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Analyza rs1800497 a rs1799732 polymorfismu asociovanych s expresi
DRD?2 genu u vybranych pacienti

Abstrakt

V bakalarské praci se zabyvam DRD2 genem a polymorfismy rs1800497 (TaqlA) a
rs1799732 (-141C Ins/Del). Ruzné studie totiz ukazaly moznou asociaci Alzheimerovy
choroby a schizofrenie pravé s DRD2 genem.

V teoretické Casti se zminuji o genu DRD2, ktery se sklada se z osmi exonu, Sesti
intrond a je umistén je na chromozomu 11 v pozici q22-q23. Polymorfismus -141C
Ins/Del lezi v oblasti promotoru genu DRD2 a polymorfismus TaqlA je lokalizovan
v genu ANKK 1, ale diky své tésné blizkosti pfimo ovliviiuje gen DRD?2 a tadi se tedy také
k DRD2 genu. DRD?2 gen je velmi dilezity pro funkci dopaminu. Dopamin ovliviiuje
motorickou ¢innost a emoce ¢lovéka. V nasledujicich kapitolach popisuji onemocnéni,
kterd maji souvislost s dopaminem a DRD2 genem, konkrétné se jedna o schizofrenii a
Alzheimerovu chorobu. Popsany jsou zde nejen piiznaky téchto nemoci, ale i jejich
prubéh, rizné formy, rizikové faktory jako je napi. vek a také jejich 1écba.

Analyza dvou uvedenych polymorfismti v DRD2 genu byla v ramci praktické Casti
uspésné vysetfena pomoci metody PCR-RFLP u 35 jedinct. Vzorky byly analyzovany
od pacientll s Alzheimerovou chorobou, schizofrenii a také u nediagnostikovanych
jedincu (kontrolni skupina). V testovanych skupinach se zjist ovaly genotypové frekvence
pro oba polymorfismy. Vysledky od 54 jedinct byly pievzaty z predchozi studie jiné
studentky. V ramci zakladni statistiky se porovnala frekvence genotypi obou
polymorfismi v jednotlivych skupinach a vysledky byly testovany také pomoci
multivariatni analyzy CCA v programu Canoco 5. Ziskané vysledky byly srovnany s

dosud publikovanymi daty jinych studii.
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Analysis of rs1800497 and rs1799732 polymorphisms associated with
DRD?2 gene expression in selected patients

Abstract

In my bachelor's thesis, I deal with the DRD2 gene and polymorphisms rs1800497
(TaqIA) and rs1799732 (-141C Ins/Del). Various studies have shown a possible
association of Alzheimer's disease and schizophrenia with the DRD?2 gene.

In the theoretical part, I talk about the DRD2 gene. It consists of eight exons, six
introns, and it is located on chromosome 11 at location q22-q23. The -141C Ins/Del
polymorphism is located in the promoter region of the DRD2 gene and the TaqlA
polymorphism is located in the ANKKI gene, but due to its close proximity it directly
affects the DRD?2 gene and is therefore also included in the DRD2 gene. The DRD2 gene
is important for dopamine function. Dopamine affects a person's motor activity and
emotions. In the following chapters, I describe diseases that are related to dopamine and
the DRD?2 gene. Specifically, it is schizophrenia and Alzheimer's disease, for example:
the symptoms of these diseases, course, forms, age, risk factors and treatment are
described here.

The analysis of the two mentioned polymorphisms in the DRD2 gene was successfully
investigated using the PCR-RFLP method in 35 individuals as part of the practical part.
Samples were analyzed from patients with Alzheimer's disease, schizophrenia and also
from undiagnosed individuals (control group). Genotypic frequencies for both
polymorphisms were determined in the tested groups. Results from 54 individuals were
taken from a previous study by another student. As part of the basic statistics, the
frequency of the genotypes of both polymorphisms in individual groups was compared,
and the results were also tested using multivariate CCA analysis in the Canoco 5 program.

The obtained results were compared with the published data of other studies.
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1. Uvod

Dopamin je nejhojnéjsi katecholaminovy neurotransmiter v mozku, ktery hraje
dulezitou roli v neuromodulaci, jako je motoricka kontrola, motivace, emoce, odména,
kognitivni funkce a také neuroendokrinni regulace (Beaulieu a Gainetdinov, 2011;
Iversen a Iversen, 2007). Dopaminovy receptor, vyznamny receptor sprazeny s G
proteinem (GPCR), je klasifikovan do dvou rodin: D1-like (D1 a D5) a D2-like (D2, D3
a D4) receptory, podle jejich downstream signalnich drah (Beaulieu et al., 2015; Micale
et al., 2010). V poslednich letech se objevuje stale vice dikazi poukazujicich na to, zZe
dopaminergni systém je také narusen ve stavu Alzheimerovy choroby. DRD2 gen byl
nedavno indikovan jako potencialni cil v etiologii snizené sociability, coz je priznak
nékolika neuropsychiatrickych poruch, jako je schizofrenie (Ike et al., 2023).

Hlavnim cilem mé prace bylo vypracovani odborné reserSe na téma DRD2 genu a
jeho dvou polymorfismu rs1800497 a rs1799732, které mohou byt asociované se
schizofrenini a Alzheimerovou chorobou. Prakticka cast bakalarské prace zahrnovala
zpracovani vzorki pomoci izolace DNA, metody PCR, gelové elektroforézy a PCR-
RFLP. Do vyzkumu bylo zahrnuto 19 pacienti s diagnoézou schizofrenie, 25 seniorti
s diagnozou Alzheimerovy choroby a 45 pacientd z kontrolni skupiny. Vysledné

genotypy a informace byly zpracovany a porovnany s dostupnymi popula¢nimi studiemi.



2. ResSerse

2.1 Dopamin

Dopamin (DA), dilezity katecholaminovy neurotransmiter, hraje nedilnou roli ve
fyziologickych a patologickych procesech riznych tkani prostfednictvim odpovidajicich
receptori (Feng et al., 2023). Dopamin je syntetizovany jak v centralnim nervovém
systému, tak na periferii. Pisobi po vazbé na receptory spojené s G proteinem.
Dopaminergni signalni drahy jsou zasadni pro udrzeni zakladnich fyziologickych procesti
a jejich nevyvazena aktivita muze vést k dysfunkcim aZz neurodegenerativnim
onemocnénim. Hlubsi poznani neurobiologie a molekularnich mechanismi, které byvaji
zakladem téchto onemocnéni, muze pfispét k vyvoji novych terapii podporujicich lepsi

kvalitu zivota pacientt po celém svété (Klein et al., 2019).

2.1.1 GPCR

Receptory spojené s G proteinem (GPCR) predstavuji nejvétsi rodinu proteint
kédovanou lidskym genomem. Nachazi se na bunéfné membrané a prevadéji
extracelularni signaly na klicové fyziologické ucinky (Insel et al., 2019). Jejich
endogenni ligandy zahrnuji pachy, hormony, neurotransmitery, chemokiny, od fotont,
amind, sacharidd, lipida, peptida az po proteiny. GPCR se podileji na velkém poctu
onemocnéni, jako je diabetes mellitus 2. typu, obezita, deprese, rakovina, Alzheimerova
choroba (AD) a mnoho dalSich (Sriram a Insel, 2018). GPCR se aktivuji externimi
signaly prostfednictvim navazani riznych G proteinii nebo arestini (Wootten et al.,

2018).

2.2 Gen DRD2
Gen DRD? je lokalizovan na chromozomu 11 v pozici 11q22-q23, ma velikost 270

kb a je sloZzen z osmi exontl a Sesti intront.
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Obrazek 1 Umisténi DRD2 genu na 11. chromozomu
(www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?eene=DRD?2)
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Alternativnim splicingem vznikaji dvé izoformy, oznafované jako kratka D2S a
dlouha D2L (Behravan et al., 2008; Gingrich a Caron, 1993). Kratka izoforma je také
znama jako D2(415), zatimco dlouhd izoforma jako D2(444). Rozdil mezi dlouhou a
kratkou izoformou je zpisoben pfitomnosti/nepfitomnosti exonu, ktery je alternativné
sestfizen a odpovida 29 extra aminokyselinam nachazejicich se ve tieti cytoplazmatické
smycce v proteinové struktufe dlouhé izoformy (Vallone et al., 2000). D2L je primarné
lokalizovan postsynapticky, zatimco D2S funguje jako presynapticky autoreceptor
(Usiello et al., 2000). Tyto dvé izoformy maji podobné farmakologické charakteristiky
(Missale et al., 1998; Pivonello et al., 2007).

Modifikace délky treti cytoplazmatické smycky naznacuje, ze mezi témito dvéma
izoformami mohou existovat downstream signalizacni rozdily. U D2S a D2L byly
zjistény rozdily v preferencich podtypu Gi proteinu a v regulaci internalizace receptoru
(Usiello et al., 2000; Liu et al., 1996; Kim et al., 2004). Tteti delsi izoforma byla hlasena
v mozcich pacientd, ktefi zemfeli na psychozu, ale tato izoforma nebyla plné
charakterizovana (Seeman et al., 2000). Studie, ktera zkoumala regulacni polymorfismy
v genu DRD?2 | ukazala, ze alela T ve dvou vysoce propojenych jednonukleotidovych
polymorfismech (SNP) v intronu 5, rs2283265 (G > T) a intronu 6, rs1076560 (G > T)
posouva sestiih z D2S do D2L (Zhang et al., 2007).

V genu DRD2 bylo identifikovano vice nez 200 polymorfismu, vétSinou v intronech
a intron-exon navazujicich oblastech (Grandy et al., 1989), které byly studovany v
souvislosti se zavislostmi (alkohol, kokain, nikotin a opioidy), poruchami nalad,
schizofrenii, onemocnénimi pohybového aparatu a odpovédi na Iéky (Noble, 2003; Zhang

et al., 2010).

2.3 Receptory dopaminu

Dopaminové receptory funguji nejen v perifernim nebo v centralnim nervovém
systému, ale jsou rozsifené po celém organismu (Klein et al., 2019). Aby mohl dopamin
uplatnit své ucinky, musi se vazat na urcitou sadu receptorti umisténych na plazmatické
membrané pfislusnych cilovych bunék. Dopaminové receptory patii do nadrodiny
GPCR. Dosud bylo popsano pét riznych podtypt dopaminovych receptort: D1, D2, D3,
D4 a D5. VSechny dopaminové receptory jsou metabotropni a vedou k tvorbé druhych
poslu, ktefi spoustéji nebo blokuji aktivaci specifickych bunéénych signalnich drah

(Baik, 2013; Beaulieu et al,.2015).
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Dopaminové receptory jsou rozsahle exprimovany v CNS, ale nachazeji se také
v perifernich cévach, ledvinach, srdci, sitnici a nadledvinach, které kontroluji uvoliiovani
katecholamind a renin-angiotensinovy systém (Missale et al., 1998).

Dopaminové receptory D1 a D2 se vyskytuji nejvice v mozku (D1 receptoru je vice),
pfi¢emz oba jsou ziidka koexprimovany na stejnych burikach (Missale et al., 1998; Baik,
2013). Podle struktury a farmaceutickych vlastnosti délime dopaminové GPCR
receptory do dvou hlavnich skupin. D1-like receptory zahrnuji D1 a D5 receptory a D2-
like receptory zahrnuji D2, D3 a D4 receptory (Baik, 2013). D1 a D5 receptory se
nachazeji v postsynaptickych buiikéach, zatimco D2 a D3 mohou byt lokalizovéany jak
post-, tak presynapticky (Beaulieu a Gainetdinov, 2011; Baik 2013). D4 receptory jsou z

velké Casti exprimovany v sitnici oka (Cohen et al., 1992b).

2.3.1 D2 receptor

Dopaminovy receptor D2, znamy také pod zkratkou D2R, je protein, kddovan genem
DRD2 (Madras, 2013). Receptor D2 se nachazi na postsynaptickych dopaminergnich
neuronech a je centraln€ zapojen do mezokortikolimbickych drah zprostfedkovavajicich
odmeénu (Neville et al., 2004) a vétSinou je exprimovan v lidském striatu (Camps et al.,
1989). Je také znamy jako cil antipsychotickych 1ékl, které se pouzivaji k 1écbe
neuropsychiatrickych poruch, jako je schizofrenie (Abi-Dargham et al., 2000). Abi-
Dargham et al., (2000) prokazali, ze dopamin obsazuje vétsi podil striatalnich D2

receptort u pacientd se schizofrenii ve srovnani s kontrolami.

2.3.1.1 DRD?2 a schizofrenie

Dopaminova hypotéza je jednou z hlavnich mySlenek pro vysvétleni etiologie
schizofrenie (Arinami et al., 1994). Existuje nékolik smért dokazujicich, ze dopaminovy
D2 receptor (DRD2) predstavuje hlavni kandidatni gen pro riziko schizofrenie (Lawford
et al., 2005).

Asociace mezi rizikem schizofrenie a péti SNP byly Siroce studovany. Jedna se o
tyto SNP rs1799732 (—141C Ins/Del), rs1801028 (311 Ser/Cys), rs1800497 (TaqlA),
rs6277 (C957T) ars2242592 (Yao et al., 2015; Dubertret et al., 2010). V prvni fazi studie
byly 3 SNP (rs2242592, rs6277 a rs1799732) vyznamné spojeny se schizofrenii a dva
dalsi (rs244734 a rs1800497) vykazovaly tendenci k asociaci. V Setfeni byly vysledky
replikovany a bylo genotypovano pét SNP. Pouze rs1800497 v genu ANKKI byl

vyznamné prenasen z rodi¢i na postizené dité. Vypocty sily pro diskrétni znak poskytly
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nejvyssi hodnotu 99 % pro frekvenci alely C v SNP rs6277 a nejnizsi hodnotu 12 % pro
frekvenci alely C v SNP rs18010278. Pro alelu A1 v SNP rs1800497 asociovanou se
schizofrenii byla hodnota sily 77 % (Dubertret et al., 2010).

2.3.1.2 DRD?2 a Alzheimerova choroba

V poslednich letech pribyva stale vice dikazi o tom, ze je dopaminergni systém
narusSen také ve stavu AD. Pitevni zpravy pacientd s AD prokazaly vyznamné snizeni jak
D1-like, tak D2-like receptort v prefrontalnim kortexu a hippocampu (Cortés et al., 1988;
Kumar a Patel, 2007).

Ackoli mechanismus dysfunkce dopaminergniho systému u AD je stale nejasny,
objevila se hypotéza, ze dysfunkce dopaminergniho systému muze byt zapojena do
patofyziologie AD, a farmakologicka intervence zaméfena na dopaminergni systém muze

byt novou terapeutickou strategii pro AD (Martorana a Koch, 2014).
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3. Polymorfismy v DRD2 genu

DRD2 gen obsahuje polymorfismy, které mohou ovlivnit expresi DRD2, hustotu
receptoru a prenos signalu. (Neville et al., 2004; Camps et al., 1989; Abi-Dargham et al.,
2000). K nejvyznaméjsSim a nejcastéji studovanym polymorfismim v genu DRD?2 patii

rs1800497 (TaqlA) a rs1799732 (-141C Ins/Del). Proto byly vybrany i pro tuto studii.

(AC)n repeat Ncol

Promoter-141C Taql B Taql D

5 Y . // // l. l
1

¢ > 2
>250 Kb
4.7 Kb
A 12.5 Kb >
6.1 Kb 20 Kb .
-+
270 Kb

Y

&

Obrazek 2 Lidsky gen DRD2 s lokacemi nejvice studovanych polymorfisma.
Vyznaceny polymorfismy -141C Ins/Del a TaqlA (pfevzato z Pinto et al., 2016).

3.1 TaqlA (rs1800497)

TaqlA, SNP (rs1800497) je jednonukleotidovy polymorfismus v receptoru
dopaminu D2. TaqlA (rs1800497) se nachazi 10 kb downstream od DRD2 a zpusobuje
substituci aminokyselin v 11. ankyrinové repeticit ANKKI (Glu713LYS), ktera, 1 kdyz je
to nepravdépodobné, by mohla ovlivnit specifitu vazby substratu (Neville et al., 2004).

V pfitomnosti thyminu rs1800497(T) wvznika alela oznaCovana DRD2*A1,
zatimco cytosin rs1800497(C) dava vzniknout alele DRD2*A2. Minoritni alela Al je
spojena se snizenym poctem vazebnych mist dopaminu v mozku (Pohjalainen et al.,

1998).

3.1.1 TaqlA (rs1800497) a gen ANKKI
Lokus rs1800497 sousedi s 3' neptekladanou oblasti v genu DRD2. V soucastnosti

je tento SNP piifazen genu ANKKI. Dtive se piedpokladalo, ze je lokalizovan v genu
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DRD?2, ale nedavno byl identifikovan uvnitt exonu 8 ANKK (ankyrin repeat and kinase
domain containing 1) a pravdépodobné moduluje funkci a expresi DRD2 diky své tésné
blizkosti. ANKK patii do rodiny serin/threoninovych kinaz RIP (Receptor-Interacting
Protein) (Doehring et al., 2009). Tyto kinazy jsou dualezité v bunécné proliferaci,
diferenciaci a aktivuji transkripcni faktory. Gen DRD2 je pravdépodobné regulovan
ANKK] prostiednictvim NF-kappaB (nuklearni faktor-kappaB). ANKKI je aktivovan
apomorfin-dopaminergnim agonistou, coz naznacuje dalSi spojeni s dopaminergnim
systémem. Zkoumani asociace polymorfismi v genu ANKKI s poruchami
dopaminergniho systému je tedy velmi logické a nabizi se. Tento polymorfismus byl
rozsahle studovan ve vztahu k zavislosti na alkoholu, nikotinu a drogéch, porucham

ptijmu potravy, ADHD, schizofrenii a farmakogenetice (Suchanecka et al., 2011).

3.1.2 TaqlA a schizofrenie

Munafo et al. (2007) v jejich studii nespojili TaqlA se schizofrenii, ale zjistlili, ze
gen ANKK 1 muze ovlivnit fosforylaci aminokyselinovych zbytkt v klicovych proteinech
zapojenych do dopaminergni aktivity. Navic je rs1800497 spojen s nachylnosti k akatizii
vyvolané antipsychotiky druhé generace (Lawford et al., 2013). Nékolik dalsich studii
naznacilo, ze jedinci s alelou DRD2 rs1800497 T maji vys$i plazmatickou hladinu
prolaktinu pfi uzivani antipsychotik (Calarge et al., 2009; Miura et al., 2016; Aklillu et
al., 2007).

3.1.3 TaqlA a Alzheimerova choroba

Jedinci nesouci normalni alelu A2, kterd je patrn€ spojena s vySs§i ucinnosti D2
receptoru, méli lepsi vysledky pfi testovani asociativni paméti nez osoby s genotypem
Al (Papenberg et al., 2017). SNP, rs1800497 a rs2283265, nachazejici se v blizkosti a
uvnitt genu DRD2 dopaminového receptoru 2, byly vyznamné spojeny s lepsimi vysledky
behem tréninku pracovni paméti (Soderqvist et al., 2014). A1 alela souvisi se snizenym
poctem vazebnych mist dopaminu v mozku (Gluskin a Mickey, 2016; Hirvonen et al.,
2009; Jonsson et al., 1999a; Pohjalainen et al., 1998) a vykazuje horsi vysledky
v obraceném uceni (Jocham et al., 2009), u€eni z chyb (Klein et al., 2007), epizodické

paméti (Persson et al., 2014) a pracovni paméti (Berryhill et al., 2013).
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3.1.4 TaqlA a dal$i moZné predispozice

Alela Taq A1 (rs1800497) byla dfive spojovana, diky snizené hustoté dopaminového
D2 receptoru (DRD?2), také se stravovacimi navyky, vyssi télesnou hmotnosti a zvySenou
konzumaci potravy, ackoli jeji vztah k potravinové zavislosti zistava stale nejasny
(Obregon et al., 2022). Predpoklada se, ze hraje roli nejen v ptipadé zavislosti jako je
alkoholismus nebo koureni, ale i u nékterych neuropsychiatrickych poruch (Blum et al.,
1996). Jiné SNP, konkrétné rs6276, rs6277 a rs1800497, v lidském genu DRD?2 jsou
spojovany se snizenou expresi a funkci D2R, stejné jako s vysokym krevnim tlakem.
Dal§i studie podporuji hypotézu, ze funkce D2R chrani buriky lidskych renalnich
proximalnich tubultt (hRPTC) v ledvinach (Obregoén et al., 2022).

3.2 -141C Ins/Del (rs1799732)

-141C Ins/Del, SNP (rs17997327) je jednonukleotidovy polymorfismus DRD?2
receptoru dopaminu D2. rs1799732 predstavuje inserci/deleci cytosinu v poloze -141,
kterd se nachéazi v 5' promotorové oblasti DRD2 genu (Arinami et al., 1997). SNP
rs1799732 nachazejici se v oblasti promotoru DRD?2 je spojen se snizenou aktivitou
promotoru s naslednymi ucinky na genovou expresi (Parsian et al.,2000).

V ptitomnosti thyminu rs17997327(T) , ktery je pfitomen v ptipadé za delece 1 baze,
vznika alela DRD2*Del, zatimco v pfitomnosti cytosinu rs17997327(C) vznika alela
DRD2*Ins. Minoritni alela s nizsi expresi, alela DRD2*Del, byla vyznamné méné

zastoupena u pacientl se schizofrenii ve srovnani s kontrolami (Arinami et al., 1997).

3.3 Priklady dalSich polymorfismu v DRD2 genu

SNP rs1801028 je missense variantou 960C/G v exonu 7 genu DRD?2 (Dubertret et
al., 2004), ktera muze zmenit fyziologii a funkci receptoru D2 (Yao et al., 2015). Jiny
polymorfismus, rs6277, nachézejici se také v exonu 7 genu DRD2, méni strukturu
mRNA, coz vede ke snizeni stability a translace mRNA a vyrazné¢ méni dopaminem

indukovanou up-regulaci exprese DRD2 (Duan et al., 2003).
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4. Neurogenni onemocnéni souvisejici s dopaminem

3.1 Schizofrenie

Schizofrenii oznacujeme zavazné duSevni onemocnéni, kdy dochazi k rozpolceni
duSevniho stavu. Patfi mezi nejCastéji se vyskytujici chronické psychoézy, pficemz
postihuje asi jednoho Clovéka ze sta (Long, 2006). Od jinych psychickych poruch se
odliSuje neobycCejnou rozmanitosti pfiznaki a proto se jeji diagnostika stava velmi
obtiznou. Lidsky tvor je osobnosti pfisn€ individualni, proto se schizofrenie projevuje u
kazdého nemocného originalné. Mimotadnou roli pfi této chorobé hraje Cas, byva to
nemoc v pohybu, postupujici a ménici se v ¢ase (KuCerova, 2010). ZvySena hladina
dopaminu v synapsich v centralni nervové soustavé byva pfi¢inou zmén v chovani
nemocnych (Martinkova et al., 2018).

Spole¢nym znakem ve vétsin€ ptipadu schizofrenie je iracionalni chovani a mysleni,
Casto se misici 1 s jinymi projevy, které jsou Uplné piirozené. Napftiklad jedinec se chova
normalné, rozumné, ale muze byt presvédCen, ze jeho mysleni ovladaji rentgenové
paprsky, vysilané z radiatora. Jiny pacient se chova abnormalné, mluvi pomalu a vahavé,
ma neupraveny vzhled, doprovazi ho deprese (Long, 2006). Schizofrenie se povazuje za
jednu z nejkritictéjSich psychiatrickych nemoci na svété. Lidé s timto onemocnénim maji

vyrazng predCasnou umrtnost (Crump et al., 2013).

3.1.1 Priznaky schizofrenie

Schizofrenie se vyznaCuje raznymi poruchami. Patzi meni né: porucha vnimani —
halucinace, iluze, porucha mysleni — bludy, porucha kognitivnich funkci (pozornost,
koncentrace, pamét’), porucha emotivity — uzkost, deprese (vedou k sebevrazdam), citova
otupélost a nepifiméfenost, apatie, porucha vile — abulie, hypobulie (oslabena vile),
porucha spanku — nespavost, trhany spanek, porucha usinani, porucha pudi, jednani, vile
— agresivita vuci okoli, jednani pod vlivem halucinaci, porucha identity osobnosti —
Clovék se citi byt nékym jinym a psychomotoricky neklid — nadmeérna télesna aktivita,
abnormalni pohyby téla (Kucerova, 2010; NIH, 2021). Schizofrenik mé4 zachovanou
orientaci, intelekt, pamét a naruSené pracovni, rodinné a socialni vztahy (Martinkova et

al., 2018).

16



Vétsina jedincd se schizofrenii neni nasilna. Pokud se ale pacienti se schizofrenii

nechtéji 1éCit, zvysuje se riziko sebeposkozovani a nasili vici ostatnim (NIH, 2021).

3.1.2 Priubéh nemoci

Prabéh nemoci mize byt riznorody a tézko predvidatelny. Néktefi pacienti zazivaji
pouze jednu psychotickou epizodu. Jini popisuji stfidavé obdobi exacerbace a remise
nebo postupné zhorSovani funkcnosti od samého poc€atku s trvalymi negativnimi
ptiznaky. Vcasné a pfesné rozpoznani a progndza, zejména pokud jde o progres
onemocnéni, umoziiuje pouziti vhodnych preventivnich opatieni (Sumskiene et al., 2018;

Raballo et al., 2019).

3.1.3 Vék nemocnych

Lidé se schizofrenii jsou obvykle diagnostikovani ve véku od 16 do 30 let po prvni
epizode psychozy. VEasné zahajeni 1éCby se jevi jako klicové. Postupné zmeény v myslent,
nalad¢ a socialnim fungovani se ¢asto objevuji pred prvni epizodou psychozy (NIH,
2021). Vyskyt schizofrenie u mladSich déti je vzacny, pokud se objevi, tak ne dfive nez
po tfetim roce zivota. Onemocnét touto chorobou muze kdokoliv, dité, mlady nebo stary

Clovek, zena 1 muz (Long, 2006; NIH, 2021).

3.1.4 Rizikové faktory

Genetické zatizeni predstavuje nejsilnéjs§i faktor ovliviiyjici vyvoj schizofrenie.
Dal$imi vlivy, které se mohou také znacné€ podilet na vzniku této choroby jsou zivotni
prostfedi a zivotni zkuSenosti. Piikladem jsou nutri¢ni problémy pfed narozenim,
vychova, zivot v chudobé¢, rozvod, imrti, ztrata zaméstnani, uzivani navykovych latek,
stres apod. (Long, 2006). Lidé se schizofrenii mohou vykazovat rozdily ve velikosti
urcitych oblasti mozku a nebo v jejich propojeni (NIH, 2021). Velmi Casto vSak neni

presna piiina onemocnéni znama (Martinkova et al., 2018).
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3.1.5 Formy schizofrenie
4.1.1.1 Paranoidni schizofrenie

Vyskytuje se nejcastéji u osob v pozdéjsim véku. Hlavnimi symptomy jsou bludy,
sluchové halucinace, porucha feci, vile, vnimani a nalady. Pacient ma ptedstavu, Ze je

nékym pronasledovan nebo se domniva, ze ho lidé ohrozuji (Raboch et al., 2012).

4.1.1.2 Katatonni schizofrenie

Velmi vzacna forma. Typickym znakem je porucha pohybu, bud’ Caste¢na nebo
uplna, nékdo se nepohne i nékolik let. PfiCinou narusené motoriky byva sluchova

halucinace. Naseptavajici hlasy nedovoluji nemocnym se hybat (Kucerova, 2010).

4.1.1.3 Simplexni schizofrenie

Prvni projevy onemocnéni se mohou objevit jiz v patnacti letech. Do pfiznakid se
zahrnuje porucha mysleni, citova otupélost, neschopnost prozivat néjaké potéSeni a ztrata

vule (Kucerova, 2010).

4.1.1.4 Hebefrenni schizofrenie

K odhaleni choroby dochazi u mladych osob do dvaceti let. Jejimi ptiznaky byvaji
castecné bludy a halucinace, chovani je lehkomyslné a nevyzpytatelné, mySsleni chaotické
a zvlastni, nalada neumérna a emocné plocha, fec nesouvisla. DotyCny zanedbava své
povinnosti, vyclefiuje se ze spoleCnosti, pusobi komplexné jako podivin (Raboch et al.,

2012).

4.1.1.5 Nediferencovana schizofrenie

Vyznacuje se souborem symptomu, které se nedaji zaradit k zadné jiné formé
schizofrenie. Mohou zde i1 existovat kombinované ptfiznaky paranoidni, hebefrenni a

katatonni schizofrenie (Kucerova, 2010).

4.1.1.6 Rezidudlni schizofrenie (chronicka)

Pacienti maji pouze negativni symptomy, které znamenaji ztratu nebo snizeni
socialnich nebo emocionalnich funkci nebo dv€ az vice mirnych poruch chovani.

Symptomy u tohoto potypu jsou mirnéjsi nez u ostatnich typu a jedinci Spatn€ odpovidaji
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na lécbu. Evidentné tu probiha progrese z raného do pozdniho stadia nemoci (Raboch et

al., 2012; Moran, 2013).

3.1.6 Lécba schizofrenie

Antipsychotika, 1éky urcené k 1écbé psychotickych poruch, maji antipsychotické,
antiagresivni a zklidfiujici G¢inky. Nedokazou psychozy vylécit, mohou pouze zmirnit
jeji priznaky. Nemocnym to umoziiuje ambulantni 1écbu a mnohdy i1 néavrat do
normalniho zivota (Martinkova et al., 2018).

Dopaminovy receptor D2 je 1ékovym cilem pro vSechny léky pouzivané k 1écbé
schizofrenie, které jsou v soucasnosti na trhu. Antipsychotika prvni a druhé generace jsou
antagonisté¢ dopaminového receptoru D2, zatimco léky tfeti generace jsou CasteCnymi
agonisty nebo zkreslenymi ligandy tohoto receptoru. Mnoho 1€kt predstavuje antagonisty
subtypt dopaminovych receptorti podobnych D2 (D3 a D4) (Luedtke et al., 2015).

Pfi pouziti antipsychotik v psychiatrickych indikacich se dostavi ucinek za 3—4
tydny. Zklidiuyjici ucinek u agresivniho pacienta se dostavi rychle, jiz za 30 minut pfi
intravendznim podani. Lécba byva dlouhodoba. Po prvni epizodé nemoci trva 2 roky, po
druhé 4-5 let. Dlouhodobé uzivani antipsychotik snizuje riziko navratu choroby. Léky se

vysazuji postupné (Martinkova et al., 2018).

3.1.7 NeZadouci ucinky antipsychotik

Lidé reaguji na antipsychotické 1éky riznymi zpisoby. Mnoho osob uzivajicich
antipsychoticka 1é¢iva ma vedlejsi ucinky, jako je zvySena télesna hmotnost, sucho
v ustech, neklid, ospalost, zacpa, neostré vidéni, poruchy menstruace, sexualni poruchy
(Martinkova et al., 2018; NIH, 2021).

Schizofrenici byvaji vystaveni vétSimu riziku diabetu, chronické obstrukcni plicni

nemoci (CHOPN), chiipce nebo pneumonii (Crump et al., 2013).

3.1.8 Psychosocidlni lécba

Psychosocialni 1écba pomaha lidem najit feseni kazdodennich problému a zvladat
pfiznaky pii Skolni dochazce, praci a vytvareni vztahd. Tato 1écba se Casto pouziva
spolecné s antipsychotickymi Iéky. Lidé, ktefi se uCastni pravidelné psychosocialni 1écby,
maji mensi pravdépodobnost, ze se ptiznaky znovu objevi nebo budou hospitalizovani

(Raboch et al., 2012).
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3.1.9 Koordinovand specializovand péce

Programy koordinované specializované péce (CSC) jsou programy zameéfené na
zotaveni pro lidi s prvni epizodou psychdézy a nebo Casnym stadiem schizofrenie.
ZdravotniCti pracovnici a specialisté spolupracuji jako tym. CSC zahrnuje psychoterapii,
medikaci a podporuje vzdélavani pacienta i jeho praci, ale i edukaci a podporu rodiny.
Lécebny tym uzce spolupracuje s jednotlivcem tak, aby rozhodoval o 1écbé, pficemz co
nejvice zapojuje ¢leny rodiny. Ve srovnani s typickou péci je CSC ucinnéjsi pii snizovani
symptomd, zlepSovani kvality zivota nemocnych a zvySuje jejich zapojeni do prace nebo

studia (NIH, 2021).
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S. Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni poruchy byvaji charakterizovany progresivni ztratou selektivné
zranitelnych populaci neuronti, coz kontrastuje s vybranym statickym ubytkem neuront
v dusledku metabolickych nebo toxickych poruch (Dugger a Dickson, 2017). Neurony
maji ve srovnani s jinymi buiitkami velmi omezenou schopnost obnovy. Odumfelé buriky
nejsou nahrazovany novymi a ztrata je tedy trvala. Ubytek nervovych bungk vyvola
zmeény funkci centralniho nervového systému spojené s demenci (Martinkova et al.,
2018). Neurodegenerativni onemocnéni lze klasifikovat podle primarnich klinickych
znakd (napf. demence, parkinsonismus nebo onemocnéni motorickych neuroni),
anatomické distribuce neurodegenerace (napf. frontotemporalni degenerace,
extrapyramidové poruchy nebo spinocerebelarni degenerace) nebo na zakladé hlavnich

molekularnich abnormalit (Dugger a Dickson, 2017).

5.1 Demence

Demenci oznaCujeme ziskany klinicky syndrom, pifi kterém kognitivni urovef
Cloveéka vyrazné klesa, a tim zasahuje do jeho schopnosti vykonavat ¢innosti souvisejici
s povolanim, rodinou, socialni interakci a kazdodennim zivotem. Pfi¢inou demence muze
byt odumirani neuronti v dasledku $patného prokrveni centralniho nervového systému
tzv. cévni multiinfarktovd demence nebo je demence spojena snemocemi jako
Alzheimerova nebo Parkinsova choroba (Martinkova et al., 2018). Celosvétova
prevalence demence se odhaduje na 7 % v populaci starsi 65 let, s mirné vyssi prevalenci
(8-10 %) v rozvinutych zemich. Davodem je delsi délka zivota v téchto zemich (Prince
et al., 2013; Jia et al., 2020). Se zvySujicim se starnutim populace se predpoklada, ze
tento stav pfinese svétu obrovskou ekonomickou zatéz vzhledem k jeho vysoké
prevalenci (Gale et al., 2018).

Demence se déli predev§im do dvou odli§nych kategorii, a to na neurodegenerativni
a neneurodegenerativni demenci (Gale et al., 2018). Mezi bézné€ se vyskytujici typy
neurodegenerativni demence patii Alzheimerova choroba (AD), frontotemporalni lobarni
degenerace (FTLD), demence s Lewyho télisky (DLB) a Parkinsonova choroba
(PD). Kromé expozice urazovym faktorim je v patogenezi neurodegenerativni demence
velmi dulezity i dlouhodoby nebo zavazny nedostatek protektivnich faktort (Martens a
Hildebrand, 2021).

Progranulin (PGRN), také znamy jako proepitelin (PEPI), prekurzor granulinu-
epitelinu (GEP), akrogranin nebo ristovy faktor odvozeny od PCDGF (PC cell-derived
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growth factor), je glykosylovany protein (Bateman a Bennett, 2009), ktery je
exprimovan hlavné v neuronech a mikrogliich v mozku (Almeida et al., 2011). V roce
2006 bylo zjisténo, ze haploinsuficience indukovana mutacemi v genu GRN je jednou z
hlavnich pfi¢in FTLD (Baker et al., 2006; Cruts et al., 2006). Tato studie podnitila
Sirokou pozornost ke zkoumani klinického vyznamu PGRN. Nyni je dilezita role PGRN
pfi neurodegenerativni demenci Siroce uznavana pro jeho neuroprotektivni
protizanétlivné uc¢inky (Martens a Hildebrand, 2021). Dale podporuje pieziti neurona a
rast neuritd (Van Damme et al., 2008) a podili se také na regulaci lysozomalni funkce

(Tanaka et al., 2017; Galimberti et al., 2018).

5.1.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejcastéji se vyskytujicim typem demence. Jedna se
0 zavazné progresivni a nezvratné neurodegenerativni onemocnéni koncici smrti
(Zveétova, 2017, JaroSova et al., 2022). Choroba se projevuje progresivni ztratou paméti
a rozpoznavacich funkci, nejvice byva postizena kratkodoba pamét’ (Macak et al., 2012).
V¢asna 1écba miize prubeéh nemoci pouze zpomalit a udrzet pacienty ve nepostupujicich
stadiich demence, nikoliv je vylécit (Zvétova, 2017). Nemocni prezivaji obvykle asi 10
let od diagnodzy, ktera se stanovuje na zakladé psychologickych testd. Podle odhadu
Svétové zdravotnické organizace (WHO) se AD celosvétove podili na 60—70 % piipadt

demence (Martinkové et al., 2018).

5.1.1.1 Priznaky AD

K pfiznakiim onemocnéni patii porucha paméti, prostorové orientace, ztrata
intelektualnich a socialnich dovednosti, naruseni cyklu spanku/bdéni (Martinkova et al.,
2018). Poruchy spanku patii mezi jednu z nejcastéjSich poruch chovani u osob s AD,
pticemz 25 % az 50 % ma velké problémy se spankem a témét 75 % spi po delsi dobu
behem dne (David et al., 2010). Projevuje se zde i emocionalni labilita v podobé tizkosti,
deprese a agresivity (Martinkova et al., 2018). Ackoli je Alzheimerova choroba obvykle
povazovana za kognitivni (poznavaci) poruchu, témet u vSech lidi s diagnézou AD se v
urcité fazi onemocnéni rozvinou neuropsychiatrické symptomy (NPS). Populacni studie
ukazuji, ze frekvence NPS je mnohem vyssi u lidi s AD a mirnou kognitivni poruchou
(MCI) nez v bézné populaci (Lyketsos et al., 2002; Geda et al., 2008).

Ze vSech NPS jsou deprese a apatie nejCastéji pozorovanymi piiznaky u lidi s MCI

a casnou AD, ackoli vyskyt verbalniho a fyzického neklidu je také Casty ve vSech fazich
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MCI a AD. Jak nemoc postupuje, bludy, halucinace a agrese se stavaji postupné
béznéj$imi, zatimco apatie je nejtrvalejsi a nejcastejsi NPS ve vSech fazich AD. Kromé
toho jsou cirkadianni rytmy spanku a bdéni pifehnané ve srovnani s fazovymi posuny
spojenymi s normalnim starnutim (Zigorova, 2011).

Demence Alhzeimerova typu je také spojena s poruchami teci, které predstavuji
dulezity prvek pro stanoveni diagnézy. Presto byva tento pfiznak Casto prehlizen
vzhledem k vyrazn&j§imu postizeni paméti a exekutivnich funkci (Zigorova, 2011).
Nejcastéji jde o poruchy paméti v riznych slozkach, kdy se objevi zapométlivost, ztraceni
véci, nepoznavani pratel, neschopnost zapamatovat si nové a jednoduché véci. Intelekt

postupné deterioruje (Vavrusova, 2012).

5.1.1.2 Prubéh nemoci AD

Onemocnéni zacina pomalu, plizivé. Zpocatku se objevi zmeény, kterych si diive
vSimne okoli nez sam postizeny (Vavrousova, 2012). Alzheimerova choroba probiha
v sedmi fazich. Faze 1 — zadné poskozeni, faze 2 — velmi mirny pokles, u osoby dochazi
k vypadkiim paméti, ale l1ékaiska prohlidka nezjisti zadné symptomy. Tyto pftiznaky
mohou byt zptuisobeny zménami souvisejicimi s vékem, nikoli AD. Faze 3 — mirny
kognitivni pokles, ostatni si za¢nou v§imat potizi s paméti. AD mize byt diagnostikovana
u nekterych, ale ne u vSech lidi s mirnym kognitivnim poklesem. Faze 4 az 7 — ¢lovék
prechazi od stfedniho do tézkého poklesu kognice. Progrese a prubéh AD se u jednotlivct
znacné lisi (Watwood, 2011).

Pacienti s AD nejsou schopni vykonavat své zaméstnani. V prubéhu onemocnéni
ztraceji 1 schopnost vykonavat bézné denni Cinnosti (Hoschl et al., 2004). V terminalnich
stadiich je nemocny zcela nesamostatny a je odkazan na peCovatelskou sluzbu. Pomérné
Casto se v prubéhu choroby pridruzuji i poruchy nekongitivnich funkci, k nimz patfi
poruchy chovani, emotivity a spanku. Vyskytuji se poruchy bez agresivity nebo s projevy
verbalni nebo brachialni agresivity. Casté je toulani, motani, bezcilné bloudéni,
neuvazené odchody a utéky z domu. Muze dochazet k depresivnim stavim (Vavrusova,
2012).

Prognosticky vyznam NPS v procesu demence AD by nemél byt podceniovan. Lidé
s MCI progreduji do AD mnohem rychleji, pokud maji depresi, zatimco u lidi s mirnou
poruchou chovani je pravdépodobnéjsi, ze se u nich rozvine demence, i kdyz maji

normalni kognici (Taragano et al., 2009). Agitovanost, apatie, uzkost, disinhibice, euforie
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a podrazdénost mohou mit siln€jsi asociace s incidentem MCI nez deprese (Geda et al.,

2011).

5.1.1.3 Formy AD a vék nemocnych

AD se déli na formu s Casnym zacatkem a pozdnim zacatkem. Forma s Casnym
zaCatkem je presenilni, pfiznaky se projevi pfed 65. rokem zivota (Hoschl et al., 2004).
V tomto Casovém obdobi se vyskytuje nemoc u Zen a muzi ve stejném pomeéru
(Martinkova et al., 2018). Ve druhé skupin€ s pozdnim zacatkem AD se piiznaky
onemocnéni objevi po 65. roce zivota véetné (Hoschl et al., 2004). V tomto pripadée je
vyskyt dvakrat Cast€j$i u zen nez u muzi (Martinkova et al.,, 2018). AD muZeme
rozliSovat na zakladé dédi¢nosti na sporadickou a dédi¢nou formu. U formy sporadické
nejsou zkoumany genetické mutace. Dédicna forma se dale rozd€luje na Ctyfi typy: AD1
vychéazi zmutace genu pro APP na chromozomu 21 (zplisobuje formu s pozdnim
zaCatkem), AD2 vychazi z pfitomnosti genu pro ApoE4 na chromozomu 19 (zptusobuje
formu s pozdnim zacatkem), AD3 je spojena s defektem v genu pro membranovy protein
presenilin-1 na chromozomu 14 (zpisobuje formu s ¢asnym zacatkem) a AD4 s defektem
v genu pro membranovy protein presenilin-2 na chromozomu 1 (zpasobuje formu

s Casnym zacatkem) (Zvétova, 2017).

5.1.1.4 Rizikové faktory AD

Na vzniku AD maji vliv genetické faktory i faktory prostiedi (Sutovsky et al., 2012).
Z faktoru prostfedi to mohou byt viry, toxiny nebo stres (Macak et al., 2012). Gen APOE
ve vetsin€ pripadd tzce souvisi s vyskytem AD (Kanatsu a Tomita, 2017). DalSimi
zapojenymi geny jsou presenilin-1, presenelin-2 a mutace v [ amyloidovém
prekurzorovém proteinu (Van Cauwenberghe et al., 2016). Diky mutacim ve vySe

zminénych genech se €lovek stava nachylnym k AD (Khan et al., 2020).

5.1.1.5 Farmakologicka lécba AD

Ve farmakologické 1é€beé AD se uplatiiuji 1€ky, které zmiriiuji symptomy, zpomaluji
progresi nemoci a usnadniuji péCi o pacienty. LécCiva, jez zlepSuji pozornost i pamétové
schopnosti, se oznacuji jako kognitiva. Tyto latky ptisobi zejména v centralnim nervovém
systému. Dalsi skupinu chemicky raznorodych 1éCiv tvoii nootropika, ktera zlepsuji
okysli¢eni a vyuziti glukézy v mozkovych burikach a podporuji 1 prokrveni mozku.

Uzivaji se pti poruchach pozornosti a paméti, ale jejich terapeuticky pfinos u AD nebyl

24



potvrzen (Martinkova et al., 2018). V soucasnosti se nevyskytuje zadna kauzalni terapie

AD (Zvétova, 2017).

5.1.1.6 Nefarmakologicka lécha

Do nefarmakologické 1éCby muzeme zaradit riizné rehabilitatni programy napf.
pocitacové, které se zaméfuji na trénink kognitivnich a nekognitivnich funkci pacientt.
Ukolem je udrzet nemocného co nejdéle zapojeného do chodu domacnosti a socialnich
aktivit. Pf1 1é€bé AD dochazi k propojeni farmakologické a nefarmakologické l1écby

(Zvétova, 2017).

5.1.2 Parkinsonova nemoc

Parkinsonova nemoc (PD) je druha nejCastéjsi neurodegenerativni pohybova
porucha, zpusobena patologickou ztratou neuronti produkujicich dopamin v substantia
nigra pars compacta. Pri¢inou je pfitomnost intraneuronalnich agregatli nazyvanych
Lewyho téliska (LB), ktera jsou obohacena o a-synuklein (SNCA) (Dauer et al., 2003;
Dexter a Jenner, 2013; Williams-Gray a Worth, 2016). Lewyho téliska jsou acidofilni
kulovité utvary velikosti jadra, obklopené uzkym svétlym dvorcem, slozené z jemnych
filament a zgranularniho materidlu. Téliska mohou byt pfitomna v ostatnich
subkortikalnich oblastech mozku i v kiife mozku jako samostatné utvary (Macak et al.,

2012).

5.1.2.1 Priznaky PD

Onemocnéni se projevuje souborem motorickych pfiznakd tzv. parkinsonismem
zahrnujicim bradykinezi, klidovy tfes, rigiditu, a posturalni nestabilitu, které jsou bézné
pripisovany ztraté striatalniho dopaminu, stejné jako nemotorické rysy vcetné deprese a
kognitivni poruchy (Ghandi et al., 2005; Poewe, 2008; Kim a Choi, 2010; Dexter a Jenner,
2013; Kalia a Lang, 2015; Postuma et al., 2015; Williams-Gray a Worth., 2016).

Prestoze je Parkinsonova nemoc definovana jako pohybova porucha, byva spojena s
fadou nemotorickych symptoma (NMS) prakticky u vSech pacientd. Jedna se o
hyposmnii, zacpu, mocové dysfunkce, ortostatické hypotenze, ztraty paméti, deprese,
bolesti a poruchy spanku (Tolosa et al.,2021).

NMS pozorujeme intenzivné a opakované v ranych stadiich. Pro nékteré pacienty to
muze byt znaCné znepokojujici. Studie naznaluji, Ze byvaji ve vétSiné piipadu

mirné, jejich zavaznost se zvysuje az s délkou onemocnéni (Pont-Sunyer et al., 2015; Zis
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et al., 2015). NMS prestavuji ve vyvoji Parkinsonovy choroby vyznamnou zatéz, kdy
snizuji kvalitu zivota (Barone et al., 2017). Zejména pokles kognitivnich funkci a
halucinace jsou pficinou hospitalizace i institucionalizace pacienta (Safarpour et al.,

2015).

5.1.2.2 Prubéh nemoci PD

Nemoc se vyviji plizivé a jeji ptiznaky se mohou zaméfiovat za normalni projevy
starnuti. Na zacatku postihuji zdanlivé jen jednu polovinu téla, s postupem onemocnéni
vSak vzdy zasahnou obé Casti. Nejvice napadnym se stava ties rukou, ktery ustava pfi
cileném pohybovani konc¢etinou. Pokud se koncetina nachazi v klidu, tfes je patrny. Svaly
byvaji napadné ztuhlé, zpocatku se objevuje bolest v okoli ramen a problémy po rannim
vstavani. Nasleduje snizeni pohyblivosti tvafe a mimiky, oblicej zacind mit maskovity
vzhled. Diky omezené pohyblivosti obli¢ejovych svalt dochazi k t€zko srozumitelné feci.
Chiize se s postupem nemoci stava obtiznou. Clovék trpici Parkinsonovou nemoci vytvaii
malé krucky s nahrbenim dopfedu, pficemz ma naruSeny automatické obranné pohyby
rukou. Proto maze dochazet k t€zZkym padim. V prvnich fazich neni intelekt narusen, ale
po nékolika letech mize pacient ztratit schopnost fesit slozité ulohy. V této fazi jsou jiz

vSechny télesné pohyby obtizné (Long, 2006, Macak et al., 2012).

5.1.2.3 Vék nemocnych

PD nejcastéji postihuje osoby ve veéku 60 let a starsi. Incidence se pohybuje od ~ 150
do 200 ptipadi na 100 000 jednotlivct, pfiemz se vyskytuje vice u muzd nez u zen
(Schrag et al,. 2000; Popat et al., 2005; Dexter a Jenner, 2013).

V odhadech zalozenych na vyuziti zdravotni péce se incidence PD pohybuje od 5 do
vice nez 35 novych pfipadi rocn€ na 100 000 (Twelves et al., 2003). Incidence PD se
zvySuje 5 az 10krat od Sesté do devaté dekady zivota. Prevalence PD se také zvysSuje s
vékem. V metaanalyze Ctyt severoamerickych populaci se prevalence zvysila z méné€ nez
1 procenta muzu a Zen ve véku 45-54 let na 4 procenta muzu a 2 procenta zen ve véku
85 let nebo starSich (Marras et al., 2018). Mortalita neni ve srovnani s nepostizenymi
jedinci v prvni dekadé po diagnostikovani PD zvySena, ale zvySuje se pozdéji (Pinter et
al., 2015). Jak globalni populace starne, o¢ekava se, ze prevalence PD dramaticky vzroste
a v pristich dvou desetiletich se zdvojnasobi (Dorsey et al., 2018). Spolu s timto nartstem
bude eskalovat spoleCenska a ekonomicka zatéz PD, pokud nebudou identifikovany

ucinnéjsi zpusoby 1éCby nebo prostiedky prevence (Kaltenboeck et al., 2012).
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5.1.2.4 Rizikové faktory PD

Vek patii k nejvyznamneéj§im rizikovym faktoram pro rozvoj Parkinsonovy choroby.
Muzi jsou nachylnéjsi nez zeny s pomérem prevalence piiblizné€ 3:2. Riziko onemocnéni
je spojeno se silnou genetickou zatézi. V soucasnosti se identifikuje vice nez 90
rizikovych mist v genomu (Blauwendraat et al., 2019). Déle bylo zjisténo, ze v
patogenezi Parkinsonovy choroby u riznych populaci hraje roli nékolik potencialné
modifikovatelnych faktord prostiedi napt. pesticidy, latky znecistujici vodu a
behavioralni faktory napf. uzivani tabaku, spotieba kofeinu nebo poranéni hlavy (GBD,

2019).

5.1.2.5 Lécba PD

I kdyz degenerativni zmény mozkovych bunék nelze zvratit, podavanim 1ékaq,

pravidelnym cvicenim a vhodnou vyzivou je pacientovi umoznéno vést veelku normalni

vvvvv

(Long, 2006).

K nejacinngjsim piipravkiim v 1écbé PD se tadi L-dopa, prekurzor dopaminu. Ve
tkanich je L-dopa dekarboxylovana dopadekarboxyldzou na dopamin. Dopamin sam
neprochazi hematoencefalickou bariérou, L-dopa vS§ak ano. L-dopa se dobfe absorbuje
z traviciho traktu. Bohuzel skute¢nych G¢inkl pii podani samotné L-dopy dosahne pouze
1% podané davky, protoze byva preménéna na dopamin v ostatnich tkanich. Proto se L-
dopa musi vzdy podat s inhibitory COMT (Martinkova et al., 2018). L-dopa obnovuje
zasoby dopaminu v mozku. Dopamin patfi k jednomu z mnoha nervovych prenaseci,
vytvaii se v burikach bazalnich ganglii a zmirfiuje pfiznaky onemocnéni (Long, 2006).

Inhibitory COMT prtestavuji 1éky, které se uzivaji v kombinaci s L-dopou. COMT je
enzym preméfujici L-dopu na netcinny metabolit (Martinkova et al., 2018). Agonisté
dopaminu ptsobi pifimo na dopaminovych receptorech v bazalnich gangliich. Pii

dlouhodobém podavani se oddaluji poruchy hybnosti (Martinkova et al., 2018).

5.1.2.6 Dalsi zpusoby lécby PD

Do bazalnich ganglii lze zasahnout i chirurgicky. Provadéji se stereotaktické
neurochirurgické operace, které neposkodi jiné casti mozku. Tyto operace mohou zmirnit
tfes pacientl, ale ostatni priznaky ovlivni jen malo. Dale se zkouseji realizovat

kontroverzni operace, pii nichz se do poskozenych oblasti mozku transplantuje mozkova
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tkan bazalnich ganglii. Tato tkan zfejmé& obnovi normalni ¢innost téchto mozkovych

oblasti (Long, 2006).
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6. Cile priace a vyzkumné otazky

6.1 Cil prace

e Vypracovani odborné reSerSe na dané téma. Praktické zvladnuti metod
molekularni biologie a, tzn. izolace DNA, metody PCR-RFLP a gelové
elektroforézy.

e Analyza ziskanych vysledku a jejich vyhodnoceni. V ramci praktické casti bude
vySetfeno min. 30 vzorkd DNA.

6.2 Vyzkumné otazky

e Jaky je vyskyt konkrétnich genotypti rs1800497 a rs1799732 u testovanych
pacient a jak mohou konkrétni genotypy ovlivnit celkovy metabolismus

dopaminu a nésledné i uvedenou diagnozu?
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7. Metodika

Prakticka ¢ast bakalarské prace probihala v laboratofi GENLABS s.r.0. pod vedenim
Mgr. Dagmar Riegert Bysttické Ph.D.

7.1 Ziskavani a odbér vzorku

Ke stanoveni polymorfismi TaqlA (rs1800497) a -141C Ins/Del (rs1799732) v genu
DRD?2 byly pouzity primarni vzorky ziskané izolaci DNA z bukéalniho stéru a periferni
krve, které byly vySetfeny metodou PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction
fragment lenght polymorfism). Z 89 vysetfenych vzorka tvorily bukalni stéry 28,09% a
periferni krev 71,91%.

Pacientim se schizofrenii byla pfedana osetfujicim lékafem odbérova souprava pro
bukalni stér (Isohelix SK1 Buccal Swab) spolu s informovanym souhlasem, ve kterém
byli seznameni s obsahem studie a méli moznost rozhodnout se o nakladani se vzorkem
po skonceni vyzkumu.

Pred odbérem bukalniho stéru bylo dilezité priblizné hodinu pied odbérem nic nejist,
nepit (kromé vody), nezvykat a neprovadét ustni hygienu. Ruce by mély byt dikladné
umyté a vydesinfikované, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku. Samotny odbé&r by mél byt
provadén opakovanymi pohyby doli a nahoru z povrchu vnitinich stran obou lici v dutiné
ustni. Nasledné byl stér zaslan zpét do laboratote, kde byla provedena analyza.

Vzorky od pacientl s Alzheimerovou chorobou pochazely z Alzheimercentra a
Seniorcentra v Ceskych Bud&jovicich. Ve vech piipadech se jednalo o vzorky periferni
krve, které klientim odebral zdravotni personal piimo v centru a do laboratoie byly
nasledné prevezeny spolu s ptisluSnymi dokumenty (se zadankou pro genetické vySetteni
a s informovanym souhlasem).

Tato prace navazuje na magisterskou praci Lindy Jandové, ktera se zabyvala moznou

asociaci polymorfismti v DRD2 genu s lidskym chovanim (Jandova, 2019).
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7.2 Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena z bukélniho stéru a plné krve pomoci izolacniho kitu
GeneAll ExGene™ Clinic SV mini (GeneAll Biotechnology). PouZité reagencie pro
izolaci z bukalniho stéru jsou uvedeny v tabulce 1 a pro izolaci z periferni krve v tabulce

2.

7.2.1 Izolace DNA 7z bukdlniho stéru

Tabulka 1: Reagencie pouzité pii izolaci DNA z bukalniho stéru na jednu izolaci

Reagencie Potiebny objem na 1
reakci (ul)

Proteindza K 25
BL pufr 300
100% ethanol 300
BW pufr 600
TW pufr 700
AE pufr 50

(Zdroj: vlastni)

Nejprve byly potiebné reagencie vytemperovany na pokojovou teplotu. Poté bylo do
kazdé zkumavky s bukéalnim stérem napipetovano 25 pl proteinazy K a 300 ul BL pufru.
Vzorky byly promichany pomoci vortexu (Microspin FV-2400; BioSan) a inkubovany
v termostatu 20 minut pii 56 °C (Dry Block Thermostat TDB-120; BioSan). Po uplynulé
dobé byly vzorky kratce stoceny (Centrifuge 5415 R; Eppendorf), nasledné bylo pfidano
300 pl 100% ethanolu, smés byla zvortexovana v pulzech a kratce stoCena. Dale se
stérova ty¢inka v nadobé stlacila z obou stran Spickou, aby doslo k uvolnéni co nejvétsiho
mnozstvi DNA do tekutiny a poté byla veskera smes prenesena na kolonku. Vzorky byly
centrifugovany 1 minutu pii >8000 rpm. Pouzita sbérna zkumavka s eluatem byla
vyménéna za novou a na kolonku bylo napipetovano 600 ul BW pufru. Smés byla
centrifugovéana 1 minutu pii >8000 rpm a sbérna zkumavka opét vymeénéna za novou. Na
kolonku bylo pfidano 700 ul TW pufru a opét byla smés centrifugovana 1 minutu pfi
>8000 rpm. Supernatant ze sbérné zkumavky se vylil na bunicinu a kolonka se vratila do
sbérné zkumavky, poté se centrifugovalo jiz pfi plnych otackach (13 200 rpm) 1 minutu,
aby se odstratnily zbytky promyvaciho pufru. Do ftadné popsanych 1,5 ml
mikrozkumavek s vickem byla vlozena kolonka a na jeji stfed bylo naneseno 50 ul AE
pufru. Posléze se zkumavky 5 minut inkubovaly pii 56 °C a centrifugovaly znovu pfi
nejvyssich (13 200 rpm) otackach 1 minutu. Ziskany objem ze zkumavky se napipetoval

znovu na stfed kolonky, inkuboval se pifi 56°C po dobu 5 minut a byl opét centrifugovan
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pfi nejvysSich otackach. Zkumavka s vyizolovanou DNA byla oznaCena Stitkem

s potfebnymi informacemi.

7.2.2 Izolace DNA z plné krve

Tabulka 2: Reagencie pfi izolaci DNA z plné krve na jednu izolaci

Reagencie Potiebny objem na 1
reakci (ul)

Proteindza K 20
BL pufr 200
100% ethanol 200
BW pufr 600
TW pufr 700
AE pufr 50

(Zdroj: vlastni)

Do sterilni a spravné popsané 1,5 ml zkumavky bylo napipetovano 200 ul periferni
krve, 20 pul proteinazy K a 200 pl BL pufru. Obsah zkumavek byl poté promichan pomoci
vortexu (Microspin FV-2400; BioSan), kratce stoCen a inkubovan 20 minut pii 56 °C (Dry
Block Thermostat TDB-120; BioSan) a znovu Kratce stoCen (Mikrospin 12; BioSan).
Nasledné bylo ptfidano 200 ul 100 % ethanolu, vortexovalo se v pulsech a opét kratce
stoCilo. Ziskany objem byl pfenesen na kolonku a centrifugovan 1 minutu pti >8000 rpm,
pouzita sbérna zkumavka byla vyménéna za novou. Na kolonku se napipetovalo 600 pl
BW pufru a centrifugovalo se 1 minutu pfi >8000 rpm. Sbérna zkumavka se nahradila
novou zkumavkou. Krok s BW pufrem se opakoval, dokud supernatant nebyl prahledny.
Po zpruhlednéni supernatantu se dale postupovalo stejnym zpusobem jako u bukalniho

stéru.

7.3 Méreni koncentrace DNA pomoci fluorometru

Do novych popsanych mikrozkumavek (0,5 ml) bylo napipetovano 198 pul
kvantifikacniho roztoku (AccuGreen™ Broad Range dsDNA Quantitation Solution),
ktery byl vytemperovan na laboratorni teplotu. Ziskana DNA byla pifidana po 2 pl do
kazdé mikrozkumavky. Mikrozkumavky byly kratce stoCeny (Mikrospin 12; BioSan),
zvortexovany (Microspin FV-2400; BioSan) a inkubovany 2 minuty pii laboratorni
teploté. Po stanovené dobé byla DNA zméfena pomoci pfistroje Quibit Fluorometr 2.0

(Invitrogen-Thermo Fisher Scientific).
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7.4 Analyza polymorfismu

Vybrané polymorfismy rs1800497 (TaqlA) a rs1799732 (-141C Del/Ins) byly
zanalyzovany pomoci PCR-RFLP. Pro PCR byl pouzit amplifika¢ni kit 2x PCRBIO HS
Taq Mix (PCR Biosystems) pro polymorfimus TaqlA a My Tag™ Red DNA Polymerase
(Bioline) pro polymorfismus -141C Del/Ins.

7.4.1 Analyza polymorfismu rs1800497 (TaqlA)

Tabulka 3: Slozeni reakéniho mixu pro 1 reakci

Reagencie Objem (pl) na 1 reakci
2x PCRBio HS Taq Mix Red 12,5
DMSO (100%) 1,25
Forward primer (20 pmol) |
Reverse primer (20 pmol) 1
DNA 2
dH>0 7,25
Celkovy objem na 1 reakci: 25l

(Zdroj: vlastni)

Reagencie, které uchovéavané pii — 20°C musely nejprve rozmrznout. Pfed pouzitim
se fadné zvortexovaly a stoCily . PCR mastermix byl michan v chladicim stojanku v
laminarnim boxu (ESCO PCR Cabinet). Reak¢éni mix pro potfebny pocet reakci, jehoz
slozeni je uvedeno v tabulce €. 3 byl pfipraven do 1,5 ml zkumavky. Po kratkém vortexu
a stoceni byla smés rozpipetovana po 23 ul do 0,2 ml popsanych mikrozkumavek. Mimo
laminarni box se k reakénimu mixu pfidaly vzdy 2 pl DNA izolatu. Zkumavky se opét
kratce zvortexovaly, stoCily a vlozily do termocykleru (MultiGene, Labnet). Jako
pozitivni kontrola slouzil vzorek, ktery se znamym genotypem (jednalo se o heterozygota
A1l A2) a k negativni kontrole byly pfidany misto DNA 2 ul H20O. Celkovy objem pro
jednu reakci byl 25 pl.

7.4.1.1 Primery pro amplifikaci TaqlA polymorfismu

Tabulka 4: Sekvence primert pro polymorfismus TaqlA

Primery Sekvenace
Forward primer 5'-CCG TCG ACC CTT CCT GAG TGT CAT CA-3'
Reverse primer 5'-CCG TGA ACG GCT GGC CAA GTT GTC TA-3

(Zdroj: vlastni)
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Pro detekci polymorfismu TaqIA  byla pouzita metoda PCR-RFLP.
Oligonukleotidové primery, uvedené v tabulce €. 4, pouzité k amplifikaci fragmentu o
velikosti 310 bp pokryvajiciho TaglA polymorfismusgenu DRD2 byly pievzaty z
publikace (Riskind et al., 1991; Margo et al., 2006) PCR profil je uveden v tabulce ¢. 5.

Tabulka 5: Pouzity reakéni profil pro analyzu TaqlA polymorfismu

PCR reakce
Pocet cykli Druh cyklu Teplota (°C) Cas (s)
1 Denaturace 95 120
Denaturace 95 30
35 Annealing 60 30
Elongace 72 30
1 Finalni elongace 72 300

(Zdroj: vlastni)

7.4.2  Analyza polymorfismu rs1799732 (-141C Ins/Del)

Analyza polymorfismu -141C Ins/Del byla slozit€j§i nez u predchoziho
polymorfismu a musela byt optimalizovana. Nejprve byl pouzit 2x PCRBIO HS Taq Mix
(PCR Biosystems), avSak pouziti tohoto kitu nevedlo k uspésné amplifikaci. Proto se
reakce opakovala sjinym enzymem. Jednalo se 0 My Taq™ Red DNA Polymerase
(Bioline). Slozeni jednotlivych reakénim mixi je uvedeno v tabulkach ¢. 6 a 7. Priprava
reak¢niho mixu pro pozadovany pocet reakci probihala sténé jako v pripadé TaqlA

polymorfismu (viz kap.5.6.1) s rozdilem pouzitych primera.

Tabulka 6: Slozeni reakéniho mixu pro 1 reakci (2x PCRBIO HS Taq Mix)

Reagencie Objem (pl) na 1 reakci
2x PCRBio HS Taq Mix Red 12,5
DMSO 1,25
Forward primer (20 pmol) 1
Reverse primer (20 pmol) 1
DNA 2
DH>O 7,25
Celkovy objem na 1 reakci: 25 ul

(Zdroj: vlastni)
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Tabulka 7: Slozeni reakéniho mixu pro 1 reakci (My Tag™ Red DNA Polymerase)

Reagencie Objem (pl) na 1

reakci

My Taq"™ DNA polymeraza (5U/ul) 0,2

5x My Taq Red Reaction Buffer 10

DMSO (100%) 2,5

Forward primer (20 pmol) 0,5

Reverse primer (20 pmol) 0,5

DH>0 34,3

DNA 2

Celkovy objem na 1 reakci: S0

(Zdroj: vlastni)

Pfiprava reakéniho mixu probihala v laminarnim boxu (ESCO PCR Cabinet)
v chladicim stojanku. Reakcéni mix pro pozadovany pocet reakci, jehoz slozeni je uvedeno
v tabulce €. 7, byl pfipraven do 1,5 ml zkumavky. Nasledné se zkumavka s reakénim
mixem kratce zvortexovala, sto¢ila. Do 0,2 ml popsanych PCR zkumavek byl reakcni
mix rozpipetovan po 48 pl. Mimo laminarni box byla pfidana do kazdé zkumavky DNA
o objemu 2 pl. PCR zkumavky se opét kratce zvortexovaly, stoCily a vlozily do
termocykleru (MultiGene, Labnet). Jako pozitivni kontrola slouzil vzorek se zndmym

polymorfismem 141C Ins/Del a k negativni kontrole byla pfidana misto DNA H2O.

7.4.2.1 Primery pro amplifikaci -141C Ins/Del polymorfismu

Tabulka 8: Sekvence primert pouzitych pro analyzu polymorfismu - 141C Ins/Del

Primery Sekvenace
Forward primer 5'-ACT GGC GAG CAG ACG GTG AGG ACC C-3'
Reverse primer 5'-TGC GCG CGT GAG GTC GCC GGT TCG G-3'

(Zdroj: vlastni)

V tabulce 8 jsou uvedeny sekvence pouzitych oligonukleotidovych primert, které
umoznily amplifikovat PCR produkt o velikosti 303 bp. (Polgar, 2017). Amplifikace
DNA probihala v termocykleru PCR (MultiGene, Labnet). Pouzity reakcni profil je

zaznamenam v tabulce €. 9.
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Tabulka 9: Pouzity reak¢ni profil pro analyzu -141C Ins/Del polymorfismu

PCR reakce
Pocet cykli Druh cyklu Teplota (°C) Cas (s)
1 Denaturace 95 300
Denaturace 95 30
35 Annealing 63 30
Elongace 72 30
1 Finalni elongace 72 300

(Zdroj: vlastni)

7.4.3 PCR produkty

Uspé&snost PCR amplifikace byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy, ktera
umoznila vizualizualizaci ziskanych PCR fragmentd. Pro pfipravu 4 % agardzového gelu
bylo pouzito 50 ml TBE pufru (Thermo Scientific) a 4 agardézové tablety o celkové
hmotnosti 2g (Fast Gene Agarose Tablets, Nippon Genetics). Takto pfipraveny roztok
byl vlozen do mikrovinné trouby a preruSované zahtivan po dobu 2 minut. Do tekutého
gelu se napipetovalo 5,5 pl fluorescencni barvy (Midori Green Advanced DNA Station,
Nippon Genetics). Gel se s barvickou nasledné promichal a nalil do formy s hifebenem.
Po ztuhnuti gelu byl hfeben odstranén. Do vzniklych jamek bylo napipetovano dle
potieby 5 ul (v pfipadé TaqlA) nebo 10 pl (v piipad€ 144C Ins/Del) PCR reakce nebo 4
ul hmotnostniho markeru 100 bp DNA ladder H3RTV (Nippon Genetics).

Elektoforéza probihala 15 — 25 minut pfi 135 V (Mupid®-One Electrophoresis
System). Pro odeCteni velikosti ziskanych PCR fragmentt byl pouzit detekéni systém
MupidTM LED Illuminator a fotografie gelu byla ulozena pfes pamétovou SD kartu do
pocitaCe. Vysledné PCR produkty mély velikost 310 bp pro TaqIA polymorfismus a 303
bp pro -141C Del/Ins polymorfismus.

7.4.4 Restrikcni Stépeni TaqlA

V ptipadé uspésné amplifikace byla provedena restrik¢ni analyza. Restrikéni enzym
byl pfipraven v chladicim stojanu a laminarnim boxu (ESCO PCR Cabinet) do 0,2 ml
zkumavky. Pro jednu reakci bylo pouzito vzdy 2,5 ul pufru (Thermo Scientific) a 1 pl
odpovidajici 10 U enzymu TaqlA (Thermo Scientific). Restrikéni enzym s piisluSnym
pufrem o celkovém objemu 3,5 pl byl smichan s 20 pl PCR produktu.

Restrikéni Stépeni probihalo pii 65 °C v termocykleru (MultiGene, Labnet) po dobu

4 hodin. Pro odecteni restrikCnich fragmenta byl pouZzit opét 4% agardzovy gel. Gelova
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elektroforéza probihala 15-30 minut pii 135 V. Mozné vysledky restikéniho §tépeni byly
nasledujici: homozygotni genotyp A1A1 odpovidal jenomu fragmentu o velikosti 310 bp,
homozygotni genotyp A2A2 dvoum restrikénim fragmentim o délce 180 a 130 bp a
hetezygotni genotyp A1A2 pak tfem fragmentim o velikosti 310, 180 a 130 bp. Priklad

restrikéniho Stépeni pro polymorfismus TaqlA je uveden na obréazku €. 3.

Obrazek 3: Priklad restrikéniho §tépeni pro TaqlA polymorfismus. Hmotnostni marker
(ladder), je napipetovan v prvni jamce. Jednotlivé genotypy jsou uvedeny pod jamkami.

(Zdroj: vlastni)

7.4.5 Restrikcni Stépeni -141C Ins/Del

Restrik¢ni Stépeni v pripadé polymofismu -141C Ins/Del probihalo velmi podobné
jakou polymorfismu TaqlA (viz kapitola 7.4.4). Pro jednu reakci bylo pouzito 5 pl pufru
(Thermo Scientific) a 2 pl (10U/ul) enzymu Mval (BstNI) (Thermo Scientific). Ke
kazdému PCR produktu o objemu cca 43 pl bylo ptfidano 7 pl restrikéniho enzymu s
pufrem.

Restrik¢ni Stépeni probihalo v termostatu (Mini incubator, Labnet) pti 37°C nejméné
jednu hodinu. Nasledovala gelova elektroforéza (pouzit 4% agardzovy gel), kterd
probihala 15-40 minut pti 135 V. Mozné vysledky restrikéniho Stépeni byly odecteny
pomoci detekéniho systému Mupid®-One Electrophoresis Systém. Vysledné velikosti
fragmentt a jim odpovidajici genotypy byly nasledujici: v pfipadé homozygotniho
genotypu Ins/Ins vzniky fragmenty o velikosti 160 bp a 140 bp, v piipad€ homozygotniho
genotypu Del/Del pak fragment o velikosti 303 bp, heterozygotni genotyp vykazoval tfi
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fragmety o velikosti 160 bp, 140 bp a 303 bp. Piiklad restrikéniho Stépeni polymorfismu
-141C Ins/Del je uveden na obrazku ¢. 4.

LADDER  Ins/Ins Ins/Ins Ins/Ins Ins/Del  Ins/Del  Ins/Ins Ins/Ins

Obrazek 4: Ptiklad restrikéniho §tépeni pro polymorfismus -141C Ins/Del. Hmotnostni
marker (ladder), je napipetovan v prvni jamce. Odectené genotypy jsou uvedeny pod
jednotlivymi jamkami.

(Zdroj: vlastni)
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8. Vysledky

Datovy soubor zahrnoval 89 testovanych jedinct, ktefi byli rozdé€leni do tii skupin.
V prvni skupiné bylo 19 pacienti se schizofrenii a ve druhé skupiné 25 pacinett
s Alzheimerovou chorobou. Ve tieti skupiné se vyskytovalo 45 zdravych jedinca, ktefi
slouzili jako kontrolni skupina. Pfiloha 1 bakalafské prace obsahuje tabulku
s informacemi o jednotlivych testovanych subjektech a vysledky analyz.

Pro hodnoceni vysledku byla pouzita deskriptivni statistika. Grafy byly zpracovany
v programu Excel. Polymorfismy rs1800497 (TaqlA) a rs1799732 (-141C Ins/Del) byly
pro tuto praci nové analyzovany u 35 jedinct, vysledky 54 jedincu byly prevzaty
z diplomové prace Lindy Jandové (Jandova, 2019).

Tabulka 10: Celkové pocty jedinct a zastoupeni pohlavi v jednotlivych skupinach

AD Schizofrenie Kontrolni skupina
Pohlavi Pocet %0 Pocet % Pocet %
jedincu jedincu jedincu
Zena 20 80 13 68,42 31 68,89
Muz 5 20 6 31,58 14 31,11
Pocet celkem 25 19 45

(Zdroj: vlastni)

Mezi testovanymi na polymorfismy v DRD2 genu se vyskytovali muzi i zeny. Zen
se nachazelo ve vSech skupinach vice nez muzi. PocCet a podil Zen a muza je uveden

v tabulce 10.
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Tabulka 11: Zastoupeni jednotlivych genotypa pro polymorfismus TaqlA u DRD2 genu

v testovanych skupinach

AD Schizofrenie Kontrolni skupina
Genotyp Pocet % Pocet % Pocet %
jedincu jedincu jedincu
Al1A1 1 4 2 10,53 1 2,22
A1A2 18 72 4 21,05 10 22,22
A2A2 6 24 13 68,42 34 75,56
Pocet celkem 25 19 45

(Zdroj: vlastni)

40
35
30
25
20
15
10

Pocet jedincl

AD

TaglA (rs1800947)

Pocet jedinct

Schizofrenie

AlAl

Al1A2

A2A2

Pocet jedinct

Kontrolni skupina

Obrazek 5: Grafické znazornéni genotypt podle jednotlivych skupin v polymorfismu

TaqlA. (Zdroj: vlastni)

Nejcetnéjsi genotyp u Alzheimerovy choroby byl genotyp A1A2 se 72%. Kontrolni

skupina a pacienti se schizofrenii se v zastoupeni tohoto genotypu téméf nelisily, pficemz

nejvice zastoupeny genotyp u téchto dvou skupin byl A2A2. Pocet a podil jednotlivych

genotypu u jednotlivych skupin je uveden v tabulce 11 a znazornén na obrazku 5.
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Tabulka 12: Zastoupeni jednotlivych genotypa pro polymorfismu — 141C Ins/Del u

DRD? genu v testovanych skupinach

AD Schizofrenie Kontrolni skupina
Genotyp Pocet % Pocet % Pocet %
jedincu jedincu jedincu
Del/Del 0 0 2 10,52 0 0
Ins/Del 8 32 5 26,32 14 31,11
Ins/Ins 17 68 12 63,16 31 68,89
Pocet celkem 25 19 45

(Zdroj: vlastni)

-141C Ins/Del (rs1799472)
35

30
25
20
15
10

Pocet jedinct Pocet jedinct

AD Schizofrenie

Del/Del Ins/Del Ins/Ins

Pocet jedinct

Kontrolni skupina

Obrazek 6: Grafické znazornéni genotypt podle jednotlivych skupin v polymorfismu —

141C Ins/Del. (Zdroj: vlastni)

Vysledky u vSech tfech skupin byly velmi podobné. Pocet a podil jednotlivych

genotypu -141C Ins/Del u jednotlivych skupin je uveden v tabulce 12 a znazornén na

obrazku 6.

Data byla dale hodnocena v programu Canoco 5 a pro statisticky vypocet byla

pouzita multivariatni analyza, konkrétn¢ pfima metoda CCA (Canonical Correspondence

Analysis) (obr. 6). V pfipadé¢ TaqlA polymorfismu byla prukazna souvislost vyskytu

konkrétniho polymorfismu TaqlA v jednotlivych testovanych skupinach (pseudo-F =

11,00; P = 0,002). Ziskana hodnota Explained variation vyjadiuje okolo 11,22 %
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variability osy 1 a 12,43 % variability osy 2. Vysledky této analyzy pro TaqlA
polymorfismus jsou zndzornény na obrdzku 8 a ukazuji asociaci genotypu AlA2
s Alzheimerovou chorobou, genotypu A1A1 spiSe se schizofrenii a genotypu A2A2
s kontrolami. V pfipadé polymorfismu -141C Ins/Del se nepodafilo asociaci tohoto

polymorfismu v testovanych skupinach prokazat.

Q Schiz.
N

AlAl

, 4142
A2A42 AlA2 AD

&

Kontr.

-1.0

10 | | | 20

Obrazek 7: Ordinacni diagram pro vyskyt polymorfismu TaqIA (CCA, prvni osa
vysvétluje 11,2 % a druha osa vysvétluje 12,43 %). Celkem bylo testovano 89 jedinci,
19 s diagnozou schizofrenie, 25 s diagnézou AD a 45 kontrol).

(Zdroj: vlastni)
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9. Diskuze

Gen DRD?2 piedstavuje jeden z kauzalnich gend, u kterého se muze objevit
souvislosth schizofrenie a Alzheimerovy choroby.

Hlavnim cilem praktické Casti této bakalarské prace bylo otestovat minimalné 30
vzorkti pomoci molekularné-genetické metody PCR-RFLP. Celkovy pocet otestovanych
vzorkd, u kterych byly analyzovany dva polymorfimy: TaqlA a -141C Ins/Del v genu
DRD?2 byl nakonec 35. Zbylych 54 vzorkd bylo pfevzato z predchozi studie Lindy
Jandové (Jandova 2019). Datovy soubor tedy zahrnoval vysledky ziskané od 89 jedinci.
Na zékladé predpokladané souvislosti schizofrenie a Alzheimerovy choroby
s dopaminergnim systémem, byly vySetfeni pacienti stémito diagnézami a vysledné
genotypy byly porovnany s kontrolni skupinou.

Analyza TaqIA polymorfismu probihala bez problému. Pfi analyze polymorfismu
-141C Ins/Del byla nutna optimalizace metody. Nejprve byl pouzit stejny kit, jako u
polymorfismu TaqlA (2xPCRBIO HS Taq Mix) se specifickymi primery, ovSem
aplifikace se nezdafila. Proto se analyza opakovala s odlisnym enzymem (My Taq™MRed
DNA Polymerase). V tomto pfipadé byla amplifikace uspésna a naslédné restrikéni
analyza vzorka také.

Genetické vysetfeni pacientll i kontrol nam ukazalo zastoupeni v§ech moznych
kombinaci genotypu, které se u TaglA mohou objevit (A1A1, A1A2, A2A?2) stejné jako
u polymofismu 141C Ins/Del (Del/Del, Ins/Del, Ins/Ins) v riznych pomérech, pficemz
alely A2 a Ins u TaqIA a -141C Ins/Del jsou povazovany za wild-type tedy normalni
alely. Mutované alely Al a Del se vyskytovaly v homozygotnim stavu v testovanych
souborech velmi ziidka a pouze ve skupinach pacientd, coz bylo zajimavé a soucasné to
odpovida publikovanym vysledkiim jinych studii.

Z 89 vzorku, které byly zahrnuty do studie, nesli vzacny genotyp Del/Del pouze 2
pacienti, pfiCemz oba byly ze skupiny s diagnostikovanou schizofrenii. V kontrolni 1 AD
skupiné nebyl ani jeden takovy pacient. Heterozygotni forma Ins/Del se u schizofrenich
pacientil vyskytovala v 26,32%, u AD pacienti ve 32% a u zdravych jedinci se ve
31,11%. Data byla zpracovana v programu Canoco 5 pomoci Canonical Correspondence
Analysis (pfimd metoda CCA). Jako response variables byly zvoleny genové
polymorfismy. Z vysledkt analyz jsme vyvodili, ze alela Del nema zadnou zasadni roli

ani v pripadé onemocnéni schizofrenie ani AD. Vysledek studie nepotvrdil asociaci -
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141C Ins/Del se schizofrenii a AD v testovaném souboru. Alela Ins se vyskytovala u
pacientl ve stejné mife jako u kontrolni skupiny.

Vysledky u polymorfismu TaqlA byly zajimavéjsi. Ukazaly, ze genotyp A1A1 byl
schizofrennich pacienti (10,53%) vyznamné vice zastoupen nez u kontrolni skupiny
(2,22%). Heterozygotni genotyp AlA2 (72%) ukazuje vyznamnou spojitost
s Alzheimerovou chorobou. Kontrolni skupina ve stejném genotypu dosahovala pouze
22,22%.

Druha vyzkumna otazka se zabyvala konkrétnimi genotypy a tim, jak by mohly
ovlivnit metabolismus dopaminu 1 uvedenou diagnézu. V soucasné dob¢ neni védecky
potvrzena asociace TaqlA a -141C Ins/Del se schizofrenii nebo Alzheimerovou
chorobou, proto je obtizné fici, jak genotypy u téchto polymorfisma ovliviuji
metabolimus dopaminu i zminéné diagnozy. Blum et al. (1990) zpocatku prokazali
asociaci minoritni TaqlA alely (A1) genu DRD2 s AD. Od té doby bylo publikovano
nékolik studii provedenych na rtiznych populacich, z nichz mnohé potvrzuji toto zjisténi
(Parsian et al., 1991; Amadeo et al., 1993; Noble et al.,1994; Neiswanger et al.,. 1995;
Hietala et al., 1997; Lawford et al., 1997), zatimco jiné ne (Sander et al. 1999; Kasiakogia-
Worlley et al., 2011). Z dostupnych studii zabyvajicich se polymorfismem TaqlA se
ukazuje, ze funkce dopaminu je spojena s normalni kognici a paméti a nositelé alely
DRD2 TaqlA Al maji vyznamnou ztratu hustoty receptoru D2 v mozku, ve srovnani
s nositeli alely A2. Nositelé Al alely maji horsi pamétovy vykon béhem dlouhodobé
paméti (LTM) a vykazuji mensi mensi aktivaci zavislou na hladiné v kysliku v krvi
(BOLD) v bazalnich gangliich, které jsou také dualezité pro dlouhodobou pamét’ (Blum et
al., 2018).

He et al. (2016) provedli meta-analyzu 22 studii, kde bylo testovano 4 017 pfipadu a
4209 kontrol. Asociace TaqlA a schizofrenie nebyla prokazana. Ze studie vyplynulo, zZe
variantni alela A2 byla spojena se snizenym rizikem schizofrenie v populacnich
kontrolach a soucasné pii testovani jednotlivych podskupin na zakladé etnického ptivodu
nebyla odhalena spojitost s etnickym pivodem testovanych.

Prvni studie pro polymorfismus -141C Ins/Del byla provedena Arinami et.al. (1997).
Zde byla nalezena spojitost mezi alelou -141C Ins a schizofrenii. Nicméné v dalSich
studiich, provedenych na pacientech s riznou etnickou pfislusnosti byla nalezena
souvislost spiSe s alelou Del. Vysledky tedy naznacuji, ze vyznam -141C Ins/Del
polymorfismu jako predispozi¢niho faktoru pro schizofrenii se muze lisit v riznych

etnickych populacich. To ukazuje na dilezitost provadéni Setfeni v rdzném etnickém
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kontextu (Kampman et al.,2003; Meira-Lima et al.,2005). Napft. ve studii Cordeiro, et al.
(2009) byla v brazilské populaci nalezena asociace alely -141C Ins u pacienti se
schizofrenii. Zvysena frekvence alely —141C Ins u pacienti se schizofrenii muZze prispivat
ke zvySeni hustoty receptoru DRD2. Tyto dikazy podporuji dopaminovou hypotézu pro
schizofrenii, ktera naznaCuje, ze piitomnost alely —141C Ins muze byt spojena s
hyperaktivitou dopaminu, provokujici psychotické symptomy (Harrison a Weinberger,
2005). Prestoze alela Ins polymorfismu -144C Ins/Del obecné neovliviiuje nachylnost ke
schizofrenii, lze ji stale povazovat za rizikovy faktor. Polymofismus -144C Ins/Del
odpovida za piiblizné 30% rozdil v hladinach exprese promotoru genu DRD2 (Arinami
et al., 1997). Dele¢ni varianta tohoto polymorfismu prokazala bud’ negativni asociaci se
schizofrenii v japonské populaci (Arinami et al., 1997; Ohara et al., 1998; Inada et al.,
1999), nebo nebyla nalezena zadna asociace (Hori et al.,2001; Himei et al., 2002). U
kavkazskych populaci se ukazalo, ze frekvence alely Del a schizofrenie ma negativni
asociaci ve Svédsku (Jonsson et al., 1999b), zadnou asociaci v Némecku (Stober et al.,
1998) nebo Spojeném kralovstvi (Li et al., 1999) a pozitivni asociaci ve Skotsku (Breen
et al., 1999).

Zavérem lze fici, ze asociace -141C Ins/Del s Alzheimerovou chorobou se v nasi
studii nepotvrdila a v zahrani¢nich studiich nebyly dosud nalezeny dikazy, které by
vysvétlily spojitost tohoto polymorfismu s AD nebo schizofreinii. OvSem zajimavy je
nalez dvou pacientd shomozygotnim genotypem Del/Del pouze ve skupiné
schizofreniku, ktera nebyla pfilis velka (19 jedinc). V celé této studii se jevi jako nejvice
prukazna asociace TaqlA polymorfismu a jeho genotypu A1A2 s Alzheimerovou

chorobou.
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10. Zavér

V ramci bakalatské prace byla teoreticka ¢ast zaméfena na Alzheimerovu chorobu a
schizofrenii, které jsou jiz dlouho spojovany s genem DRD2. V DRD?2 genu se nachazi
mnoho polymorfismt, pro tuto studii byly zvoleny dva nejcasté€ji studované: rs1800497
(TaqlA) ars1799732 (-141C Ins/Del).

Cilem prace bylo jednak vypracovani odborné reserSe a vramci praktické casti
zvladnuti metod molekularni biologie zahrnujici izolaci DNA a méfeni jeji koncentrace,
metodu PCR-RFLP a gelovou elektroforézu. Pomoci uvedenych metod jsme zanalyzovali
vzorky od pacienti s Alzheimerovou demenci, schizofrenii a také vzorky kontrolni
skupiny. V testovanych skupinach byly uspésné vySetieny genotypové frekvence pro oba
polymorfismy. Prakticky bylo analyzovano 35 vzorkii DNA a vysledky od 54 jedinct
byly prevzaty z predchozi studie. VSechny cile prace byly splnény.

Na zakladeé poznatkii odborné literatury a vysledkd nasi analyzy bych fekla, ze
polymorfismus rs1799732 (-141C Ins/Del) neni hlavnim ukazatelem AD ani
schizofrenie. Spojitost schizofrenie s polymorfismem rs1800497 (TaqlA) mnoho
nalezenych zdroju vyvraci nebo jejich vysledky nejsou jednoznacné potvrzujici. V této
studii sice schizofreni pacienti vykazovali vyssi frekvenci alely A1l nez kontrolni skupina,
ale vzhledem k malému poctu testovanych jedinci mohou byt vysledky zkreslené.
Naopak polymorfismus rs1800497 (TaqlA) byl ve skupiné AD prikazné asociovan
s onemocnénim AD a to v heterozygotni formé& A1A2 (72%) 1 homozygotni A1A1 (4%)
varianté ve srovnani s kontrolni skupinou.

Ziskané vysledky by mohly vést k testovani vétsi skupiny AD diagnostikovanych
pacienti a tim dopomoci ke kone¢nému vyfeseni otazky, zda spolu polymorfismus

rs1800497 (TaqlA) a Alzheimerova demence skute¢né kauzalné souvisi anebo ne.
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12. Prilohy
Priloha 1

Tabulka s informacemi o jednotlivych testovanych subjektech a vysledky analyz.

Vzorek Pohlavi Onemocnéni koncentrace DNA TaqlA Ins/Del

PET 31 F| schizofrenie 95,9 A2A2 Ins/Ins
PET 44 F| schizofrenie X A2A2 Ins/Ins
PET 51 F| schizofrenie 3,99 A2A2 | Ins/Del
PET 52 M| schizofrenie 3,97 A2A2 | Ins/Del
PET 55 M| schizofrenie 18,2 A2A2 Ins/Ins
PET 56 F| schizofrenie 55,3 A1A2 | Ins/Del
PET 58 M| schizofrenie 32,3 A2A2 Ins/Ins
PET 59 M| schizofrenie 13,3 A1Al1| Ins/Del
PET 60 F| schizofrenie 3,05 A2A2 | Del/Del
P2 F| schizofrenie 38,6 A1A1 Ins/Ins
P3 F| schizofrenie 63,1 A2A2 Ins/Ins
P4 F| schizofrenie 42,2 A2A2 Ins/Ins
P8 M| schizofrenie 46,1 A2A2 Ins/Ins
P10 F| schizofrenie 41,2 A2A2 Ins/Ins
P11 F| schizofrenie 39,4 A1A2 Ins/Ins
P12 F| schizofrenie 106 A2A2 Ins/Ins
P14 F| schizofrenie 83,6 A1A2 Ins/Ins
P15 F| schizofrenie 23,5 A1A2| Del/Del
P16 M| schizofrenie 91,6 A2A2 | Ins/Del
Al F alzheimer 23,6 A2A2 Ins/Ins
A2 F alzheimer 49,6 A1A2 Ins/Ins
A3 F alzheimer 68,8 A2A2 Ins/Ins
A4 M alzheimer 45,2 A2A2 Ins/Ins
A5 F alzheimer 35,8 A1A2 Ins/Ins
A6 F alzheimer 36,7 A2A2 Ins/Ins
A7 F alzheimer 34,4 A2A2 | Ins/Del
A8 F alzheimer 39,9 A1A2 Ins/Ins
A9 F alzheimer 35,6 A1A2 Ins/Ins
A10 F alzheimer 37,3 A2A2 | Ins/Del
All F alzheimer 49,6 A1A2 Ins/Ins
Al12 M alzheimer 32,7 A1A2 Ins/Ins
Al13 F alzheimer 35,7 A1A2 Ins/Ins
Al4 F alzheimer 18,9 A1A2 | Ins/Del
A15 M alzheimer 41,6 A1A2 | Ins/Del
Al16 F alzheimer 28,9 A1A2 Ins/Ins
Al17 F alzheimer 56,3 A1A2 Ins/Ins
A18 F alzheimer 66,8 A1A2 | Ins/Del
A19 F alzheimer 38,5 A1A1 Ins/Ins
A20 M alzheimer 53,6 A1A2 | Ins/Del
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15. Seznam zkratek

AD — Alzheimerova choroba

ADHD - attention deficit hyperactivity disorder
ANKKI1 - ankyrin repeat and kinase domain containing 1
CCA - Canonical Correspondence Analysis
CHOPN - chronicka obstruk¢ni plicni nemoc
CNS — centralni nervova soustava

CSC - programy koordinované socializované péce
DA — dopamin

D2R — dopaminovy receptor D2

DLB —demence s Lewyho télisky

DNA - eoxyribonukleova kyselina

FTLD - frontotemporalni lobarni degenerace
GEP - prekurzor granulinu-epitelinu

GPRC - receptor sprazeny s G proteinem
hRPTC - burtiky renalnich proximalnich tubult
LB — Lewyho téliska

MCI — mirna kognitivni porucha

NF-kappa — nuklearni faktor-kappaB

NMS — nemotoricé symptomy

NPS — neuropsychiatrické symptomy

PD — Parkinsonova choroba

PCDGF - PC cell-derived growth factor

PCR - polymerazova fetézova reakce
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PGRN - progranulin

PEPI — proepitelin

RFLP - restriction fragment lenght polymorfism
RIP — receptor — interacting protein

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus

WHO — Svétova zdravotnicka organizace
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