin
rovnéz prispiva k fizeni biorytmu v organismu (Jones a kol., 1998; Greengrad, 2001; Torres,
2006; Gowrishankar a kol., 2014; Money a Stanwood, 2013).

2.1 Syntéza a degradace dopaminu

Z chemického hlediska patii dopamin do skupiny latek zvanych katecholaminy, a tak
podléha specifické syntéze a degradaci (Obr. 1). Syntéza dopaminu za¢ina z aminokyseliny
L-tyrosinu, ktera je transportovana pies hematoencefalitickou bariéru do dopaminergnich
neuront ve stfednim mozku. Pisobenim enzymu tyrosin hydroxylaza (TH) je fenolovy kruh
L-tyrosinu hydroxylovan a pifeménén na L-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA), a poté
pusobenim DOPA dekarboxylazy vznikd dopamin. Na rozdil od mnoha neurotransmitert,
které jsou ke vzdalenym mistliim plsobeni transportovany axonem, dopamin je uvoliiovan
nejen axonem, ale 1 somatodendriticky. Zodpovidd za to enzym TH, ktery je exprimovan
Vv télech, axonech i dendritech dopaminergnich neuront (Witovski a kol, 2009; Meiser a kol.,
2013).

Pro ukonceni puisobeni G¢inku je dopamin absorbovan zpét do neurond. Ve vezikulech
dopaminergnich neuront je recyklovan a pfipraven na dalSi piisobeni nebo se hromadi
Vv cytosolu neurond, kde je degradovan monoaminooxidazou (MAOQO) a katechol-O—
metyltransferazou (COMT). Dopamin, hromadici se v cytosolu neuroni, je pisobenim MAO
oxidaéni  deaminaci degradovan, a tim vznikd peroxid vodiku a 34-
dihydroxyfenylacetaldehyd (DOPAL). DOPAL je nasledné oxidovan enzymem aldehyd
dehydrogenaza (ALDH) na kyselinu 3,4-dihydrofenyloctovou (DOPAC). V nékterych
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ptipadech miize byt DOPAL redukovan na 3,4-dihydroxyfenyletanol (DOPET). Uéinkem
COMT dochézi k metylaci hydroxylové skupiny na benzenovém jadru, a vznikéd kyselina

homovanilova (HVA), hlavni degrada¢ni produkt dopaminu (Meiser a kol., 2013).

Dopamin mize byt ze synaptické Stérbiny transportovan i do obklopujicich gliovych
bunék, kde je jeho degradace zahajena metylaci pites COMT za vzniku 3-metoxytyraminu
(3-MT). Nasledujici kroky degradace fidi MAO, stejnymi typy reakci jako pfi degradaci

v dopaminergnich neuronech (Schatzberg a Nemeroff, 2004).
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Obrazek 1: Syntéza a degradace dopaminu. Cervené zvyraznény hlavni produkty

metabolickych drah (ptevzato z Meiser a kol., 2013).



2.2 Dopaminergni drahy

V mozku existuje vice dopaminergnich drah, zde jsou uvedeny ctyii hlavni, a to

nigrostriatalni, tuberoinfudibularni, mezolimbicka a mezokortikalni (Obr. 2).

Dopamin v CNS vznika ve stfednim mozku, v oblasti substantia nigra (SNc) a ve
ventralni tegmentalni oblasti (VTA). Jedna se o struktury, které jsou soucasti bazalnich
ganglii. U substantia nigra je dialezity oddil pars compacta slouzici jako vstup do bazalnich
ganglii, skrz které dopamin putuje do dorsalniho striata, corpus striatum, centra pro ovladani
pohybii. Jedna se o tzv. nigrostriatalni dopaminovou cestu. PoSkozenim nigrostriatalni drahy
vznikaji neurodegenerativni onemocnéni jako je Parkinsonova choroba a chorea;
nigrostriatalni draha byva postiZzena i u drogové zavislych (Ludwig a kol, 2016; Money a
Stanwood, 2016; Ikemoto, 2010; Malenka a kol., 2009).

VTA dopaminergni neurony vedou pies dvé dopaminové drahy do center
zodpovédnych za kognitivni schopnosti, motivaci, systém ,potéSeni a odmény“.
Mezolimbicka draha vede k ventralnimu striatu, nucleus accumbens (NAc); mezokortikalni
cesta smé&fuje k prefrontalni kaife, hipokampu a amygdale. Poskozeni téchto drah mize vést
k schizofrenii, ADHD a zavislostem (Ludwig a kol, 2016; Money a Stanwood, 2016;
Ikemoto, 2010; Malenka a kol., 2009).

Tuberoinfudibularni draha probiha v hypotalamu, z oblasti arcuate nucleus do
hypofyzy. Uvoliovany dopamin se dostava do krevniho ob&hu pies hypofyzovy portalni
systém. Prostfednictvim této drahy je regulovana sekrece prolaktinu z hypofyzy, dopamin
zde pisobi inhibi¢né. Poruchou tuberoinfudibularni drahy dochazi k v zvySeni hladiny

prolaktinu v krvi, hyperprolaktinémii (Malenka a kol., 2009).

Hyperprolaktinémie se projevuje u obou pohlavi, ¢ast&ji v§ak u Zen. Hlavni dopad ma
na reprodukéni systém, kdy u Zen dochdzi k poruchdm v menstruaénim cyklu, k tvorbé
mléka i mimo tehotenstvi/kojeni (galaktorea), dysplazii prsu s rizikem vzniku rakoviny
aumuzli k poruchdm erekce, bolestivé ejakulaci a impotenci. U obou pohlavi je navic
zvySené riziko vzniku osteopordzy a poruchy chovani (rozvoj uzkosti, depresi, psychoz,

ztrata paméti) (Kinon a kol., 2003Db).
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Obrazek 2: Dopaminergni drahy v mozku (pievzato z Ferrazzoli a kol., 2016).

2.3 Dopaminové receptory

Existuje 5 typi dopaminovych receptort, které jsou oznaceny D1 az D5 (Obr. 3).
Dopaminové receptory, exprimované s riznou hustotou v riznych oblastech mozku, jsou

dale rozdéleny do dvou skupin: D1-like receptory a D2-like receptory (Neve a Neve, 1997).

Vsechny typy zminénych receptor patii mezi tzv. receptory spiazené s G proteiny,
jejichz signalizace je zprostfedkovéna interakci a aktivaci heterotrimerickych GTP

vazebnych proteini (Neve a Neve, 1997).

Do skupiny D1-like receptort patii D1 a D5 receptory; receptory D2, D3 a D4 se fadi
do skupiny D2-like receptori (Neve a Neve, 1997). K tomuto rozdé€leni piispéla schopnost
dopaminu modulovat aktivitu adenylatcyklazy, kdy D1-like receptory jsou pozitivné spojeny
smodulaci adenylatcyklazy, tedy enzymem, jenz Kkatalyzuje syntézu cyklického
adenosinmonofosfatu (CAMP), ktery reguluje mnozstvi biochemickych procesi, vcetné

tvofeni paméti (Spano a kol., 1978).



Receptory obou skupin jsou vysoce homologni Vv jejich transmembranovych
doménach, avSak maji odlisné farmakologické vlastnosti. Receptory D1 a D5 (Dl1-like
receptory) aktivuji Gojoif rodinu G proteint, ¢imz dochazi k stimulaci produkce CAMP. Tyto
receptory se také nachazi vyhradné na postsynaptické membran¢ dopaminergnich neurond,
jako jsou GABA-ergni MSNs (medium spiny neurons) ve striatu. Receptory D2, D3 a D4
ptes Gaij, rodinu G proteinit naopak inhibuji andenylatcykldzu a tim i cAMP. Receptory D2
a D3 jsou exprimovany postsynapticky i presynapticky (Sokoloff a kol., 2006; Rankin a kol.,
2010; Rondou a kol., 2010).

D1-like receptory a D2-like receptory se odliSuji i v genové struktuie. Geny pro
receptory D1 a D5 neobsahuji introny, zatimco u gent pro zbylé typy receptor se jich
nachdzi n¢kolik — Sest v genu pro D2 receptor, 5 v genu pro D3 receptor a tii v genu pro D4

receptor (Gingrich a Caron, 1993).

D"P‘“g:l'ﬁbﬁgel"” D1 D2 D3 4 D5
(ene symbol DRD1 DRD2 DRD3 DRD4 DRD5
Chromosomal gene  5q35.1 11g23.1 3q13.3 11pl5.5 4pl6.1

map locus
Number of introns ~ None 6 5 3 None

in the coding

region
Pseudogenes None None None None DRD5P1, DRD5P2
Presence of splice ~ None Yes Yes Yes None

variants D28, D2L
Number of amino 446 D25, 414; DL, 443 400 387 477

acids
Molecular weight 49,300 D25, 47,347; D2L,, 50,619 44,225 41 487 52,951
G protein coupling  Ga,, Ga; Ga,, Ga, Ga, Ga, Ga, Ga, G, Ge,
Selective agonists ~ Fenoldopam, SKF-38393, Bromocriptine, pergolide, 7-OH-DPAT, pramipexole, A-412997, ABT-670, None

SKF-81297 cabergoline, ropinirole  rotigotine, PD-168,077
(+)-PD-128907
Selective SCH-23390, SCH-39166,  Haloperidol, spiperone, ~ Nafadotride, GR 103,691, A-381393, FAUC ~ None
antagonists SKF-83566 raclopride, sulpiride, GR 218231, 213, L-745,870,
risperidone SB-277011A L-750,667

Obrazek 3: Dopaminové receptory (pievzato z Beaulieu a Gainetdinov, 2011).



2.3.1 D1 receptor

Gen pro dopaminovy receptor D1 (DRD1), lokalizovan na 5. chromozomu v pozici
5035.1, obsahuje 2 exony a 1 intron. Jak se jiz uvedeno vySe, puvodné byl gen DRD1
povazovan za prosty intront. Pozdéji byl pomoci S1 nuclease mapovani a RT-PCR (reverse
transcription polymerase chain reaction) ovSsem detekovan sekvencéné kratky intron o
velikosti 116 bp. DRD1 ma celkem dva promotory. Jeden se nachazi upstream od exonu 1 a
druhy je mezi obéma exony. Alternativnim splicingem mohou vznikat dvé formy. Kratsi
transkript D1 je stabiln€j$i nez transkript obsahujici exon 1, ktery je pomérné rychle
degradovan. Oba transkripty vznikaji v nervovych buinkach, ovSem krats$i transkript,

generovan promotorem mezi dvéma exony, vznika i v ledvinach (Neve, 2010).

2.3.2 D2 receptor

Gen pro D2 receptor (DRD2) se nachazi na 11. chromozomu v oblasti 11922 — 23.
(Grandy a kol., 1989). Geneticka struktura D2 receptoru je organizovana do 7 exond a 6
intronti, a umoznuje vznik nékolika splicingovych variant. Piikladem miZze byt splicing
exonu 6 o délce 87 bazi mezi introny 4 a 5, ktery vede k tvorbé dvou hlavnich variant D2
receptoru. Tyto izoformy se oznacuji D2S (D2-short) a D2L (D2-long); D2L ma o 29
aminokyselin vice V tfeti intracelularni smycce, pravdépodobné kvuli tomu varianta D2L
aktivuje jinou signdlni dradhu. Forma D2S byvé exprimovana pievazné presynapticky a podili
se hlavné na autoreceptorovych funkcich, oproti tomu je D2L pievazné postsynapticka
varianta D2 receptoru, jedna se piedev§im o heteroreceptor, ov§em piedpoklada se i jeho
autoreceptorova funkce (Giros a kol., 1989; Neve a kol., 2013; Jang a kol., 2011; Monsma a
kol., 1989; Usiello a kol., 2000; De Mei a kol., 2009).

D2S forma byva exprimovana pievazné presynapticky ve stfednim mozku
ve ventralni tegmentalni oblasti (VTA) a oblasti substantia nigra (SNc), a v hypotalamu,
tedy v oblastech vzniku dopaminu, kde ma funkci autoreceptort s vyssi afinitou pro dopamin
a silngj$im inhibi¢nim ucinkem na adenylatcyklazu (Castro a Strange, 1993; Malmberg
a kol., 1993; Montmayeur a Borrelli, 1991; Khan a kol., 1998; Schatzberg a Nemereoff,
2004; Grandy a kol., 1989; Missale a kol., 1998). Oproti tomu pro D2L formu je nejvyssi
exprese postsynapticka ve striatu a mozkové kute (Schatzberg a Nemeroff, 2004).

Obecné nejvyssi vyskyt D2 receptort je popisovan V bazalnich gangliich koncového

mozku, v oblastech nucleus accumbens, striatum, substantia nigra, ventralni tegmentalni



oblasti, hypotalamu, septu, amygdale a hipokampu, tedy oblastech pro motorické funkce
a motivaci (Seeman, 2006).

Jelikoz maji D2 receptory inhibi¢ni funkei, spoc€iva jejich nejzasadnéjs$i vyznam

v regulaci uvoliiovani dopaminu z vezikult, snizovani jeho syntézy a také v regulaci re-
absorpce dopaminu (Obr. 4) (Phillips a kol., 2002; Wolf a Roth, 1990; Truong a kol., 2004).

i .
2 h
e
¥ ;:‘_,Jl

o\l
4

opamine D2 Receptor

Obrazek 4: Jednoduché schéma uvolnéni, pfijmu a recyklace dopaminu (pievzato z Dawes

a Fowler, 2009).

Po uvolnéni dopamin pisobi na D2 autoreceptory, a tim se snizuje pravdépodobnost
jeho dalsiho uvoliovani. Délka této inhibice se pohybuje od nékolika milisekund az po
nékolik sekund. Mechanismus zabranujici uvoliiovani dopaminu spociva v inhibici napétim
fizenych vapenatych kanalt pies podjednotku Py spfazeného G-proteinu. Autoreceptory
mohou ovSem inhibovat uvoliiovani dopaminu i nezavisle na vapenatych iontech, a sice
hyperpolarizaci draselnych kanali. Jedna se o tzv. pfimou modulaci aktivity dopaminu,
zatimco u re-absorpce a snizovani syntézy DA mluvime 0 tzv. nepiimé modulaci aktivity

dopaminu (Herlitze a kol., 1996; Fulton a kol., 2011; Ford, 2014).

Re-absorpce dopaminu ze synaptické stérbiny je zprostiedkovana pres dopaminovy

transportér (DAT). Jedna se o membranovy protein, ktery transportem DA do cytosolu



ukoncuje plsobeni tohoto neurotransmiteru. Pro spravny pribéh je nutnd sekvencni vazba
a ko-transport dvou sodikovych iontti a jednoho chloridového iontu. lonty sodiku musi byt
vazany na extracelularni doménu DAT, poté dochazi k navdzani dopaminu. Vysledkem je
konformacéni zména DAT, kterd umoziuje piechod a uvolnéni sodiku a dopaminu na vnitini
stran¢ membrany. Hnaci silou pro tento pienos je koncentracni gradient iontl generovany

sodno-draselnou pumpou. (Torres a kol., 2003; Sonders a kol., 1997)

D2 receptory rovnéz snizuji syntézu dopaminu inhibici tyrosin hydroxylazy (TH),
¢im se prodluzuje doba jednotlivych pulzi vyplavovani dopaminu. Dochazi k tomu sniZzenim
CAMP-PKA zprostiedkované fosforylace v regulaéni doméné TH, coz vede k niz§imu
hromadéni dopaminu v presynaptickych vezikulech soucasné se zménou exprese a distribuce
vezikularniho monoaminového transportéru (VMAT) (Anzalone a kol., 2012; Truong a kol.,
2004).

2.3.3 D3 receptor

Gen pro dopaminovy receptor D3 (DRD3), obsahujici 6 exont a 5 intronu, je
lokalizovan na 3. chromozomu v oblasti 3q13.3 a je ze 75 % homologni s genem DRD2.
Receptory D3 jsou lokalizovany predevsim v limbickém systému. Alternativnim splicingem
genu DRD3 mohou vznikat dv¢ kratsi izoformy. Prestoze jejich funkce neni plné objasnéna,
pfedpokladd se, Ze Uuloha spociva v kontrole poctu aktivnich D3 receptorti. Chyby
v alternativnim splicingu mohou vést k vytvofeni nefunkénich D3 receptort, a tedy k rozvoji

psychiatrickych poruch (Neve, 2010; Schatzberg a Nemereoff, 2004).

2.3.4 D4 receptor

Gen pro dopaminovy receptor D4 (DRD4) je tvofen 4 exony a 3 introny. Nachézi se
na 11. chromozomu v pozici 11p15.5. Receptory D4 se nejhojnéji vyskytuji v hypotalamu,
frontalni kufe, hippocampu a amygdale. U genu DRD4 byl zjistén vyskyt znaéného mnozstvi
jendonukletidovych polymorfismi, z nichZ nékteré se v posledni dobé studuji v souvislosti
s novelty seeking a poruchou pozornosti spojenou s hyperaktivitou (ADHD) (Neve, 2010;
Schatzberg a Nemereoff, 2004).
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2.3.5 D5 receptor

Gen pro dopaminovy receptor D5 (DRD5) se naléza na chromozomu 4 v oblasti
4p16.1. Obdobn¢ jako u genu DRD1 se i tento gen povazoval za prosty intrond, sklada se
vSak z 2 exond, mezi kterymi je maly intron. Obecné geny vSech dopaminovych receptort
nemaji v oblasti 5° UTR CCAAT a TATA boxy, ale regulacni oblast u genu DRD5 neni ani
GC bohata (Neve, 2010). Receptory D5 vykazuji obecné vyssi afinitu pro dopamin (Grandy
a kol., 1991).

2.4 Jednonukleotidové polymorfismy v genu DRD2

Jednonukleotidové polymorfismy —141C Ins/Del a TaqlA patii mezi nejCastéji
studované polymorfismy genu DRD2, které¢ se ddvaji do souvislosti s riznymi formami

lidského chovani. Z tohoto divodu byly vybrany i pro tuto studii.

2.4.1 TaglA polymorfismus

Jednonukleotidovy polymorfismus TaqlA je soucasti genu ANKK1 (Ankyrin repeat
and kinase domain containing 1), ktery je lokalizovan 10 kb downstream od genu DRD2
(Obr. 5). Gen ANKKT1 se podili na signalni transdukci a bunééné odpovédi na vnéjsi stimuly

a pravdépodobné ma dutlezitou roli v expresi genu DRD2 (Neville a kol., 2004).

Obrazek 5: Gen DRD2/ANKK1 s vyznac¢enym TaqIA polymorfismem (ptevzato z Park a
kol., 2011).

V ptipad¢ polymorfismu TaqlA (rs1800497) se jednd o substitucni tranzici, kde
mutace (C>T) pfeméni kyselinu glutamovou na lyzin v pozici 713 (Glu713Lys) v 11.
opakovani ankyrinu, proteinu kodovaného genem ANKKIL. Polymorfismus TaqlA je pak

reprezentovan dvéma alelami, recesivni alelou Al (Lys713) a dominantni alelou A2
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(Glu713). Meta analyza z roku 2016 prokazala, ze polymorfismus TaqlA ma vyznamny vliv
na dostupnost D2 receptori. Vazebny receptorovy potencidl je prokazatelné¢ nizs§i v
ptritomnosti Al alely (Gluskin a Mickey, 2016). Vyskyt Al alely (heterozygoti a homozygoti
pro alelickou variantu TaqlA1) souvisi s pfiblizné o 30 % mensim po¢tem D2 receptort
(Obr. 6) (Noble a kol., 1997). Vyskyt alely Al je spojovan S problémy se zavislosti, vznikem
depresi a uzkosti; psychiatrické poruchy a zavislosti koreluji s niz§im vazebnym potencidlem

D2 receptoru. (Savitz a kol., 2013).

Hypotézam o zméné chovani muze odpovidat i vysoky vazebny potencial D2
autoreceptortt dopaminu ve stfednim mozku, ktery koreluje s nizkym skore novelty seeking
(NS), zatimco vysoké skére NS je naopak spojovano se snizenou moznosti vzniku vazby
dopamin-receptor; spojitost mezi NS a obsazenosti receptorti byla rovnéz potvrzena pomoci
vySetfeni pozitronové emisni tomografie (PET) (Huang a kol., 2010; Linnet a kol., 2011;
Zald a kol., 2008).

synapse

DA
Al allele pa DA

reduced number of D2 receptors

weaker signal

Obrazek 6: Alela Al snizuje pocet D2 receptorti (axon — presynapticka c¢ast — obsahuje
vezikuly s dopaminem (DA). Neuromediator je vychytavan dendrity — postsynapticka ¢ast —
pomoci cervene znazornénych D2 receptort. V dusledku jejich nizsiho poctu, a tedy snizené

mozZnosti navazani dopaminu (DA) je vysledny vychozi signal znacné zeslabeny).
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2.4.2 —141C Ins/Del polymorfismus

V oblasti promotoru genu DRD2 se nachazi jednonukleotidovy polymorfismus
oznacovany —141C Ins/Del. V pozici — 141 dochazi k inserci/deleci cytosinu (rs1799732)
(Obr. 7). Delece cytosinu (—141C Del) ma za nasledek snizeni aktivity promotoru, a tim
snizeni exprese genu DRD2. Dusledkem je nizsi pocet exprimovanych D2 receptord, a tak
I niz8i moznost navazani dopaminu po jeho uvolnéni (Obr. 8). Z tohoto divodu je alela —
141C Del rovnéz zkoumana ve spojitosti s novelty seeking. Alela —141C Del je v populaci
obecné vzacna. S nizsi frekvenci se vyskytuje u schizofrenikti, coz bylo prokazano v asijské

a Svédské populaci (Arinami a kol, 1997; Jonsson a kol., 1999).

65 685 bp
I
ValgbAla
ProgioSer Leu14ileu A-241G
3’ I H | | | / / 5
8 7 6 5 4 3 2 1
Tagl A Ser311Cys Vali541le —141C Ins/Del

Obrazek 7: Gen DRD2 s vyzna¢enym —141C Ins/Del polymorfismem (ptevzato z Zahari a
kol., 2011).
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Del allele
G ; lowering activity

DED2 gene

promoter

U

lowered expression of DRD2 gene

Y

less D2 receptors

Obrazek 8: Schéma vlivu alely — 141C Del vedouci k niz§imu poc¢tu exprimovanych D2

receptord.

2.5 Jednonukleotidovy polymorfismus v genu COMT

V genu COMT je z hlediska vztahu k lidskému chovani vyznamny jednonukleotidovy
polymorfismus Vall58Met. Jelikoz se podili na modulaci dopaminu, byl rovnéz zahrnut do

této studie.

2.5.1 Katechol-O-metyl transferaza (COMT)

Funkce enzymu katechol-O-metyl transferaza, jenz je kodovan stejnojmennym
genem lokalizovaném na 22. chromozomu v oblasti 22911, spociva v degradaci

katecholamintl, mezi které se fadi i dopamin (Lachman a kol., 1996).

Enzym ma dvé hlavni izoformy. Rozpustna cytoplasmaticka izoforma S-COMT
dominuje ve vétSing tkadni kromé mozku, kde prevladd na membranu se vazajici izoforma
MB-COMT. Obecné¢ je dopamin vychytavdn dopaminovym transportérem (DAT)

a degradovan monoaminooxiddazou (MAO), oviem v prefrontalni kiife je exprese DAT niZsi,
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a tim padem vlastni vyznam COMT vyssi (Jeffery a Roth, 1984; Tenhunen a kol., 1994;
Huotari a kol., 2002; Tunbridge a kol., 2004).

2.5.2 Vall58Met polymorfismus

V genu COMT se mize vyskytovat jednonukleotidova substituce, kdy je misto
guaninu zafazen adenin. Disledkem této substituce je pfeména valinu na methionin v pozici
158 (rs4680) (Schacht, 2016). Mluvime o polymorfismu Vall58Met (Obr. 9). Dominantni
alela Val kéduje protein, ktery je termostabilngjsi, a zaroven ma o 40% vyssi aktivitu nez
mutovana alela Met. Disledkem snizené aktivity u mutované alely tedy dochazi k degradaci
dopaminu pomaleji. Alela Met je tak spojovana s vy$si hladinou dopaminu v synaptické
Stérbiné v prefrontalni kute (Obr. 10) (Chen a kol., 2004). To vede k poklesu dopaminergni
neurotransmise v nucleus accumbens, a tim padem i ke sniZzené potiebé ji stimulovat. Alela
Met je tak spojovana také s novelty seeking, jelikoz delsi pasobeni dopaminu v synaptické
Stérbin€ muze mit za nésledek, ze jedinci nesouci alelu Met vice vyhledavaji riziko, zatimco
jedinci s genotypem Val/Val maji tendenci byt opatrngj$i a potencionalni rizika
nevyhledavaji (Farrell a kol., 2012; Hosék a kol., 2006).

PET analyza prokéazala pozitivni korelaci mezi nadmérnou aktivaci D2 receptord,
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E MB-COMT ;

zpusobenou vyssi hladinou dopaminu, a schizofrenii (Jones a Pilowski, 2002).

Obrazek 9: Gen COMT s vyznacenym Val158Met polymorfismem (ptevzato z Craddock a
kol., 2006).
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Met allele

reduced activity

higher synaptic dopamine level,
increased dopaminergic stimulation

synaptic cleft

Obrazek 10: Vliv alely Met na vyssi hladinu dopaminu v synaptické §térbing.
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3. Neurologicka onemocnéni spojena s dopaminergnim
systémem

Vzhledem k vyznamné funkci dopaminu a jeho slozitym, jemné ladénym draham, ma

porucha celého systému za nasledek vyznamné zmény ve struktute a/¢i funkci mozku.

Pro vétSinu neurologickych onemocnéni je spoleCnym znakem degenerace
dopaminergnich neuroni v mezimozku, coz usti v nedostateCnou produkci dopaminu.
Dospély mozek zdravého ¢loveka ma v mezimozku mezi 400 — 600 tisici dopaminergnich
neuront, v pfipadé neurodegenrativnich onemocnéni je jejich pocet signifikantné nizsi

(Pakkenberg a kol., 1991; Schultz, 2007).

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba se vyznacuje specifickou degeneraci neuront a jejich synapsi
Vv cerebralnim kortexu, nasledkem ¢ehoz dochazi k atrofii piisluSnych struktur, véetné
frontalni kury aoblasti zvané cingulate gyrus, jez je Ccasti limbického systému.
Nejtypictéjsim projevem této nemoci je demence (Wenk, 2003). K rozvoji Alzheimerovy
choroby piispivaji patologické struktury amyloidnich a tau proteini v mozku (Hashimoto a
kol., 2003).

Amyloidni prekurzorni protein (APP) je transmembranovy protein nezbytny pro vyvoj
a prezivani neuronti. U lidi trpicich Alzheimerovou chorobou je ale APP $tépen gama a beta
sekretdzami na fragmenty. Z téchto fragmentd je kriticky fragment amyloid beta, ktery
vytvaii extracelularni shluky v $edé kife mozku (Priller a kol., 2006; Hooper, 2005;
Tiraboschi a kol., 2004).

Tau proteiny jsou za bé&znych podminek fosforylovany a stabilizuji mikrotubuly
neuront, které dodavaji pies axony ziviny a dal$i molekuly. U Alzheimerovy choroby
dochazi k hyperfosforylaci tau protein, nasledkem ¢&ehoz dochdzi k vytvareni

neurofibralnich spleti a rozpadu transportniho systému neuronti (Hernandéz a Avila, 2007).

3.2 Parkinsonova choroba

Jedna se o neurodegenerativni nemoc postihujici motorické funkce, pozdéji se rozviji
i demence. Parkinsonova choroba vznika postupnou degeneraci dopaminovych bunék

v oblasti substantia nigra. Mechanismus degenerace dopaminovych bunék neni dosud plné
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objasnén, ale pravdépodobné to ma souvislost se vznikem Lewyho télisek, tedy agregati
proteinti, hromadicich se v pfislusnych neuronech. Degenerace neurontl je postupnd a trva
roky. Pii projeveni motorickych problému jsou popisovany ztraty dopaminovych neuront az

0 30 — 70 % (Braak a kol., 2003; Jankovic, 2005).

3.3 Schizofrenie

Jedna se o psychopatologické onemocnéni, pro které je typickd porucha vnimani
reality. Pro schizofrenii jsou charakteristické dvé tfidy symptomd, pozitivni (napadné)
anegativni (nenapadné). Do pozitivnich symptomt se ftadi halucinace, zmatend fec
amysleni, bludy. Knegativnim symptomim patii zejména socialni izolace, deprese

a emoc¢ni oplosténi (Pecenak, 2014).

Schizofrenie je spojovédna s riznymi neuropatologickymi poruchami, mezi néZ patii 1
tak zvana dopaminova hypotéza. Ta vychazi ze zjisténé abnormalni koncentrace dopaminu
u schizofrennich pacientd, respektive z nadmérné aktivace D2 receptord. Nadmérna aktivace
D2 receptorti v limbickém systému, zejména v oblasti amygdaly a nucleus accumbens,
pfi¢inou pozitivnich symptomil schizofrenie. V oblasti frontalni kiry je naopak ptenos
dopaminu sniZen a oblast ¢elniho laloku se zmensuje (Obr. 8). To ma za nasledek sniZzenou
schopnost vyjadiovani se a nizkou motivaci. Dopaminova hypotéza byla podpofena nejen
pouzitim pozitronové emisni tomografie (PET), ale i faktem, ze amfetaminy zhorSuji
symptomy schizofrenie. Funguji jako spousté¢ pro uvolnovani dopaminu (Laruelle a kol.,

1996; Jones a Pilowski, 2002; Moore a kol., 1999).

Obr. 8: Zobrazeni mozkovych struktur
schizofrenniho pacienta. Cervené jsou
zvyraznény zmény v Celnim laloku, zelené
zvySend hladina dopaminu ve striatu
(limbicka podkorova struktura)

(https://cs.wikipedia.org/wiki/Schizofrenie)
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4. Novelty seeking behaviour

Typem chovani novelty seeking se oznacuje dédicnd tendence k intenzivnim
prozitklim v reakci na nové neznamé podnéty. To vede k ¢astym prizkumnym Cinnostem pii
hledani potencionalnich odmén bez ohledu na mozna rizika. Korelaci mezi novelty seeking
a dopaminergnim systémem naznacuje fakt, Ze nizkéa hladina dopaminu v basalnich gangliich
je motivacni pro hledani ,,odmény*, coz nasledn¢ vede k vétSimu vyplaveni dopaminu.
Ptijimané nové podnéty aktivuji v mozku prave ta centra, ktera jsou bohata na dopaminergni
vstupy. Tento mechanismus je zaloZen na tzv. systému ,,potéSeni a odmény*. (Costa a kol.,
2014; Cloninger, 1987a). K udrzb¢é celého systému piispivaji noradrenergni drahy, které
podporuji iniciaci téchto reakci a zaroven ukoncuji pfedchozi spojeni (Zuckerman 1995;

Cloinger, 1986).

Jedinci, ktefi maji vyss§i skore novelty seeking, jsou impulzivni, snadno podlehnou
nud¢ a hledaji nové, Casto riskantni aktivity, jez mohou vést k potencionalni odméné. Tyto
aktivity mohou mit podobu adrenalinovych sportti, ale i gamblingu a uzivani drog. Extrémni
formou vysokého skore novelty seeking muize byt sociopatie nebo maniodepresivni
psychéza. Naopak u nizkého skoére novelty seeking se muze vyskytovat druha extrémni
forma, jako je neurotismus, chronicka fobie ¢i obsesivné kompulzivni porucha (Zuckerman,

1979).

Vysoké skore novelty seeking vykazuje uvolnéni dopaminu z vezikuld v nucleus
accumbens a zaroven nizky pocet D2 receptorti v nucleus accumbens, substantia nigra a ve
striatu. Snizeny pocet D2 receptord znamend snizeny vznik vazby dopamin-receptor.
Uzivani drog ¢i vyhledavani adrenalinovych sportd pfispivd k zvySenému uvoliiovani
dopaminu, jenz mize nasledné vyrazngji pusobit i v oblastech s redukovanym poétem D2

receptoru. Jedna se o tzv. hyperdopaminergni aktivitu (Wingo a kol., 2016).

Novelty seeking behavior patii ke Cloningerovu modelu osobnosti. Cloninger,
americky psychiatr a genetik, pfedpokladal, ze zédklad povahy kazdého ¢lovéka mé znacny
stupeit dédi¢nosti, a dodatecné povahové rysy jsou formovany okolnim prosttednim
Vv pribéhu dospivani. Pivodni Cloningerv model osobnosti zahrnoval tii oblasti osobnosti,
jiz zminéné novelty seeking, a dale harm avoidance a reward dependence. Harm avoidance
je popisovano jako dédicna tendence vyhybat se ¢i silnéji reagovat na averzni stimuly, které
mohou mit za nasledek trest. Reward dependence je charakterizovano jako dédi¢na tendence

K intenzivnim reakcim na podnéty odmény, a ochota zachovat si chovani, které k témto
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podnétim vede. Cloningerovy ptedpoklady vychézely z genetickych, neurologickych,
farmakologickych a psychologickych dat. Na zaklad¢ téchto tii oblasti osobnosti byl
sestaven Tridimensional Personality Questionnaire (TPQ) pro ucely klinického hodnoceni
charakteru jedince. Pozdé&ji Cloninger dotaznik rozsifil o dal$i rozméry osobnosti a vysledna
podoba dotazniku znama jako Temperament and Character Inventory (TCI) méii sedm
dimenzi osobnosti (Tab. l.). Nejnovéjsi verze se nazyva Temperament and Character
Inventory — Revised (TCI-R). V oblastech neurobiologie a psychologie se jedna o Siroce
vyuzivany dotaznik shrnujici subjektivni vypovédi o vlastni osobé (Cloninger, 1987a;

Zuckerman a Cloninger, 1996).

Tabulka I: Jednotlivé ¢asti dotazniku Temperament and Character Inventory (pfevzato z
Svrakic a Cloninger, 2010).

Scales and sub scales of Temperament and Character Inventory

Exploratory and excitability (NS1), Impulsiveness (NS2),

Novelty seeking (NS) Extravagance (NS3), Disorderliness (NS4)

Harm avoidance Anticipatory worry (HA1), Fear of uncertainty (HA2), Shyness

(HA) (HA3), Fatigability (HA4)
Reward dependence | Sentimentality (RD1), Openness to warm communication (RD2),
(RD) Attachment (RD3), Dependence (RD4)
Persistence Eagerness of effort (PS1), Work hardened (PS2), Ambitious
(PS) (PS3), Perfectionist (PS4)

Self-directedness Responsibility (SD1), Purposeful (SD2), Resourcefulness (SD3),
(SD) Self-acceptance (SD4), Enlightened second nature (SD5)

Cooperativeness Social acceptance (C1), Empathy (C2), Helpfulness (C3),
© Compassion (C4), Pure hearted Conscience (C5)

Self-transcedence | Self-forgetful (ST1), Transpersonal identification (ST2),
(ST) Spiritual acceptance (ST3)
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5. Faktory korelujici s lidskym chovanim

Lidské chovani je vysledkem interakce mnoha riznych faktord, nikoli ptisobenim

pouze jediného faktoru.

Naptiklad geneticka analyza genu COMT piinesla mnohé poznatky. Dle Enoch a kol.
(2003) byla nalezend vysoka spojitost mezi nositeli genotypu Met/Met a chovanim typu
harm avoidance. Rujescu a kol. (2003) navic zjistil, ze zatimco nositelé Val/Val drzi vztek
V sobé a vypotadavaji se s nim sami, nositelé genotypu Met/Met maji tendenci smérovat

agresi ven.

Berman a kol. (2002) informovali o pozitivni korelaci mezi chovanim typu harm
avoidance 1 vyS$im skore novelty seeking u nositeld alely Al v genu ANKK1. Dalsi studie
prokazala u drogové =zavislych spojitost mezi vyskytem této alely a zavislosti na
kanabinoidech, zejména genotyp AlAl byl nalezen svyrazné vys$§im zastoupenim u
drogové zavislych (Nacak a kol., 2012). Dalsi fakt podporujici tvrzeni, ze alela Al je
rizikovym faktorem pro vznik zavislosti, je studie Comings a kol. (1996), ktera potvrdila
vyssi frekvenci alely Al u jedinct zavislych na gamblingu. V ptipadé polymorfismu —141C
Ins/Del v genu DRD2 je dle nékolika studii alela —141C Ins spojovana s alkoholismem
(Ishiguro a kol., 1998; Konishi a kol., 2004).

Jelikoz studované polymorfismy snizuji pocet dopaminovych receptord (—141C
Ins/Del a TaqglA v genu DRD2) a zpomaluji odbouravani dopaminu (Vall58Met v genu
COMT), podporuji Cloningeroviv piedpoklad, Ze nizka hladina dopaminu souvisi s vy$§im
skore NS. (Cloninger, 1987).

Komplexni  chovani  ¢lovéka v8ak neni nikdy ovlivnéno  samostatné
jednonukleotidovym polymorfismem, a k jeho modulaci piispivaji i dalsi faktory. Mezi né
patii napt. rodinné prostiedi, v kterém cloveék vyrstd. Pokud méli jedinci détstvi prozité
V emociondalni vzdalenosti od matky ¢i byli poznamenani pfisnou disciplinou, méli podstatné
vyss§i riziko k rozvoji vyssiho skoére novelty seeking, ve srovnani s jedinci, ktefi méli
spokojené détstvi. Tyto rozdily pfevazovaly bez ohledu na to, jaky méli jedinci genotyp.
Vychova v détstvi zfejmé dokaze znacné modulovat genetické predispozice. Stejné jako
Spatn¢ prozité détstvi prispiva k vzniku chovani novelty seeking, obdobné je tomu i u
alkoholismu, drogovych zavislosti a poruch pfijmu potravy (Keltikangas-Jarvinen a kol.,

2004).
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Dalsim dulezitym faktorem, zifejmé ovliviiujicim NS, je pohlavi. Jednim z hlavnich
Ciniteld je pak pohlavni hormon testosteron. Nalezy u primatd naznacuji, ze hladina
testosteronu koreluje s povahovymi rysy na zakladé stresovych podminek. Obdobn¢ labilni
jedinci vykazuji vétsi vykyvy v sekreci testosteronu oproti vyrovnanym jedincim (Sapolsky,
1993, Adler a kol., 1997). Kersbauch a kol. (2006) pomoci riznych stresovych podnéti
prokdzal u Zen signifikantni korelaci mezi hladinou testosteronu a chovanim. U muzii byla
korelace méné znatelna. Hypotéza pohlavi uvadi, ze muzi maji tendenci odpovidat na
stresovy podnét stylem ,,flight or fight, zatimco u Zen se jedna o reakci ,,tend and befriend*.
Obecné vzato jsou vsak dostupné studie zabyvajici se korelaci testosteronu s novelty seeking

stale spise rozporuplné (Kershauch a kol., 2006)

22



6. Cile diplomové prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo prokazat korelaci vybranych polymorfismt

s chovanim typu novelty seeking. Tento cil zahrnoval:

e  ziskat dobrovolniky pro studii a rozdé¢lit je do skupin

e otestovat u participanti pomoci psychologického dotazniku TCI-R skoére novelty
seeking a porovnat je

e  zjistit u participant skute¢nou frekvenci mutovanych alel (Al, Met, -141C Del)

vybranych polymorfismi
e  zjistit moznou asociaci mutovanych alel vybranych polymorfismut s novelty seeking

e  zjistit mozny vliv pohlavi na novelty seeking

Pro studii byli ziskani dobrovolnici, kteti mohli byt rozdéleni do tii skupin (Sportovci,
schizofrenni pacienti, kontrolni skupina). V ramci naSeho cile byly stanoveny tfi hlavni

hypotézy.

Hypotéza 1: Jedinci, ktefi se aktivné vénuji adrenalinovym sportliim, dosdhnou oproti
kontrolni skupiné podle dotazniku Temperament and Character Inventory-Revised vyssiho

skore novelty seeking.
Hypotéza 2: Vybrané polymorfismy koreluji s vy$$im skore novelty seeking.

Hypotéza 3: Mutované alely (Al, Met, - 141 C Del) vybranych polymorfismii se vyskytuji
spiSe u sportovct a schizofrennich pacienti nez u kontrolni skupiny, je zde tedy pozitivni

korelace s novelty seeking.
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Experimentalni ¢ast

/. Metody

7.1 Nabor dobrovolniki

V ramci vyzkumu bylo nutné oslovit a ziskat dobrovolniky pro vybrané skupiny
(sportovci, schizofrenni pacienti, kontrolni skupina). Studie se celkem ucastnilo 54
dobrovolnikii. Skupina se sportovné zalozenymi dobrovolniky sestdvala z 22 participanti
(10 Zzen, 12 muzu), 23 ucastnikii tvofilo kontrolni skupinu (Ucastnici s obcasnymi
sportovnimi aktivitami ¢i sport viibec neprovozujici; 21 Zen, 2 muzi) a 9 dobrovolnikl

tvortilo skupinu schizofrennich pacientt (5 Zen, 4 muzi).

Participanti zaméteni aktivn€ na sport byli oslovovani pies riizné sportovni kluby, déle
byli sportovci spoleéné s ucastniky tvoficimi kontrolni skupinu oslovovani osobnim
kontaktem a prostfednictvim Zzadosti o Gcast v projektu na socialnich sitich. Do skupiny
sportovcll byli fazeni dobrovolnici, kteti uvedli, Ze se aktivné vénuji sportim jako je
horolezectvi, parasuting, bojova uméni apod. Schizofrenni pacienti se ucastnili vyzkumu

diky navazané spolupraci s psychiatrickou MUDr. Katetfinou Duchoiiovou.

Studie navazuje na magisterskou praci Mgr. Martiny Polgar zabyvajici se asociaci —
141C polymorfismu s novelty seeking (Polgar, 2017). Z této prace byla pouzita néktera

ziskana data tykajici se uvedeného polymorfismu.

7.2 Psychologicky dotaznik TCI-R

Inventai povahovych vlastnosti TCI-R (Temperament and Character Inventory —

Revised) se sklada z 240 dotazii. Na 235 otazek se odpovéd vybira dle stupnice: 1
rozhodné ne; 2 = pravdépodobné ne; 3 = ani pravda, ani lez; 4 = pravdépodobné ano; 5 =
rozhodné ano. Zbylych 5 otazek je validac¢nich. Otazky jsou formulovany nésledujicim
zptisobem, napi.: ,,Casto se poustim do novych véci bez hlubsiho pfemysleni®. ,,To, co je
spravné, zalezi na thlu pohledu®. ,,Citim spojeni s lidmi a svétem kolem sebe®. ,,Jdu si za

svymi cili bez ohledu na ostatni*. ,,Nemam problém zachovat klid ve stresovych situacich®.

Pro stanoveni skore byla k dispozici online slovenska verze dotazniku dostupna

prostiednictvim Google survey. Pro zachovani anonymity se kazdy ucastnik zapsal
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specifickym identifika¢nim &islem, skladajicim se z alesponi 2 pismen a 4 ¢&islic. Ugastnici na
zacatku dotazniku uvedli sviij vek, pohlavi a typ sportu, kterému se vénuji, pokud néjakému,
v jakém regionu ziji, typ manzelského statusu (Zenaty/vdana, svobodny/a, rozvedeny/a...)
atyp zaméstnani (student, pracujici student, zaméstnan, nezaméstnan...). Informace byly
dostupné pouze klinickému psychologovi doc. Mgr. Antonu Heretikovi, Ph.D. za ucelem
vyhodnoceni TCI-R dotazniku. Dotaznik vyplnili vSichni participanti az na Sschizofrenni

vvvvvv

komunikace.

7.3 Odbér biologického materialu

Primarnim vzorkem, ktery slouZil pro izolaci DNA, byl bukalni stér. Odbérové
soupravy pro bukalni stér (Isohelix SK1 Buccal Swab) byly zaslany po$tou na adresu
uvedenou participanty nebo pfedany osobné. Bukalni stér byl neprodlené zpracovan tak, aby
nedoslo k jeho znehodnoceni. Po izolaci byly ziskané vzorky DNA fadné¢ skladovany

vV mrazicim boxu pii teploté - 20°C.

7.3.1 Informovany souhlas

Formular s informovanym souhlasem byl pfilozen ke kazdé odbérové bukalni
soupravé (Ptiloha 1). VSichni dobrovolnici byli patfi€éné sezndmeni s obsahem a cili studie,
coz stvrdili podepsanim tohoto informovaného souhlasu. Zaroven se prostiednictvim
souhlasu mé¢li moznost rozhodnout, zda si po skonceni vyzkumu pieji nadale skladovat svij

vzorek DNA ¢&i ne.

7.3.2 Schvaleni vyzkumu etickou komisi

Vyzkum byl schvalen etickou komisi a probihal anonymnég, bez pouzivani jmen
¢i osobnich tdaji. Osobni informace vSech participantii podléhaly ochran¢ osobnich udaji
vsouladu splatnymi pravnimi piedpisy a zikony Ceské republiky (zékon o ochrang
osobnich udajia 101/ 2000 Sb). Podepsané formulafe s informovanym souhlasem jsou
uloZeny v papirové podobné v laboratoii a k dispozici je maji pouze pracovnici laboratoie.
Laboratoi nesdili osobni tdaje G¢astnikti s zadnou tfeti stranou. Jako autorka studie jsem
rovnéZ véazana mlcenlivosti a nemohu poskytovat osobni informace participantl tfetim

stranam.
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7.4 l1zolace DNA

Izolace DNA ze stéru bukalni sliznice byla provadéna pomoci dvou riznych izola¢nich
kitd, izolaéniho kitu Isohelix DNA (DDK-3/DDK-50) a izola¢niho kitu GeneAll ExGene ™
Clinic SV mini (SK168_GL_001_D).

7.4.1 Izolace DNA pomoci izola¢niho kitu Isohelix DNA (DDK-3/DDK-50)

Reagenty izola¢niho kitu Isohelix DNA (DDK-3/DDK-50) jsou uvedeny v tabulce II.

Tabulka Il: Reagenty izola¢niho kitu Isohelix DNA (DDK-3/DDK-50) pouzité pro 1

izolaéni reakci.

Reagenty Objem (ul)
Lysis buffer (LS) 500
Proteinasa K (PK) 20
Capture buffer (CT) 500
Re-hydratation buffer (TE) 30

Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dvé 1,5 ml zkumavky. VSechny reagenty byly
vytemperovany na pokojovou teplotu. Do kazdé zkumavky obsahujici tampon s bukalnim
stérem bylo pfidano 500 ul LS a 20 ul PK. Po nasledném zvortexovani (Microspin FV-2400;
BioSan) a centrifugaci (Centrifuge 5415 R; Eppendorf) byly vzorky jednu hodinu
inkubovany pti 60 °C v termostatu (Dry Block Thermostat TDB-120; BioSan). Po skonc¢eni
inkubace byly vzorky opét zvortexovany a zcentrifugovany. Supernatant kazdého vzorku byl
prenesen do nové 1,5 ml zkumavky, nasledné bylo ptidano 500 ul CT. Nasledoval vortex a
centrifugace vzorkd 7 min pifi 13 000 rpm. Po skonceni centrifugace byl supernatant
odstranén, bez poruseni vzniklé pelety, a vzorky byly kratce zcentrifugovany, pro odstranéni
zbytku supernatantu. Pro ziskani vétsiho vytéZku DNA ze vzorkl bylo pfidano pouze 30 pl
TE a vzorky se nasledné nechaly 5 min inkubovat pii pokojové teploté (RT). Poté byly
vzorky zvortexovany a centrifugovany 15 min pii 13 000 rpm. Vysledny supernatant
obsahujici DNA byl pfenesen do nové 1,5 ml zkumavky. Izolovana a fadn¢ oznacend DNA

byla skladovana v mrazicim boxu pii — 20 °C.
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7.4.2 Tzolace DNA pomoci izolaéniho kitu GeneAll ExGene'" Clinic SV mini
(SK168_GL_001_D)

Reagenty izolaéniho kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV mini (SK168_GL_001_D)

jsou uvedeny nize (Tab III).

Tabulka I11: Reagenty izola¢niho kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV mini
(SK168_GL_001_D) pouzité pro 1 izola¢ni reakci.

Reagenty Objem (ul)
BL buffer 400

Proteinasa K (PK) 40
BW buffer 600
TW buffer 700
AE buffer 50

Vsechny reagenty byly vytemperovany na pokojovou teplotu. Do kazdé zkumavky
obsahujici tampon s buitkami bukalni sliznice bylo ptidano 400 pl BL pufru a 40 ul PK. Po
nasledném zvortexovani (Microspin FV-2400; BioSan) a centrifugaci (Centrifuge 5415 R;
Eppendorf) byly vzorky 10 min inkubovany pii 56 °C v termostatu (Dry Block Thermostat
TDB-120; BioSan). Po skonceni inkubace byly vzorky opét zvortexovany a zcentrifugovany.
Ke kazdému vzorku bylo pfidano 400 pl 100% etanolu a smés se v pulzech vortexovala. Po
kratké centrifugaci se smés pfenesla na kolonku a 1 min byla centrifugovana pti otackach >
8 000 rpm. Ptivodni sbérnd zkumavka byla nahrazena novou a ke smési bylo ptidano 600 pl
BW pufru. Smés se znovu 1 min centrifugovala pti otd€kach > 8 000 rpm a sbérna zkumavka
se poté vyménila za novou. Déle se pfidalo 700 pl TW pufru a 1 min probihala centrifugace
pfi otackach > 8 000 rpm. Po centrifugaci byl odstranén supernatant ze sbérné zkumavky, do
které se pak vratila kolonka. Nasledn¢ probéhla centrifugace 1 min p#i 13 000 rpm, aby
doslo k odstranéni zbytkového promyvaciho pufru. Kolonka byla poté pifenesena do nové 1,5
ml zkumavky s vickem. Piimo na stfed filtru kolonky bylo pfidano 50 ul AE pufru
a nasledovala inkubace po dobu 5 min pii pokojové teploté (RT). Po inkubaci probé¢hla
centrifugace 1 min pii 13 000 rpm. Poté byl krok spfidanim AE pufru, inkubaci
a centrifugaci zopakovan. Po zopakovani byly u vSech vzorka kolonky odstranény a 1,5 ml
zkumavky obsahujici supernatant s DNA byly uskladnény. Izolovana a fadné ozna¢ena DNA

byla skladovana v mrazicim boxu pii — 20 °C.
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7.5 Fluorometrie

Koncentrace DNA byla métfena fluorometrem (Quibit Fluorometr 2.0, Invitrogen-
Thermo Fisher Scientific) a fadn¢ zaznamenana. Byl pouzit kit Qubit dSDNA Assay HS
(Invitrogen). Reagenty kitu jsou uvedeny nize (Tab. IV).

Tabulka IV: Reagenty kitu Qubit dsDNA Assay HS (Invitrogen) pouzité pro 1 reakci.

Reagenty Objem (ul)
Qubit dsDNA BR buffer 199
Qubit dsDNA BR reagent 1
Qubit dsDNA BR standard #1 10
Qubit dsDNA BR standard #2 10

Po vytemperovani na pokojovou teplotu (RT) byl pfipraven zasobni roztok. Nejprve
bylo smichano 199 ul Qubit dsSDNA BR pufru s 1 ul Qubit dsDNA BR reagentu. Pomoci
stolni centrifugy (Microspin FV-2400; Biosan) byla smés vortexovana a stocena. Pro méfeni
standardu bylo smichano ve dvou 0,5 ml mikrozkumavkach 190 pl zasobniho roztoku s 10 pl
ptislusnych standardfi. Pro méfeni vzorkid bylo smichano 198 pl zasobniho roztoku a 2 pl
DNA. Po kratkém vortexovani a stoCeni nasledovala inkubace pii RT po dobu 2 min.
Pomoci roztok obsahujicich standardy byl fluorometr zkalibrovan, a nasledné zmétena

koncentrace DNA ve vzorcich.
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7.6 Geneticka analyza

Vybrané polymorfismy v genu DRD2 byly analyzovdny pomoci metody PCR-RFLP
(polymerase chain reaction — restriction fragment length polymorphism). Urcity pocet
vzorkl byl vSak problematicky (nizkd koncentrace DNA, piitomnost inhibitorl)) a metoda
musela byt v nekolika pfipadech optimalizovana. Pro optimalizaci jsme zvolili upravy
pracovnich postupl spocivajici ve zméné vstupniho mnozstvi DNA, modifikaci reak¢éniho

protokolu a ve zmén¢ pouzité polymerazy.

7.6.1 Analyza polymorfismu TaglA pomoci PCR-RFLP

Pro detekci polymorfismu TaqlA byl pouzit amplifikacni kit Emerald Amp® Max HS
PCR Master Mix (Takara Bio Company), a oligonukleotidové primery se sekvenci 5°-CCG
TCG ACC CTT CCT GAG TGT CAT CA-3° (forward primer) a 5‘-CCG TGA ACG GCT
GGC CAA GTT GTC TA-3° (reverse primer). Primery a reak¢ni profil byly pfevzaty z prace
Magro a kol. (2006), syntéza primerti byla provedena firmou Elisabeth Pharmacon.
Amplifikovan byl 310 bp dlouhy produkt odpovidajici TaqlA lokusu v genu DRD2 (Magro a
kol., 2006).

Samotna piiprava PCR mixu byla provadéna v chladicim stojanu v PCR boxu.
Vysledny objem reakce (Tab. V) byl 25 ul a reakce obsahovala 12,5 ul Emerald Amp® Max
HS PCR Master Mix, 5% DMSO, 0.2 uM forward primer, 0.2 uM reverse primer, 4,25 az
7,25 ul H,O a 2-5 ul DNA izolatu. Vétsi objem DNA izolatu a mensi objem H,O byl

pouzivan u vzorkil s nizkou koncentraci DNA.

Tabulka V: SloZeni a objem 1 reakce.

Reagenty Objem (ul) 1 reakce

Emerald Amp® Max HS PCR Master Mix 125

DMSO 1,25
deionizovana H,O 425725
forward primer 1

reverse primer 1

DNA 2-5
Vysledny objem 1 reakce 25
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Pribéh PCR reakce je uveden v tabulce VI. Pro amplifikaci byl pouzit gradientovy
PCR cycler (MultiGene, Labnet).

Tabulka VI: Prabéh PCR reakce.

PCR reakce
1 cyklus Teplota (°C) Cas (min)
Denaturace 94 4
35 cykli Teplota (°C) Cas (s)
Denaturace 94 30
Annealing 60 30
Extenze 70 30
1 cyklus Teplota (°C) Cas (min)
Finalni extenze 72 5

Vysledné PCR produkty o velikosti 310 bp byly Stépeny za pouziti restrikéniho
enzymu Taql (10U) (Thermo Scientific) a 10x pufru Tagl (1x) (Thermo Scientific).
Restrikéni misto je zobrazeno na Obr. 9. Restrickni S§tépeni probihalo pii 65 °C 4 hod
Vv teplotnim cycleru MultiGene Labnet. Vzniklé fragmenty po restrikénim S$tépeni:
dominantni homozygot (A2A2) 180 a 130 bp, heterozygot (A1A2) 310, 180 a 130 bp. U
recesivnich homozygoti (A1Al) neni pfitomno restrikéni misto, vysledkem je tedy
nerozs§tépeny 310 bp dlouhy fragment (Magro a kol., 2006). Vizualizace produktd byla

provadéna pomoci gelové elektroforézy (viz. kapitola 7.6.4 Gelova elektroforéza).

5..T|CGA..3

3..AGCTT..5

Obrazek 9: Restrikéni misto enzymu Taq].
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7.6.2 Analyza polymorfismu — 141C Ins/Del pomoci PCR-RFLP

Ke zjisténi polymorfismu — 141C Ins/Del byl pouzit amplifika¢ni kit Emerald Amp®
Max HS PCR Master Mix (Takara Bio Company), a specifické primery (syntetizovany
firmou ELISABETH PHARMACON®) se sekvenci 5-ACT GGC GAG CAG ACG GTG
AGG ACC C-3' (forward primer) a 5'-TGC GCG CGT GAG GTC GCC GGT TCG G-3'
(reverse primer). Primery a reak¢ni profil PCR reakce byl pievzat z prace Polgar (2017).
PCR amplifikaci byl ziskan produkt o velikosti 303 bp.

Kazda PCR reakce, pfipravovana Vv chladicim stojanu v PCR boxu, méla celkovy
objem 25 pl (Tab. VII) a obsahovala 12,5 ul EmeraldAmp® Max HS PCR Master Mix, 5 %
ul DMSO, 0.2 uM forward primer, 0.2 uM reverse primer, 4,25 az 7,25 ul H20 a 2-5 ul
DNA. Vétsi objem DNA izolatu a mensi objem H,O byl pouZivan u vzorkl s nizkou

koncentraci DNA.

Tabulka VII: SloZeni a objem 1 reakce.

Reagenty Objem (ul) 1 reakce

Emerald Amp® Max HS PCR Master Mix 12,5

DMSO 1,25
deionizovana H,0O 425 -7,25
forward primer 1

reverse primer 1

DNA 2-5
Vysledny objem 1 reakce 25

31



Reakéni protokol je uveden v tabulce VI, pro amplifikaci byl pouzit opét ptistroj

MultiGene, Labnet.

Tabulka VIII: Prubéh PCR reakce.

PCR reakce
1 cyklus Teplota (°C) Cas (min)
Denaturace 95 2
35 cykli Teplota (°C) Cas (s)
Denaturace 95 30
Annealing 63 30
Extenze 72 30
1 cyklus Teplota (°C) Cas (min)
Finalni extenze 72 5

Pro restrikéni Stépeni PCR produktti byl pouzit restrikéni enzym Mval (BstNI) (10U)
(Thermo Scientific) a 10x pufr R (1x) (Thermo Scientific). Restrikéni misto je znazornéno
na Obr. 10. Restrikéni $t€peni PCR produkti probihalo v termostatu (Dry Block Thermostat
TDB-120: BioSan) pti 37 °C vzdy nejméné 1 hodinu.

Inzerce — 141C vytvafi nové restrikéni misto. Restrikéni fragmenty po Stépeni
odpovidaji témto velikostem: 160 bp a 140 bp pro homozygoty Ins/Ins, 303 bp, 160 bp a 140
bp pro heterozygoty Ins/Del. U homozygotia Del/Del neni restrikéni misto, produktem byl
tedy nerozstépeny fragment o velikosti 303 bp. Vizualizace produktd byla provadéna pomoci

gelové elektroforézy (viz. kapitola 7.6.4 Gelova elektroforéza).

5..CC-WGG...3’

3...GGW'CC...5

Obrazek 10: Restrikéni misto enzymu Mval (BstNI).
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7.6.3 Analyza polymorfismu Val158Met pomoci PCR-RFLP

vvvvvv

musela byt nékolikrat optimalizovana a Casto opakovana. K analyze Vall58Met byl také
pouzit amplifika¢ni kit Emerald Amp® Max HS PCR Master Mix (Takara Bio Company),
znacna cast vzorki se vSak za pouziti tohoto Kitu nedala analyzovat. Z toho divodu byla
amplifikace u problematickych vzorkl provedena pomoci jinych dvou kitt, a to 2x PCRBIO
HS Taq Mix (PCR Biosystems) a nebo MyTaq™ DNA polymeraza (Bioline).

Pro PCR amplifikaci produktu o velikosti 217 bp byly pouzity specifické primery.
Sekvence forward primeru byla 5-TCG TGG ACG CCG TGA TTC AGG-3° a sekvence
reverse primeru byla 5°-AGG TCT GAC AAC GGG TCA GGC-3°. Primery a reak¢ni
protokol byly pievzaty z prace Tahara a kol. (2009). Primery byly syntetizovany firmou
ELISABETH PHARMACON®,

a) Priprava PCR reakcéni smési s amplifikacnim kitem EmeraldAmp® Max HS PCR
Master Mix
Kazda PCR reakce, pfipravovana na chladicim stojanu v PCR boxu, méla celkovy
objem 25 pl (Tab. IX) a obsahovala 12,5 pl EmeraldAmp® Max HS PCR Master Mix, 5%
ul DMSO, 0.2 uM forward primer, 0.2 uM reverse primer, 4,25 az 7,25 ul H20 a 2-5 ul
DNA. Vétsi objem DNA a mensi objem H,O byl pouZivan u vzorkd s nizkou koncentraci
DNA.

Tabulka IX: Slozeni a objem 1 reakce.

Reagenty Objem (ul) 1 reakce

Emerald Amp® Max HS PCR Master Mix 12,5

DMSO 1,25
deionizovana H,O 425725
forward primer 1

reverse primer 1

DNA 2-5
Vysledny objem 1 reakce 25
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b) Priprava PCR reakéni smési s amplifikacnim kitem 2x PCRBIO HS Tagq Mix

Kazda PCR reakce, pripravovana Vv chladicim stojanu v PCR boxu, méla celkovy objem
25 pl (Tab. X) a obsahovala 12,5 pl 2x PCRBIO HS Taqg Mix, 5 % pl DMSO, 0.2 uM
forward primer, 0.2 uM reverse primer, 4,25 ul H20 a 5 pul DNA.

Tabulka X: SloZeni a objem 1 reakce.

Reagenty Objem (ul) 1 reakce
2x PCRBIO HS Taq Mix 12,5
DMSO 1,25
deionizovana H,0O 4,25
forward primer 1
reverse primer 1
DNA )
Vysledny objem 1 reakce 25

C) Priprava PCR reakéni smési s pouZitim MyTaqTM DNA polymerdza

Samotna PCR reakce byla provadéna v chladicim stojanu v PCR boxu. Vysledny objem
reakce (Tab. XI) byl 50 pul a reakce obsahovala 1U MyTaq™ DNA polymerazu, 10 pl
MyTaqg Red Reaction Buffer (Bioline), 5% DMSO, 0.2 uM forward primer, 0.2 uM reverse
primer, 34,3 ul H,O a 2 pul DNA izolatu.

Tabulka XI: SloZeni a objem 1 reakce.

Reagenty Objem (pl ) 1 reakce

MyTaq™ DNA polymeraza 0,2
MyTaqg Red Reaction Buffer 10

DMSO 2,5
deionizovana H,O 34,3
forward primer 0,5
reverse primer 0,5
DNA 2

Vysledny objem 1 reakce 50
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Reakéni protokol je uveden v tabulce XllI, pro amplifikaci byl pouzit opét pfistroj

MultiGene, Labnet.

Tabulka XII: Prabéh PCR reakce.

PCR reakce

1 cyklus Teplota (°C) Cas (min)
Denaturace 95 5

35 cykla Teplota (°C) Cas (sek)
Denaturace 95 30
Annealing 55 30
Extenze 72 60

1 cyklus Teplota (°C) Cas (min)
Findalni extenze 72 10

Pro restrikéni $tépeni PCR produktti byl pouzit restrikéni enzym Nlalll (5U) (Thermo
Scientific) a 10x pufr G (1x) (Thermo Scientific). Restrikéni misto je znazornéno na Obr. 11.
Restrik¢ni $t€peni PCR produktt probihalo v termostatu (Dry Block Thermostat TDB-120:
BioSan) pii 37 °C vzdy nejméné 1 hodinu. Produkty restrikéniho $tépeni jsou: 136 bp a 81
bp u homozygota Val/Val, 136 bp, 96 bp, 81 bp a 40 bp u heterozygota (Val/Met), 96 bp, 81
bp a 40 bp u homozygota Met/Met. Vizualizace produktt byla provadéna pomoci gelové
elektroforézy (viz. kapitola 7.6.4 Gelova elektroforéza).

5...CATGY..3"

3"..TGTAC...5’

Obrazek 11: Restrikéni misto enzymu NlallIl.
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7.6.4 Gelova elektroforéza

Metodou gelové elektroforézy byla provadéna vizualizace PCR produktl a produktt

restrik¢niho Stépeni.

Agarozovy gel

Pro ptipravu agar6zového gelu bylo nutné nejprve pfipravit roztok 1x TBE. Pro
vytvofeni toho roztoku se do lahve o objemu 0,5 | nalilo 50 ml 10x TBE roztoku

(Invitrogen™) a do celkového objemu (500 ml) se doplnilo 450 ml deionizované vody.

Pro piipravu 4% agardzového gelu byly pouzity 4 tablety obsahujici 0,5 g agarozy
(Nippon Genetics) a 50 ml 1x TBE roztoku. Po rozpusténi tablet byla smés ohtivana na plny
vykon v mikrovinné troub¢, dokud se neutvoril tekuty gel bez bublin. Poté byl gel nalit do
elektroforetické formy spolu s hiebeny a nechal se zatuhnout (cca 20 min). Po ztuhnuti gelu
byly odstranény hiebeny a gel byl ptenesen do elektroforetické vany (Mupid® One

Elecrophoresis System) a zalit roztokem 1x TBE.

Pro vizualizaci PCR produkti bylo ke gelu ptfed nalitim do elektroforetické vanicky
ptidano 15 pl barviécky Midori Green Advanced (Nippon Genetics); v piipadé vizualizace
produktii restrikéniho Stépeni byl gel nebarveny a barvicka Midori Green Direct (Nippon

Genetics) byla pridavana piimo ke vzorkam.

Elektroforéza

Velikosti PCR produktti nebo restrikénich fragmenti (Obr. 11) byly odecteny pomoci
markeru FastGene®100 bp DNA Ladder H3 RTU (Nippon Genetics). Na gel bylo naneseno
5 ul tohoto markeru (v pfipadé nebarveného gelu spolu s 1 pl barvicky Midori Green Direct),
do dal$ich jamek se nanaselo 5 ul PCR produktu nebo 15 ul produktu restrik¢niho $tépeni (v
ptipad¢ nebarveného gelu spolu s 0,5 pl Midori Green Direct). Elektroforéza probihala 15
min pii 135 V. Po skonceni elektroforézy byl gel prenesen na gel-dokumentacni systém
(FastGene® GelPic LED Box), a nasledn¢ byly odecteny vysledky a pofizena

fotodokumentace gelu. Fotografie geli byly pfeneseny pomoci pamét'oveé karty do PC.
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Obrazek 11: Znazornéni produktl restrikéniho §té€peni u jednotlivych polymorfismd.

7.7 Analyza dat

Sesbirana data byla zpracovana v programech Canoco 5', Statistica’ 13 a Excel. Data
v programu Canoco 5 byla analyzovana pomoci metod Detrented Correspondence Analysis
(neptima metody — DCA) a Detrended Canonical Correspondence Analysis (pifima metoda —
DCCA). Faktory pro pfimou analyzu byly vybirany metodou forward selection, hladina
statistické vyznamnosti byla zjiSténa pomoci Monte-Carlo permutac¢niho testu. V metodach
DCA i DCCA byly tzv. response variables jednotlivé polymorfismy (vyjadieno
v procentech). Jelikoz data nespliiovala podminky pro pouziti parametrickych testd
(Kolmogorov-Smirnov test, p < 0,05), rozdily mezi skupinami byly testovany v programu
Statistica 13 pomoci neparametrického Mann-Whitney U testu za uc¢elem porovnani novelty
seeking skore mezi testovanymi skupinami. Jako zavisla proménna byl stanoven faktor
novelty seeking. Vysledky byly stanoveny jako signifikantni pii p < 0,05. Pro grafickou

vizualizaci byly zvoleny Box-ploty.

! Ter Braak C.J.F. & Smilauer P. (2012): Canoco reference manual and user's guide: software for ordination,
version 5.0. Microcomputer Power, Ithaca, USA, 496 pp.

2 Dell Inc. (2016). Dell Statistica (data analysis software system), version 13. software.dell.com.
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Vysledky psychologického dotazniku TCI-R nam byly zaslany po jejich zpracovani
doc. Mgr. Antonem Heretikem, Ph.D. Jak je uvedeno vyse, dotaznik TCI-R zahrnuje
Vv soucasné podob¢ sedm dimenzi osobnosti, nase studie je zaméfena pouze na jednu z nich —

novelty seeking.
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8. Vysledky

8.1 Interpretace novelty seeking

Z 54 dobrovolnikii nevyplnilo dotaznik 9 participanti. Jednalo se 0 schizofrenni
pacienty. Skore NS se tedy méfilo u skupiny sportovci (22) a u participantd tvoficich
kontrolni skupinu (23). Vysledné hodnoty novelty seeking jsme pfifadili k jednotlivym
participantim na zakladé unikatniho kodu, pod kterym se do dotazniku zapisovali. V tabulce
(Tab. XI1I) jsou uvedeny zaokrouhlené pramérné hodnoty skore novelty seeking u sportovect
a u kontrolni skupiny, pro statistickou analyzu byly pouzity vSechny ziskané jednotlivé
hodnoty skore novelty seeking. Do nasi analyzy nebyl zahrnut jako faktor vek, protoze

veékoveé rozmezi G€astnikl nebylo Siroké. Primérny vek byl 24 let.

Tabulka XIII: Praimérné hodnoty skore novelty seeking u jednotlivych skupin.

Skupina (n) Primérné skore NS
Sportovci (22) 106
Kontrola (23) 92

8.2 Spoleény vyskyt typickych genotypovych kombinaci

DCA je metoda pro nepiimou gradientovou analyzu. Aplikaci této metody
anaslednym grafickym znazornénim (Obr. 12) jsme zjistili, Ze pro nas soubor tvofeny 54
participanty (n = 54), existuji typické kombinace genotypl vyskytujicich se nejcastéji
spolecné. Spolecné se vyskytuji 3 kombinace genotypt: Ins/Ins a Val/Met; Ins/Del
a Met/Met; A2A2 a Val/Val. Ziskana hodnota Explained variation (cumulative) vyjadiuje
okolo 27 % variability osy 1 a 46 % variability osy 2.
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Obrazek 12: Ordina¢ni diagram pro kombinaéni vyskyt polymorfisma TaglA, —141C
Ins/Del, Val158Met. (DCA, prvni osa vysvétluje 27 % a druha osa vysvétluje

46 %).

8.3 Stanoveni indikativniho faktoru

Metodou Detrended Canonical Correspondence Analysis jsme zjistili, ze faktor
novelty seeking byl jediny indikativni (metoda forward selection, Monte-Carlo permuta¢ni
test, pseudo-F = 2.0, p = 0.07). Analyzovany byly jednotlivé polymorfismy (response

variables) s pouzitim vysvétlujicich proménnych (explanatory variables) (Tab. XIV). Faktor

novelty seeking, jediny indikativni, byl nasledné vybran pro dalsi analyzy.

Tabulka XIV: Uzité proménné (DCCA).

Used response variables

Used explanatory variables

TaglA Sex
COMT Novelty seeking
Ins/Del Activity
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8.4 Porovnani skére novelty seeking u sportovci a kontrolni skupiny

Analyzované skupiny se 1isi ve svych stfednich hodnotdch (medidnech, Obr. 13),
rozdil mezi skupinami byl pouze indikativni (p < 0,052). Z grafu je patrné, ze se skupina
sportovcl 1 kontrolni skupina 1i$i nejen medianem, ale také rozsahem dosahovaného skore
NS. Celkové jsou hodnoty novelty seeking vyssi u skupiny sportovci. Zatimco rozsah
kontrolni skupiny dosahuje v nejnizsich hodnotach skoére novelty seeking okolo 50, rozsah

skupiny sportovci v nejniz§im bodu dosahuje novelty seeking pod hodnotu 80.

160

140 ¢

120 | —_

100 t

Novelty Seeking Score

80

60

B o Median
[]25%-75%
T Non-Outlier Range

40 . .
kontrola sportovci

Obrazek 13: Porovnani dosazeného skore NS u sportovci a kontrolni skupiny
(Mann-Whitney U test, p < 0,05).

41



8.5 Kaorelace polymorfismu TaglA s novelty seeking

Testované skupiny (Obr. 14) se statisticky vyznamné li§i ve svych medianech

(p <0,027). Zatimco jedinci s genotypem A1A2 dosahuji v nejnizSich hodnotach skore

novelty seeking niz$i nez 70, u nositeld alelické kombinace A2A2 jde o hodnoty skére nizsi

nez 80. Genotyp A2A2 zaroven dosahuje vysSich hodnot novelty seeking. Genotyp A1Al

nebyl do této analyzy zahrnut, nebot’ se v této skupin¢ vyskytoval pouze jeden respondent.

150

140

130 ¢

120

Movelty Seeking Score

70t

6O |

50 ¢

40

10+

100

90 ¢

80

A2AD A1A2
TaglA

Obrazek 14: Porovnani dosazeného skore NS u genotypti A2A2 a A1A2

(Mann-Whitney U test, p < 0,05).
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8.6 Kaorelace polymorfismu —-141C Ins/Del s novelty seeking

Mediany porovnavanych genotypt se témeét nelisSi (Obr. 15), statistickd vyznamnost
nebyla zjisténa (p < 0,427). U genotypu Ins/Ins dosahuje skoére novelty seeking vyssich
hodnot oproti genotypu Ins/Del. Genotyp Del/Del nebyl do této analyzy zahrnut, nebot’ se

Vv této skupin€ objevil pouze jeden Clovek.
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40

Obrazek 15: Porovnani dosazené¢ho skore NS u genotypt Ins/Del a Ins/Ins

(Mann-Whitney U test, p < 0,05).
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8.7 Kaorelace polymorfismu Vall158Met s novelty seeking

Rozdil ve stfednich hodnotich testovanych genotypd je pouze mirny (Obr. 16),
statisticka vyznamnost nebyla zjisténa (p < 0,587). Rozsah genotypu Val/Val v nizkych
hodnotach skore NS je patrny oproti ostatnim dvéma genotypiim. Nejvétsi rozmezi hodnot
novelty seeking, vykazuje genotyp Val/Met. V porovnani s genotypy Val/Val a Val/Met

dosahuje rozsah genotypu Met/Met vyssich minimalnich hodnot novelty seeking.

150

140 +

130 ¢

120 ¢

1o+
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Movelty Seeking Score

¢
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40

' ' ' Medi
Val/Val Met/Met Val/Met 5 Seop 759

COMT T Mon-Outlier Range

Obrazek 16: Porovnani dosazeného skoére NS u genotypt Val/Val, Met/Met a Val/Met
(Mann-Whitney test, p < 0,05).
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8.8 Vliv pohlavi na novelty seeking

Hodnota mediant obou skupin se téméft nelisi (Obr. 17), statistickd vyznamnost nebyla
zjisténa (p < 0,615). Zeny vykazuji celkové §irsi rozsah v hodnotach novelty seeking oproti

muzum. Nejvyraznéjsi rozdil je v rozsahu nizsich hodnot NS. Zatimco zeny dosahuji hodnot

A4

160 ' .
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120 +

T
u]

100 :

Mowvelty Seeking Score
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Sex T Non-Outlier Range

Obrazek 17: Vliv pohlavi na novelty seeking (Mann-Whitney U test, p < 0,05).

45



8.9 Vyskyt mutovanych alel u polymorfisma TaqlA,Vall58Met, -141C
Ins/Del u jednotlivych skupin

Procentualni zastoupeni vyskytu mutovanych alel (v heterozygotnim i homozygotnim

stavu) u jednotlivych skupin je uvedeno v tabulce (Tab. XVII) a znazornéno v grafu
(Obr. 18).

U skupin sportovci (22), schizofrenici (9) a kontrolni skupina (23) byla zjisténa
nasledujici distribuce alel. Ze vSech tii studovanych polymorfisml se nejcastéji vyskytuje

alela Met. U schizofrenikii a kontrolni skupiny byla druha nejfrekventovanéjsi alela Del,

vvvvvvvv

u vSech tii skupin.

100 -+
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Sportovci

Schizofrenici Kontrola

Obrazek 18: Frekvence mutovanych alel u jednotlivych skupin

Tabulka XVII: Cetnost mutovanych alel (v heterozygotnim i homozygot-nim stavu).

Sportovci Schizofrenici Kontrola
Al 27 % 22 % 22 %
Met 73% 89 % 65 %
Del 19 % 56 % 52 %
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9. Diskuze

Cilem této studie bylo otestovat asociaci jednonukleotidovych polymorfismi —141C
Ins/Del a TaglA v genu DRD2 a jenodnukleotidového polymorfismu Vall58Met v genu
COMT s lidskym chovanim. Jelikoz vybrané geny pfispivaji k modulaci dopaminergniho
systému, ktery mimo jiné reguluje chovani, byly pro studii vytvofeny tfi skupiny

dobrovolniki (sportovci, schizofrenni pacienti, kontrolni skupina).

Ziskat dobrovolniky ochotné ucastnit se nasi studie bylo velmi obtizné, a to zejména
v piipadé participantd, ktefi se aktivné vénuji riskantnim sportim, a také v piipadé
schizofrennich pacientt. Dalsi komplikace, které se vyskytly, spocivaly v nevyplnéni
dotazniku TCI-R ¢inedodrzeni podminek nutnych pro spravny bukalni stér. V nékolika
pfipadech velmi nizka koncentrace DNA vzorkl ¢i pfitomnost nespecifickych inhibitorii
znemoznila analyzu vybranych polymorfismil. Tento problém se vyskytoval opakované i pfi
novych odbérech a zejména u schizofrennich pacientd. V kombinaci s obtiznym ziskavanim
téchto participanti byl koneény pocet v souboru schizofrennich pacienti velmi maly.
VSichni dobrovolnici, ktefi nevyplnili dotaznik TCI-R nebo vzorky jejich bukalnich stérii

byly nepouZitelné, byli ze studie vylouceni.

Béhem analyzy genetického materidlu schizofrennich pacientli jsme narazili na
zajimavy jev. Tyto vzorky mély velmi nizkou koncentraci DNA, coz obecné komplikovalo
jejich analyzu, ovSem po optimalizacich PCR metody z hlediska vstupni koncentrace DNA
byly vysledky polymorfismi TaqlA a —141C Ins/Del dobie hodnotitelné. Vyjimku
predstavoval polymorfismus Vall58Met. V piipad€ tohoto polymorfismu neprobéhla
amplifikace vzorku viibec anebo byl PCR produkt pfili§ slaby a nepouzitelny pro RFLP
analyzu. Vysledky nemohly byt odecteny ani po opakovanych pokusech. Toto byl dalsi
divod, pro¢ jsme museli nékteré schizofrenni pacienty ze studie vyloucit. Nakonec se
podarilo analyzovat v§echny uvedené polymorfismy u 9 schizofrennich pacienti. U téchto
pacientil se sice analyza polymorfismu Vall58Met podatila, ovSem vizualizované vysledky
PCR-RFLP metody byly také slabé a obtizné interpretovatelné. ProtoZze S analyzou a
interpretaci vysledkl zbylych dvou polymorfismil takové problémy nebyly, zlstava otazkou,
jestli analyza genu COMT u schizofrennich pacientii nemohla byt ovliviiovana napft. typem
1é€by nebo vyskytem jiné genové varianty v tomto genu nebo nevhodnym vybérem

analytické metody.
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Jelikoz jsme zkoumali tfi nezavislé genové polymorfismy, mohli jsme sledovat tii
typické kombinace genotypl vyskytujici se spolecné (Obr. 12). Ze ziskanych vysledki je
ziejmé, Ze pokud je jedinec wild-type vjednom genotypu, je Casto wild-type i v jiném
genotypu. V nasi studii se jedna o genotypy A2A2 a Val/Val. Naopak pokud je jedinec
nositelem mutované alely v jednom genotypu, ¢asto ma mutovanou alelu i v jiném genotypu
(Ins/Del a Met/Met). Ovsem tieti kombinace genotypl se vyznacuje piitomnosti wild-type
(Ins/Ins) spolecné s heterozygotnim genotypem (Val/Met). Je zajimavé, ze nalezené
kombinace genotypt vzdy tvoii jeden z polymorfismt genu DRD2 (TaglA, —141C Ins/Del) a
polymorfismus Val158Met genu COMT. Vysvétlenim muize byt podobny dopad pfitomnosti

obou polymorfismi v DRD2 genu na vlastni regulaci dopaminu.

Kromé¢ analyzy genotypt bylo nutné interpretovat vysledky dosazeného skore novelty

seeking u respondentd.

Dle stanoveni nasi prvni hypotézy méli participanti ve skupiné sportovcti dosadhnout
vyssiho skore novelty seeking nez participanti v kontrolni skupiné. Mujica-Parodi a kol.
(2014) uvadi, ze jedinci vénujici se sportiim, u kterych hrozi zna¢né riziko zranéni, vykazuji
dysregulaci prefrontdlniho limbického systému, konkrétné méné vyvéazenou regulaci mezi
excitaénimi a inhibi¢nimi komponenty. Nasi Sportovci méli primérné skore NS vyssi nez
kontrolni skupina (106 vs. 92), coz odpovida teorii R. Cloningera (Cloninger, 1986). Ackoli
dle Obr. 13 je zfejmy rozdil vrozptylu hodnot pro NS, ve kterych skoruji sportovci
a ve kterych kontrolni skupina, statistickd vyznamnost prokdzana nebyla, vysledek byl pouze

indikativni (p < 0,052) a hypotéza nemohla byt s Giplnosti potvrzena.

V nasi druhé hypotéze jsme predpokladali, Ze existuje asociace mezi nami vybranymi

polymorfismy a vyssim skore novelty seeking.

U polymorfismu TaqlA jsme oc¢ekavali, Ze jedinci nesouci alelu A1 budou dosahovat
vy$§iho skoére NS, jelikoZ alela Al je spojovana s az o 30 % niZsi expresi D2 receptorti
(Noble a kol., 1997), kdy se mtize navazat omezené mnozstvi dopaminu. Pravé nizka hladina
dopaminu je spojovana s vys$im skore NS (Cloninger, 1987). V nasi studii vSak dosahovali
vy$sich hodnot skére NS jedinci s wild-type genotypem, tedy A2A2 (Obr. 14). Byla
prokazana i statisticka vyznamnost (p < 0,027) mezi mediany genotypti A2A2 a A2Al.
Tento vysledek mohl byt ovlivnén podstatné niz§im celkovym vyskytem alely Al u
ucastnikd studie (Obr. 18). NaSe hypotéza, Ze vyskyt alely Al koreluje s vys$§im skore

novelty seeking, nebyla potvrzena.
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Polymorfismus —141C Ins/Del, respektive alela Del, ma ve svém vysledku stejny efekt
jako alela Al polymorfismu TaqlA. Z toho byl vyvozen piedpoklad, ze jedinci nesouci alelu
Del budou dosahovat vyssiho skore novelty seeking. Ackoli Arinami a kol. (1997) uvadi, ze
frekvence alely Del je v populaci obecné nizka, v naSem souboru se vyskytovala Castéji nez
alela Al. Jedinci s genotypem Ins/Ins dosahovali vyssich hodnot skore NS ve srovnani s
jedinci s genotypem Ins/Del (Obr. 15). Hodnoty medianti jsou ov§em téméf stejné, statisticka
vyznamnost nebyla prokazana. Hypotéza o korelaci mezi alelou Del a vy$sim skore novelty

seeking se nepotvrdila.

V ptipad¢ polymorfismu Vall58Met, kdy alela Met snizuje degradaci dopaminu (Chen
a kol., 2004), ktery tak plsobi v synaptické Stérbin€ déle, nez ma, jsme piredpokladali
asociaci mezi alelou Met a vy$§im skore NS. Ackoli medidny tff genotypt se prakticky nelisi
a statistickd vyznamnost tedy nebyla prokazana, rozsah hodnot novelty seeking se
u jednotlivych genotypu rtzni (Obr. 16). Jedinci s wild-type genotypem Val/Val dosahuji
podstatné niz$ich hodnot NS, neZ jedinci s genotypy Val/Met a Met/Met. Genotyp Val/Met
hodnotu, ale zarovenl zasahuje i do nizkych hodnot NS. Nositelé genotypu Met/Met maji
znaéné uzsi rozsah - dosahuji do hodnot vyssiho skore NS a rovnéz nespadaji do tak nizkych
hodnot, jako nositelé genotypi Val/Val a Val/Met. Navzdory témto indikacim statisticka

vyznamnost nebyla signifikantni, nemzeme proto s jistotou potvrdit nasi hypotézu.

Mezi rizné faktory, které ovliviuji chovani, patii pohlavi jedince a svou ulohu v tom
hraje i testosteron (Sapolsky, 1993). Z tohoto diivodu jsme také porovnavali, jakych hodnot
novelty seeking dosahnou muzi a jakych Zeny (Obr. 17). Median obou skupin byl téméf
stejny, statistickd vyznamnost nebyla zjiSténa. Zajimavy je ovSem rozsah dosahovanych
hodnot skére NS. Zeny maji znaéné vétsi rozsah hodnot NS, pohybujici se od vyssich aZ po
nizké. Jako mozné vysvétleni se nabizi pravé vliv testosteronu. Zatimco u muzi je hladina
testosteronu vice konstantni, u Zen se jeho hladina Casto velmi 1isi. Hladina testosteronu
muze byt u zen zna¢n¢ zvysena Vv disledku hyperandrogenismu (nadmérné tvorby muzskych
hormonti) nebo syndromu polycystickych ovarii (Handelsman a kol., 2018). Signifikantni
korelaci mezi hladinou testosteronu a chovanim u zen prokazal také Kersbauch a kol. (2006).
Je tedy mozné, Ze zeny, které dosahovaly vysSich hodnot skére NS v nasi studii, méli vyssi
hladinu testosteronu. Odpovidal by tomu i fakt, Ze skupina muzi také vykazovala rozsah do

vyssich hodnot novelty seeking, ale zdaleka nedosahovala tak nizkych hodnot NS, jako zeny.
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V ramci stanoveni tfeti hypotézy jsme predpokladali, ze vyskyt mutovanych alel (Al,
Met, Del) vybranych polymorfismi Vv homozygotnim nebo i heterozygotnim stavu bude
spiSe vys§i u sportovci a schizofrennich pacientd. Zastoupeni téchto alel jsme hledali
vV homozygotnim i heterozygotnim stavu (Obr. 18). Jiz pfitomnost jedné mutované alely ma
znaény efekt. U vSech tfi studovanych skupin se s nejvyssi frekvenci vyskytovala alela Met.
Nejvétsi zastoupeni méla ve skupiné schizofrennich pacientt, pro které je vyskyt alely Met
typicky. Neuhaus a kol. (2009) ve své studii uvadi, ze u celkového poctu 111 schizofrennich
pacientd byla frekvence genotypa 15,3 % Val/Val, 63,1 % Val/Met, 21,6 % Met/Met, coz
zdaleka neodpovida Hardy-Weinbergové rovnovaze. U alely Del se uvadi, ze ma obecné
nizkou frekvenci (Arinami a kol., 1997) a jeji vyskyt u schizofrennich pacientt je také nizsi.
Ve studii Suzuki a kol. (2001) z celkového poctu 49 pacientt mélo 71% schizofrennich
pacientli genotyp Ins/Ins a 29% pacienti mélo genotyp Ins/Del, a ve studii Matsumoto a kol.
(2005) se v jednom souboru vyskytovalo 28% schizofrennich pacientd s genotypem Ins/Del
a 3% pacienti s genotypem Del/Del (z celkového pocétu 64 pacientl) a v druhém souboru
34% pacientt s genotypem Ins/Del a 6% pacientt s genotypem Del/Del (z celkového poctu
91 pacientil). V rozporu s témito udaji je naSe studie, kde alela Del byla zjiSténa s vétsi nez
50 % frekvenci u schizofrenikti i kontrolni skupiny, zatimco u sportovct to nebylo ani 20 %.
(22 % u schizofrenikid a kontrolni skupiny a 27 % u sportovctll), pti¢emz Matsumoto a kol.

(2005) uvadi vyskyt alely A1 u schizofrenikii zna¢né vyssi.

Jak je uvedeno vyse (kapitola 5), lidské chovani je vysledkem interakce raznych
faktori. Neni ovliviiovdno pouze geneticky, ale prispivaji k tomu i dalsi faktory (rodinna
vychova, pohlavi atd.). Napt. Melka a kol. (2013) ptedpoklada, ze je nezanedbatelny a
vyznamny vliv prostfedni, bylo by tedy ptihodné do budoucich vyzkumi zahrnout i
epigenetickou analyzu. Neméné dulezitym bodem je pro vypracovani kvalitni studie rovnéz
dostate¢ny pocet respondentli. ACkoli na§ soubor (n = 54) neni pfili§ velky, ziskané vysledky
ukazuji na mozné rozdily v hodnotach novelty seeking mezi jedinci, vénujici se
adrenalinovym/riskantnim sportim a kontrolni skupinou tvotfenou jedinci, ktefi nesportuji
vibec, €1 jen ptilezitostné. A i1 kdyZ jsme predpokladali, Ze frekvence mutovanych alel bude
znacné vyssi u sportovcl a schizofrennich pacientli nez u kontrolni skupiny, je mozZné, Ze
nositelé mutovanych alel v kontrolni skupiné mohou kompenzovat tento vliv jinym

zpusobem, nez je adrenalinové sportovni vyziti ¢i psychiatricka porucha.
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10. Zavér

V nas$i studii jsme zkoumali frekvenci mutovanych alel A1, Met a Del u sportovcil,

schizofrenikd a kontrolni skupiny i vztah polymorfismt v genech DRD2 a COMT s lidskym

chovanim typu novelty seeking. O souboru nasSich respondentli mizeme vyvodit nasledujici:

Existuji tii spolecné se vyskytujici kombinace genotypt (A2A2, Val/Val; Ins/Del
a Met/Met; Ins/Ins a Val/Met).

Je prokdzan indikativni, byt ne signifikantn¢ vyznamny rozdil ve stfednich
hodnotach NS u sportovcil a u kontrolni skupiny, znaény je rovnéz rozdil rozsahu

dosahovanych hodnot u obou skupin.

Pozitivni korelace mezi genotypy s mutovanou alelou a vys$im skore novelty seeking

nebyla prokazana.

Vliv pohlavi na novelty seeking neni signifikantni, ale rozdil v rozsahu

dosahovanych hodnot NS u muZzl a Zen naznacuje vliv testosteronu.

Frekvence vyskytu mutovanych alel (Al, Met, Del) neni u sportovci

a schizofrennich pacientl vy$si neZ u kontrolni skupiny.
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Priloha 1

Genlabs s.r.o. é’
Poliklinika Medipont G E N LA B S

Matice gkolské 1786/17
370 07 Ceské Budéjovice

Souhlas s genetickym laboratornim vyseti‘enim
Jméno a piiymeni vydetfované/ho: ...
Rodne 1800
Jméno a piymeni zakonného zastupce:. ...
Vztah k vydetfované 0sob&: .. ...
A. Ukel genetického laboratorniho vysetieni
O  Ovéfeni/potvrzeni diagnézy nemoci a/nebo vyvojové vady:. ...
O  Zjsténi predispozice pro nemoc anebo vyvojovou vadu:. ...
O  Zjsténi pienadeéstvi pro nemoc a'nebo vyvojovou vadu:. ...
O Koptmalizact I8EDYI. ..o

Alternativy navrhovaného genetického vySetieni (jejich vhodnost, piinos a rizika):

B. PROHLASENI VYSETROVANE OSOBY

B. 1. Za vy$e uvedenym uc¢elem souhlasim s odbérem dale uvedeného vzorku z mého téla a s provedenim
téchto vyietieni:
Cytogeneticka vysetieni:
O Karyotyp (analyza chromosom)
O Jmé....ooii
Molekulirné geneticka vySetieni:
O Vydetfeni pro cliomobuii ..o
L T

Jina vyietieni:
O

Ze vzorku:
O zlnikrev Osliny O tkad: kize sval
O M€

B. 2. Souhlas vySeti'ované osoby/zikonného zastupce:
Potvrzuyi, ze nu bylo poskytnuto poradenstvi ke genetickému laboratomimu vySetieni za u¢elem jak uvedeno
shora a Ze jsem poskytnuté informaci porozumél/a. Lékafem mu bylo sdéleno a vysvétleno nasleduyici:
s Ukgel, povaha, predpoklidany pfinos genetického laboratomiho vysetfeni
+  Mozny dopad vysledkii genetického vysetfeni na mé zdravi. na zdravi mych potomkt (budoucich
generaci) a zdravi geneticky piibuznych osob
*  Rizika neoéekavanych nalezil, coz jsou nalezy, které nejsoun tielem genetického laboratorniho
vysetieni, piesto je analyza genetické informace zjisti. Neoéekavané nalezy lze rozdélit na skupinu
nalezi, které mohou mit pro pacienta a osoby s nim geneticky piibuzné zivazny dopad (napf. zvyiena
nachylnost k nidorovym onemocnénim nebo nepotvizeni otcovstvi). Drubou skupinou jsou nilezy,
které se odlifwi nalezii béznych, ale jejich konkrétni dopad na sou¢asny a/nebo budouci zdravotni stav
pacienta a geneticky piibuzné osoby nelze na zakladé soucasnych znalosti stanovit.
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MEV/a jsem moznost vie si fadné, v klidu a v dostateéné poskytnutém ¢ase zvazit, mél/a jsem moznost se lékafe
zeptat na vie, co jsem povazoval/a za pro mne podstatné a potiebné védét a probrat s nim vie, femu jsem
nerozumél/a. Na ty to mé dotazy jsem dostal/a jasnou a srozumitelnou odpovéd'.

B. 3. Rozhodl/a jsem, Ze se vzorkem bude po ukonceni testovini naloZeno takto:
Souhlas se skladovanim

O Pokud to bude mozné a/nebo iéelné. bude mty vzorek skladovan pro dalii vysetfeni provedena k mému
prospéchu a prospéchu mych pfibuznvch. Pred genetickym vyietfenim_ které by se provadélo za jinymi uéely
nez uvedeno v ¢asti A, budu fadné poucen/a a toto vyetieni bude vidy provedeno aZ s novym informovanym
souhlasem. Vzorek bude skladovan u poskytovatele zdravotnich sluzeb uvedeného v zahlavi nebo v laboratofi
spolupracujiciho poskytovatele a to nejvvie po dobu 50 let.

+  Jestlize bude vzorek mého biologického matenialu dile skladovan. souhlasim/nesouhlasim s jeho
vyuzitim ke kontrole kvality DNA diagnostiky (vzorek je pouzit jako kontrola pro vyietieni jiného
pacienta).

+  Souhlasim/nesoullasim* s anonymnim vyuzitim skladovaného biologického materialu v lékafském
vyzkumu dédiénych onemoenéni.

+  Souhlasim/nesouhlasim* s tim. Ze mohu byt znovu kontaktovan/a, na adrese uvedené ve zdravotnické
dokumentaci, za uéelem souhlasu s vyuZitim mého skladovaného biologického materidlu v konkrétnim
vyzkumném projektu.

Nesouhlas se skladovanim

O Miy vzorek bude po provedeni genetického laboratorniho vyietfeni zlikvidovan s tim rizikem, Ze nebude jiz
mozné v budoucnosti visledek vysetfeni v pfipadé potieby znovu ovéfit a ze zlikvidovani vzorku mize vést ke
zhorZeni dostupnosti diagnostiky u rodinnych pfisluinilal. Dale jsem si vEdom, Ze pro daldi genetické testovani
bude nutny novy odbér materialu.

B. 4. Dile si preji nasledujici:
*  Abych s vysledky genetického laboratomiho vySetieni : byl(a) / nebyl(a) seznamenia)*

e Abych s vysledky neoéekavanych nalezd byl{a)/nebvl(a) seznamen(a) *
*  Aby o vysledcich vyietieni a/nebo neofekivanych nalezech® byly informovany nasleduyici osoby:

*  Souhlasim/ nesouhlasim* s vyuzitim vysledkl genetického laboratorniho vysetieni a relevantnich
mformaci o mém zdravotnim stavu. véetné fotodokumentace. k védeckym a vyukovym Béehim za
podminky, Ze tyto udaje budou prezentovany a publikoviny pouze v anonymni formé.

Na zikladé tohoto pouceni prohlasuji, Ze souhlasim s odbérem piisluiného vzorku z mého téla a s
provedenim vyse popsaného genetického laboratorniho vyietieni s podminkami uvedenvmi vise.

Jsem si védom/a, Ze sviyy souhlas mohu kdykoliv pisemné odvolat.

Podpis vySetiované osoby (zikonného zastupee). ...
SO Dme . ...

Tmeno L8Kate:

Podpis: ...

Ptiloha 1: Informovany souhlas s genetickym vySetfenim.
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