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ANNOTATION

This thesis aimed to summarize general knowledge about dementia and its risk factors. In the
experimental part was screened the incidence of genotype frequencies of genes APOE,
MTHFR, COMT in particular individuals. These genes are associated with dementia and
Alzheimer’s disease. A further aim was to find a possible association between these genes

and dementia‘s risk factors.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5-MTHF 5- Methyltetrahydrofolat

(AB) amyloid beta

AD Alzheimer’s disease

ADHD Attention deficit hyperactivity disorder

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome

APOE apolipoprotein E

APP amyloidovy prekurzorovy protein

ARMS amplifikacni refrakéni mutacni systém

CMP cévni mozkova ptihoda

CNS centralni nervova soustava

COMT katechol-O-methyltransferaza

DLB demence s Lewyho télisky

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EOAD early-onset Alzheimer disease (presenilni forma)
FTD frontotemporalni demence

GABA kyselina y-aminomaselna

HDL high-density lipoproteins, lipoproteiny o nizké hustoté
ICHS ischemicka choroba srdecni

LOAD late-onset Alzheimer disease (senilni forma)

LIC laboratorni identifika¢ni ¢islo



MB-COMT

Met

MTHFR

NAC

NK

PCR

PD

PFC

PK

PSEN1

PSENZ2

RFLP

S-COMT

SAM

SGA

SNP

TBI

uv

VAD

Val

VLDL

na membranu vazana forma enzymu COMT
methionin

methylentetrahydrofolat reduktaza
nucleus accumbens

negativni kontrola

polymerase chain reaction

Parkinsonova choroba

prefrontalni kortex

pozitivni kontrola

presenilin 1

presenilin 2

restriction fragment length polymorphism
rozpustna forma COMT
S-adenosylmethionin

Studentska grantova agentura

jednonukleotidovy polymorfismus

traumatické poSkozeni mozku (z angl. traumatic brain injury)

ultrafialové zareni

vaskularni demence

valin

very low density lipoproteins, lipoproteiny o velmi nizké hustoté



UvVOoD

Psychiatrické diagnézy piedstavuji velkou skupinu onemocnéni postihujici predev§im rtuzné
funkce mozku. Patfi knim jak onemocnéni nezavazna, tak onemocnéni predstavujici
nebezpeci nejen pro samotného jedince, ale i pro jeho okoli. Dle Mezindrodni klasifikace
nemoci se tyto diagnézy rozdéluji do nékolika skupin, z nichz do jedné je fazen také
syndrom demence a jeho druhy. Onemocnéni demenci piedstavuje globalni problém a jiz se
netykd pouze tzv. vyspélych zemi. S prodluzujici se délkou zivota a celkovym starnutim
populace roste vyskyt demence celosvétoveé. V poctu vyskytl demence ptedcila i takova
onemocnéni jako je diabetes mellitus ¢i cévni mozkové piihody. S narGstajicim poctem
nemocnych ovSem vzrastaji také naklady na péci. Dle dostupnych dat z roku 2018 bylo
zjisténo, ze v Ceské republice Zije pfiblizné 160 tisic lidi s demenci, pfi¢emZ v Evropé
se toto ¢&islo blizi 10 miliontim. V roce 2050 se v CR dle odhadii pocet lidi s demenci bude

blizit k 280 tisictim, a to z dtivodu vyrazného nartustu poctu obyvatel nad 70 let.

Pfes znacny pokrok mediciny zlstdva problémem diagnostika demenci a uréeni
spravné diagnozy. Samotnd diagnéza demence se podceniuje a az v 70 % ptipadi byva
demence odhalena aZ v pokroc¢ilém stadiu, kdy 1é¢ba nema témét Zadné t¢inky. Udava se, Ze
spravné diagnostikovano je v Ceské republice piiblizné 20-30 % lidi s demenci, pfi¢emz

spravné pocCty lze jen odhadovat.

Cilem této diplomové prace bylo shrnout zékladni teoretické poznatky o rtiznych
typech demenci a jejich mozné asociaci s vybranymi vngjSimi faktory, a predevSim
genetickymi faktory zastoupenymi tfemi kandidatnimi geny MTHFR, APOE a COMT.
Rizikové vnéjsi faktory byly testovany na zaklad€ zpracovani dotaznikli pod lékarskym
dohledem. Jednotlivé genové polymorfismy byly ve studované skupiné testovany

experimentalné v genetické laboratoti GENLABS.



1 DEMENCE

Demence je syndrom zaptic¢inény chronickym onemocnénim mozku. Dochazi zde k naruseni
vyssich korovych funkci mozku. Mezi hlavni ptiznaky patii pokles irovné paméti, naruSeni
béznych dennich aktivit a poruchy kognitivnich funkci, mezi néz patii napf. vnimani,
schopnost uceni, pozornost aiecové schopnosti. Kromé¢ poruchy poznavacich funkci
se U jedincii s demenci vyskytuji také behavioralni a psychologické piiznaky demence,
jako jsou poruchy chovani, emoci a spanku. Tyto poruchy nakonec zpisobi, ze se o sebe
postizeny jedinec neni schopen postarat a je zavisly na pomoci druhych (Jirak et al., 2009;

Pidrman, 2007).

Pribéh demence lze rozdélit do tfech stadii. V prvnim stadiu pocinajici a mirné
demence se objevuji poruchy piedev§im tzv. kratkodobé paméti, kdy jedinec zapomina,
co udélal pied chvili. Oproti tomu si velmi dobfe pamatuje, co bylo diive. V tomto stadiu
je jedinec stale sobésta¢ny a pokud je jiz v této fazi zahajena 1é¢ba lze priab&h onemocnéni
zpomalit. Druhé stadium je oznacovano jako stfedné pokrocila demence a primérné trva
2-10 let. Dochézi zde k poruchdm sobéstacnosti a jedinec vyzaduje jiz neptetrzity dohled
a pomoc. Ttetim stadiem je pokrocild demence, kdy jedinec jiz neni sob&stany a vyZaduje
24hodinovou oSetfovatelskou péci. V této fazi nemoci jsou pacienti vétSinou upoutani
na lizko, maji problémy s polykénim, nejsou schopni vyjadfit se a trpi ztratou osobni

identity (Holmerova et al., 2007).

1.1 RIZIKOVE FAKTORY

I ptes skutecnost, Ze jsou znamy procesy vedouci ke vzniku demence, neni dosud znama
pfi¢ina onemocnéni. Existuje velké mnozstvi vnéjSich rizikovych faktori, které zvysuji
riziko rozvinuti demence a zpusobuji rychlejSi prabéh. Nékteré faktory, jako je
diabetes mellitus, koufeni ¢i uzivani alkoholu, lze ovlivnit zménou zivotniho stylu. OvSem
urcité faktory, kterymi je vék nebo genetické faktory ovlivnit nelze (Holmerova et al., 2007;
Fenclova et al., 2020).



1.1.1 VEK

Hlavnim rizikovym faktorem demence je vek. Jak bylo zjisténo, ve vékové kategorii nad
65 let se demence vyskytuje s Cetnosti 5 %, u jedincii nad 85 let je to jiz s Cetnosti 30-50 %.
S prodluzujici se délkou zivota obyvatelstva se demence stava globalnim problémem (Jirak,

Lankova, 2007).

1.1.2 POZITIVNI RODINNA ANAMNEZA

K dal§im rizikovym faktorim patfi pozitivni rodinnd anamnéza, kdy je u piimého
ptibuzného riziko rozvoje tiikrat az ctyfikrat vyssi nez u jedincl bez tohoto zatiZzeni. Pokud
se demence vyskytne pied 60. rokem Zzivota je pravdépodobné ze se jedna o dédicné

podminénou chorobu (Holmerova et al., 2007).

1.1.3 KOURENI

Koufeni tabakovych produkti poSkozuje zdravi v mnoha smérech. Koufeni je spojeno
se zvySenym rizikem rozvinuti kardiovaskularnich onemocnéni, cerebrovaskularnich
onemocnéni, vaskuldrnich onemocnéni a ma karcinogenni ucCinky (Pilafova, 2003).
Cigaretovy kouf je vyznamnym zdrojem oxidativniho stresu, jelikoz obsahuje methan.
Oxidativni  stres vyvolavd zanétlivou reakci, ktera je podkladem aterosklerozy
a neurodegenerativnich zmén spojenych s Alzeimerovou chorobou (AD)
(Swan, Lessov-Schlaggar, 2007). Rusanen et al. (2011) zjistili, Ze mozek neni odolny vici
Skodlivym G¢inkim koufeni. Ve skupiné jedinct, ktefi byli tézkymi kutaky ve sttednim véku
byla po dvou desetiletich nalezena souvislost s velkym rizikem rozvoje demence a AD
(Rusanen et al., 2011).



1.1.4 KONZUMACE ALKOHOLU

Alkohol je povazovan za rizikovy faktor rozvoje demence z nékolika divodi. Zvysena
dlouhodoba konzumace alkoholu ma s$kodlivé ucinky na mozek a urychluje rozvoj atrofie
mozku (Tyas, 2001). Kromé toho ethanol a jeho metabolit acetaldehyd maji neurotoxické

ucinky, které vedou k poskozeni funkce a struktury mozku (Kruman et al., 2012).

Studie Anttila et al. (2004) zjistila u jedinct, ktefi ve stfednim véku pravidelné
konzumovali alkohol, rozvinuti kognitivnich poruch v pozdé&jsim véku. Toto riziko bylo
vétsi u jedinct nesoucich alelu E4 genu APOE (Anttila et al., 2004). Alkohol také ovliviiuje
cholinergni systém a pravidelnd konzumace zpusobuje degeneraci cholinergnich neuront.
Tento systém je dulezity pro mechanismy kratkodobé paméti. Alkohol navic snizuje hladinu
acetylcholinu, kterd je u AD jiz pfitomna. Acetylcholin je dilezity neurotransmiter

uplatiiujici se v ptenosu vzruchll v nervové soustavé (Tyas, 2001).

1.1.5 DIABETES MELLITUS 2. TYPU

Diabetes mellitus 2. typu je metabolické onemocnéni zptisobené bud’ relativnim nedostatkem
inzulinu nebo rezistenci zpisobenou nedostatkem receptorti pro inzulin. Inzulin je dilezity
hormon zajistujici vstup glukozy do bunék, proto se pfi diabetu v krvi nachazi zvysené
mnozstvi glukézy. Dlouhodobé zvySena hladina glukézy zplsobuje poSkozeni a dysfunkci
organt jako jsou ledviny, srdce, cévy nebo oc¢i. To vede k chronickym komplikacim, mezi
néz se napiiklad fadi cévni mozkova piihoda, infarkt myokardu ¢i nachylnost k infekcim
(American diabetes association, 2005). Diabetes mellitus 2. typu je povazovan za rizikovy
faktor rozvinuti demence z n¢kolika divodi. Chronicka hyperglykémie ma neurotoxicky
vliv a v mozkové tkani naruSuje integritu neurond a zpusobuje neurodegeneraci. Navic
pisobi vznik kyslikovych radikdla a vznik oxida¢niho stresu, ktery se podili
na mikrovaskularnim poSkozovani mozku. S rozvojem neurodegenerativnich onemocnéni je
spojena také hyperinzulinemie, nebot’ zvySuje riziko cerebrovaskuldrnich poruch a je

spojena se zvySenou akumulaci amyloidu beta (AB) v mozku (Lee et al., 2018).



1.1.6 TRAUMATICKE POSKOZENI MOZKU

Traumatické poranéni mozku (TBI) je poranéni pfi némz dojde k poskozeni mozku a zméné
jeho funkce. TBI je ptsobeno tupym nebo pronikavym narazem do hlavy, pfi¢emz mira
poskozeni zavisi na mechanismu a rozsahu poranéni. Projevuje se napiiklad zmatenim,
zménou urovné védomi, kdmatem a u mirného TBI mohou byt jedinym ptfiznakem mirné
behavioralni a neuropsychologické zmény (Bruns & Hauser, 2003). Urazy hlavy se ztratou
védomi jsou spojovany s rizikem rozvoje riznych druhtt demence (Graham & Sharp, 2019).
Bylo zjisténo, Ze u jedinct s genotypem APOE-E4 u kterych byl navic traumaticky poskozen
mozek je riziko rozvoje Alzheimerovy demence 10x vyS$$i v porovnani s témi, ktefi tuto
rizikovou alelu nenesou (Mayeux et al., 1995). Také byla nalezena souvislost prodélani TBI

s vet§im rizikem rozvinuti Parkinsonovy choroby (Jafari et al., 2013).

1.1.7 UZIVANI BENZODIAZEPINU

Benzodiazepiny jsou psychoaktivni 1éky plisobici na receptory kyseliny y-aminomaselné
(GABA) a vyuzivaji se k 1é¢bé tizkostnych poruch, nespavosti ¢i deprese. Tyto 1éky by mély
byt uZivany pouze po dobu néckolika tydnii, avSak mnohdy jsou uZivany celé roky
(Zhong et al., 2015). Benzodiazepiny mohou také zpusobovat urcité zdravotni komplikace,
jako je zhorsSeni kognitivnich a motorickych funkci. Mohou naptiklad zptisobovat ospalost,
zhorSovat koordinaci pohybt ¢i snizovat reakéni ¢as (Johnson & Streltzer, 2013). Vzhledem
ke $kodlivym u¢inkiim benzodiazepinll na pamét’ jsou povazovany za mozny rizikovy faktor
rozvinuti Alzheimerovy choroby. Billioti de Gage et al. (2014) ve své studii zkoumali vliv
dlouhodobého uzivani benzodiazepini. Zjistili, ze u jedinct uZzivajicich v minulosti
dlouhodobé benzodiazepiny se riziko rozvinuti Alzheimerovy choroby zvysilo pfiblizné

0 50 % (Billioti de Gage et al., 2014).



1.1.8 HYPERTENZE

Vyznamnym rizikovym faktorem je také hypertenze, jejiz vyskyt se zvySuje S vékem.
Je vaznym rizikovym faktorem pro vznik cévni mozkové piihody a ischemické choroby
srde¢ni, nebot’ ma podil na arterialnim poSkozeni (Zajic, 2012; Meyer et al., 1988).
Dle n¢kterych studii zvySeny krevni tlak ve stfednim veéku pfispiva k rozvoji demence
v pozdnim veku (Petrovitch et al., 2000; Skoog et al. 1996; Eglit et al., 2020). Vyskytuji se i
nazory, ze se vznikem demence ma souvislost spiSe hypotenze, a to z davodu ze miuze
zpusobovat hypoperfuzi mozku a tim snizovat jeho okysli¢ovani (Morris et al., 2000).
Existuji vSak také studie, které souvislost hypertenze s rozvinutim demence neprokazuji

(Musicco et al. 2009).

1.1.9 HYPERCHOLESTEROLEMIE

Cholesterol je dulezita molekula majici v té€le rozsahlé vyuziti. V téle reguluje naptiklad
tvorbu vitaminu D, hormonti ¢i Zlu¢ovych kyselin. V- mozku je souéasti neuroni a je dulezity
pro jejich spravnou funkci (Ghribi, 2008). Cholesterol a jeho metabolity hraji také roli
v patofyziologii AD, nebot' jeho zvySend hladina zvySuje ndchylnost k rozvinuti AD
(Kakio et al., 2001; Notkola et al.,1998). Hypercholesterolémie navic zvySuje tvorbu
amyloidu beta (AP), ktery hraje dualezitou roli v patofyziologii AD (Refolo et al., 2000).

Existuji ovSem také studie, které tato tvrzeni vyvraceji (Musicco et al., 2009).

1.1.10 VZDELANI

Dal$im rizikovym faktorem je stupen dosazen¢ho vzdélani. Aspekty jako vzdélani
apracovni zkuSenosti zajiStuji tzv. kognitivni rezervu vuéi klinické manifestaci
neuropatologickych zmén. To znamena, ze u jedinc s veétsi kognitivni rezervou dojde
ke klinickym  projevim az po znieni vétstho mnozstvi nervovych synapsi
(Sternetal., 1999). Nizs§i stupen vzd€lani je spojovan s vyS$im rizikem rozvoje AD,
ato z divodu, ze u téchto osob je nizsi kognitivni rezerva, a tudiz jsou vici patologickym

procestim vice vnimavi (Musicco et al., 2009).



1.2 ROZDELENI DEMENCI

Demence se nejcastéji dle etiologie déli na demence neurodegenerativniho puvodu
(atroficko-degenerativni) a na demence symptomatické (sekundarni), jejichz podkladem jsou
celkovd onemocnéni, cévni poruchy, infekce atd. Tyto dvé skupiny jsou pomérné
heterogenni a vzajemné se prolinaji, proto se U mnoha nemocnych s demenci objevuji
projevy vice onemocnéni mozku, které oznacujeme pojmem smiSené demence
(Jirak, Lankova, 2007). Dale 1ze demence délit podle lokalizace na kortikalni, subkortikalni
a kortikosubkortikalni. U kortikdlni demence byva postizena piedev§im mozkova kira.
U demence subkortikalni je postizena bila hmota, thalamus abazalni ganglia.
U kortikosubkortikdlni demence jsou riznym stupném postizeny jak kortikalni,

tak subkortikalni slozky (Zvétova, 2017).

Na obrazku 1 je uvedeno zastoupeni nejcastéjSich typi demence.

DEMENCE A JEJIi TYPY

M Alzheimerova nemoc MW Vaskularni demence
M smisené demence Parkinsonova nemoc
M ostatni vzacneéjsi priciny M jina degenerativni onemocnéni mozku

Obr. 1: Cetnost nejéast&jsich piicin demence (pievzato a upraveno dle: Zprava o stavu

demence 2014 [online]).



1.2.1 NEURODEGENERATIVNI DEMENCE

Neurodegenerativni demence tvoii 60 % vSech demenci. Hlavni pfi¢inou zde byvé atrofie
mozku doprovazena patogenetickymi zménami jako je degenerace neuronu ¢i ukladani
patologickych proteini. U demence s Lewyho t¢lisky je to beta-amyloid, stejné tak tomu je

u Alzheimerovy choroby, kde dochazi navic k degeneraci tau-proteinu (Jirak et al., 2009).

1.2.1.1 DEMENCE S LEWYHO TELISKY

Demence s Lewyho télisky (DLB) patii mezi neurodegenerativni demence, nachdzejici se
na rozhrani Alzheimerovy (AD) a Parkinsonovy choroby (PD). Jelikoz jsou nekteré piiznaky
stejné ¢i velmi podobné PD a AD je obtizné tyto nemoci odliit. Z toho divodu je béhem
zivota diagnostikovdna pouze u 4 % pacienti trpicich DLB, pfi¢emz je jeji prevalence
odhadovéna kolem 10-20 % ze viech demenci. Cista demence s Lewyho télisky se vyskytuje
sporadicky, az v 90 % pripadi se objevuji i neuritické plaky a neuronalni klubka, jako
je tomu u AD (Rektorova, 2009; Konrad, 2004; Holmerova et al., 2007).

Od ostatnich demenci se lisi DLB predev§im pocatecni rychlosti progrese demence,
ktera se muze pozdé€ji na n&jaky Cas stabilizovat, a dale pokracovat rozvojem demence
ve vy$sim véku. Existuje pravidlo, ze pokud se demence rozvine do jednoho roku
od objeveni parkinsonského syndromu jedna se o DLB. Pokud se ale demence rozvine az
po par letech od objeveni syndromu jde o Parkinsonovu nemoc (Rektorova, 2009;
Konrad, 2004; Holmerova et al., 2007).

Mezi hlavni symptomy patii zrakové halucinace, rozvijejici se demence, fluktuujici
poruchy kognitivnich funkci, a parkinsonsky syndrom. Parkinsonsky syndrom se vyskytuje
u 65-70 % a zahrnuje piiznaky jako tfes, pomala chize, ztuhlost. Neuropatologicky je zde
zaznamenano postizeni struktur mozkového kmene Vv oblasti substantia nigra, kde dochazi
k ubytku neuronti produkujicich dopamin, jako je tomu u Parkinsonovy nemoci. K tomu
je zde zaznamenan vyskyt Lewyho télisek v korovych mozkovych oblastech, a to konkrétné
v limbickém kortexu a neokortikalné. Lewyho téliska jsou utvary v neuronech tvotené
proteinem alfa-synukleinem. Navic se v mozku nachazi senilni plaky jako je tomu u AD
a dochazi k ubytku cholinergnich neuroni v mozkovém kmeni (Outeiro et al., 2019;
Konrad, 2004; Rektorova, 2005).



1.2.1.2 PARKINSONOVA CHOROBA

Parkinsonova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni postihujici ptiblizné
2-3 % populace nad 65 let, pfi¢emz riziko vzniku roste s vékem. Neuropatologicky nemoc
probiha tak, Ze Vv oblasti mozku zvané substantia nigra dochazi ke ztraté neuronti, které
za normalnich okolnosti produkuji neurotransmiter dopamin. Tyto ztraty zptsobuji snizeni
hladiny dopaminu a nedostatek tohoto nervového prenaseCe se projevi ztratou regulace
bazalnich ganglii (Williams-Gray et al., 2008; Bonifacio et al., 2007; Poewe et al., 2017).
Zpocatku se diky kompenzaénim mechanismiim, jako je zvySené uvoliiovani dopaminu
z ostatnich neurontl, ptfiznaky neprojevuji a nemoc probihad plizivé. Teprve pfi poklesu
hladiny dopaminu pod 60 % se za¢nou piiznaky objevovat zietelnéji. Nejprve se za¢nou
projevovat somatické piiznaky jako bolest svali a kloubli. Po ¢ase se objevi motorické
ptiznaky, jako bradykineze, rigidita, klidovy tfes aV neposledni fadé posturalni poruchy
(poruchy drZeni téla a rovnovahy) (Poewe et al., 2017; Ruzic¢ka, 2006; Rektorova, 2005;
Aarsland et al., 2003).

Bradykineze arigidita zpisobuji typickou pomalou chizi s malymi krac¢ky. Mezi
dalsi projevy PD patii vegetativni poruchy a psychické poruchy mezi néz se tfadi deprese.
Deprese Casto byva Casto jednim z prvnich piiznakli a prodéla ji ptiblizn€ 50 % pacientl
s PD. Poruchy kognitivnich funkci mohou piejit az v demenci, a to vyrazné snizuje kvalitu
a délku zivota pacienta. Prevalence rozvinuti demence je 20-40 %, avSak po 10 letech
od rozvinuti PD je to jiz 75 % (Aarsland et al., 2003; Poewe et al., 2017; Razicka, 2006;
Rektorova, 2005). Jako mozny rizikovy faktor rozvinuti PD je povazovan gen COMT
(katechol-O-methyltransferaza), nebot’ koduje enzym podilejici se na degradaci dopaminu.
Jeho polymorfismus Vall58Met ovliviiuje aktivitu enzymu COMT a tim urcuje hladinu
dopaminu v téle (Williams-Gray et al., 2008).



1.2.1.3 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni postihujici piiblizné
5 % populace nad 65 let. V populaci nad 85 let ptedstavuje 50-70 % vsech piipadi demence.
Alzheimerova choroba je nejcastéjsi pfi¢inou demence a také Ctvrtou az patou nejcastéjsi
pticinou smrti. Nemoc trva pfiblizn¢ v rozmezi 2-12 let a ma tfi stadia od mirného ptes

stfedni az po t€zké stadium (Zvétova, 2017; Rektorova, 2009; Pidrman, 2007).

AD ma specificky neuropatologicky obraz. Je charakterizovana degeneraci a
ubytkem neuroni, hromadénim proteinu amyloidu beta (AP) v mozkové tkani ve formé
senilnich ~ plakd  atvorbou  neurofibrilarnich  klubek  skladajicich se z
hyperfosforylovaného tau-proteinu (Zvéfova, 2017, Bertram et al., 2010). Senilni plaky se
vyskytuji v mozkové kiie, podkorovych jadrech a v mozecku ajejich jadro je tvofeno
proteinem zvanym amyloid beta. AP je dilezity degenerativni protein Vvznikajici
z amyloidového prekurzorového proteinu (APP), ktery se v téle fyziologicky vyskytuje
V buné¢nych membranach a je nezbytny pro spravnou funkci organismu. APP je za
normalnich podminek Stépen alfa-sekretdzou na kratké fragmenty, které jsou rozpustné a
chrani nervové builkky pfed poskozenim. Pti patologickych podminkach je APP stépen
pomoci beta-sekretazy €i gama-Sekretazy za vzniku nerozpustnych dlouhych fragmentd.
Tyto fragmenty se spojuji v neurotoxické oligomery ¢i fibrily a jejich sraZzenim vznika

beta-amyloid (Farlow & Foroud, 2013; Zvétova, 2017; Rektorova, 2009).

Okolo jader tvofenych polymerovanym A dochazi k degeneraci neurond a vzniku
zanétlivé reakce spojené s uvolnénim reaktanti akutni faze, které nakonec zplisobi apoptdzu
neuronu. Samotny amyloid beta zplsobuje svou toxicitou poskozeni tau-proteinu.
Tau-protein se vyskytuje nejen v neuronech, ale nachazi se ve vSech jadernych buiikach.
Jeho funkci je vazat se na mikrotubuly a zajist'ovat jejich polymeraci. Pokud dojde k ur¢itym
zménam Ve struktufe tau-proteinu mohou byt naruSeny mikrotubularni funkce,
coz zpomaluje axonalni ptenos Vvede k demenci. Za urcitych neptiznivych podminek
se z tau-proteinu odstépuji postranni aminokyseliny, coz vede k jeho hyperfosforylaci.
Takto zménény tau-protein tvoii vlakna, jez jsou podkladem tzv. neurofibrilarnich klubek,

ktera narusuji strukturu neuront a zptisobuji jejich zanik (Zvétova, 2017; Jirak et al., 2009).
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Normal Alzheimer's
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Obr.2: Znazornéni amyloidnich plakti a neurofibrilarnich klubek u Alzheimerovy choroby
asrovnani se zdravymi neurony (pfevzato a upraveno dle Amyloid Plaques and

Neurofibrillary Tangles [online]).

Pti Alzheimerové nemoci je také postizen centralni acetylcholinergni systém, ktery je
dualezity pro kognitivni funkce. Produkce acetylcholinu je narusena z diivodu nizké hladiny
enzymu cholinacetyltransferazy, kterd acetylcholin syntetizuje. Acetylcholin zajistuje
nervosvalovy pienos, a tudiz je dilezity pro funkci kosternich svall. Pozdé&ji jsou zasazeny
I neurotransmiterové systémy jako naptiklad GABA, glutamatergni, katecholaminovy

(noradrenalin) a dalsi (Jirak, 2004; Zvéfrova, 2017; Jirak et al., 2009).

AD je zplsobend pravdépodobné genetickymi 1 environmentalnimi faktory.
Mezi nejznaméjsi rizikové faktory rozvinuti AD patii predevsim vek. Alzheimerovu chorobu
1ze d€lit dle po¢atku onemocnéni na tzv. presenilni formu (EOAD) vyskytujici se u lidi pred
65. rokem zivota a na senilni formu (LOAD) vyskytujici se u lidi po 65. roce Zivota.
Toto rozdéleni ovSem nemd pro klinickou praxi nijak zasadni vyznam, nebot
neuropatologicky jsou tyto dvé formy totozné. Presenilni forma se vyskytuje sporadicky a je
Casto podminéna dédi¢né. Mezi hlavni tfi rizikové geny souvisejici s EOAD patii APP,

presenilin 1 (PSEN1) a presenilin 2 (PSEN2) (Jirak et al., 2009; Farlow & Foroud).

Za jeden z nejvyznamnéjSich vrozenych rizikovych faktort senilni formy AD
je povazovan gen apolipoprotein E (APOE), ktery se vyskytuje ve tiech alelach E2, E3, E4,
pfiCemz alela E4 je spojovdna se zvySenym rizikem rozvinuti Alzheimerovy choroby

(Rawle et al., 2018; Farlow & Foroud, 2013; Jirak et al., 2009).
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AD ma specificky obraz a je pro ni typicky plizivy a nenapadny zacatek, a proto
nebyva snadné odliSit ji od klinicky normalniho starnuti. Prvnimi pfiznaky byva ztrata
kratkodobé a epizodické paméti, kdy sijedinec nevzpomind na udalosti probéhlé
pted kratkou dobou. Onemocnéni je rozdélovano do 3 stadii. Mirné stidium zahrnuje
poruchy kognitivnich funkci, kdy zapominani je jiz patrné a objevuji se emocni zmény
adeprese. Dale se vyskytuje naruSena orientace v prostoru, nesoustiedénost, porucha
logického uvazovani. Ve stfednim stadiu dochézi k vyraznému zhorSeni paméti ve vsech
slozkach a rychlému zhorSeni poruch aktivit bézného Zivota, kam se tadi domadci prace
¢i hospodafeni s penézi. Jsou naruseny korové funkce, Casova i prostorova orientace
aobjevuji se afazie (problémy s vyjadfovanim), apraxie (ztrata schopnosti vykonavat
koordinované pohyby) a agnoézie (selhdni rozpoznavacich funkci). Dochézi k postupnému
zhorSeni intelektovych funkci a jedinci Casto jiz piestavaji zvladat péci o sebe sama.
V tézkém stadiu se vyskytuje Gplna ztrata paméti a nemocni nerozpoznavaji blizké osoby
a jsou zcela zavisli na okolni péci. V tomto stadiu se U nemocnych vyskytuji poruchy chtize
a pohybu. Pomérné castd je vtomto stadiu nemoci tzv. amnestickd dezorientace,
kdy si nemocny nic nepamatuje a nevi kde se nachazi. AD je v soucasné dobé nevylécitelné
onemocnéni, nemocni umiraji vétSinou na plicni choroby, jako je bronchopneumonie ¢i
urazy zpusobené pady (Koukolik, Jirak, 1998; Zvérova, 2017; Jirak et al.,2009;
Pidrman, 2007).

1.2.1.4 FRONTOTEMPORALNI DEMENCE

Frontotemporalni demence (FTD) nebo také frontotemporaln lobarni degenerace ptedstavuje
10 % vSech demenci a je tfeti nejcastéj$i demenci neurodegenerativniho pivodu. Dochézi
pfini k progresivni degeneraci frontalnich a temporalnich lalokit mozku. Ve srovnani s AD
je zde rychlejsi progrese zhorSeni kognitivnich funkci a nemocni prezivaji kratsi dobu.
Zacatek nemoci byva kolem 45. a 65. roku a trva primérné 8 let. Piesna pficina neni zcela
znama, ale diky Kk ¢astému familiarnimu vyskytu, ktery je kolem 20-40 % se predpoklada
geneticky vliv. Mezi kandidatni geny patii tau gen ¢i PSEN1. Existuji tfi hlavni formy FTD:
behavioralné-dysexekutivni (frontalni) varianta, primarni progresivni afazie a sémanticka
demence. Tyto formy se ovSem ¢asto v prub&éhu onemocnéni vzajemné prolinaji (Rektorova,

2009; Pidrman, 2007; Jirak et al.,2009).
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Demence frontalniho typu predstavuje 70 % vSech FTD a jsou u ni charakteristické
brzké zmény osobnostnich rysii a chovani a neschopnost chovani regulovat. Pfi této formé
jsou postizeny cCelni oblasti mozku. Pfi sémantick¢ demenci jsou zmény lokalizovany
v pfednich castech spankovych lalokti. Hlavnimi pfiznaky zahrnuji tézkou poruchu
porozuméni mluvenému slovu, neschopnost identifikovat vyznam a obsah zrakovych
podnétd. Recovy projev je plynuly a gramaticky korektni, avsak obsahové prazdny. Primarni
progresivni afazie je charakteristicka postizenim fte¢i, kdy nemocny ma problém nalézt
spravné slovo, jeho fe¢ neni plynuld, déld mu obtize, a nakonec dochazi k jeji uplné ztrate.
Pti tomto typu FTD je postizen dominantni ¢elni a spankovy lalok. FTD byva kviili Siroké
Skale ptiznakd Ccasto chybné diagnostikovana a zaménovéna za vaskuldrni demenci

¢i demenci pti Alzheimerové chorobé (Rektorova, 2009; Pidrman, 2007; Jirak et al.,2009).

1.2.2 SYMPTOMATICKE DEMENCE

Tato nesouroda skupina demenci ma mnoho pfi¢in vzniku. Patii sem celd fada demenci,
které vznikaji na podkladé jiné nemoci, kterou muze byt naptiklad zanét CNS, HIV, syfilis
¢i Creutzfeldt-Jakobova nemoc. Demence Vv této skuping lze rozdélit na demence vaskularni

a ostatni symptomatické demence (Jirak et al., 2009).

1.2.2.1 VASKULARNI DEMENCE

Vaskularni demence (VAD) predstavuje 20 % vSech demenci a je druhou nejcastéjsi
pti¢inou demence. Je zplisobena poruchami cévniho zasobeni mozku. Nékteré cévni zmény
mohou byt vrozené (cévni vydut) jiné ziskané. Rizikem pro vznik VAD jsou cévni
onemocnéni, mezi néz se fadi ateroskler6za, hypertenze, ischemicka choroba srde¢ni (ICHS)
a predevs§im prodélani cévni mozkové piithody (CMP). Ptiblizné u 14-31 % pacienta s CMP
se do tfech mésici od jejiho prodélani objevuji ptiznaky VAD. Toto riziko nardsta
se souCasnou pritomnosti rizikovych faktori jako je hypertenze, diabetes mellitus

¢i onemocnéni srdce. (Pidrman, 2007; Jirak et al., 2009).

13



Klinicky obraz je rGznorody, jelikoz se jedna o celou skupinu onemocnéni. Poruchy
kognitivnich funkci byvaji nerovnomérné a objevuji se ndhle. Nemocni byvaji zmateni,
zpomaleni a mohou se u nich vyskytovat depresivni nalady. Postupné se ptiznaky meéni
ajsou typické delirantni stavy. Celkem dlouho byvéa zachovan usudek, nadhled a osobnost

(Jirak et al., 2009; Holmerova et al., 2007; Pidrman, 2007).

Vaskularni demence lze dle pfi¢iny rozdélit do 3 skupin: vaskularni demence
s nahlym zacatkem, multiinfarktovd demence, Subkortikalni ischemické leukoencefalopatie.
Vaskularni demence s nahlym zacCatkem vznikd po prodélani rozsahlych mozkovych
infarktt, které postihnou oblasti mozku dulezité pro pamét’. Multiinfarktova demence vznika
na podklad¢ infarktd v kife a podkorovych oblastech. Tieti skupinou je subkortikalni
ischemicka leukoencefalopatie neboli Binswangerova choroba, kde dochazi k postizeni bilé
hmoty mozku a vyskytuje se pfevazné u lidi s hypertenzi (Jirak et al., 2009;
Holmerova et al., 2007; Pidrman, 2007).

1.2.2.2 OSTATNI SYMPTOMATICKE DEMENCE

Tato skupina demenci je pomé&mé nesouroda, nebot’ se sem fadi demence vznikajici
z riznych pficin. Jedna se o demence vzniklé v souvislosti s infekcemi (napt. syfilis, AIDS),
S prionovymi onemocnénimi (napt. Creutzfeldtova-Jakobova nemoc, kuru) ¢i v souvislosti
s intoxikacemi (napf. zpusobené alkoholem, drogami ¢i otravou oxidem uhelnatym).
Déle se do této skupiny fadi posttraumatické demence, metabolické demence, demence
pii hydrocefalu, demence farmakogenniho puvodu a spousty dalich (Jirak et al., 2009;
Pidrman, 2007).

2 GENETICKE FAKTORY DEMENCI

Rozvoj demence je kromé& faktort vnéjSiho prostiedi ovlivnén také faktory genetickymi.
Pro Alzheimerovu chorobu existuje kolem 700 kandidatnich gend, mezi kterymi se kromé
jediného prokazaného rizikového genu APOE nachazi i geny COMT a MTHFR, jejichz
souvislost s rozvojem demence neni zatim zcela prokazana. Existuji vSak divody, diky nimz

Jsou povazovany za mozné kandidaty v etiopatogenezi Alzheimerovy choroby.
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2.1 APOLIPOPROTEIN E

Apolipoprotein E (APOE) je 299 aminokyselin dlouhy protein fadici se mezi lipoproteiny.
Enzym APOE je exprimovan bunikami v riznych c¢astech t€la, ale primarné v jatrech
hepatocyty a v CNS kde je exprimovan pievazné astrocyty a mikrogliemi. V mozku
ovlivituje rast dendritli, reparaci neuront, Synaptickou plasticitu a zachovava strukturalni
integritu mikrotubulu uvnitf neuronu (Nathoo et al., 2003; Zende et al., 2013;
Kalman et al., 1997). Je dulezitou soucasti VLDL (very low density lipoproteins),
HDL (high-density lipoproteins) a chylomikrond. Ugastni se transportu cholesterolu a lipidd,
nebot’ pomaha vychytavat cholesterol z krve a transportuje ho do jater, kde je nasledné
metabolizovan (Abondio et al., 2019).
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Obr. 3: Umisténi genu APOE na chromozomu 19 (pievzato z APOE Geneg, [online]).

Gen pro APOE se nachazi na 19. chromozomu na pozici q13.2 a obsahuje 4 exony
atii introny. Vyskytuje se ve tfech kodominantnich alelach E2, E3, E4 koédujicich
odpovidajici izoformy proteinu E2, E3 a E4, které se 1i§i zaménou aminokyselin argininu
a cysteinu na pozicich 112 a 158. Alela E3 ma na pozici 112 cystein a na pozici 158 arginin.
Alela E4 obsahuje vobou pozicich arginin a alela E2 ma vobou pozicich cystein
(Sun et al., 2015). I pfes zaménu pouze jedné ¢i dvou aminokyselin se izoformy lisi jak svou
funkei, tak strukturou (Sun et al., 2015). Existuje Sest rGznych genotypt APOE:
tii homozygotni (E2/E2, E3/E3, E4/E4) a tii heterozygotni (E2/E3, E2/E4, E3/EA4).
Izoforma E3 se v populaci vyskytuje nejcastéji, a to s frekvenci 78 %. Druhou nejcastéji
zastoupenou je izoforma E4 s frekvenci 15 % a u 7 % populace se vyskytuje izoforma E2
(Nathoo et al., 2003).
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Izoforma E2 ma cholesterol snizujici G€inky a je povazovana za protektivni alelu ve vztahu
k Alzheimerové chorobé, nebot snizuje riziko jejiho vzniku az o Ctvrtinu. Oproti tomu
alela E4 je povaZovana za hlavni rizikovy faktor rozvinuti AD. Riziko rozvinuti pozdni
formy AD je u heterozygoti pro ApoEe4 4x vysSSi nez u lidi, ktefi tuto alelu nemaji.
U homozygotti ApoEe4 je toto riziko dokonce az 15x vyssi. U nosic¢li obou alel E4 dojde

vvvvvv

(Farlow & Foroud, 2013; Koukolik a Jirak, 1998).

2.2 METHYLENTETRAHYDROFOLAT REDUKTAZA

Enzym methylentetrahydrofolat reduktaza (MTHFR) je 656 aminokyselin dlouhy protein
s enzymatickymi vlastnostmi. Sklada se z N-termindlni katalytické domény, ktera se vaze
na NAD, NADPH a 5,10-methylen-THF a C-terminalni regulaéni domény vazajici se
na inhibitor ~ S-adenosylmethionin  (SAM). Enzym MTHFR katalyzuje redukci
5,10-Methylentetrahydrofolatu na 5-Methyltetrahydrofolat (5-MTHF), ktery je v lidském
téle hlavni formou folatd. Folat je ptfirozenou aktivni formou kyseliny listové vyskytujici
se v lidském téle a je nezbytny pro remethylaci homocysteinu na methionin. Methionin
je dulezitou aminokyselinou, jejiz vyuziti v téle je pfedev§im v syntéze bilkovinnych struktur

a DNA (Wan et al., 2018; Froese et al., 2016; Stransky, 2011; Hyanek et al., 2017).

Lidsky gen pro MTHFR se nachazi na chromozomu 1 na kratkém raménku v pozici
36.3. Gen se sklada z 12 exont z nichz prvni je nekodujici. Bylo zjisténo, ze gen MTHFR
obsahuje 14 béznych ¢i vzacnych jednonukleotidovych polymorfismi (SNP), které souvisi

s enzymatickym nedostatkem (Wan et al., 2018; Rai, 2017).
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Obr. 4: Umisténi genu MTHFR na chromozomu 1 (pfevzato z MTHFR Gene, [online]).
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Mezi nejznaméjsi se fadi polymorfismy C677T a A1298C. Polymorfismus C677T
zpusobuje na pozici 677 nukleotidového fetézce zaménu cytosinu na thymin, coz ma
zanasledek substituci alaninu za valin V peptidickém fetézci. Pro tento polymorfismus
existuji tii mozné genotypy a to CC, CT a TT, pficemz alela T zpusobuje termolabilitu
enzymu a jeho snizenou funkci. Navic inhibuje tvorbu S5-methyltetrahydrofolatu, jenz
funguje béhem remethylace homocysteinu na methionin jako donor methylu. Z toho divodu
se u homozygoti TT vyskytuje vyssi hladina homocysteinu v krvi nez u ostatnich dvou
genotypu (Mcllroy et al., 2002; Wan et al., 2018). ZvySené mnozstvi homocysteinu v Krvi
zvySuje oxidacéni stres, vytvari volné kyslikové radikaly, zvySuje tvorbu AP a podporuje
neuronalni expresi tau-proteinu a APP (Rai, 2017). Diky tomu je povazovano za rizikovy
faktor pro rozvinuti demence a tato souvislost byla nalezena v n€kolika priifezovych studiich
provedenych v minulych letech (Clarke et al., 1998; McCaddon et al., 1998;
Seshadri&Shea, 2006; Smith, 2008).

U polymorfismu A1298C dochazi k zaméné adenosinu za cytosin na pozici 1298
a to zpusobuje nahrazeni glutamatu za alanin. Tyto dva polymorfismy jsou snizuji aktivitu
enzymu MTHFR v riznych stupnich (Wan et al., 2018).

Diky tomu, ze koduje enzym ovliviiujici metabolismus homocysteinu je MTHFR
povazovan za kandidatni gen v etiopatogenezi AD. V Evropské populaci se vyskytuje
12 % homozygotl TT, 43 % heterozygott CT a 45 % homozygotd CC pro tento
polymorfismus (Prinz-Langenohl et al., 2009).

2.3 KATECHOL-O-METHYLTRANSFERAZA

Enzym katechol-O-methyltransferaza (COMT) je enzym, katalyzujici pifenos methylové
skupiny z S-Adenosyl-methioninu (SAM) na hydroxylovou skupinu katecholamint.
Tim dochdzi k inaktivaci katecholovych neurotransmitert dopaminu, norepinefrinu
a epinefrinu a katecholovych xenobiotik a hormonti. (Pereira et al., 2012). V téle
se v perifernich tkanich nachéazi rozpustna forma enzymu (S-COMT) a v mozku na
membranu vazana forma enzymu (MB-COMT). COMT je exprimovan v celém téle, ale jeho
nejvetsi aktivita je v prefrontalnim kortexu (PFC), coz je misto v mozku spojené s emocemi,
osobnosti a abstraktnim mysSlenim, které pro svou spravnou funkci vyZaduje signalizaci
pomoci neurotransmiterd, jako je dopamin. Pravé hladina dopaminu je fizena pomoci COMT
(Pereira et al., 2012; Chen et al., 2004).
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Gen COMT se nachazi vpozici 11.2 na dlouhém raménku chromozomu 22
a obsahuje Sest exontl. Nejznaméjs$im polymorfismem je jednonukleotidovy polymorfismus
Vall58Met. Na exonu 4 dochazi k substituci guaninu za adenin, a to vede k zaméné
aminokyselin valinu (Val) za methionin (Met) na pozici 158. V ramci tohoto polymorfismu
existuji tfi mozné genotypy a to Val/Val, Val/Met a Met/Met. Tyto polymorfismy se 1isi
aktivitou genu COMT. U homozygoti Met/Met je aktivita genu piiblizn¢ Ctyfikrat nizsi
nez u homozygoti Val/Val, a to ma za nasledek niz$i termostabilitu i aktivitu enzymu
COMT atim 1 pomalejsi rozpad dopaminu a jeho zvySenou hladinu v PFC
(Malhotra et al., 2002; Chen et al., 2004; Rostami et al., 2017).

Chr 22
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Obr. 5: Umisténi genu COMT na chromozomu 22 (pievzato COMT Gene [online]).

COMT je diky svému puasobeni v PFC spojovan s mnoha psychickymi problémy,
kterymi  jsou  piedev§im  schizofrenie, ADHD, Parkinsonova choroba i
Alzheimerova choroba. Dale je Casto spojovan se zavislostmi z divodu jeho kli¢ové role
v degradaci dopaminu, nebot navykové latky zvySuji dopaminergni pfenos v mozku.
Zavislost se rozviji na podkladé dopaminové drahy odmény. Tato draha vede
z dopaminovych neuroni stiedniho mozku pies oblast zvanou nucleus accumbens (NAc)
do PFC, a pravé navykové latky stimuluji uvoliiovani dopaminu. Dopamin zptisobuje
navozeni piijemnych pocitli a bézné je nazyvan hormonem S§tésti, proto tato draha hraje
zasadni roli v systému potéSeni a odmén (Pilafova, 2003). Zavislost na alkoholu je dle
védeckych studii spojena s pritomnosti alely Met genu COMT. Tato teorie je zalozena
na podkladé¢ dopaminergniho odménovani, nebot' ethanol stimuluje aktivitu neuront
uvolnujicich dopamin a zvySuje tak pfenos dopaminergniho signalu v NAc oblasti. Bylo
zjisténo, ze dokonce i nizké davky alkoholu tyto déje v NAC podnécuji. Homozygotni jedinci
pro alelu Met se snizenou enzymatickou aktivitou COMT vnimaji alkohol pfijemnéji oproti
ostatnim jedincim a snadnéji u nich vznikne zavislost (Bilder et al., 2004;

Bowirrat & Oscar-Berman, 2005; Di Chiara, 1997; Kauhanen et al., 2000).
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3 CILE PRACE

1)
2)
3)

4)

5)

Vypracovani reserse zabyvajici se syndromem demence, vnéjSimi rizikovymi faktory
a s demenci asociovanymi polymorfismy gent COMT, MTHFR a APOE.

Vytvoreni dotazniku pro zjisténi blizsich informaci o testovaném souboru.

Sbér biologického materialu pro genetické zpracovani experimentalni ¢asti.

Vysetfeni vyskytu genotypovych frekvenci pro geny APOE, MTHFR a COMT
u testovanych jedinci pomoci metod molekularni biologie.

Statistické zhodnoceni vSech ziskanych dat.
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4 METODIKA

4.1 TESTOVANY SOUBOR

Vyzkum probihal v genetické laboratoii GENLABS pod vedenim Mgr. Dagmar Riegert
Bystticke, Ph.D. a byl finanéné podpoten Studentskou grantovou agenturou (SGA) PiF JU.
Vybrané vzorky byly ziskany ve spolupraci s Alzheimercentrem a Seniorcentrem
v Ceskych Budgjovicich. Pro vyzkum bylo planovano vybrat 50-100 jedincti
s Alzheimerovou demenci a 50-100 jedinct bez diagnozy demence, kteii méli slouzit jako
kontrolni skupina. Ziskavani vzorki probihalo po ¢astech v pribéhu 6 mésici a celkem
se nam podafilo zobou center ziskat 55 vzorku pacienti s Alzheimerovou chorobou
a s riznymi formami demence. VSichni uc€astnici byli sezndmeni s ti¢elem tohoto vyzkumu,
tudiz podepsali informovany souhlas a vyplnili ndmi pfipraveny dotaznik (viz pfiloha ¢. 1,
ptiloha ¢. 2). Z dotazniku jsme nasledné zjistili, ze vétSina jedinc z kontrolni skupiny
uvedla, ze trpi néjakou (vétSinou odlisnou) formou demence, anebo ve Ctyfech ptipadech
dokonce Alzheimerovou chorobou, ktera se u nich ale rozvinula az b&hem pobytu
Vv ptislusném zafizeni. Proto jsme se rozhodli rozdé€lit tyto pacienty na dvé skupiny, kde
jednu skupinu tvofili pouze pacienti s Alzheimerovou chorobou a druhou skupinu pacienti
S ruznymi formami demence. Jako kontrolni skupinu jsme zvolili pacienty bez diagnozy
demence ze Senior centra a pacienty starSi 64 let, kteti byli v minulych letech vySetfovani
v genetické laboratofi GENLABS, nemaji diagnézu demence a souhlasili s vyuzitim
vysledkl k dal$im vyzkumnym ucelim. U téchto jedinci nebyl vyplnén dotaznik z diivodu
pozdéjsiho doplnéni kontrolni skupiny. VSichni Gcastnici vyzkumu poskytli vzorek periferni

krve.

4.1.1 ODBER VZORKU A SBER DOTAZNIKOVYCH DAT

Vzorky periferni krve byly odebirany postupné u vSech 55 dobrovolniki piimo
zdravotnickym persondlem Alzheimercentra a Seniorcentra v Ceskych Budg&jovicich,
souCasn¢ byly s klienty obou center vyplnény pod dohledem persondlu informované
souhlasy s genetickym vySetfenim a také dotazniky reflektujici vné&jsi rizikové faktory
pro rozvinuti demence. Nasledné byly vzorky periferni krve spolu s dotazniky pfevezeny

do laboratofe GENLABS a zpracovany tak, aby nedoslo k znehodnoceni nebo zneuziti.
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4.1.1.1 DOTAZNIK

Pro ziskani informaci ohledné zdravotniho stavu testovanych osob byl vytvofen dotaznik.
Tento dotaznik obsahoval 17 otazek, pomoci nichz jsme se snazili ziskat piehled
0 predchozim zivotnim stylu dotazovanych. Dotaznik byl vytvoien na zakladé znalosti
moznych rizikovych a protektivnich faktori rozvinuti demence. V dotazniku byly uvedeny
otazky ohledné diagnézy jednotlivych pacientl diky cemuz bylo mozné je roziadit do tfech
skupin. Daéle bylo mozné 2z dotazniku ziskat informace ohledné¢ vzdélani, uzivani
navykovych latek ¢i 1¢kii a zda jedinec trpi 1 néjakymi dal$imi nemocemi. Ziskana data byla

nasledné statisticky vyhodnocena. Dotaznik je uveden v piiloze €. 2.

4.2 1ZOLACE DNA Z KRVE

Genomickd DNA byla izolovana z periferni krve pomoci komercniho izola¢niho kitu
GenneAll® Exgene™Clinic SV mini. Pouzité reagencie a jejich objem jsou uvedené
v tabulce 1. Pro kazdy vzorek byly ptipraveny 1,5 ml mikrozkumavky, které se fadné
popsaly konkrétnim laboratornim identifikaénim ¢&islem (LIC), které je specifické pro
kazdého pacienta a dale se postupovalo dle protokolu od vyrobce. Pouze v poslednim kroku
doslo k pozménéni postupu, kdy se ptidalo pouze 50 pl AE pufru a inkubovalo se namisto
1 minuty po dobu 5 minut pfi pokojové teploté, poté nasledovala centrifugace. Nasledné
se ziskany objem ze zkumavky napipetoval znovu na kolonku, inkubovalo se opét 5 minut a poté
probéhla centrifugace. Kolonky se poté odstranily, zméftila se koncentrace DNA. lzolovana

oznacend DNA se ulozila do mraziciho boxu, kde byla skladovana pfi -20 °C.

Tab. I: Reagencie izola¢niho kitu GenneAll® Exgene™Clinic SV mini pouzité pro izolaci

DNA z 200pl plné krve.

Reagencie Objem 1 reakce (ul)
Proteinaza K 40
BL pufr 200
100 % ethanol 400
BW purf 600
TW pufr 700
AE pufr 50
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4.3 MERENI KONCENTRACE DNA

U vsSech vzorkli vyizolované DNA byla zméfena koncentrace izolované DNA pomoci
fluorometru Quibit® 2.0 (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific). K méfeni koncentrace byl
pozit kit AccuGreen Broad Range dsDNA Quantitation Kit. VSechny vzorky poskytly

dostatek materidlu pro nize uvedené genetické testy.

4.4 ANALYZA GENU APOE, COMT a MTHFR

4.4.1 PCR RFLP PRO DETEKCI POLYMORFISMU GENU MTHFR A
COMT

RFLP PCR (restriction fragment length polymorphism) je metoda skladajici se z nékolika
krokd. Nejprve dojde k amplifikaci useku DNA, ktery je ohranicen dvéma specifickymi
primery, pomoci PCR. Pfitomnost PCR produktu je zkontrolovana pomoci elektroforézy.
Poté je amplifikovany usek Stépen restrikénimi endonukledzami a nastipané fragmenty jsou
opét vizualizovany elektroforeticky. Rozdily ve variabilité genu jsou detekovatelné diky
tvorb& rizn€ dlouhych fragment. Pro PCR amplifikaci byly pouzity specifické primery,
jejichz sekvence byly prevzaty z praci Tahara et al. (2009) a Frosst et al. (1995) a jsou

uvedeny v tabulce I1. Optimalizace reakce nebyla nutna.

Tab. 11: Sekvence primert pro PCR reakci pro geny COMT a MTHFR.

PCR
Nazev primeru Sekvence od 5¢ k 3¢
produkt
COMT F primer (Tahara et al., 2009) T TCGTGGACGCCGTGATTCAGG
COMT R primer (Tahara et al., 2009) P AGGTCTGACAACGGGTCAGGC
MTHFR 677F (Frosst et al., 1995) T~ TGA AGG AGA AGG TGT CTG GGG GA
MTHFR 677R (Frosst et al., 1995) P AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG

pozn.: ,,F* znaci forward primer, ,,R* reverse primer
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PRIPRAVA PCR REAKCE PRO MTHFR C677T

Nejprve byl v laminarnim boxu na ledu do 1,5 ml zkumavky pftipraven MasterMix, jehoz
slozeni je uvedeno v tabulce Ill. Nasledné byl tento mix rozpipetovan po 23 ul do piedem
piipravenych 0,2 ml mikrozkumavek a mimo laminarni box byly do kazdé mikrozkumavky
piidany 2 ul DNA izolatu. Vysledny objem reakcéni smési byl 25 ul pro kazdy vzorek.
Jako ukazatel spravného provedeni metody a moznosti kontaminace slouzily dvé pozitivni

kontroly (PK) se znamymi genotypy a jedna negativni kontrola (NK).

Tab. I11: SloZeni reak¢éniho mixu pro polymorfismus C677T.
Reagencie Objem 1 reakce
voda 8,25 ul
PCRBIO Tag Mix Red 12,5 ul
(Bio-Consult)
DMSO 1,25 ul
Primer F+R 0,5+0,5ul
celkem 23 ul

Po ptidéani lyzatu DNA byly mikrozkumavky s reakéni smési diikladné zvortexovany,
stoeny a umistény do termocycleru (MultiGene, Labnet), jehoZ teplotni profil je uveden
v tabulce IV.

Tab. IV: Teplotni profil pro detekci polymorfismu MTHFR C677T.

Poéget cykli Teplota (°C) Cas

Denaturace 1 95 5 min
Denaturace 95 1 min
Annealing 35 60 1 min
Extenze 72 1 min
Finalni extenze 1 72 5 min
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PRIPRAVA PCR REAKCE PRO COMT Val158Met

V laminarnim boxu byl do 1,5 ml zkumavky pfipraven MasterMix jehoz slozeni je uvedeno
v tabulce V. Do jiz ptedem popsanych 0,2 ul mikrozkumavek bylo nepipetovano 48 pl
MasterMixu a mimo laminarni box byly do kazdé mikrozkumavky ptidany 2 pul DNA
izolatu. Jako ukazatel spravného provedeni metody a moznosti kontaminace nam slouzily
dvé¢ pozitivni kontroly (PK) se dvéma znamymi genotypy a jedna negativni kontrola (NK)

obsahujici destilovanou vodu.

Tab. V: Slozeni MasterMixu pro polymorfismus Vall58Met.

Reagencie Objem 1 reakce
voda 34,3 ul
5x MyTaq Red Reaction Buffer (Labmark) 10 pl
My Taq Red DNA Polymerase (Labmark) 0,2 ul
DMSO 2,5 ul
Primer F+R 0,5 ul+0,5ul
celkem 48 ul

Vzorky byly zvortexovany, stoeny a umistény do termocycleru jehoZ reakéni profil je

uveden v tabulce VI.

Tab. VI: Teplotni profil pro detekci polymorfismu Val158Met.

Pocet cykla Teplota (°C) cas
Denaturace 1 95 5 min
Denaturace 95 30s
Annealing 32 55 30s
Extenze 72 1 min
Finalni extenze 1 72 10 min
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VIZUALIZACE PCR PRODUKTU

Pomoci gelové elektroforézy na 4 % agardézovém gelu byla ovéfena piitomnost a velikost
PCR produktii. Gel byl ptipraven z 50 ml 1x TBE Bufferu (Thermo Scientific) a ¢tyt 0,5 g
agardzovych tablet (FastGene). Pro vizualizaci bylo ptfidano 15 pl fluorescen¢ni barvy
Midori Green Advanced DNA Stain. Na gel bylo naneseno 5 pl pro kazdy vzorek a 5 ul
markeru (100 bp FastGene DNA Ladder, Elisabeth Pharmacon). Krom¢ dvou PK byla
nanesena také NK, ktera slouzila ke zjisténi, zda nedoSlo ke kontaminaci pii ptipravé
MasterMixu. Po naneseni vzorkt byla spusténa elektroforeticka separace pii napéti 135 V
po dobu piiblizn¢ 10 minut. Po probéhnuti byl gel pfenesen na UV dokumentaéni systém
(FastGene GelPic LED Box, Nippon Genetics) a vysledky gelové elektroforézy byly
vyfoceny a nasledn¢ vyhodnoceny. V piipadé genu MTHFR byla délka PCR produktu
198 bp a v ptipadé genu COMT 217 bp.

RESTRIKCNI ANALYZA

Restrikéni $tépeni PCR produktu genu MTHFR C677T probéhlo za pouziti enzymu Hinf I,
ktery rozeznava S§tépné misto GANTC. Nejprve byl pfipraven mix pro restrikéni Stépeni
smichanim 10 U restrikéniho enzymu Hinf I (1 pl) a 2 pl pfislusného restrikéniho pufru
10x CutSmart (New England BioLabs) dle poc¢tu reakci. K jednotlivym PCR produktim
byly pfidany 3 pl smési a zkumavky byly stoeny pomoci stolni centrifugy
(Microspin FV-2400; BioSan) a inkubovany v miniinkubatoru (Mini Incubator, Labnet)
pii teplot¢ 37 °C po dobu minimalné 60 minut. Po ukonceni inkubace byla provedena

kontrola restrikéniho §t€peni pomoci elektroforetické separace na agarézovém gelu.

V piipadé genu COMT Vall58Met bylo restrikéni $tépeni provedeno za pouziti
restrikéniho enzymu Nlalll a pfislusného restrikéniho pufru CutSmart. Dalsi postup byl

obdobny jako pii pouziti enzymu Hinf L.
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DETEKCE RESTRIKCNICH FRAGMENTU

Detekce vyslednych fragmentd restrikéniho Stépeni u obou gend probéhla na 4 %
nebarveném agarézovém gelu. Ptiprava probihala stejné jako u barveného gelu s rozdilem,
ze se fluorescencni barva nepiidavala do gelu. Na parafilm byla nepipetovana 0,5 pl kapka
barviva Midori Green Direct DNA Stain a nasledné se ke kapce napipetovalo 10 pl vzorku,
ktery byl promichan s barvivem. Takto obarveny vzorek se nanesl na gel. Elektroforeticka
separace probihala pti 135 V po dobu 15-45 minut. Doba byla ptipadné upravena pro co
nejlepsi viditelnost fragmentt o riznych délkach. Velikosti produktt byly odeéteny pomoci
100 bp Ladder DNA marker a nasledné byl gel pfenesen na detekéni systém a vysledky
elektroforézy byly vyhodnoceny a zdokumentovany. V tabulce VII jsou uvedeny velikosti

produkti restrikéniho §tépeni.

Tab. VII: Piehled produkti restrikéniho $tépeni metody PCR-RFLP odpovidajicich

jednotlivym genotypiim.

MTHFR C677T COMT Vall58Met
mutace 175+23 bp 96+81+40 bp
wild type 198 bp 136+81 bp
heterozygot 198+175+23 bp 136+96+81+40 bp

4.4.2 PCR ARMS PRO DETEKCI POLYMORFISMU GENU APOE

Amplifika¢ni refrakéni mutacni systém (ARMS) je metoda, kterou lze detekovat bodové
mutace ¢i drobné delece v DNA. ARMS test se sklada ze dvou samostatnych reakci kdy

jedna je specifickéd pro normalni DNA sekvenci a druhd pro sekvenci s mutaci.

Pro amplifikaci byly pouzity primery jejichz sekvence véetné vstupnich koncentraci
do reakce byly ptevzaty z publikace Zende et al. (2013) (viz Tab. VIII). V pribéhu naseho
pokusu jsme ovSem zjistili v této publikaci chybu. Ta spocivala v prohozeni sekvenci
primerd Cysl12 a Argll2, kvali ¢emuz ndm nejprve vychdzely vysledky chybné.

Optimalizace reakce nebyla nutna.
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Tab. VIII: Sekvence primeri pro PCR reakci pro gen APOE.

Primery Sekvence od 5¢ k 3¢ Velikost
PCR produktu (bp)
Cys158 ATGCCGATGACCTGCAGAATT 588
Arg158 ATGCCGATGACCTGCAGAATC 588
Cysi112 CGCGGACATGGAGGACGTTT 451
Argl12 CGCGGACATGGAGGACGTTC 451
COMMON GTTCAGTGATTGTCGCTGGGCA -
PRiIPRAVA PCR REAKCE

V laminarnim boxu byly pfipraveny do 1,5 ml zkumavek 2 MasterMixy (A a B)
jejichz slozeni je uvedeno v tabulce IX. Tyto MasterMixy byly nasledné rozpipetovany
do 0,2 ml mikrozkumavek po 23 pl a mimo laminarni box byly do kazdé mikrozkumavky

ptidany 2 ul DNA izolatu, takze pro kazdy vzorek byly provedeny dvé PCR reakce ve dvou
zkumavkach.

Tab. IX: Slozeni reakénich mixd pro reakci PCR ARMS genu APOE.

MIX A MIX B
Reagencie Objer_n pro Reagencie Objer_n pro
reakci reakci
H20 7,25 ul H20 7,25 ul
PCRBIO Tag Mix 12,5 ul PCRBIO Tag Mix 12,5 ul
Red (Bio-Consult) Red
DMSO 1,25 ul DMSO 1,25 ul
COMMON primer 0,8 ul COMMON primer 0,8 ul
Argl58 0,8 ul Cys158 0,8 ul
Argl12 0,4 pl Cys112 0,4 ul
celkem 23 ul celkem 23 ul
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Vzorky se poté zvortexovaly (Mini centrifuga/vortex MicroSpin V-2400, bioSan), stoCily
a umistily se do gradientového termocycleru (MultiGene, Labnet), jehoz teplotni profil je
uveden v tabulce X. Jako ukazatel spravného provedeni metody a moznosti kontaminace

slouzily dvé pozitivni kontroly (PK) a jedna negativni kontrola (NK).

Tab. X: Teplotni profil reakce PCR ARMS.

Pocet cykli Teplota (°C) cas
Denaturace 1 95 4 min
Denaturace 94 45s
Annealing 35 66 45s
Extenze 72 45
Finalni extenze 1 72 5 min

GELOVA ELEKTROFOREZA

Vysledné produkty PCR byly naneseny na 4 % agar6zovy gel, ktery byl pfipraven z 50 ml
I1x TBE Bufferu (Thermo Scientific) a ¢ty 0,5 g agardzovych tablet (FastGene).
Pro vizualizaci bylo ptfidano 15 pl fluorescen¢ni barvy Midori Green Advanced DNA Stain.
Na gel bylo naneseno 5 pl markeru (100 bp FastGene DNA Ladder, Elisabeth Pharmacon)

a poté bylo vedle sebe naneseno 20 pl mixu A a mixu B pro kazdy vzorek.

Pro kontrolu mozné kontaminace pfi pfipravé master mixu byla na gel nanesena PK
vmixu A i B, a to samé bylo provedeno i s NK. Po naneseni vzorkl byla spusténa
elektroforeticka separace pii napéti 135 V po dobu ptiblizn¢ 20 minut. Po probéhnuti byl gel
pfenesen na UV dokumentacni systém (FastGene GelPic LED Box, Nippon Genetics)
a vysledky gelové elektroforézy byly vyfoceny a nasledné vyhodnoceny. V tabulce XI jsou
uvedeny velikosti PCR produkti pro gen APOE.

28



Tab. XI: Velikosti PCR produktt pro gen APOE.

Genotyp Velikost produkti (bp)
MIX A MIX A MIX B MIX B

E3E2 451 - 451 588
E4E2 451 588 451 588
E4E3 451 588 - 588
E4E4 541 588 - -

E3E3 451 - - 588
E2E2 - - 451 588
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5 VYSLEDKY

Testovani jedinci byli rozdéleni do tii skupin. Jedna skupina byla tvofena 19 pacienty
S Alzheimerovou chorobou, druha skupina byla tvofena 31 pacienty s riznymi formami
demence. Tteti skupina slouzila jako kontrolni skupina a byla tvofena 5 zdravymi pacienty
ze Senior centra a 25 dobrovolniky, ktefi byli v minulych letech vySetfovani v genetické
laboratoii GENLABS a ktefi souhlasili s vyuzitim svych vysledka k vyzkumnym ucelim.

Vékové zastoupeni testovanych jedinci v jednotlivych skupinach je uvedeno v tabulce XII.

Metodami PCR-RFLP a PCR ARMS jsme otestovali celkem 55 vzorka pro vybrané
polymorfismy geni MTHFR, APOE a COMT. V nasi studii jsme ptedpokladali zvySenou
frekvenci vyskytu izoformy ApoE4, genotypu MTHFR677 T/T a v ptipadé genu COMT
genotyp Met/Met. Vysledky jednotlivych genotypii u testovanych skupin pro polymorfismy
uvedenych gend jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach (Tab. XIII, Tab. XIV, Tab. XV).

Tab. XII: Vékové zastoupeni testovanych jedinct v jednotlivych skupinach.

pacienti s AD pacienti s demenci kontrolni skupina
vékova hranice  pocet procentudlni  pocet  procentualni pocet procentudlni
jedincti  zastoupeni  jedinct = zastoupeni jedinct zastoupeni
(%) (%) (%)
60-69 let 0 0 2 6 12 40
70-79 let 4 21 13 42 13 44
80-89 let 10 53 8 26 4 13
90-99 let 5 26 8 26 1 3
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5.1 ZJISTENE VARIANTY V GENU MTHFR

Pro detekci polymorfismu C677T genu MTHFR byla vyuzita metoda PCR-RFLP. Ptiklad

produktii restrik¢niho Stépeni je uveden na obr. 6.

Obr. 6: Priklad produkta restrikéniho stépeni genu MTHFR (zdroj vlastni).

M — hmotnostni marker; jamka 1 a 3 zobrazuji heterozygoty CT s délkou fragmentii 198 bp, 175 bp
a 23bp. 2. jamka zobrazuje nestépeny fragment o délce 198 bp, ktery doklada pritomnost wild-type
alely (CC). 4. jamka pak Stepené fragmenty o délce 198 a 175 bp — mutantni alela T (TT). pozn.
kratky fragment o velikosti 23 bp neni vzhledem ke své délce viditelny.

Tab. XIII: Zastoupeni genotypti u testovanych skupin pro polymorfismus C677T genu
MTHFR.

pacienti s AD pacienti s demenci kontrolni skupina
zastoupeni pocet  procentudlni  poCet  procentudlni  pocet  procentudlni
genotypu jedinct  zastoupeni  jedinci = zastoupeni  jedinci = zastoupeni

(%) (%) (%)

CcC 7 37,00 13 41,90 16 53,33

CT 11 58,00 12 38,71 12 40,00
TT 1 5,00 6 19,40 2 6,67

pocet celkem 19 31 30

31



Ve skupiné pacientd S demenci byl genotyp TT zastoupen z 19 %, ve skupiné s AD z5 %
a Vv kontrolni skupiné z 6,67 %. Genotyp CC byl nejvice zastoupen v kontrolni skupiné
a genotyp CT ve skupiné pacientii s AD. Frekvence jednotlivych genotypil u testovanych
skupin je zobrazena na obrazku 7.

MTHFR

Bmcc mcT TT
20

15

10

pacienti s AD pacienti s demenci kontrolni skupina

Obr. 7: Grafické znazornéni zastoupeni jednotlivych genotypi u testovanych skupin pro gen
MTHFR.

5.2 ZJISTENE VARIANTY V GENU APOE

Pro zjisténi polymorfismli genu APOE byla zvolena metoda PCR ARMS. Kazdy
vzorek byl analyzovan pomoci dvou odlisnych reakénich mixt se specifickymi primery.
Mix A obsahoval primery Argl12 (451 bp), Arg158 (588 bp) a mix B obsahoval Cys112
(451 bp) a Cysl158 (588 bp). Oba mixy zaroven obsahovaly stejny common primer.
Na obrazku 8 jsou zobrazeny amplifika¢ni produkty alel APOE na elektroforetickém

agar6zovém gelu.
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Obr. 8: Priklad amplifika¢nich produktd neékolika alel APOE (zdroj vlastni).
M - hmotnostni marker; vzorek 1 a 2 - E3E2 (mix A: Argll2 pozitivni, Argl58 negativni, mix B:
Cys112 pozitivni, Cys158 pozitivni); vzorek 3 - E3E3 (mix A: Argll2 pozitivni, Argl58 negativni,
mix B: Cysll12 negativni, Cysl58 pozitivai); vzorek 4 - EAE3 (mix A: Argli2 pozitivni, Argl58
pozitivni; mix B: Cysl112 negativni, Cys158 pozitivni).

Frekvence jednotlivych genotypi u jednotlivych skupin je zobrazena na obrazku 9.

ApoE
25 B e2e2
B c3/e3
ed/ed
20
B 23
B c2/e4
15 0 e3/e4
10
5
0 I
pacienti s AD pacienti s demenci kontrolni skupina

Obr. 9: Grafické znazornéni zastoupeni jednotlivych genotypt u testovanych skupin pro gen
APOE.

33



Tab. XIV: Zastoupeni jednotlivych genotypt u testovanych skupin pro gen APOE.

pacienti s AD pacienti s demenci kontrolni skupina
genotyp pocet procentudlni  pocet  procentualni  pocet procentualni

jedinct zastoupeni  jedinci  zastoupeni = jedinci = zastoupeni

(%) (%) (%)
E2/E2 1 5,3 0 0 0 0
E3/E3 13 68,4 24 77,4 21 70,0
E4/E4 1 53 0 0 0 0
E2/E3 0 0 1 3,2 5 16,67
E2/E4 0 0 0 0 2 6,67
E3/E4 4 21,0 6 19,4 2 6,67
pocet celkem 19 31 30

V nasi studii bylo zaznamenano vSech 6 moznych genotypt, pficemz u skupiny
tvorené pacienty s AD bylo procentualni zastoupeni alel nasledujici: E3 78,9 %, E4 15,8 %
a E2 5,3 %. Ve skupin¢ pacientl s demenci bylo 88,7 % zastoupeno alelou E3, 9,7 % alelou
E4 a 1,6 % alelou E2. V kontrolni skupiné bylo 81,67 % zastoupeno alelou E3, 6,67 %
alelou E4 a 11,67 % alelou E2. Tyto hodnoty jsou vice mén¢ shodné s Cetnosti zastoupeni
jednotlivych alel v Evropské populaci. Ve skupinach pacienti s Alzheimerovou chorobou

a demenci je zastoupeni alely E4 vyznamné vétsi, neZ je tomu u kontrolni skupiny.
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5.3 ZJISTENE VARIANTY V GENU COMT

Pro detekci polymorfismu Vall58Met genu COMT byla zvolena metoda PCR-RFLP
a typicky vysledek gelové elektroforézy je uveden na obr. 10.

136 bp et 136 bp oo e

96 bp —
81 bp

Val/Met Val/Met Val/Val Val/Met Val/Met Met/Met  Val/Met
Obr. 10: Priklad produktt restrikéniho $tépeni genu COMT (zdroj vlastni).

81 b cp-v-rv—-*vrn’ ™

M — hmotnostni marker; jamky 1, 2, 4, 5 a 7 zobrazuji heterozygoty VallMet s délkou fragmentii
136 bp, 96 bp, 81bp a 40 bp. 3 jamka zobrazuje fragmenty o délce 136bp a 81 bp, které dokladaji
pritomnost wild-type alely (Val/Val). 6. jamka zobrazuje homozygota Met/Met s fragmenty o délce
96 bp, 81 bp a 40 bp. pozn. kratky fragment o velikosti 40 bp neni vzhledem ke své délce viditelny.

Tab. XV: Zastoupeni jednotlivych genotypt u testovanych skupin pro gen COMT.

pacienti s AD pacienti s demenci kontrolni skupina
Genotyp pocet  procentudlni = poCet  procentudlni  pocet = procentudlni

jedinci  zastoupeni  jedincli = zastoupeni = jedincli  zastoupeni

(%) (%) (%)
Val/Val 2 10,5 11 35,50 4 13,33
Val/Met 8 42,1 11 35,50 9 63,33
Met/Met 9 47,4 9 29,00 7 23,33
pocet celkem 19 31 30

Zastoupeni genotypu Met/Met bylo u skupiny pacienti s Alzheimerovou chorobou
s Cetnosti 47 % a U pacientli s demenci s ¢etnosti 29 %. Tyto hodnoty jsou ve srovnani
s kontrolni skupinou vyssi. Frekvence zastoupeni jednotlivych genotypli je uvedena

na obrazku 11 a distribuce alel v jednotlivych skupinach je zobrazena na obrazku 12.
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Obr. 11: Grafické znazornéni zastoupeni jednotlivych genotyptl u testovanych skupin pro

gen COMT.
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Obr. 12: Distribuce alel genu COMT mezi jednotlivymi skupinami. (CCA analyza,
Pseudo-F=3.6, P=3.6, P=0.034). Zgrafu je patrné rozmisténi testovanych skupin
a jednotlivych genotypli genu COMT, tzn. pro genotyp Val/Val je signifikantni vyskyt
ve skupiné s demenci, genotyp Met/Met se nejvice objevuje ve skupiné s Alzheimerovou

demenci a genotyp Val/Met je nejvice zastoupen v kontrolni skupiné.
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Ve skupiné pacienti s Alzheimerovou chorobou je nejvice zastoupen genotyp
Met/Met, ktery je diky svym vlastnostem spojovan s vysSim rizikem rozvinuti
Alzheimerovy choroby. Ve skupiné pacientt s riznymi formami demence se vyskytuje
genotyp Val/Val, ktery zplisobuje snizenou hladinu dopaminu a relativné nizsi kognitivni
funkce. V kontrolni skupiné je nevice zastoupen heterozygot Val/Met, jehoZ nositelé jsou

diky jeho optimdlni aktivité povazovani za zdravé.

5.4 STATISTICKE VYHODNOCENI DAT

Ziskana data byla vyhodnocena v programech Canoco 5 a Excel. V programu Canoco 5 byla
data analyzovana pomoci metody Canonical Correspondence Analysis (pfima metoda CCA).
Jako zavisla proménné byl u CCA analyzy urcen faktor diagnézy Alzheimerovy choroby,
faktor diagnézy demence a faktor zahrnujici kontrolni, zdravou skupinu pacientti a jako

vysvétlujici proménna zjistény genotyp pro geny APOE, COMT a MTHFR.

5.4.1 VYHODNOCENI ZISKANYCH DAT Z DOTAZNIKU

Dotaznik byl vyplnén za lékafského dohledu a pomoci 55 klienty Alzheimercentra
a Seniorcentra v Ceskych Budgjovicich. U zbylych 25 tudastnikii vyzkumu nebylo mozné
dotaznik vyplnit z diivodu doplnéni kontrolni skupiny pacienty vySetfovanymi v minulych
letech v genetické laboratoii GENLABS. Tito vybrani pacienti souhlasili s vyuzitim

vysledkt k dalSim vyzkumnym uceltm.

Studie se zucastnilo 80 jedinct z toho 57 zen a 23 muzi, jejichz primérny vek byl

79 let (u zen 80 let, u muzd 77 let).

Na obrazku 13 je zobrazena distribuce alel v jednotlivych skupinach v souvislosti s vnéjsimi

rizikovymi faktory.
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Obr. 13: Distribuce alel vsouvislosti s vné&j§imi rizikovymi faktory v jednotlivych
skupinach (CCA analyza; Pseudo-F=53; P=0.002, I. A Il. Ordina¢ni osa I. A II. dohromady
vysvétluji 70.21 %).

V grafu jsou porovnavany tfi  testované skupiny. Ve skupiné  pacientll
s Alzheimerovou demenci byli nejvice zastoupeni jedinci S vysokoskolskym vzdélanim
a ve skupiné pacientil s riznymi formami demence byli nejvice zastoupeni jedinci, ktefi méli
vzdélani typu ucebniho oboru. Respondenti, kteti odpovédéli ze uzivaji alkohol a ti co uvedli
ze jej uzivaji nékdy byli zastoupeni vyznamné ve skupin€ pacientli s AD. Ve skupiné
pacientd s demenci byli zastoupeni jedinci, ktefi uvedli Ze alkohol neuzivaji. Dale je z grafu
patrné, ze ve skupin€¢ pacienti s Alzheimerovou demenci se nemoc rozvinula mezi
60-69 roky a mezi 80-89 roky. Ve skupiné pacientti s riznymi formami demence doslo

k rozvoji demence mezi roky 50-59 a 70-79.
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6 DISKUZE

I ptes skutecnost, ze demence postihuji pfedevsim starSi populaci nejsou piirozenou soucasti
starnuti nybrz disledkem chorobného procesu. Demenci trpi celosvétoveé kolem 50 miliont
lidi z nichZ témét 60 % Zije v zemich s nizkymi a stfednimi piijmy. Tento syndrom ma nejen
socidlni ale 1 ekonomické dopady na spolecnost. Dle odhadi byly v roce 2015 celkové
globalni naklady na péci kolem 818 miliard americkych dolari a vzhledem k tomu,
ze celosvétoveé kazdym rokem piibyva ptiblizné 10 miliént novych ptipadii demence lze
predpokladat dalsi rist téchto nakladi (Dementia, 2020. [online]; Holmerova, 2007). Proto
je do vyzkumu problematiky demenci investovano velké mnozstvi finan¢nich prostredki.
Ptesna pficina vzniku demence zatim neni znama, avSak jsou zndmy urcité rizikové faktory.
Jako vngjsi rizikové faktory jsou uvadény napiiklad veék, nadmérna konzumace alkoholu,
traumatické poranéni hlavy ¢i diabetes. V souvislosti s neurodegenerativnimi demencemi,
a predevs§im s Alzheimerovou chorobou je zkouman také mozny geneticky vliv. Existuje
velké mnozstvi kandidatnich genli, které jsou spolu s provedenymi studiemi uvedeny
v online databazi AlzGene (alzgene.org). Mezi témito geny se nachazi kromé jediného
potvrzeného rizikového genu, kterym je gen APOE také geny COMT a MTHFR. Tyto dva
geny jsou predmétem mnoha studii a jsou jim piipisovany urcité vlastnosti, avsak jejich vliv

v etiopatogenezi demence ¢i Alzheimerovy choroby je ponékud rozporuplny.

Cilem diplomové prace bylo vySetfit pomoci metod molekularni biologie genotypové
frekvence pro geny COMT, MTHFR, APOE u pacientt trpicich Alzheimerovou chorobou,
¢1 jinymi formami demence a pomoci dotaznikového Setteni zjistit jejich anamnézu. Pro nas
vyzkum bylo osloveno Alzheimer centrum v Ceskych Bud&jovicich, které nam umoznilo
spolupraci s klienty a pomohlo nam s celkovou realizaci projektu. V ramci diplomové prace
byly u testovanych jedincti dotaznikovym Setfenim zjistény informace tykajici se rizikovych
faktori rozvinuti demence. Tyto rizikové faktory byly porovnany multivariantni analyzou
Canoco. Celkem bylo geneticky vySetfeno 55 jedincd, ktefi byli rozdéleni do dvou skupin
ajako kontrolni skupina slouzili pacienti vySetfovani V minulych letech v genetické
laboratoti GENLABS jako samoplétci. V kontrolni skupiné byl dotaznik vyplnén pouze
5 nami testovanymi zdravymi dobrovolniky ze Senior centra. U zbylé ¢asti kontrolni skupiny
se bohuZel nepodafilo retrospektivné dotaznik vyplnit. Pomoci metod PCR-RFLP
a PCR ARMS jsme otestovali celkem 55 vzorkt pro vybrané polymorfismy geni MTHFR,
APOE a COMT.
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Gen APOE se vyskytuje ve trech alelach E2, E3, E4. Protein APOE se ucastni
transportu cholesterolu a lipidti. Alela E4 je spojena se zvySenym rizikem vzniku AD Kkdy
nositelé jedné alely maji 4x vyssi riziko rozvoje AD v porovnani s témi, €0 tuto alelu nemaji.
V piipadé homozygotl pro alelu E4 je toto riziko dokonce 12x vys$si (Abondio et al., 2019;
Hyman et al., 1996). Kromé¢ toho alela E4 pfispiva k tvorbé senilnich plakd a homozygotni
jedinci E4/E4 maji oproti heterozygotnim jedincim (E3/E4 nebo E2/E4) zvySené riziko
za neutralni (Abondio et al., 2019; Hyman et al., 1996). Zastoupeni jednotlivych alel se mezi
populacemi a etniky vyznamné 1isi, ovS§em ve vSech sledovanych populacich se nejcastéji
vyskytuje alela E3, kterd je v evropské populaci zastoupena z 78 %. Po ni je druhou
nejcastéj$i alela E4 se zastoupenim 14 % a nejmensSi zastoupeni ma alela E2 a to 8 %

(Hallman et al., 1991; Beranek et al., 1999).

V nasi studii jsme zaznamenali u 80 vySetfovanych jedinct vyskyt vS§ech 6 moznych
genotypl. Ve vSech tfech skupinach byl nejvice zastoupen genotyp E3/E3, ktery je obecné
povazovan za priznivy, a tudiz jsme piedpokladali jeho zvySenou frekvenci v kontrolni
skupiné, coz se nadm nepotvrdilo. Genotyp E3/E4 byl nalezen ve vsSech testovanych
skupinach, nejvice byl zastoupen ve skupiné pacienti s AD, a to s procentudlnim
zastoupenim 15,8 %. Homozygotni genotyp E4/E4 byl v naSem souboru nalezen pouze
Vv jednom piipadé, a to ve skupiné s AD. Alela E2 byla v naSem souboru zastoupena nejvice
Vv kontrolni skupiné, konkrétné se jednalo o genotypy E4/E2 (2x) a E3/E2 (5x). Navic byl
Vv jednom ptipadé nalezen genotyp E2/E2 ve skupiné pacienti s AD. Vzhledem k tomu, ze je
alela E2 povaZovana za protektivni faktor rozvinuti AD je toto zjiSténi pomé&mné zajimavé.
V tomto konkrétnim ptikladé zde mohou urcitou roli hréat také vnéjsi rizikové faktory, nebot’
jsme zjistili, Ze tato Zena uZzivala v minulosti dlouhodobé benzodiazepiny, které jsou

vzhledem ke svym u¢inklim na mozek povazovany za rizikovy faktor rozvinuti AD.

DalSim testovanym genem byl COMT. Jeho polymorfismus Vall58Met je diky své
funkci spojovan se Sirokym spektrem problému ptes psychické poruchy az po zavislosti.
Ovliviiuje metabolismus dopaminu v prefrontalnim kortexu. Dopamin mé vliv na pracovni
pamét’ a vykonné funkce, které jsou u pacientd s AD naruSeny (Serretti & Olgiati, 2012;
Pereira et al., 2012).
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Polymorfismus vykazuje tii genotypy lisici se svou aktivitou Val/Val, Val/Met,
Met/Met. V bélosské populaci se pro polymorfismus Vall58Met genu COMT vyskytuje 50
% homozygoti (25 % Val/Val a 25 % Met/Met) a zbylych 50 % jsou heterozygoti Val/Met
(Palmatier et al., 1999; Hursel et al.,, 2011). V nas$i studii byla heterozygotni varianta
Val/Met, ktera je spojena se stiedni aktivitou genu, zastoupena nejvice u kontrolni skupiny
V procentualnim zastoupeni 63 %. Mutovana varianta Met/Met se nejvice vyskytovala
u skupiny pacienti s Alzheimerovou chorobou, a to v poc¢tu 47 %. U skupiny pacienti
s demenci byla nejvice zastoupena varianta Val/Val, kterd je povazovana za normalni

nemutovanou variantu.

V ramci dotaznikového Setfeni byla v testovaném souboru zjisténa korelace genotypu
Met/Met s uzivanim alkoholu. Ethanol zptsobuje rychlé zvyseni hladiny dopaminu v mozku
a Met/Met jedinci, jelikoZz maji sniZzenou aktivitu enzymu, mohou zaznamenat déletrvajici
uvoliiovani dopaminu v mozKku, a tedy i snaze propadnout zavislosti (Kauhanen et al., 2000).
Tvrzeni, ze homozygoti pro alelu Met vnimaji alkohol pfijemné&ji nez jedinci s genotypem
Val/Val a Val/Met potvrdili ve své studii Kauhanen et al. (2000). Navic bylo zjisténo, Ze
tento genotyp pfrispiva Krozvoji zavislosti na alkoholu (Tiihonenetal.,, 1999;
Wang et al., 2001). Existuji v8ak také studie, které toto vyvraceji. Napiiklad
Chaudhary et al. (2021) ve své metaanalyze spojitost genu COMT Vall58Met se zavislosti
na alkoholu vyvratili. V naSem souboru pacienti s AD bylo zjisténo, Ze ze vSech jedinct
nesoucich genotyp Met/Met 71 % jedinct uziva alkohol. Tito jedinci odpoveédéli v dotazniku
na otazku, zdali uzivaji alkohol ,,an0* ¢i ,,pfilezitostné”. Jelikoz je znamym faktem, ze lidé
na otazky tykajici se alkoholu odpovidaji nepfesné a uvadéji mensi davky, nez skutecné
vypiji, mohli bychom brat tyto udaje srezervou. Proto jsme odpovéd ,piilezitostné*
povazovali za ,,ano*. Tato nami zjist€éna spojitost polymorfismu Vall58Met s konzumaci
alkoholu je i pfes maly pocet nasi kohorty zajimava a méla by byt pfezkoumana na vétsim

vzorku participantt.

Tretim genem, ktery jsme v ramci mé diplomové prace vySetfovali byl gen MTHFR.
Je povazovan za kandidatni gen v etiopatogenezi AD kvili tomu, ze koduje enzym
ovlivitujici metabolismus homocysteinu. Polymorfismus C677T genu MTHFR zpusobuje
snizenou aktivitu enzymu MTHFR projevujici se zvySenym mnoZstvim homocysteinu
v krvi. Toto zvySené mnozstvi je povazovano za rizikovy faktor pro rozvinuti demence,

atedy i AD (Smith et al. 2010).
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V Evropské populaci se vyskytuje 12 % homozygott MTHFR 677 TT,
43 % heterozygott MTHFR 677 CT a45% homozygott MTHFR 677 CC
(Prinz-Langenohl et al., 2009). V nasi studii byl genotyp MTHFR 677 TT vyznamné
zastoupen ve skupiné pacientd s demenci s ¢etnosti 19,4 %. Ve zbylych dvou skupinach
se tento genotyp vyskytoval s ¢etnosti kolem 5-6 %. Heterozygotni varianta MTHFR 677 CT
se s Cetnosti 58 % vyskytovala ve skuping pacientii s AD. Zdrava varianta MTHFR 677 CC
byla zastoupena nejsignifikantnéji v kontrolni skupin¢ s Cetnosti 53 %. Jelikoz dle studii
genotyp MTHFR 677 TT piimo souvisi s hladinou homocysteinu nase vysledky by mohly
byt prukazné&jsi, pokud by se u jednotlivych pacienti zméfila také hladina homocysteinu
Vv plazmé a tyto hodnoty by se spolu s dal§imi zjisténymi rizikovymi faktory porovnaly mezi

skupinami.

Pfi analyze dalSich rizikovych faktord, na které jsme se v rdmci dotazniku zaméfili
byla nalezena souvislost nejvys§iho dosazen¢ho vzdélani stypem onemocnéni.
Vysokoskolské vzdélani bylo s nejvétsi Cetnosti nalezeno ve skupiné pacienti s AD. Ucebni
obor byl nejvice zastoupen ve skupiné pacientll s riznymi formami demence. Zakladni
a stfedoskolské vzdélani nebyly v porovnani s ostatnimi dvéma typy nijak signifikantni.
Niz$i stupent vzdélani je povazovan za rizikovy pro rozvoj AD, jelikoz u téchto jedinci je
niz§i kognitivni rezerva a jsou vu¢i patologickym procesim vice vnimavi
(Musicco et al., 2009). Oproti tomu vyssi dosazené vzdélani je spojeno se snizenym rizikem
rozvoje AD (Larsson et al., 2017). Bonaiuto et al. (1995) ve své studii zjistili spojitost
manualni prace s rizikem vzniku demence. Z jejich studie vyplyva, ze jedinci, kteti pracuji
manualné maji vyssi riziko, Ze se u nich rozvine demence. Pracovni zkusenosti jsou dle této
studie silngjsim ukazatelem rizika, nez je vzdélani. SkuteCnost, ze v naSem souboru
testovanych bylo vysokoskolské vzd€lani vice zastoupeno ve skupiné pacientd s AD,
predstavuje zajimavé zjisténi vzhledem K protektivni funkci, za kterou je vyssi vzdélani

povazovano.

Mezi dalsi vyznamné rizikové faktory, které jsme analyzovali patfila rodinna
anamnéza, pricemz kromé¢ dvou respondent vSichni ostatni uvedli, Ze se v jejich rodiné
demence ani Alzheimerova choroba nevyskytovaly. Ohledné dal§iho rizikového faktoru,
kterym je traumatické poSkozeni mozku, nebyly zaznamenany Z&dné potvrzené piipady.
Oproti tomu uzivani benzodiazepini potvrdilo 33 % ze vSech 55 zucastnénych, pficemz

vétsina z nich byla ze skupiny s demenci.
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Studie, zabyvajici se benzodiazepiny jako rizikovymi faktory potvrzuji souvislost uzivani
téchto 1éka s vyssim rizikem rozvoje AD (Billioti de Gage et al., 2014). Ostatni rizikové

faktory uvedené v dotazniku nebyly signifikantni.

V diplomové praci jsme byli limitovani skute¢nosti, Ze jsme mohli porovnat data
tykajici se rizikovych faktori pouze ve skupiné pacienti s AD a ve skupiné pacientl
s demenci. Tim, ze nam chybéla dotaznikova data od kontrolni skupiny nelze s jistotou fici,
ze rizikové faktory potvrzené v ramci vyzkumu jsou dostatecné prukazné. Pro potvrzeni
téchto tvrzeni by bylo vhodné vysettit vétsi soubory pacienti i kontrol a doplnit dotaznikova
data ziskana nejen od pacientt, ale i od kontrolni skupiny. I pies zminéné limity poskytuje

dotaznikové ¢ast prace zajimavé vysledky odliSujici rizné formy demence.

Genetické pozadi demenci je stile predmétem rozsadhlych védeckych vyzkumii.
Geny APOE, MTHFR a COMT a jejich polymorfismy by mély i pfes ponékud rozdilna
tvrzeni jednotlivych studii byt stale zkoumany, nebot ovliviiuji mnoho biologickych
pochodt v organismu. V nasi studii se jevil jako daleko vyznamng&jsi pro vyskyt AD
gen COMT, ktery je asociovan také s vyskytem zavislosti, ve srovnani s genem APOE, ktery
Vv multivariantni analyze nevySel ani jako indikativni. Pokud by se podafilo najit dalsi
vyznamné rizikové faktory zapficinujici demenci, mohla by byt vyvinuta odpovidajici 1écba,
nebo zavedena U€inna preventivni opatieni, kterd by pfi v€asném nastoleni vyskyt demence

alespon vyznamné oddalila.
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7 ZAVER

V ramci diplomové prace byly shrnuty poznatky o syndromu demence a jeho mozné asociaci
jak s vngjsimi, tak s genetickymi rizikovymi faktory. Demence se vzhledem k celosvétove
rostoucimu mnozstvi jejiho vyskytu a nevylécitelnosti stava jednou z nejcastéji zkoumanych

chorob. Toto téma jsem si zvolila vzhledem k jeho aktualnosti a zavaznosti

Cilem experimentalni c¢éasti prace bylo vySetfit u vybranych jedinci vyskyt
genotypovych frekvenci pro geny APOE, MTHFR a COMT pomoci metod molekularni
biologie. VSechny genetické analyzy byly provedeny ispésné. Dalsim cilem bylo vytvofeni
dotazniku reflektujiciho vnéjsi rizikové faktory demence a statistické hodnoceni ziskanych
dat. Z naSeho vyzkumu vyplyva, ze nosicstvi rizikovych alel, kterou je naptiklad alela E4
genu APOE, neznamena, zeseu jedince demence s jistotou rozvine. V ramci
diplomové prace vSak byla zjisténa souvislost homozygotni varianty Met/Met polymorfismu

genu COMT se zvySenym uzivanim alkoholu a rozvojem AD.

I pfes omezeny pocet participanti je toto zjisténi statisticky vyznamné a ukazuje,
ze polymorfismus v genu COMT Vall58Met ovliviyjici hladinu exprese enzymu COMT
je nepochybné dulezity. Jeho predispoziéni vliv by mohl byt vyuzivan pro predikci
nachylnosti k zavislostem a mohl by pfispét také k preventivnim opatienim oddalujicim

vyskyt demence.
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Priloha ¢. 1: Informovany souhlas.

Genlabs s.r.o.
Poliklinika Medipont
Matice skolské 1786/17 G EN L ABS

370 01 Ceské Budgjovice

Souhlas vySetrované/ho (zakonného zastupce)
s genetickym laboratornim vysetrenim

Udaje o vySetfované osobé:

JMEN0 @ PIMEBNI: ettt st e e e e s e s et et et aes s et et et et ersersansaneeneanes
ROANE CISIO: .ttt st st et ettt s et et e ae st ses bt eae st seen et aeane steensesansane s
oY 11 {1V o - TSP

Jméno a prijmeni zZAkoONNENO ZASTUPCE: ...oooeeeeiiiieeeceee e e
Vztah Kk VYSetFoVane 0SODE: ..ottt et aeste e reebe et sae s e saenn s

PROHLASENI VYSETROVANE OSOBY

1) Za ucelem védeckého vyzkumu souhlasim s odbérem dale uvedeného vzorku z mého
téla a s provedenim téchto vysetieni:

Molekularné geneticka vysetreni
Ze vzorku: Zilni krev

2) Souhlas vysetfované osoby/zakonného zastupce:
Potvrzuji, Ze rozumim niZze uvedenym bodim:

e Ucel, povaha, predpokladany p¥inos genetického laboratorniho vysetfeni
e Moiny dopad vysledkl genetického vysetieni na mé zdravi, na zdravi mych potomkd
(budoucich generaci) a zdravi geneticky pfibuznych osob

Mél/a jsem mozZnost vse si fadné, v klidu a v dostatecné poskytnutém case zvazit vse, co
jsem povazoval/a za pro mé podstatné a potfebné védét a probrat s vyzkumnikem vse,
¢emu jsem nerozumél/a. Na ty to mé dotazy jsem dostal/a jasnou a srozumitelnou
odpovéd.
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3) Rozhodl/a jsem, Ze se vzorkem bude po ukonéeni testovani naloZzeno takto:

L1 Souhlas se skladovanim
Pokud to bude mozZné a/nebo Ucelné, bude muj vzorek skladovan pro dalsi vysetfeni provedena k

mému prospéchu a prospéchu mych pfibuznych. Pfed genetickym vysettenim, které by se
provadélo za jinymi ucely, nez je uvedeno v ¢asti 1) budu radné poucen/a a toto vysetfeni bude vidy
provedeno az s novym informovanym souhlasem. Vzorek bude skladovan u poskytovatele
zdravotnich sluzeb uvedeného v zahlavi nebo v laboratofi spolupracujiciho poskytovatele, a to
nejvyse po dobu 50 let.

e Jestlize bude vzorek mého biologického materialu dale skladovan, souhlasim/nesouhlasim*
s jeho vyuZitim ke kontrole kvality DNA diagnostiky (vzorek je pouZit jako kontrola pro
vySetfeni jiného pacienta).

e Souhlasim/nesouhlasim* s anonymnim vyuzitim skladovaného biologického materialu v
lékarském vyzkumu dédi¢nych onemocnéni.

e Souhlasim/nesouhlasim* s tim, Ze mohu byt znovu kontaktovan/a, na adrese uvedené ve
zdravotnické dokumentaci, za Ucelem souhlasu s vyuzitim mého skladovaného biologického
materialu v konkrétnim vyzkumném projektu.

1 Nesouhlas se skladovanim
MUj vzorek bude po provedeni genetického laboratorniho vysetieni zlikvidovan s tim rizikem, Ze

nebude jiz mozné v budoucnosti vysledek vySetfeni v pripadé potfeby znovu ovéfit, a ze zlikvidovani
vzorku mUze vést ke zhorSeni dostupnosti diagnostiky u rodinnych ptislusnik(. Dale jsem si védom,
Ze pro dalsi genetické testovani bude nutny novy odbér materialu.

4) Ddle si preji nasledujici:

e Abych s vysledky genetického laboratorniho vysetfeni: byl(a) / nebyl(a) seznamen(a)*

e Aby o vysledcich vysetfeni a/nebo neocéekavanych nalezech* byly informovany nasledujici
(o3 0] o1 SO SRR

e Souhlasim/ nesouhlasim* s vyuzitim vysledk( genetického laboratorniho vysetfeni a

relevantnich informaci o mém zdravotnim stavu, véetné fotodokumentace, k védeckym a
vyukovym ucellim za podminky, Ze tyto Udaje budou prezentovany a publikovany pouze v
anonymni formé.

Na zakladé tohoto pouceni prohlasuji, Ze souhlasim s odbérem prislusného vzorku z mého
téla a s provedenim vySe popsaného genetického laboratorniho vySetieni s podminkami

uvedenymi vyse.

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

* vybranou variantu oznacte
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Priloha €. 2: Dotaznik.

Genlabs s.r.o.
Poliklinika Medipont
Matice skolské 1786/17 GENLABS

370 01 Ceské Budg&jovice

DOTAZNIK PRO VEDECKY VYZKUM

Projekt vznikl ve spolupraci genetické laboratore GENLABS s.r.o. a Pfirodovédecké fakulty JU,
katedry Medicinské biologie a je financné podporen Studentskou grantovou agenturou (SGA) PFF
JU.

1) Bylo vam diagnostikovano néjaké neurodegenerativni/ psychiatrické* onemocnéni?
ANO/NE
2) Pokud ano, jedna se o toto onemocnéni:

Neurodegenerativni demence

Alzheimerova choroba

Parkinsonova choroba

Sekundarni (symptomatickd) demence
Demence s Lewyho télisky

Vaskuldrni demence

SmiSena demence (AD a vaskularni soucasné)
nespecifikovana demence

schizofrenie/psychdza

N e IO B IO

jiné

3) V kolika letech Vam byla diagnostikovana demence?
oménénez50let 0O 50-59 let 060-69 let 070-79 let Ovice

4) Vyskytuje se ve Vasi rodiné jesté nékdo dalsi s Alzheimerovou chorobou? ANO/NE
Pokud ano jaky je Vas pribuzensky vztah?

pribuzensky vztah:

5) Vyskytuje se ve Vasi rodiné jesté nékdo dalsi s neurodegenerativnim onemocnénim typu
demence? ANO/NE

Pokud ano jaky je Vas pribuzensky vztah?
pribuzensky vztah:

typ onemocnéni:
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6) Jaké Iéky pravidelné uzivate?

7) Jaké je vase nejvyssi dosazené vzdélani?
[l zakladni
(] ucebni obor
[ stredoskolské (s maturitou/bez maturity*)
(] vysokoSkolské
8) Jaké bylo Vase povolani?

9) Jak c¢asto jste drive sportoval(a)? ANO/NE

0O denné O alespon 1x tydné 0 alespon 1x mésicné
10) Koufil(a) jste pFipadné koutite? ANO/NE oPtilezitostné
11)Pil(a) jste alkohol? ANO/NE oOPfilezitostné

12) Trpite onemocnénim Diabetes mellitus 2. typu? ANO/NE
13) Vyskytovalo se u Vas toto onemocnéni jiz pred zacatkem demence? ANO/NE

14) Lécite se s vysokym krevnim tlakem? ANO/NE Od kolika let?

15) Vyskytuje se u Vas vysoka hladina cholesterolu? ANO/NE

16) Uzival(a) jste dfive benzodiazepiny (léky k mirnéni Gzkostnych poruch a nespavosti)?
ANO/NE

17) Utrpél(a) jste nékdy traumatické poskozeni mozku? ANO/NE

Pfed vyskytem demence? ANO/NE

CiSLO INFORMOVANEHO SOUHLASU:

VYPLNIL: PRIMARNI VZOREK: bukalni st&r/periferni krev*

DATUM: DATUM ODBERU:

*nehodici se Skrtnéte
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Ptiloha €. 3: Vysledné genotypy a typ onemocnéni u jedincii z testovanych

skupin.
x ROK GEN |GEN GEN o
LIC I NAROZENI | APOE |cOMT |MTHFRe77 | TYF ONEMOCNENI
1Al 1944 E3/E3 |Met/Met|CT Alzheimerova choroba
2|A2 1927 E3/E3 |Val/Met |CC Alzheimerova choroba
3| A6 1931 E3/E3 |Met/Met|CT Alzheimerova choroba
4| A7 1935 E4/E3 | Met/Met |CT Alzheimerova choroba
5 A8 1938 E4/E3 | Met/Met |CC Alzheimerova choroba
6 [A10 1934 E3/E3 |Val/Met |CC Alzheimerova choroba
71Al11 1931 E3/E3 |Met/Met|CT Alzheimerova choroba
8|Al7 1934 E4/E3 |Val/Met |CT Alzheimerova choroba
9(A21 1939 E3/E3 |Met/Met|CT Alzheimerova choroba
10| A22 1931 E3/E3 |Met/Met|CT Alzheimerova choroba
11| A26 1947 E3/E3 |Val/Val |CT Alzheimerova choroba
12| A27 1942 E4/E3 | Met/Met|CC Alzheimerova choroba
13| A29 1937 E3/E3 |Val/val [CT Alzheimerova choroba
14 | A30 1935 E3/E3 |Val/Met |TT Alzheimerova choroba
15| A31 1936 E4/E4 |Val/Met |CC Alzheimerova choroba
16 | A33 1940 E3/E3 |Val/Met |[CC Alzheimerova choroba
17 | S6 1933 E3/E3 |Val/Met |[CT Alzheimerova choroba
18|S7 1930 E2/E2 |Val/Met |CT Alzheimerova choroba
19|S8 1948 E3/E3 | Met/Met |CC Alzheimerova choroba
smiSena kortikalni a
20 |83 H9S9 S | e subkortikélni demence
Laa |1032 E3/E3 |Val/Val |TT vl g
22 | A5 1927 E3/E3 |Met/Met|CC nespecificka demence
23 A9 1956 E3/E3 |Val/Val |CT neurodegenerativni demence
24| Al12 1948 E4/E3 |Val/Met |CC smiSena demence
25|A13 [1943 E3/E3 |Val/Met |CT nespecifickd demence
26 | A14 1936 E4/E3 |Val/val |CC nespecificka demence
27 |Al5 1941 E3/E3 |Val/val |TT nespecifickd demence
28 |Al6 1928 E3/E3 |Val/Met |[CC vaskularni demence
Al8 1931 E3/E3 | Met/Met | CT neurodggenerativni demence,
29 nespecificka demence
0119|1949 E3/E3 |Valival |CT 1SR TR E
31| A20 1924 E3/E3 |Val/Met |CT neur¢ena demence
321 A23 1948 E3/E3 |Val/Val |[CC neuréena demence
33| A24 1943 E3/E3 |Val/Met |CC nespecificka demence
34| A25 1936 E4/E3 | Met/Met |CC nespecificka demence
35| A28 1952 E3/E3 |Val/Met |CC neurodegenerativni demence
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36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

A32 1924 E4/E3 |Val/Val |TT nespecificka demence

S1 1946 E3/E3 |Met/Met |CT vaskularni demence

S2 1922 E3/E3 |Val/Met |TT demence s Lewyho télisky
S3 1945 E3/E3 |Met/Met|CT vaskularni demence

S4 1945 E3/E3 |Val/val |TT vaskulérni demence

S5 1930 E3/E3 |Met/Met |TT vaskularni demence

S10 1948 E4/E3 |Val/Met |CT vaskularni demence

S11 1943 E3/E3 |Val/Met |CC vaskularni demence

S12 1943 E3/E2 |Val/Met |CT vaskularni demence

S13 1929 E4/E3 |Val/Met |CC vaskularni demence

S14 1935 E3/E3 |Val/Val |CT vaskularni demence

S16 1932 E3/E3 |Val/val |CC vaskularni demence

S17 1950 E3/E3 | Met/Met |CC vaskularni demence

S18 1943 E3/E3 |Val/Val |CT vaskularni demence

S19 1933 E3/E3 | Met/Met |CC vaskularni demence

S20 1932 E3/E3 | Val/Met |CC bez demence

S21 1925 E3/E3 |Val/Met |CC bez demence

S22 1941 E3/E2 |Val/Val |CC bez demence

S23 1938 E3/E2 | Met/Met|CC bez demence

S24 1952 E3/E3 |Val/Met |CC bez demence

77/17 1948 E3/E3 |Val/Met |CC pravdépodobné bez demence
84/17 1940 E3/E3 |Val/Met |CT pravdépodobné bez demence
95/17 11948 E3/E3 |Val/Met |CT pravdépodobné bez demence
98/17 1949 E2/E4 |Val/Val |CT pravdépodobné bez demence
125/17 | 1944 E3/E3 |Val/Met | TT pravdépodobné bez demence
229/17 1947 E3/E3 | Met/Met |CC pravdépodobné bez demence
72/17 |1954 E3/E3 |Val/Met |TT pravdépodobné bez demence
81/17 |1953 E3/E3 |Val/Met |CC pravdépodobné bez demence
85/17 | 1954 E3/E3 |Val/Met |CT pravdépodobné bez demence
97/17 |1953 E4/E3 |Val/Met |CT pravdépodobné bez demence
118/17 | 1950 E3/E3 |Val/Met |CC pravdépodobné bez demence
127/17 | 1945 E3/E4 |Val/Met |CT pravdépodobné bez demence
176/17 | 1946 E3/E3 |Val/Vval |CC pravdépodobné bez demence
228/17 | 1950 E3/E3 |Val/Met |CT pravdépodobné bez demence
244/17 | 1949 E3/E2 |Val/Met |CT pravdépodobné bez demence
56/18 |1949 E3/E3 |Val/Met |CT pravdépodobné bez demence
130/17 | 1955 E3/E3 |Met/Met|CT pravdépodobné bez demence
136/17 | 1952 E3/E3 |Val/Met |CC pravdépodobné bez demence
132/17 {1949 E4/E2 |Val/Val |CC pravdépodobné bez demence
59/17 |1954 E3/E3 |Val/Met |CT pravdépodobné bez demence
203/17 | 1948 E3/E2 |Met/Met|CT pravdépodobné bez demence
109/17 | 1956 E3/E3 |Met/Met |CC pravdépodobné bez demence
111/17 | 1956 E3/E3 |Val/Met |CC pravdépodobné bez demence
135/17 | 1956 E2/E3 |Met/Met|CC pravdépodobné bez demence
161/17 | 1956 E3/E3 | Met/Met |CC pravdépodobné bez demence
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