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Mozna asociace polymorfismu genu COMT s psychiatrickymi

onemocnénimi

Abstrakt

Zakladnim tématem mé bakalafské prace je mozna asociace genu katechol-O-me-
thyltransferazy (COMT) s psychiatrickymi onemocnénimi. Cilem teoretické Casti bylo
shrnuti poznatki 0 mozném vlivu konkrétniho jedno-nukleotidového polymorfismu
Vall58Met (rs4680) na mentalni onemocnéni, ktery je na zakladé poznatkd odborné lite-
ratury nejvice prozkouman a stale studovan.

Teoreticka €ast uvadi definici genu 1 enzymu katechol-O-methyltransferazy, popi-
suje jejich funkci, formy a umisténi v genomu. Z divodu tzké souvislosti COMT s kate-
cholaminy je pravé jim vénovana jedna z kapitol. Dale je popsan samotny polymorfismus
rs4680, jeho vliv na lidské chovani a také jeho klinicky vyznam. Nasleduji kapitoly ob-
sahujici definice a popis nejraznéjsich psychiatrickych onemocnéni a dostupnych infor-
macich o jejich vztahu s polymorfismem Vall58Met. V praktické Casti je popsan postup
nékterych molekularné-genetickych metod, zahrnujici izolaci DNA z bukalnich stér(,
meéfeni koncentrace DNA v izolatech, provedeni amplifikace a restrikce metodou PCR-
RFLP a analyzu vysledku. Ziskana data reflektujici frekvenci jednotlivych genotypu byla
statisticky zpracovana.

Na zakladé téchto dat bylo mozné porovnat frekvenci genotypu ve zdravé populaci
a ve vybraném souboru psychiatrickych pacientt. Pfestoze procentualni zastoupeni ge-
notypt bylo u skupiny diagnostikovanych pacientd jiné nez u kontrolni populace, nelze
souvislost uvedenych onemocnéni jednozna¢né potvrdit. Podobné zamétené studie se
také zfidka shodovaly v otazkach mozného vlivu polymorfismu rs4680 na vyskyt psy-
chickych poruch. Jejich vznik a rozvoj je Casto vysledkem komplexniho piisobeni nejriz-
néjSich vnitinich i vnéjsich faktord, nicméné zde zjevné existuje urcity vliv tohoto geno-

vého polymorfismu.
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Possible association of polymorphisms in COMT gene with mental

diseases

Abstract

The subject matter of my bachelor thesis is possible association of polymorphisms
in katechol-O-methyltransferase (COMT) gene with psychiatric diseases. The aim of this
thesis is to summarize the findings regarding possible the connection of particular single-
nucleotide polymorphisms Vall58Met (rs4860) with mental disorders as it was the most
researched and studied.

The theoretical part provides definitions of the COMT gene and enzyme, their
function, forms, and location. One full chapter is devoted to catecholamines, due to the
close connection with the COMT. Further I describe the polymorphism itself and its in-
fluence on human behavior and its clinical improtance. The following part of the work
contains a summary of findings regarding disorders and results and multiple studies dea-
ling with the polymorphism and its connection to selected diseases. The practical part
describes the procedure of some molecular-biological methods including the isolation of
buccal swabs, measurement of DNA concentration in samples, performed amplifications
and restrictions by PCR-RFLP and determination of polymorphism variants. The obta-
ined data reflecting frequency of particular genotypes in this part of the work were statis-
tically processed.

On the basis of those data was possible to see the genotype frequency in healthy
population compared to data of the group of psychiatric patients. Although the percentage
of genotypes was different to controls, the connection can not be confirmed. Studies
which were similarly orientated were also inconsistent about the potencial impact of po-
lymorphism rs4680 on incidence of psychiatric diseases. Its origin and development is
often the result of comprehensive operation of various inner and outer factors but there is

certain influence of this polymorphism.
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Uvod

Psychiatricka onemocnéni nemizeme vnimat pouze jako odchylky od urcité normy,
které si spolecnost behem svého dlouhého vyvoje nastavila, ackoliv diky nim jsme
schopni odhalit abnormality v psychologii jednotlivct. Povaha vnéjsich projevt lidského
chovani je totiz ovlivnéna dvéma stézejnimi faktory — genetikou a prostiedim, ve kterém
se Clovek vyviji. Vyznam téchto vlivi pro rozvoj lidského mentalniho zdravi byl v historii
psychiatrie rizné definovany. Snaha dokazat dominantni vliv jednoho ¢i druhého se ob-
jevuje dodnes. Hypoteticky by se oba faktory mély nachazet ptiblizné v rovnovaze,
nicméné plati, ze ¢im je geneticky vliv silnéjsi a ideal normalnosti tak vzdaleng;si, tim
méneé se nasledné uplatriuji vlivy prostiedi.

Neurotransmiter dopamin prenasi signaly v ¢astech mozku fungujicich pro motivaci
a schopnost uceni se. Jednoduse feceno vyvolava dobré pocity pfi vykonavani lidskych
zivotnich potieb. V pfipad€, Ze je hladina dopaminu sniZzena diky procesim zvysené de-
gradace, vytraci se i pozitivni pfistup k riznym cCinnostem, které clovéka mentalné po-
souvaji vpred a vytvaii se tak prostor pro rozvoj psychickych problémda.

COMT je dilezitym genem pro dopaminovy systém. Produkuje enzym, ktery zpra-
covava katecholaminy a pfimo degraduje zminény dopamin. Existuje nekolik polymor-
fismu, které maji rizny ucinek na regulaci tohoto enzymu. Nejvyznamnéjsi a ve vztahu
k dopaminovému systému a soucasné nejsledovanéj§im polymorfismem je Vall58Met,
ktery aktivitu enzymu zvySuje nebo snizuje. Tyto zmény jsou spojovany s nekterymi psy-
chiatrickymi diagnézami jako je naptiklad schizofrenie nebo obsedantné-kompulzivni
porucha. Postupné vzniklo velké mnozstvi studii zkoumajicich tuto problematiku na za-
kladé nejraznéjsich kritérii. Potvrzeni genetické predispozice pro tato onemocnéni by

mohlo pomoci jak v pochopeni lidskych mentalnich pochodd, tak i v jejich diagnostice.



1. Teoreticka ¢ast

1.1 Katechol-O-methyltransferaza

Katechol-O-methyltransferaza (COMT) je katabolicky enzym, ktery se UiCastni né-
kolika degradacnich procest bioaktivnich molekul (Williams et al. 2007). Je klicovym
enzymem pro eliminaci dopaminu v prefrontalnim kortexu mozku, kde je odpovédny az
za 60 % jeho degradace (Nogueira et al. 2019). COMT zpracovava katecholaminy pre-
misténim methylové skupiny z S-adenosylmethioninu (SAM) na katecholaminové sub-
straty, coz ma za nasledek inhibici biologické aktivity dopaminu po jeho uvolnéni v sy-
naptické §térbin€é. Methylovany dopamin je nasledné dale degradovan monoaminooxida-
zou (MAO). Je dynamicky regulovan v zavislosti na stimulantech prostfedi a normalnim
vyvoji mozku. Obecné hraje roli v metabolismu katecholamind, ackoliv u nékterych, jako
napfiklad u noradrenalinu, se pfimo nepodili na jejich regulaci. Aktivita COMT také
ovlivilyje aktivitu dopaminergnich neurona ve stfednim mozku, ale pravdépodobné jde
pouze o nepiimy efekt fizeny prefrontalni zpétnou vazbou (Tunbridge et al. 2006;
Muellner et al. 2015). Nicmén¢ souvislost mezi dopaminem a COMT jak z hlediska do-
stupnosti tak 1 signalizace neni stejna pro celou populaci, ale lisi se s ohledem na vek,
etnikum a psychiatricky orientované procesy (Witte a Floel 2012). Pfipadné variace genu

mohou mit za néasledek jisty efekt na funkce zavislé na dopaminu v prefrontalnim kortexu.

1.1.1 Struktura a funkce genu

Gen COMT je lokalizovan na 22. chromozomu v pozici q11.2 a souvisi s dostupnosti
dopaminu v prefrontalnim kortexu. V pfipad¢é genového polymorfismu je pak jeho role
vyznamnéj$i (Nogueira et al. 2019). Bylo zji§téno, Ze jeden gen kdduje dveé formy pro-
teind — rozpustnou (S-COMT) a membranove vazanou formu (MB-COMT). Obé formy
se li8i tim, ze u transmembranového proteinu MB-COMT je o 50 hydrofobnich aminoky-
selin vice. Predstavuji transmembranovou sféru pficemz C-konec se nachéazi na vnéjsi
¢asti membrany (Wang et al. 2021). MB-COMT ma také desetkrat vétsi afinitu k dopa-
minu a noradrenalinu nez S-COMT, coz poukazuje na jeho metabolicky vyznam
(Williams et al. 2007).

Aktivita MB-COMT ptevazuje v mozkoveé tkani zahrnujici hippokampus, oblasti

mozkové kiiry a hypotalamu, jeho aktivita a funkce je pak v kazdé oblasti mirn€ odlisna.



Predpoklada se, ze MB-COMT také moduluje inaktivaci dopaminergnich a noradre-
nergnich neurotransmitert jako je dopamin (DA), epinefrin (E, adrenalin) a norepinefrin
(NE, noradrenalin) (Williams et al. 2007).

Protein S-COMT je pak aktivnéjsi v perifernich tkanich a organech, predevsim jat-
rech a ledvinach, dale pak také v srdci, plicich, travicim traktu, pohlavnich organech, kizi
nebo u ervenych krvinek. Ugastni se inaktivace a detoxifikace biologicky aktivnich nebo
toxickych latek obsahujici katechol a jejich hydroxylovanych metabolitd (Wang et al.
2021). Gen COMT se sklada se zSesti exond, znichz jsou prvni dva nekodujici
(Tunbridge et al. 2006). Na tfetim exonu jsou translaci-iniciujici kodony pro S-COMT a
MB-COMT, vzdalené od sebe 150 bp. Oblasti prodlouzeného aminokyselinového fetézce
membranové formy lezi mezi pfitomnymi ATG kodony. Na Sestém exonu se nachazi

translaCné-terminacni kodon TGA (Tenhunen et al. 1994).

1.1.2 Polymorfismy genu COMT
V tabulce €. 1 si mizeme vSimnout, Ze existuje nékolik polymorfisma genu katechol -
O-methyltranferazy s riznymi vlastnostmi a Casto jest€ zcela neobjasnénymi funkcemi.
Pro ucely této prace byl tedy analyzovan nejvice studovany polymorfismus Vall58Met,
o jehoz vlivu na lidskou psychologii a mozné souvislosti s psychiatrickymi onemocné-
nimi vznikaji stale nové studie.

Tabulka 1 — Vycet nékterych polymorfismii v genu COMT a jejich vyznam.

Polymorfismus | Alely A1/A2 | Vyznam

Vliv na enzymatickou aktivitu. Tfinasobna az

rs4680 V/M Ctyfnasobna redukce aktivity COMT (Thota et al.
2011).

6269 AJG Souvislost s redukci enzymatické aktivity COMT;
Riziko schizofrenie (Ioannidis et al. 2020).

rs4633 C/T Podil na regulaci enzymu (Liu et al. 2018).
Vliv na expresi COMT. Osmnactinasobné ovliv-
néni aktivity enzymatické exprese COMT zménou

rs4818 C/G mRNA stability; rozdilné ucinky na funkce pref-
rontalniho kortexu vcetné neemocialné zalozeného
reSeni uloh a rozhodovani (Ioannidis et al. 2020).

6267 GIAT Suspektni gen pro schizofrenii (Shifman et al.

2002).
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1.1.3 Polymorfismus Vall58Met

Gen COMT obsahuje funkcni polymorfismus, ktery koduje substituci methioninu
(Met) za valin (Val) v kodonu 158 (Val158Met), konkrétné dojde k zaméné guaninu za
adenin. Lokus je znamy pod nazvem Val/Met, ale oznaCeni identifika¢nim koédem refe-
rencni sekvence je rs4680. Alela methioninu je termolabilni a ma oproti valinu ¢tvrtino-
vou enzymatickou aktivitu (Malhotra et al. 2002; Nogueira et al. 2019). Jedinci s genoty-
pem Val/Val maji nejvyssi aktivitu enzymu, jedinci s Met/Met nejniz$i aktivitu a hetero-
zygoti Val/Met vykazuji stfedni aktivitu (Cohen et al. 2009; Williams et al. 2007). Poly-
morfismus Vall58Met tedy koduje alely s vyssi (COMT™) a nizdi aktivitou (COMT").
Naptiklad v jatrech a ¢ervenych krvinkach je v pfipadé homozygoti Val/Val COMT 2-
4krat aktivnéj$i nez u homozygota s Met variantou (Gothelf et al. 2007).

Vyznamnym faktorem ve spojitosti s Vall58Met je podle Witteho a Floela (2012)
veék. Toto tvrzeni bylo podlozeno studii, ve které byly porovnany skupiny mladSich a
starSich zdravych osob s pacienty trpicimi Parkinsonovou chorobou. Ukazalo se, ze Seda

1158

hmota frontalni oblasti u homozygotnich Val>® jedinct je globalné a regionalné rozsite-

n&j$i v mladi, oviem oproti homozygotim Met'>

ma se stoupajicim vékem také strméjsi
pokles hodnot. Starnuti je totiz spojeno s celkovou redukci slozek dopaminergniho sys-
tému, coz mize znamenat, ze by jedinci s nizsi hladinou prefrontalniho dopaminu (napfi-
klad Val/Val homozygoti) mohli byt nachylné&jsi k zménam zavislym na véku, nez jedinci
s jednou nebo dvéma alelami Met (Witte a Floel 2012).

Z hlediska pohlavi, u zen dochazi k odbouravani jak dopaminu, tak 1 katechol-estro-
genu a nizka aktivita COMT by znamenala jejich nadbytek v organismu (Hosak et al.

2008).

1.2 Katecholaminy

Mozek je fidicim a komunikacnim centrem lidského systému. Sklada se z neurond,
zakladnich jednotek mozkové tkané, které predavaji informace mezi mozkem a télem a
také mezi sebou pomoci slozité sit€ prenaseCl, znamych jako neurotransmitery. Komu-
nikace probiha vazbou neurotransmiteru na specificky receptor (Profile 2015). Katecho-
laminy jsou skupinou neurotransmiterti a hormonti produkovanych dfeni nadledvin a vy-
znacujicich se z hlediska chemické struktury tim, ze maji alespori jedno benzenové jadro
se dvéma hydroxylovymi skupinami a postranni fetézec s aminovou skupinou.

Dopamin, noradrenalin a adrenalin jsou zastupci neurotransmiterti a hormonu, které

hraji klicovou roli vregulaci psychologickych procesi a vyvoji neurologickych,
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psychiatrickych, endokrinnich a kardiovaskularnich onemocnéni (Eisenhofer et al. 2004 ).
Ke zvyseni produkce téchto neurotransmiter dochazi pfti stresovych situacich, jejichz
dlouhodobé pasobeni pak muze vést k extrémni unaveé, snizeni motivace a schopnosti
soustfedéni. Enzym COMT hraje roli v degradaci dopaminu, adrenalinu a noradrenalinu
a jeho role byla od pocatku zkoumani katabolickych procesu katecholamini, v porovnani
s dal§im enzymem monoaminooxidazou (MAQ) povazovana za kli¢ovou (Tunbridge et

al. 20006).

1.2.1 Dopamin

Dopamin (obr. 1) je nizkomolekularnim neurotransmiterem, ktery v né€kterych ob-
lastech mozku umoziiuje prenos nervovych impulzi tak, Zze je vazan na piislusné dopa-
minové a adrenergni receptory na synapsich nervovych bunék. V CNS se miize vazat na
pét typt dopaminovych receptori. Obecné muzeme fict, Ze ma zasadni podil na vzniku
emoci, potéSeni, motivace a piijemnych pociti zpasobenych riznymi ¢innostmi ¢i omam-
nymi latkami. Je povazovan za biologicky zaklad pro rozeznavani odliSnosti v lidském
chovani (Profile 2015).

Dopamin je nejvyznamnéj§im a ve vztahu svySe uvedenym polymorfismem
Val/Met nejvice sledovanym katecholaminem, jelikoz se COMT piimo podili na jeho
degradaci. Hraje dulezitou roli v obménovani aktivity prefrontalnich obvodi (Lage et al.
2014). Reabsorpce nasledovana metabolickou degradaci je hlavnim mechanismem uda-
vajicim synaptickou aktivitu dopaminu. Katechol-o-methyltransferaza je hlavnim enzy-
mem savcu, ktery se ucastni metabolické degradace uvolnéného dopaminu a podili se na
vice nez 60 % degradaci ve frontalnim kortexu. Je pravdépodobné, ze genetické faktory
ovliviiujici funkei enzymu COMT mohou podstatné ovliviiovat psychologické procesy
zahrnujici poznavani, chapani ¢i zpracovani ziskanych informaci. Tyto funkce souhrnné

nazyvame kognitivni (Malhotra et al. 2002).

HO NH,

HO

Obr. 1 — Strukturni vzorec dopaminu. (Zdroj: autor)
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1.2.2 Adrenalin
Adrenalin (obr. 2) je neurotransmiterem pro adrenergni receptory typu a a 3, spolu
s noradrenalinem se potom podili na stimulaci sympatického nervového systému, tzv.
sympatiku. Adrenalin zrychluje srde¢ni €innost, zvySuje krevni tlak pomoci vazokon-
strikce cév, rozsifuje zornice 1 pradusky, a naopak zpomaluje Cinnost traviciho systému.
Aktivace sympatiku je mimo jiné soucasti stresové reakce, vedouci k primarnim instink-
tam — utok, utek.

OH
H

HO N

CH,
HO

Obr. 2 — Strukturni vzorec adrenalinu. (zdroj: autor)

1.2.3 Noradrenalin
Prekurzorem noradrenalinu je dopamin (obr. 3), ktery je syntetizovan z aminokyselin
fenylalaninu a tyrozinu. K jeho funkcim patfi kratkodobé zvySeni aktivity organizmu, sti-
mulace katabolickych procesd a ziskavani energie (Profile 2015). Uginek je zejména

vasokonstrik¢ni, snizuje tepovou frekvenci.

OH

HO

Obr. 3 — Strukturni vzorec noradrenalinu. (Zdroj: autor)
1.3 Clovék, COMT a Val158Met

1.3.1 Chovani

Procesy zavislé na hladiné dopaminu hraji klicovou roli v lidském chovani a kogni-
tivnich dovednostech. Studie dokazuji souvislost dopaminergni neurotransmise s kom-
plexem kognitivnich procest, mezi které patii naptiklad pracovni pamét’, pozornost nebo
rozhodovani. Na zakladé dikazi nékolika studii, které byly zaméfeny na souvislost
COMT a motorickych funkci, 1ze usuzovat, ze urcita mista v oblasti Celniho laloku hraji
v motorickém chovani svou roli. Zarover bylo zji§téno, ze se tato souvislost neprojevila
v piipadech, kdy byly testované subjekty s diagndzou schizofrenie podrobeny jedno-

dussim motorickym testim, ale az pii zkouskach vyzadujicich pozornost, prostorovou
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predstavivost a orientaci zrakem a psychickou a pohybovou zpusobilost pro grafické zna-
zornéni (Lage et al. 2014).

Interakce mezi stavy prefrontalniho kortexu (zvysené tonikum nebo fazické uvolrio-
vani dopaminu) produkuji rizné stupné kognitivniho zpracovani v zavislosti na povaze
provadéného ukonu. Se zvySenym tonickym uvolfiovanim dopaminu, které prispiva k
udrzovani a stabilité ziskanych relevantnich informaci v paméti a vykovavanych ¢innosti
vyzadujici tento typ kognitivniho zpracovani, se zjevné poji alela Met. Naproti tomu je
alela Val spojena se zvySenym fazickym uvoliiovanim dopaminu umoziujicim kognitivni
flexibilitu uplatriujici se v ulohach, které vyzaduji manipulaci s informacemi a emocio-
naln& podlozené rozhodovani. Ukoly tykajici se adaptace vyzaduji flexibilngjsi piizpaso-
bivost (Nogueira et al. 2019). Dle Lage et al. (2014), ktery se ve své studii zabyval rozdily
v motorice u genotypu tohoto polymorfismu, jsou zdravi homozygotni jedinci Met/Met
v porovnani s Val/Met a Val/Val genotypy prostoroveé piesnéjsi i za ptitomnosti rusivych
prvku, ackoliv pii zvySené naro¢nosti byl pozorovan tbytek flexibility pfi feSeni a do-

konce 1 vétsi citlivost na zménu podminek v porovnani s jedinci nesoucimi alelu Val.

1.3.2 Novelty seeking

Novelty seeking (NS) Ize definovat jako zvidavost a touha vyhledavat nové podnéty.
Jde o jednu ze Ctyf dimenzi temperamentu ve spojeni s vyhledavanim vzrusSeni definova-
nych C. L. Clonningerem v dotazniku TCI (Temperament and Character Inventory) zalo-
zeném na sebeposouzeni. Popis NS dle tohoto dotazniku je nasledujici: Jde o dédicny
zdklad pro exploracni aktivitu, reagovdni na novou situaci, impulzivni 7eSeni problému,
prudké zmény ndlady, vyrazné reakce na prijemné podnéty a vyhybani se frustraci, jed-
notvdrnosti a potrestani (Sucha 2013). Jedinci s vysokymi hladinami NS piili§ netoleruji
stereotypni a monotdnni zpusob Zzivota, dychti po novych vécech a zazitcich, naptiklad
ve formé nebezpecnych sporti. Také vykazuji vy$si stuperni asocialniho chovani, sklony
k uzivani narkotik a alkoholu a sklony ke koufeni. Naproti tomu konzervativni osoby,
které nemaji problém drzet se pravidel a nevyhledavaji cilené nic nového maji hladinu
NS nizkou (Golimbet et al. 2007). Jak Ize prepokladat, jedinci s vys$Sim NS disponuji
vys$s§i dopaminovou aktivitou, coz znamena, ze Met/Met homozygotni jedinci maji v po-

rovnani s Val/Val typem vyssi NS (van Breda et al. 2015).
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1.3.3 Zavislosti

Zavislost mizeme definovat jako chronickou potiebu uspokojit touhu pro urcity pod-
nét, ktery byl diive opakovan a vyvolaval, nebo stale vyvolava ptijemné pocity. Tyto
podnéty rozliSujeme na behavioralni a latkové. Mezi behavioralni nebo také nelatkoveé
fadime napfiiklad zévislost na jidle, hazardnich hrach nebo zavislost na sexu, nicméné
podnétem muze byt téméf jakékoliv uspokojujici chovani vedouci k nutkani jej zopako-
vat. Latkové podnéty zahrnuji alkohol, omamné a psychotropni latky, které spoustéji ur-
Cité patologické procesy vedouci k fyziologicky zalozené zavislosti. Nékteré studie se
shoduji v nazoru, ze oba tyto druhy zavislosti maji spoleény geneticky zaklad, ktery hraje
priblizné stejnou roli jako faktory prostfedi (Vacek a Vondrackova 2014).

Hlavnim neurotransmiterem pii rozvoji zavislosti je pravé dopamin, pficemz navy-
kové latky jako alkohol nebo drogy zvySuji jeho synapticky prenos v mozku. Dysfunkce
v dopaminovém systému prefrontalniho kortexu je relevantni zejména pro pacienty s al-
koholovou zavislosti, coz dokazuje jejich redukovana vykonnost v kognitivnich doved-
nostech. Tito pacienti se také prokazali jako méné citlivi na dopaminovou lé¢bu apomor-
finem v porovnani se zdravymi jedinci. Zavislé osoby s Met alelou, a tedy nizkou aktivi-
tou COMT byly nejcitlivéjsi k acinku apomorfinu na kognitivni vykon a podle nékterych
studii je s alelou Met spojen béhem Zzivota se rozvijejici alkoholismus u jedinct s nena-
silnymi projevy. Nicméné fakt, ze polymorfismus Vall58Met neni jasnym ukazatelem
vzniku alkoholové zavislosti je podlozen mnoha studiemi (Schellekens et al. 2009;

Chaudhary et al. 2020).

1.3.4 Velokardiofacidalni syndrom

Oblast na chromozomu 22q11.2 obsahujici gen COMT je také mistem pomérné Casté
mikrodelece, typicky zahrnujici az 48 gend, v psychiatrické literatufe znamé jako velo-
kardiofacialni syndrom (VCFS) ¢i DiGeorgiiv syndrom. Mikrodelece vytvaii Sirokou
skalu fenotypa projevujicimi se kongenitalnimi srde¢nimi chorobami, kognitivnim po-
Skozenim s rizné vaznym dopadem a vice nez 180 popsanymi klinickymi projevy. Mezi
tyzicky pozorovatelné projevy patii abnormality v obliCeji, rozst€py nebo mentalni retar-
dace. Vady vnitiniho prostiedi zahrnuji predev§im imunodeficience a rizné dalsi poruchy
imunity, vady srdce a srdecnich cév (Shprintzen 2008b).

Jde o jeden z nejbéznéjsich mikrodele¢nich syndromu, vyskytujici se priblizné u jed-
noho ¢loveka z péti tisic a pravdépodobné je to druhy nejcastéjsi geneticky defekt po

Downové syndromu. Pacienti postizeni timto syndromem maji vysoké riziko rozvinuti
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psychiatrickych onemocnéni. Nékteré ze studii zjistily, ze u 20-30 % z nich se vyvinula
schizofrenie, z cehoz vyplyva, ze tito lidé jsou nejrizikovéjsi skupinou pro toto onemoc-
néni (Shifman et al. 2002; Shprintzen 2008). Navic v pfipadech, ze ma jedinec s VCFS
zaroven alelu s nizkou aktivitou (COMTY), se predpoklada naprosto minimalni aktivita
enzymu COMT. Tito jedinci maji jen jedinou kopii alely podmifiujici nizkou aktivitu en-
zymu. To je viak povazovano za nepiilis Casté. U osob s VCFS a COMT" se piedpoklada
prebytek dopaminu v mozku, zejména v prefrontalnim kortexu, ktery ma nizkou hladinu
dopaminovych transportért, kliCovych pro zpétné vychytavani dopaminu do presynaptic-
kych neuronut. U pacientt postizenych VCFS a hyperkinetickou poruchou (pfipadné také
obsedantn&-kompulzivni poruchou) ma COMT" vyrazné vy$§i prevalenci neZ u kontrolni
skupiny osob s VCFS, ale bez OCD, ADHD ¢i schizofrenie. Velokardiofacialni syndrom
mohou doprovazet i1 uzkostné a afektivni poruchy ¢i poruchy autistického spektra

(Gothelf et al. 2007).

1.4 Psychiatrickd onemocnéni a jejich vztah s polymorfismem Vall158Met
Polymorfismus Vall58Met je povazovan za funkcni, snadno detekovatelny a proka-

zateln€ spojeny s metabolismem katecholamind, ktery je zakladem patogeneze pomérné

vyznamného poctu dusevnich poruch. V nasledujicich kapitolach je popsan polymorfis-

mus ve spojeni s vybranymi onemocnénimi.

1.4.1 Bipolarni porucha

Bipolarni porucha, jinak zndma také pod pojmem maniodepresivni onemocnéni, je
komplexni genetickd porucha zalozena na patologickém rozdeleni psychického rozpolo-
zeni, nebo také epizod, mezi kterymi obvykle dochézi k obnové. Epizody kolisaji v roz-
mezi od stavi extrémni manie do stavi té€zkych depresi, které jsou Casto doprovazeny
dal§imi zménami v chovani a usudku. Toto onemocnéni ma obecné vysokou morbiditu,
ne nutné z divodu ¢innosti provadénych ve stavu manie, dochazi vSak k sebevrazdam, a
to az u 15 % pacientd. Celozivotni prevalence je 1 % a to bez vétSich rozdilt u obou
pohlavi a pfiblizné riziko u osob piibuznych se lisi dle dédéné genetické vybavy. U jed-
novajecnych dvojcat je riziko 40 az 70 %. Sourozenci, déti a rodiCe pak Celi riziku mezi
5 az 10 % (Craddock a Jones 2019).

Genotyp COMT hraje jistou roli v symptomatologii. Jeho polymorfismus
Vall58Met vykazuje souvislost s piiznakovymi dimenzemi u bipolarni poruchy i schi-

zofrenie (Craddock a Jones 2019).
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1.4.2  Depresivni a uzkostné poruchy

Depresivni porucha je jednou z péti nejcastéjSich poruch na svété. Charakterizuji ji
stavy hlubokého smutku, nizké motivace pro konani v§ednich ¢innosti ¢i absence piijem-
nych pociti z obvykle radostnych udalosti. Pfitomnost a razance pfiznaku jsou ovliviio-
vany dopaminovym systémem, ktery se v clovéku vyvinul, aby mél motivaci k zakladnim
zivotnim potfebam — jist, pit, byt reprodukéné aktivni — a vyvolaval pocit odménéni. Do
oblasti piisobeni tohoto ,,systému odmény* patii ¢ast bazalnich ganglii, stratium, hipo-
kampus, amygdala, prefrontalni a orbitofrontalni kortex. Pro jeho rozvoj jsou kli¢ové fak-
tory prostredi, zejména pak traumatizujici situace ¢i silné stresové podnéty v détstvi
(Aberg et al. 2011). Podil, ktery maji genetické faktory na rozvoj uzkostnych poruch je
pouze 20 az 40% — je tedy nejnizsi ze vSech skupin psychiatrickych onemocnéni (Hosak
et al., 2013). Studie zabyvajici se vztahem deprese a stresu s polymorfismem Val/Met
dosly k rozporuplnym vysledkiim, nicmén€ vétSinou neni zjisténa zadna souvislost mezi
Val158Met alelami u jedinct s depresivni poruchou a zdravymi kontrolami. OvSem u

tizkostné poruchy je vyrazné Castdjsi varianta Met/Met (Aberg et al. 2011).

1.4.3 Schizofrenie

Schizofrenie je zavazné dusevni onemocnéni, postihujici 0,5-1 % celosvétové do-
spelé populace (Zhang et al. 2012; Wright et al. 2012). Studie se priklani k zavéru, Ze toto
onemocnéni zahrnuje komplex polygennich interakci. Dale se predpoklada, ze dopami-
nova deregulace je spojena se schizofrenni patogenezi (Singh et al. 2012; Raznahan et al.
2011; Estrada et al. 2011). Tradi¢ni hypotéza tvrdi, ze zvySend funkénost dopaminu je
ustfedni pro patofyziologii schizofrenie (Williams et al. 2007). V tomto kontextu je
zifejmé jeji spojeni s dysfunkci dopaminového systému a prefrontalniho kortexu. Studie a
analyzy se shoduji v nazoru, ze oblast na chromozomu 22q11 obsahujici gen COMT lze
povazovat za suspektni pro schizofrenii. Porovnanim riznych dat a vysledkt vyslo na-
jevo, ze pacienti s touto diagn6zou maji na rozdil od zdravych jedinct zvySeny vyskyt
deleci v jiz zminéném lokusu 22ql11. Podle nékterych metaanalyz je polymorfismus
Vall58 nevyznamnym faktorem. Naptiklad dle Dickersona et al. 2007 polymorfismus

neni spojen ani s vyraznéjsi kognitivni ulohou v piipadé schizofrenie.
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1.4.4 Obsedantné kompulzivni porucha (OCD)

Obsedantné kompulzivni porucha je vazné a vyCerpavajici onemocnéni postihujici
1-3 % svétové populace, vyskytuje se zejména u dospélych, méné Casteji u déti. Charak-
terizuje ji pfitomnost obsesi a kompulzi. Obsese jsou opakované, neodbytné a nechténé
myslenky vyvolané podnétem. Kompulze pak mizeme definovat jako opakovani rituald,
Casto vyvolanych jako reakce na obsesivni myslenky (Friedlander a Desrocher 2006;
Kumar 2020).

Ojedinglé clanky a studie uz z 90. let poukazuji na pritomnost urcitych genetickych
predispozi¢nich znaki (Wang et al. 2009). Podle Friedlandera a Desrochera je spojitost
symptomi obsedantné-kompulzivni poruchy se zvySenou dopaminovou neurotransmisi
prukazna a také rodinné studie poukazaly na COMT jako na dulezity gen indikujici pred-
poklad pro OCD. Polymorfismus Vall158Met je nejstudovanéj§im polymorfismem u to-
hoto onemocnéni, pricemz jsou k dispozici jak studie potvrzujici a tak 1 studie vyvracejici
tuto spojitost (Katerberg et al. 2009). Podle nékterych publikaci se nositelé alely Met158
se ukazali jako nachylnéjsi k rozvinuti OCD (Witte a Floel 2012).

1.4.5 Hyperkineticka porucha (ADHD)

Hyperkineticka porucha se objevuje jiz v détstvi a mezi jeji symptomy patii nepo-
zornost a hyperaktivita ¢i impulzivita, které maji tendenci se stupfiovat s veékem. Jde o
poruchu s pomérné vysokou prevalenci, jelikoz celosvétove postihuje 8—12 % déti skol-
niho véku. Co se tyka zastoupeni ADHD v celkové populaci, dle dostupné literatury je
odhadovano na 5 az 10 %. Symptomy se obvykle objevuji pfed sedmym rokem zivota a
mohou pretrvat do dospélosti.

Tuto poruchu 1ze rozdélit do tii typt — typ hyperaktivné-impulzivni, typ s prevahou
poruch pozornosti a kombinovany typ. Novéjsi studie poukazuji na moznou souvislost
ADHD symptomu s genetickymi vlivy a roli prostfedi, coz nahrava hypotézam o jejich
pfipadnych zménach v priabéhu casu (Brinksma et al. 2017; Cheuk a Wong 2006).
Kuzelova et al. (2014) zminuje skutecnost, Ze na rozvoji tohoto onemocnéni ma genetika
velky podil. Byla zji§téna jak urcitd souvislost s geny, které fidi nebo se podileji na regu-
laci neurotransmitert, tak také pfitomnost potencialnich vazeb mezi ADHD a urCitymi
chromozomalnimi oblastmi. Nelze vSak fict, ze jde o jednoznaéné prokazatelnou asociaci.
Podle literatury a studii, které vznikly pfed rokem 2000, zhruba ¢tvrtina dospélych s
anamnézou hyperkinetické poruchy ma potomka s ADHD. V soucasnosti se takovato dé-

di¢nost odhaduje na 76 %. To je podobné procentudlni zastoupeni, jako dédic¢nost
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symptomt ADHD u jednovajecnych dvoj¢at. Hyperkineticka porucha pozornosti mize
také byt doprovazena dal§imi poruchami, jako napiiklad poruchou bipolarni, antisocialni
poruchou osobnosti, nebo obsedantné-kompulzivni poruchou.

Symptomy u dospélych mohou ovlivnit kognitivni procesy fidici chovani, ackoliv
faktory figurujici v tomto vztahu byly popsany pouze nékolika mélo studiemi, lze fici, ze
polymorfismus Vall58Met souvisi se symptomy i souborem kognitivnich funkci pfi
ADHD (Liu et al. 2021). Nazory na vliv polymorfismu na symptomatologii tohoto one-
mocnéni se li§i. Gothelf et al. (2007) ve své studii konstatuji, ze asocia¢ni studie nenasly
zadnou souvislost tohoto polymorfismu s ADHD v bézné populaci. Nobile et al. (2010)
vsak se svym vyzkumem dosli k zavéru, Ze u détskych homozygotnich pacienti Val/Val
byly v porovnani s Met homozygoty pozorovany silnéj§i projevy poruchy, vyssi agresi-
vita a vy§si pravdépodobnost vykonavani nelegalni ¢innosti (Nobile et al. 2010). Naopak
podle Abrahama et al. (2020) se u homozygotnich jedinci s Met alelou v détstvi daji

predpokladat vaznéjsi symptomy této poruchy ve srovnani s Val homozygoty.

1.4.6 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je druhou nejrozsirenéjsi neurodegenerativni chorobou. Mezi
charakteristické znaky patfi zpomaleny pohyb, chvéni, strnulost, nestabilni drzeni téla,
ale 1 nepohybové symptomy, jako kognitivni dysfunkce, smyslovy deficit ¢i problémy se
spankem. Tyto projevy, jak motorické, tak 1 kognitivni, jsou Uzce spojeny s chronickymi
abnormalitami dopaminu (Zhang et al. 2016). Motorické pfiznaky se objevuji pii zaniku
40-60% dopaminergnich neuront, v piipadé, ze striatalni denervace dosahne 80 %, se
narusi rovnovaha (Muellner et al. 2015). Ackoliv se mnoho studii zaméfuje na vyznam
COMT u jednotlivych symptomt, celkova souvislost Parkinosonovy choroby s polymor-

fismem Val158Met se nepredpoklada (Jiménez-Jiménez et al. 2014).

1.4.7 Mentdlni anorexie a bulimie
Mentalni anorexie je spolu s bulimii znama porucha piijmu potravy. Jedna se o psy-
chickou poruchu odmitani pfijmu zivin stupfiujici se v zavaznéjsi fyzické potize, které
nakonec mohou byt fatalni. Zatimco principem bulimie je vypuzeni potravy po piedcho-
zim prejedeni vétSim mnozstvim kaloricky bohatych jidel, anorexie je soustavné odmitani
potravy. Obé€ poruchy se ale mohou kombinovat a patii do skupiny psychiatrickych one-
mocnéni, které jsou vyvolany na zaklad€é porovnavani vlastniho vzhledu a estetiky. U

mentalni anorexie nejprve dochazi k postupnému, imyslné fizenému hubnuti, které je
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vyvolané strachem nebo nechuti k pfedstaveé obezity Casto i1 pres fakt, ze doty¢né osoba
netrpi nadvahou ani jinymi problémy se vzhledem. Dochazi k hladovéni a postupné po-
ruSe metabolismu. Dokonce je vyuzivano 1 nékterych latek, které hladovéni podporuji,
zejména laxativ ¢i diuretik.

Mentalni bulimie ma podobny princip jako anorexie. Po prejedeni piijde faze deprese
a provinilych pocitd, po nichz ma postizena osoba nutkani dostat potravu ven, jak zvra-
cenim, tak i pouzitim vyprazdiovacich piipravkt. (Navratilova a Hamrova 2009).

Podle nekterych studii polymorfismus Val/Met souvisi s poruchami pfijmu potravy.
Frisch et al. (2001) ve své studii potvrdili spojitost alely Val zvySujici aktivitu COMT
s anorexii a homozygotnich jedincti Val/Val bylo nejvice. Tento genotyp udavajici az
dvakrat vetsi Sanci pro rozvoj anorexie se tedy da, dle této studie, povazovat za riskantni

pro toto onemocnéni (Gervasini et al. 2018).

1.4.8 Karcinom prsu

Rakovina prsu je celosvétove jednou z nejcastéSich pficin umrti na rakovinu a kom-
plikace s rakovinou spojené. Zpusob, jakym se rozviji je stale nejasny, ale predpoklada
se, ze je ovlivnény expozici cirkulujiciho estrogenu. Biosyntéza a metabolismus tohoto
hormonu prochézi mnoha translacnimi a transkripénimi stupni, a proto lze predpokladat,
ze se na vzniku rakoviny podileji nékteré geny. Geny BRCAI a BRCA2, které jsou s timto
onemocnénim spojované, jsou pfimou piicinou asi jen z 5% (Qin et al. 2012).

Jak jiz bylo zminéno, COMT ma v metabolismu estrogend svij podil, na jehoz za-
kladé vznikla hypotéza, ze snizena aktivita tohoto enzymu muze byt jednim z faktort
napomahajicich vzniku rakoviny prsu. Pfima spojitost polymorfismu Vall58Met s rako-
vinou prsu byla sice vyvracena, ale existuje nékolik dikazi vlivu COMT na kognitivni
funkce u pacientek, které rakovinu prezily (Fernandez-de-las-Pefias et al. 2012). Dale
bylo také zaznamenano zvySené riziko rakoviny u homozygotnich Met/Met obéznich pa-
cientek a podle studii zaméfenych na metabolickou drahu estrogenu se vyssi riziko sku-

tecné€ poji pouze s alelou s nizsi aktivitou u zen s vysokym BMI (Qin et al. 2012).
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2. Prakticka cast

2.1 Cil prace a hypotézy

Cilem této prace bylo seznamit se s vlivem genu COMT na dopaminovy systém a
prokézat jeho moznou asociaci s psychiatrickymi onemocnénimi, konkrétné urcit zastou-
peni jednotlivych genotypt Vall58Met u pacientt diagnostikovanych naptiklad se schi-

zofrenii, depresivni poruchou nebo alkoholovou zavislosti.

2.2 Informace o pracovisti

Prakticka ¢ast této prace byla provedena v laboratofich GENLABS s.r.o., Lipova
1789/9 370 05 Ceské Budgjovice 2, pod odbornym vedenim Mgr. Dagmar Riegert Bys-
tfické, Ph.D.

2.3 Material pro vyzkum

K praci jsem méla k dispozici vzorky bukalnich stért ziskanych od 49 pacientd s di-
agnostikovanou psychiatrickou poruchou, které mi byly poskytnuty laboratoii GEN-
LABS s.r.o.

Biologicky material ve formé stéru z bukalni sliznice byl proveden pfimo klientem.
Laboratot poskytuje k témto ucelim odbé&rovy kit Isohelix™ DNA/RNA Buccal Swab
SK-2 S a klientim je dodan spolu s informovanym souhlasem, zadankou a navodem, jak
pii odbéru postupovat. Odbér se provadi pomoci sterilni vatové tyCinky a zkumavky, do
které je tyCinka po provedeni stéru nasledné vlozena. V pfilozenych dokumentech jsou
instrukce pro spravny odbér, napiiklad ze je nutné si nejprve vyplachnout tista obycejnou
vodou, nebo informace, ze hodinu pfed odbérem neni vhodné konzumovat jidlo a napoje
jiné nez vodu. Samotny stér se provede silnym tlakem na sliznici zadni strany dutiny
ustni, alespori po dobu jedné minuty. Vzorek nesmi byt kontaminovan, klient by na vato-
vou tyCinku nemél sahat, ani provadét odbér vzorku z jiné Casti Ust, nez je popsano v na-

vodu. Dle instrukci laboratote by vzorek nemél byt star§i nez 48 hodin.

2.3.1 Informovany souhlas pacienta s molekuldrné-genetickym vySetienim
Kazdy pacient ucastnici se studie vyplnil informovany souhlas s genetickym labora-
tornim vySetfenim. Jedna se o prohlaseni vySetfovanych osob, ze byli 1ékafem pouceni o
povaze a predpokladaném piinosu laboratorniho zpracovani, o mozném dusledku vy-
sledka pro né€j a jeho potomky, o riziku neoCekavanych nalezi, a Ze t€émto informacim

porozuméli. Kazdy klient muze rozhodnout, jak bude se vzorkem zachazeno dale, udéluje
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souhlas ¢i nesouhlas se skladovanim DNA a muze pfedem vyjadrit, s jakymi vysledky si

pteje byt seznamen. Nakonec tyto informace potvrdi svym podpisem.

2.4 Vybaveni pro vyzkum

Laboratof disponovala veSkerym potfebnym vybavenim, které je zminéno v prak-

tické Casti, stejné jako reagenciemi pouzitymi k vyzkumu.

2.5 1Izolace bukalnich stéru

Genomova DNA byla izolovana z bukalnich stéra 49 pacientd. K izolaci byl pouzit

komeréni kit GeneAllExGene™ Clinic SV Mini (GeneAll).

Reagencie

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7)
8)
9)

Proteinasa K (20mg/ml)
Pufr BL (lyzaéni pufr)
Pufr TW (promyvaci pufr)
Pufr AE (elu¢ni pufr)
100% ethanol (dle navodu)

2.5.1 Postup izolace

Do kazdé zkumavky se vzorkem jsem odpipetovala na vatovy vytérovy tampon
25 pl proteinazy K a 300ul BL pufru automatickou pipetou.

Dukladné jsem promichala zkumavky pomoci vortexu.

Vzorky jsem inkubovala 10-15 minut pii 56 °C.

Kratce jsem vzorky stoCila pro odstranéni tekutiny ze stén a vnitini strany vicka
mikrozkumavky.

Do kazdé zkumavky jsem ptidala 300 pl ethanolu.

Vortexovala jsem zkumavky v pulzech.

Kratce jsem zkumavky stocila.

Tekutinu jsem z kazdé zkumavky postupné prenesla na popsanou kolonku.

Centrifugovala jsem kolonky 1 min pii 6000 x g (> 8000 rpm).

10) Nahradila jsem sbérné zkumavky Cistymi.

11) Ptidala jsem 600 ul BW pufru.

12) Centrifugovala jsem kolonky 1 min pii 6000 x g (> 8000 rpm) a pak jsem znovu

nahradila sbérné zkumavky Cistymi.

13) Pridala jsem 700 ml TW pufru.

14) Centrifugovala jsem kolonky 1 min pii 6000 x g (> 8000 rpm).
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15) Z kazdé sbérné zkumavky jsem odstranila supernatant a kolonku do ni vréatila.

16) Centrifugovala jsem znovu prazdné kolonky pfi nejvyssich otackéach 1 min, pro
odstranéni zbytkového promyvaciho pufru.

17) Kolonky jsem umistila do nové ozna¢ené zkumavky o objemu 1,5 ml.

18) Napipetovala jsem 50 ul AE pufru pfimo na stred filtru kolonky.

19) Inkubovala jsem kolonky s AE pufrem 1-5 min pfi laboratorni teploté.

20) Centrifugovala jsem kolonky pfi nejvyssich otackach, 1 min.

21) Ziskany objem ve sbérnych zkumavkach jsem znovu napipetovala na kolonky,
aby doslo k ziskani maximalniho mozného mnozstvi DNA.

22) Kolonky jsem dala centrifugovat po dobu 1 min pii nejvysSich otackach.

23) DNA izolaty byly ulozeny pred dalSim zpracovanim do lednice nebo mraziciho

boxu.

2.6 Méreni koncentrace DNA
Nasledné bylo nutné zméfit koncentraci izolované DNA jednotlivych vzorkd. Po na-
fedéni jsem koncentraci méfila pomoci fluorometru Qubit®2.0.
1) Prfipravila jsem Cisté zkumavky pro méfeni a popsala je.
2) Napipetovala jsem 198 pl roztoku AccuGreen Broad Range dsDNA Quantitation
Kit (Biotium) a 2 pl izol4tu do této mikrozkumavky.
3) Mikrozkumavku jsem umistila do fluorometru a provedla méfeni.

4) Zapsala jsem hodnoty koncentrace DNA do tabulky k pfislusSnym pacientim.

2.7 VySetieni metodou PCR-RFLP

Metoda PCR-RFLP je slozena ze dvou ¢asti. BEhem PCR reakce dochézi k amplifi-
kaci konkrétniho useku genu, ktery vySetfujeme, pomoci dvou specifickych primerd. Na-
sleduje restrikéni Stépeni PCR produkt pomoci restrikéniho enzymu, ktery byl izolovan
z bakterie Haemophilus influanzae, oznaCeného jako Nlalll (Thermo Scientific). Pfi-
slusny enzym §tépi DNA v konkrétnim restrikénim misté viz. obr. 4, na fragmenty o de-

finované délce.

23



e 06bp——» «18bp—>'

Foorward Primer
CGABGCTCATCACCATCGAGATC A

S — — CATG I 76— 3
ACGTAAGGACTGGGCAACAGTC
EXON 4 EXON S

Reverse Primer

T2bp

« 108 bp

Obr. 4 — Schématické zndazornéni Stépenti sekvenci rozeznavanych Nlalll (CATG), (Zdroj:
Lajin a Alachkar 2011).

Kli¢ovym krokem pro provedeni PCR reakce je pfiprava tzv. mastermixu — reagencii
pottebnych pro amplifikaci DNA. Mastermix obsahuje vodu, reak¢ni pufr, nukleotidy,
polymerazu a primery. Izolovana DNA se pak pfida do tohoto reakéniho mixu a prubéh
reakce probiha v thermocycleru. Ptiprava vzorkl i mastermixu probihala ve dekontami-

novaném laminarnim boxu vysvicenym UV svétlem.

2.7.1 Reagencie

Reakéni mix — PCR amplifikace
- HO
- 5x MyTaq Red Reaction Buffer
- MyTaq polymerase
- DMSO
- Primery F+R (forward+reverse)
- DNA templat

Reakéni mix — restrikce
- PCR produkt
- 10X Buffer G
- NIalll (restrikéni enzym)

Pouzité primery (Lajin a Alachkar 2011)
- Forward: 5’-TCGTGGACGCCGTGATTCAGG- 3’
- Reverse: 5’-AGGTCTGACAACGGGTCAGGC- 3’
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2.7.2 Postup — PCR amplifikace
Reagencie potfebné k PCR ulozené v mrazicim boxu bylo nutné nechat alespoi
mirn€ prizpusobit laboratorni teploté a vSechny jsem s vyjimkou enzyma zvorte-
xovala.
Pripravila a oznacila jsem zkumavky pro jednotlivé vzorky tak, aby byly pfe-
hledné sefazeny a nedoslo k zaméné ¢i chybnému postupu.
Priprava mastermixu pro konkrétni pocet reakci probihala v PCR boxu. Celkovy

objem pro jednu reakci byl celkem 48 pl a jeho slozeni je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2 — PCR mastermix, mnozstvi jednotlivych reagencii odpovidajici jedné reakci.

Reagencie Mnozstvi (ul)
destilovana voda 34,3

5x MyTaq Red Reaction Buffer 10
MyTaq polymeraza (5 U/pl) 0,4
DMSO (100 %) 2,5
primer (forward) 20 pmol 0,5
primer (reverse) 20 pmol 0,5

Nejprve jsem smichala MyTaq Red Reaction Buffer a vodu.

Poté jsem ptidala polymerazu, DMSO a jako posledni primery.

Mastermix jsem rozpipetovala po 48 ul do pripravenych, oznaenych zkumavek.
Ke 48 ul mastermixu jsem piidala 2 ul izolované DNA.

Reakeni smés jsem zvortexovala a kratce stocila na stolni centrifuze.
Nasledovala amplifikace v thermocycleru Labnet MultiGene™ Gradient Thermal
Cycler TC9600 s nastavenym reakénim profilem, ktery je uveden v Tabulce 3.
Ke kazdému béhu bylo nutné ptidat dva kontrolni vzorky se znamym genotypem
(Val/Val a Val/Met) a negativni kontrolu, mastermix bez DNA.

Po ukonceni PCR reakce bylo na agar6ézovy gel naneseno 5 ul PCR produktu
(217 bp) pro kontrolu spravné amplifikace.
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Tabulka 3 — Pouzity PCR profil.

Proces casovy podil Teplota
Denaturace 1 cyklus 5 minut 95°C
Denaturace 30 vtefin 95°C

Anealing 30 vtefin 55°C
32 cykla

Extenze 60 vtefin 72 °C

Extenze 1 cyklus 10 minut 72 °C

2.7.3 Elektroforéza na agarozovém gelu
2.7.3.1 Reagencie
- agar6zové tablety (FastGene)
- fluorescencni barva Midory Green Advanced DNA stain (Elisabeth Pharmacon)

produkt restrikéniho §tépeni DNA
marker 100 bp DNA Ladder H3 RTU (Nippon Genetics)

2.7.3.2 Priprava gelu
Pro gelovou elektroforézu je nutné ptipravit novy gel, ktery zaru¢i nejlep§i moznou
kvalitu rozliSeni a viditelnost jednotlivych restrikCnich fragmentt.

1) Pro 4% gel jsem do kadinky umistilal00Oml 1x TBE pufru a osm tablet agarédzy (1
tableta obsahuje 0,5 g agarozy)

2) Kadinku jsem zahtala v mikrovinné troubé po dobu jedné minuty. Tento proces
bylo nutné sledovat pro ptipad, ze by se obsah dostal nad okraj nadoby a hrozilo
vyliti.

3) Smés musela byt Cira a pfipadna vznikla péna by méla vymizet. Nasledné jsem
pfidala Spl barvicky a opatrné€ promichala.

4) Tekuty gel jsem rovnomérné nalila do formy a odstranila vzniklé bubliny vzduchu
od hrebinkda.

5) Vyckala jsem, dokud gel neztuhne, pfipadné jej bylo mozné umistit do chlad-

nicky.
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2.7.3.3 Elektroforéza

1Y)

2)

3)

Gel jsem umistila do elektroforetické vany (Mupid® One Elecrophoresis System).
Nejprve bylo zapotiebi do jamek napipetovat 5 pl markeru 100 bp DNA Ladder
H3 RTU, kvuli odecteni velikosti PCR produkti nebo restrikénich fragmentda.
Do jamek ptipraveného gelu jsem nanesla vzorky v mnozstvi 5 (PCR produkty)
nebo 20 ul (restrik¢ni fragmenty) a spustila elektroforézu na vice nez 30 minut pfi
135 V.

Pro kontrolu prabéehu elektroforézy jsem gel premistila na detekéni systém Fast-
Gene® GelPic LED box (Elisabeth Pharmacon s.r.0.), zkontrolovala jsem dosta-

tecné rozdeleni restrik¢nich fragmentu, gel byl vyfocen a foto bylo ulozeno do PC.

2.7.4 Postup — restrikéni Stépeni

V dekontaminovaném laminarnim boxu jsem umistila do ¢isté mikrozkumavky
45 ul PCR produktu, 4,5 ul pufru 10X buffer G a 1 ul restrikéniho enzymu Nlalll
(10U). Postup jsem opakovala u vSech vzorkd.

Vzorky jsem inkubovala v thermostatu pii 37 °C po dobu 60 minut.

Provedla jsem gelovou elektroforézu vzorka s makerem 100 bp DNA Ladder H3
RTU. V laboratofi byla k nahlédnuti tabulka velikosti restrikénich fragmentd pro
COMT, viz. tabulka 4.

Tabulka 4 — Velikosti restrikcnich fragmentii odpovidajici jednotlivym genotypiim.

Genotyp Velikost restrik¢nich fragmentua
Val/Val 136 bp a 81 bp

Val/Met 136 bp a96 bp a 81 bp a 40 bp
Met/Met 96 bp a 81 bp a40 bp

Obr. 5 — Vysledek PCR RFLP u vzorkii psychiatricky diagnostikovanych pacientii. (L =
ladder, C = kontrola; 1 — Val/Met; 2 — Val/Met; 3 — Val/Val; 4 — Val/Met; 5 — Val/Met;
6 — Met/Met; 7 — Val/Met; 8 — Val/Val; 9 — Val/Val; 10 — Met/Met; 11 = kontrola
Val/Val; 12 = kontrola Val/Met). Restrikcni fragment na 40 bp nebyl dobre viditelny,

proto zde neni oznacen.
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2.8 Sekvenace

Sekvenace je proces, slouzici pro zjisténi potradi nukleotidi v genomu. Provedena
byla u Ctyf vzorkt s necitelnymi ¢i nejasnymi vysledky restrik¢niho Stépeni.

Nejprve bylo nutné PCR produkty precistit, a to enzymaticky pomoci SAP-Exo kitu
(Jena Bioscience). Pro degradaci zbylych primert tplnou defosforylaci dNTP je zapo-
tfebi kombinace — hydrolytickych enzymu v reakénim mixu, rekombinantni alkalické fos-
fatazy (rSAP) a exonukleazy I (Exo I).

1) Do 200 pl mikrozkumavky bylo napipetovano 5 pl PCR produktu spolu s 2 ul
SAP-Exo reak¢niho mixu.

2) Podle instrukci vyrobce byla smés promichana a inkubovana pii 37 °C po dobu
10 minut a nasledné probéehla stejné dlouha inaktivace pfi 80°C. V cisté 200 pl
zkumavce byly smichany 2 ul preci§téného PCR produktu s 0,5 ul forward pri-
meru a 7,5 pl vody.

3) Jednotlivé mikrozkumavky byly popsany a odeslany spolu s objednavkovym for-
mulafem na sekvenaci firmé SeqMe s.r.0. Firma SeqMe s.r.o. poskytuje kompletni
sluzby v oblasti DNA sekvenovani a real-time PCR. V tomto pfipad¢€ byla pouzita
Sangerova metoda, bali¢ek StandartSeq se standartnim sekvenacnim protokolem.
Pomoci programu Chromas byly vyhodnoceny vysledky ¢tyt sekvenacnich reakci

a odecteny priislusné genotypy.
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3. Vysledky
Po provedeni PCR RFLP byly ziskany genotypy jednotlivych pacienti. V ramci

praktické Casti této bakalarské prace mélo byt vysetieno 49 pacientt s 1ékafsky stanove-
nou diagnézou psychiatrického onemocnéni. Jejich pocet se vSak snizil na 40 validnich
vzorku, které byly vhodné pro provedeni PCR RFLP nebo sekvenovani a analyzu vy-

sledkt, a to zejména z diivodu pfilis nizké koncentrace Ci Spatné kvality DNA.

3.1 Vysledné genotypy polymorfismu rs4680
Tabulky 5 a 6 ukazuji pomér genotypu ve dvou sledovanych skupinach. Prvni sku-
pina zahrnuje 40 diagnostikovanych pacientd s psychiatrickou diagnézou a stanovenou

1écbou.

Tabulka 5 —Zastoupeni genotypii polymorfismu Vall58Met ve skupiné psychiatrickych

pacienti.
. . zastoupeni
pocet Zeny muzi
v %
Val/Val 9 8 1 22,5 %
Val/Met 14 11 3 35,0 %
Met/Met 17 10 7 42,5 %
Celkem pacientt 40 29 11

Tabulka 6 — Zastoupenti genotyput v kontrolni skupiné jedincu bez psychiatrické diagnozy.
Jedna se o klienty laboratore GENLABS vysetienych na COMT Vall58Met od roku 2017
do 2020.

5 5 zastoupeni
pocet Zeny muzi
v %
Val/Val 46 28 18 24,0 %
Val/Met 93 66 27 48,0 %
Met/Met 54 35 19 28,0 %
Celkem klientt 193 129 64
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3.2 Diagnozy ucastniku

Osetrujicim lékafem byly na zakladé informovaného souhlasu pacientt, pro ucely

vyzkumu poskytnuty informace o diagnozach jednotlivych pacientd shrnutych v tab. 7,

predepsané medikaci a jejich ucincich na 1écené osoby. Celkem Ctyfi osoby trpéli dvéma

onemocnénimi soucasne, souvisejicimi veétSinou se zavislosti ¢i depresivnimi stavy.

Tabulka 7 — Seznam diagnoz a pocet pacientii s uvedenou diagnozou.

kod DG. | popis pocet

F31.3 |[Bipolarni afektivni porucha I. Typu 1
F32.3 | Periodicka depresivni porucha 1
F200 |Paranoidni schizofrenie 6
F10.2 | Zéavislost na alkoholu 3
F60.3 |Emocné nestabilni porucha osobnosti 4
F19.2 |Polymorfni syndrom + zavislost na navykovych latkach 1
F25.1 |Schizoafektivni porucha, depresivni typ 2
F20.3 |Nediferencovana schizofrenie 1

239 | Akutni a pfechodné psychotické poruchy nespecifikované 2
F20.2 |Porucha s trvalymi bludy 1
F23.1 | Akutni a pfechodné psychotické poruchy 1
F32.1 |Stredné tézka deprese 2
F43.2 Poruchy pfizpﬁsobeni, uzkostné depresivni reakce na dlouho- )

doby stres + Skodlivé uzivani alkoholu

F43.1 |Posttraumaticka stresova porucha, akcentovana osobnost 2

F61 | SmiSena porucha osobnosti + tzkostné depresivni syndrom 2
F06.4 | Organicka uzkostna porucha 2
F50.0 |Mentalni anorexie 1
F41.2 |Uzkostné depresivni porucha 5
F42.1 | Obsedantné kompulzivni porucha 1
F23.3 |jiné akutni psychotické poruchy 1
F41.1 |Generalizovana uzkostna porucha 3

Diagnozy pacientl jsou pomérné specifické, byly mnou rozdéleny do nékolika ba-

revné odliSenych obecnych skupin pro snazsi spojeni s teoretickou ¢asti prace. Nize zpra-

cované vysledky v tab. 8 zohledriuji pohlavi pacientd, pficemz je zminéna i dédi¢nost

v rodiné.
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Tabulka 8 — Psychiatrickd onemocnéni rozdélend do obecnéjsich skupin pro porovndni
pritomnosti jednotlivych genotypii polymorfismu Vall58Met u 40 vzorkii pacientii s psy-

chiatrickou diagndzou.

COMT pohlavi heredita

pocet, %
A% VM | M/M Z M Ano | Ne

Bipolarni po-

rucha 12,5 %) - 1 : : 1 1 :

Depresivni

o 14 (35 %) 6 5 3 12 2 9 4

Uzkostna po-
rucha

Schizofrenie 8 (20 %) - 1 7 3 5 4 4
Zavislost (na-
vykové latky, 6 (15 %) 1 3 2 3 3 6 -
alkohol)
Obsedantné
kompulzivni
porucha
0sobnosti
Mentalni
anorexie
Emoc¢né ne-
stabilni poru- | 4 (10 %) - 2 2 4 - - 4
cha osobnosti
Akutni a pre-
chodné psy-
chotické po- 3(7,5 %) - 1 2 3 - 3 -
ruchy osob-
nosti

Jiné psycho-
tické poruchy

5(12,5 %) 1 2 2 3 2 3 2

1(2,5 %) - - 1 1 - 1 -

1 (2,5 %) 1 - - 1 ; ] 1

1(2,5 %) - 1 - 1 : ] 1

Nejcetnéji jsou zastoupeni pacienti s depresivnimi poruchami, zahrnujici diagnozy
jako je periodicka depresivni porucha, stfedné tézka deprese a uzkostn€ depresivni reakce
na dlouhodoby stres. Ve této skupiné€ pacientt prevladaly Zeny, pfiCemz u jedné z paci-
entek nebyla znama heredita, dale byla zastoupena vice homozygotni forma Val/Val, ale
ne dost vyrazn€ ve srovnani s ostatnimi genotypy. Do uzkostnych poruch byl zahrnuta
organicka a generalizovana uzkostna porucha a uzkostné depresivni syndrom. V tomto
ptipadé bylo rozlozeni genotypu také vyrovnané. Jasnéjsi vysledek mizeme pozorovat u
pacienti diagnostikovanych s paranoidni ¢i nediferencovanou schizofrenii, kde s vyrov-

nanou hereditou a vice muzskymi pacienty je sedm z osmi pacientt Met/Met homo-

zygotni.
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Na obr. 6 je znazornéno rozlozeni genotypt Vall58Met ve zdravé populaci a ve vy-
brané skupiné pacientd. V kontrolni skupin€ zdravych osob bylo nejvice heterozygotu
Val/Met, obé€ homozygotni varianty jsou pfiblizn€ vyrovnané. Ve skupiné pacientt bylo
nejvice homozygotnich Met/Met jedinct. Dale si miizeme v§imnout téméf stejného pro-
centualniho zastoupeni homozygotti Val/Val obou skupin. Nicméné dalsi genotypy vy-
kazuji téméf opacny vztah — heterozygoti Val/Met kontrolni skupiny jsou pocetnéji za-
stoupeni, nez ve skupiné pacientd a v pripadé Met/Met je pacientll s timto genotypem

vice nez v kontrolni skuping.

Procentudlni zastoupeni genotypu

psychiatrickych pacient( a kontrolni skupiny

50% 48%
43%

40% 35%
308 N 28%
20%
10% I
0%

Val/Vval Val/Met Met/Met

W Kontrolni skupina  ® Pacienti

Obr. 6 — Porovnani frekvence jednotlivych genotypii v souboru psychiatrickych pacienti
a kontrolnim souboru jedincii bez psychiatrické diagnozy.

Studie od Gonzélez- et al. 2018 zkoumajici vztah polymorfismu Vall58Met se
sebevrazednym chovéanim pfinesla komplexni vysledky zahrnujici vystupy studii
vzniklych v raznych statech svéta. Obrazek ¢. 7 zobrazuje tyto vysledky ziskané z
nékolika evropskych statd (Némecko, Svycarsko a Francie, Chorvatsko, Slovinsko a
Belgie Vysledky ziskané testovanim zdravych kontrol a tedy jedinct bez psychiatrické
diagnodzy jsou patrny z obrazku €. 7, kde je na grafu je jasné€ viditelna dominance hete-
rozygoti Val/Met napfi¢ v§emi vybranymi staty. Z celkového poctu piipadi bylo homo-
zygotnich Val/Val 38 %, heterozygotnich Val/Met 52 % a Met/Met bylo 10 %. V kon-
trolni skupiné bylo 32 % Val/Val, 46 % Val/Met a 22 % Met/Met.
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chovani

sebevrafedné

kontrolni populace

Met/Met

Val/Met

Val/val

Met/Met

Val/Met

Val/Val

Procentualni zastupeni genotypl ve skupiné jedinc se sebevrazednym

chovéanim a v kontrolni skupiné.

(=]
=

10% 20% 30% 40%

Belgie Slovinsko Chorvatsko  m Svycarsko, Francie m Némecko

50% 60%

Obr. 7 — Graf znazoriujici vybrané evropské staty, ve kterych probéhly studie vztahu

Vall58Met a sebevrazedného chovani. Pocet pripadii sebevrazedného chovdni v pouZi-

tych vyzkumech: Némecko n=149; Svycarsko, Francie n—=427; Chorvatsko n=82; Slovin-
sko n=356; Belgie n=213 (Gonzdlez- et al. 2018).

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Procentualni zastoupeni jednotlivych genotyp( u zdravé

populace vybranych statu

58%
> 55%
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24% YN 23% 26% 27

51%

24% [l2>%

18%

Némecko Svycarsko, Chorvatsko Slovinsko Belgie
Francie

mVal/Val mVal/Met ™ Met/Met

48%

28%
24%

CR GENLABS

Obr. 8 — Kontrolni data z vyzkumii polymorfismu Vall58Met v evropskych zemich ziskand
v letech 2003-2016 spolu s daty laboratore GENLABS s.r.o. ziskanymi v letech 2017

2020. Pocet kontrolnich vzorkii zdravé populace u jednotlivych stdtii: Néemecko n=328;
Svycarsko, Francie n—185; Chorvatsko n=311; Slovinsko n=198; Belgie n=240
(Gonzalez- et al. 2018), laborator GENLABS n=193.
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4. Diskuse

Studium polymorfismt a odhalovani mutantnich variant se vztahem k psychickym
onemocnénim je v dneSni dob¢ stale nové a neprobadané téma, které by mohlo v bu-
doucnu prinést vysledky kliCové pro diagnostiku a 1écbu pacientd. COMT se tadi mezi
nejprozkoumangjsi geny diky jeho jasnému umisténi a snadné detekci, presto vznikaji
stale nové studie sledujici klinicky potencial nalezenych polymorfismu.

V praktické Casti byl popsan metodicky postup vyzkumu vzorkd ziskanych od 40
pacienti se znamou diagnézou. Odbér primarniho vzorku ve formé bukalniho stéru od
psychiatricky diagnostikovanych osob muize byt sam o sob€ obtizny, proto bylo nékolik
vzorkt vytazeno, z divodu nedostate¢né koncentrace DNA nebo nespravné provedeného
odbéru, nepochopeni ¢i nedodrzeni presnych instrukci, at’ uz z hlediska nedoporucené
konzumace jidla pfed odbérem nebo manipulace s odebranym stérem. Neni vyloucena
moznost vlivu podavanych 1éka. Nékteré vzorky mély velmi nizkou koncentraci, piesto
se je podaftilo zpracovat a vyhodnotit.

Jak jiz bylo uvedeno v tvodu aktivita enzymu COMT zavisi na jeho genotypu. Ho-
mozygoti Met/Met maji nejnizsi aktivitu enzymu, Val/Met homozygoti maji stfedni a
Val/Val nejvyssi aktivitu enzymu. Dle informaci z databaze jedno-nulkeotidovych poly-
morfismi SNPedia maji nositelé jednotlivych alel urcité vlastnosti, ovlivnéné mnozstvim
dopaminu. Met alela s niz§i enzymatickou aktivitou enzymu COMT, a tedy vySssi hladi-
nou dopaminu je oznaCovana jako ,, Worrier a disponuje vySsi citlivosti na bolest, na-
chylnosti ke stresu a vétsi efektivnosti ve zpracovavani informaci. Alela Val neboli
,,Warrior* s vyssi enzymatickou aktivitou a niz§imi hladinami dopaminu je téméf pres-
nym opakem a determinuje niz§i prah bolesti, lepsi snaSeni stresu ale zato zredukované
kognitivni dovednosti. Tyto informace poukazuji na moznou souvislost alely Met s psy-
chologickymi nebo psychiatrickymi potizemi a mizeme tedy odhadnout, Ze ve skupiné
pacienti bude mit vétsi podil, zatimco alela Val bude vzacnéjsi.

Z odbornych publikaci vyplyva, ze homozygotni jedinci Met/Met, ktefi jsou ve
zkoumané skupin€ psychiatrickych pacientii opravdu nejvice zastoupeni (42,5 %), z dia-
gnoz predevsim u schizofrenie (7 z 8 pacientl), disponuji také presn€jsi prostorovou mo-
torikou, a to i pii zapojeni ruSivych podnét, nicmén€ jsou pravdépodobné citlivejsi na
zmény podminek pfi naro¢néjsich ¢innostech. V porovnani s homozygoty Val/Val maji
na zakladé vysledka vyzkumu novelty-seeking vétsi tendence k impulzivnimu rozhodnuti

a feSeni problémi. U homozygoti Val/Val, kterych bylo v souboru pacientd nejméné
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(22,5 %) byla sledovana vyraznéjsi kognitivni flexibilita pfi feSeni uloh vyzadujicich
préci s informacemi a také v pfipadé emocionalné podlozeného rozhodovani. Nejpocet-
néji se tento genotyp vyskytoval u depresivnich poruch (6 ze 14 pacienttr), kde ale za-
stoupeni dalSich genotypt nebylo jednoznacné rozdilné, proto Val/Val genotyp nelze
jasné prifadit k této diagnoze. Heterozygotni genotyp Val/Met podle predpokladi nepte-
vladal u zadné diagnozy, coz se da predpokladat, protoze nesnizuje ani nezvysuje aktivitu
enzymu COMT, tudiz by nemusel vyvolavat potize v souvislosti s hladinou dopaminu.
Heterozygotni jedinci se stfedni aktivitou enzymu COMT prevladali také ve skupiné
zdravych osob (48 %) testovanych v laboratoii GENLABS s.r.o. Ziskana data shromaz-
déna od roku 2017 do roku 2020 jsou v porovnani s daty evropskych statti velmi podobna.
Jasné prevlada genotyp Val/Met. Heterozygoti Val/Met maji selektivné nejvyhodnéjsi
genotyp, hladina dopaminu je ovliviiovana stfedni aktivitou COMT a piipadna rizika,
kterym celi homozygotni jedinci jsou tak alespon Castecné eliminovana.

Pacienti diagnostikovani s nékterou psychiatrickou poruchou ¢i jejich kombinaci,
zejména lidé se zavaznymi nemocemi jako je schizofrenie, bipolarni porucha nebo de-
prese a uzkosti maji ¢asto problém zaclenit se do spoleCnosti a priblizit se zivotnim stan-
dardim normalniho ¢lovéka, jako je zalozeni rodiny, dobré studium, pracovni vysledky
a ohodnoceni nebo vykonavani rutinnich ¢innosti. Rada ztrapenych, nelégenych nebo na
1é¢bu negativné reagujicich lidi se tak vzda Sance na bézny zivot a rozhodnou se ho pred-
Casné ukoncit. Z tohoto pohledu se tak mizeme zaméfit i na tendence k sebevrazdam
zminéné vySe. Sebevrazedné chovani Ize definovat jako soubor fenotypt ovlivnény bio-
logickymi, genetickymi a na prostfedi zavislymi rizikovymi faktory. V metaanalyze
Gonzalez- et al. 2018, byl analyzovan polymorfismus Vall58Met u pfipadu v raznych
zemich. Nejvétsi zastoupeni mél genotyp Val/Met, naopak nejnizsi pak Met/Met. Domni-
vam se, ze pro jasny vysledek by vSak bylo zapotiebi vySetfit také pacienty, ktefi nemayji
pouze sebevrazedné sklony, ale k samotnému cCinu jiz dospéli. Alela Met ma totiz podle
dostupnych informaci nevéts§i predpoklady pro to byt rizikovym faktorem sebevrazed-
ného chovani a slo by tak polemizovat o divodu, pro¢ bylo homozygoti Met/Met v této
skupin€ nejméné.

Pro vyvozeni pfimych zaveéri o vztahu Val158Met s psychiatrickymi onemocnénimi
bychom potiebovali detailn€jsi informace o zavaznosti symptomu, o mentalnim stavu pa-
cientli a anamnéze, o jejich chovani — napt. sklony k zavislostem nebo typ temperamentu,
popis urovné kognitivnich schopnosti a dovednosti ¢i vysledky novelty-seeking. Pak by

bylo mozné vysledky studii shrnutych v teoretické Casti propojit s daty ziskanymi v Casti
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praktické. Pro signifikantni zavéry by bylo vhodné, aby vSechny diagnézy zahrnuté ve
vyzkumu mély vyssi poCty pacientl. Vznikly tak mozna vyrazngjsi rozdily v poméru jed-
notlivych genotypll a pripadna spojitost onemocnéni s polymorfismem Val/Met by pak

byla 1épe viditelna.
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5. Zavér

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na mozny vztah polymorfism genu COMT
s psychiatrickymi diagnézami. Tento vztah byl u nékolika onemocnéni vyvracen, u dal-
Sich spekulovan, u nékterych byl zjistén ur€ity vliv na razanci symptoma u jednotlivych
genotypu, ktery korespondoval jeho plisobenim na aktivitu enzymu.

Mezi cile prace patiilo vypracovani odborné reserSe shrnujici poznatky o enzymu a
genu COMT a jeho polymorfismech (zejména Val158Met), které mohou ovliviiovat psy-
chiatricka onemocnéni v disledku snizené aktivity enzymu COMT. Dalsim cilem bylo
zvladnuti praktické Casti zahrnujici zejména metodu PCR, dale izolaci a méfeni koncen-
trace ziskané DNA z bukalnich stérti, gelovou elektroforézu a analyzu vysledkd. Oba tyto
stanovené cile byly splnény.

Na zakladé poznatki z odborné literatury bych konstatovala, ze polymorfismus
Vall158Met neni jasnym ukazatelem piitomnosti psychiatrickych poruch. Pfili§ mnoho
zdrojti bylo ve svych vysledcich nejednoznacnych nebo tuto souvislost pfimo vyvracelo.
Z vysledku praktické ¢asti mé prace nelze odvodit, jestli a do jaké miry tento polymorfis-
mus ovliviluje pribéh psychiatrickych onemocnéni, jelikoz u vybrané skupiny pacientt
nejsou znamy presné informace o prubéhu nemoci a jednotlivych symptomech, o cho-
vani, urovni kognitivnich dovednosti nebo také o vysledcich novelty-seeking. Z procen-
tualniho zastoupeni genotypt vyplyva, ze homozygotnich nositeld Met/Met s nejnizsi ak-
tivitou enzymu COMT je ve skupiné pacientd nejvice, nejméné je homozygott Val/Val.
Zdrava populace je z nejveétsi Casti tvofena evolucné vyhodnéjsimi heterozygoty Val/Met,
a to celosvetove. Ackoliv jsou ndzory na souvislost jednotlivych psychiatrickych diagnéz
s polymorfismem Vall58Met nesourodé a vysledky nejednotné, jisté bude nadale sledo-
van, studovan a propojovan s nékterymi aspekty lidské psychologie a v budoucnu piinese

vysledky které vice ¢i méné podpoii diagnostiku a 1écbu psychiatrickych pacientt.
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7. Seznam zkratek
ADHD attention deficit hyperactivity disorder

(porucha pozornosti s hyperaktivitou)

BMI body mass index

bp base pair, par bazi

BRCA breast cancer gene

C Cytosin

COMT catechol-O-methyltransferase
comt" Alela s vy$si aktivitou (high)
COMT* Alela s nizsi aktivitou (low)
DA dopamin

E epinefrin (adrenalin)

MAO monoaminooxidaza

MB-COMT membrane bound catechol-O-methyltransferase
Met, M Methionin

NE norepinefrin

OCD obsessive-compulsive disease

SAM S-adenosylmethionin

S-COMT soluble catechol-O-methyltransferase
T Tyrosin

Val, V Valin

VCFES velocardiofacial syndrom
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