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1. Abstrakt

Uvod: Mutace genu parkin (PARK?2), asociované s autozoméln& recesivni Parkinsonovou
nemoci s ¢asnym zac¢atkem (EOPD), maji v riznych populacich variabilni ¢etnost. Cilem této
prace je popsat fenotypovou charakteristiku ¢eskych pacientii s EOPD, zhodnotit vliv faktor(
vngjsiho prostiedi na riziko onemocnéni a uréit frekvenci alelickych variant parkinu ve
skuping pacientti a kontrol.

Metodika: Celkem u 70 pacienti s EOPD (vék pii vzniku nemoci < 40 let) a 75 kontrol byla

provedena fenotypova charakteristika a analyza alelickych variant parkinu.

Vysledky: V souboru nemocnych byly zachyceny tyto hlavni fenotypové rysy: absence
kognitivniho deficitu, Casty vyskyt dystonie, deprese a hyperhidrézy, vyborna odpovidavost
na dopaminergni 1é¢bu, brzky rozvoj polékovych dyskinezi a hybnych fluktuaci. Pacienti
s mutacemi parkinu méli signifikantné nizsi vék pii vzniku onemocnéni. Prace v zemédélstvi
a expozice chemikaliim byly spojeny s vys§im rizikem EOPD, naopak piti kavy
predstavovalo protektivni faktor. Mutace parkinu jsme identifikovali u péti pacienti (7.1%):
bodova mutace p.R334C byla pfitomna u jednoho nemocného, ¢tyfi pacienti méli exonové
delece. Kromé jedné homozygotni delece exonu 4, se vSechny nalezené mutace nachazely
v heterozygotni konstituci. V kontrolni skupiné mutace zachyceny nebyly. Polymorfismy
p-S167N a p.D394N byly pfitomny v podobném procentu mezi pacienty i kontrolami,
polymorfismus p.V380L se vyskytoval s téméi dvakrat vyssi frekvenci v kontrolni skuping,

kde jsme také zachytili novou alelickou variantu p.V3801.

Zavér: Klinicka charakteristika pacienti odpovida piedchozim popisim fenotypu EOPD.
Nizka prevalence mutaci parkinu svédéi pro ulohu dalich genti v patogenezi onemocnéni u
slovanské populace.



2. Abstract

Objective: Mutations in the parkin (PARK2) gene have been associated with autosomal
recessive early-onset Parkinson’s disease (EOPD) with various frequencies in different
populations. The aim of the study is to describe phenotypic characteristics of Czech EOPD
patients, to evaluate the influence of environmental risk factors, and to determine the
frequency of parkin allelic variants in patients and healthy controls.

Methods: A total of 70 EOPD patients (age at onset < 40 years) and 75 controls were
phenotyped and screened for the sequence variants and exon rearrangements in the parkin
gene.

Results: The main features in the phenotype of the patients’ sample were: the absence of
cognitive deficit, high occurrence of dystonia, depression, hyperhidrosis, an excellent
response to dopaminergic therapy, early onset of dyskinesia and motor fluctuation. Patients
with mutations in the parkin gene had significantly lower age at onset. The agricultural
occupation and work with chemicals increased the risk of EOPD, however the coffee drinking
appeared to be a protective factor. Parkin mutations were identified in five patients (7.1%):
the p.R334C point mutation was present in one patient, four patients had exon deletions. The
detected mutations were observed in the heterozygous state except one homozygous deletion
of the exon 4. No mutations were obtained in control subjects. A novel sequence variant
p-V380I (c.1138G>A) was identified in one control. Polymorphisms p.S167N and p.D394N
were seen in similar percentage in patients and controls, polymorphism p.V380L was almost
twice as frequent in controls as in patients.

Conclusions: The clinical characteristics of patients correspond to previous descriptions of
EOPD phenotype. Our study contributes to the growing body of evidence on the low
frequency of the parkin mutations in the EOPD suggesting the potential role of other genes in
the pathogenesis of the disease in Slavic population.



3. Uvod
3.1. Parkinsonova nemoc a jeji patogeneze

Parkinsonova nemoc (PN) je druhym nejcastéjSim neurodegenerativnim onemocnénim
postihujicim celosvétové vice nez 1% osob starSich 60 let (de Lau L.M. & Breteler M.M.,
2006). Klinicky obraz PN je charakterizovan ptfitomnosti klidového tfesu, bradykineze,
rigidity a posturalni instability. Hybné postizeni byva stranové asymetrické a je doprovazeno
non-motorickymi projevy, k nimz patii vegetativni dysfunkce, kognitivni deficit a dalsi
psychiatrické komplikace (Jankovic J., 2008). Dulezitym rysem onemocnéni je odpovidavost

ptiznaki na dopaminergni terapii. PN ma progresivni charakter, kauzalni terapie neexistuje.

V neuropatologickém nalezu nachazime masivni ubytek dopaminergnich neuronti v substantia
nigra pars compacta (SNc), makroskopicky se manifestujici depigmentaci této oblasti (ztrata
neuromelaninu) (Schulz J.B. & Falkenburger B.H., 2004). Typickd je pfitomnost
eozinofilnich nitrobunéénych inkluzi, tzv. Lewyho télisek, ktera obsahuji agregaty alfa-
synukleinu a dalSich substanci (Wakabayashi K. et al., 2007). Degenerativni zmény a Lewyho
téliska byvaji kromé& SNc pfitomny i v jinych ¢astech mozku, coz odpovida novému pohledu
na PN jako na onemocnéni, které postihuje cely nervovy systém (Braak H. et al., 2003).

Molekularni patogeneze PN je slozitou mozaikou rizné vyznamnych a vzajemné
interagujicich patogennich mechanismi. K nejvyznamnéjsim patii agregace alfa-synukleinu,
poruchy odbouravani proteinti v ubikvitin-proteazomovém systému (UPS) a lysozomech,
mitochondrialni dysfunkce a oxidativni stres, naruseni transportu synaptickych vezikul,
zanétliva reakce spojena s glidlni aktivaci, aberantni reaktivace bunééného cyklu ¢i
dysregulace apoptozy (Foltynie T. & Kahan J., 2013). Tyto patologické zmény vznikaji na
zakladé nékolika primarnich pficin. Jsou jimi negativni vlivy vnéjsiho prostiedi (Kieburtz K.
& Wunderle K.B., 2013), biologické starnuti (Douglas P.M. & Dillin A., 2010) a genetické
zmény (Lubbe S. & Morris H.R., 2014), kterymi se blize zabyva tato prace.

3.2. Genetika Parkinsonovy nemoci

Zminky o hereditarnich aspektech PN jsou staré¢ vice nez 100 let. Jiz Leroux (Leroux P.,
1890) a Gowers (Gowers W., 1900) upozormiuji na relativné vysoké procento familiarniho
vyskytu PN. Pfesto byla PN dlouho povazovana za vyhradné sporadické onemocnéni. Pielom
ve vyzkumu genetiky PN nastal az v 90. letech 20. stoleti. V soucasné dob¢ je znamo 19
lokusti a 14 gent, v nichz byly identifikovany mutace zodpovédné za monogenni PN. Tato
forma PN je prendSena vzdy jen jednim genem a tvoii asi 5 - 10% z celkového poctu
onemocnéni (Lesage S. & Brice A., 2009). Vyskyt PN u né&kolika ¢lent rodiny (< 10%
nemocnych) svéd¢i pro mozny geneticky pienos, nicméné svoji roli mohou sehrat i sdilené
vlivy prostiedi. Pravdépodobnost zachytu mutace u familiarni formy PN je zna¢né vysoka (az
30%), nelze ji vSak vyloucit ani u sporadickych ptipadi (3-5%) (Klein C. & Westenberger A.,
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2012). Pritomnost mutace je$t¢ neznamend, ze dojde k rozvoji onemocnéni. O jejim
fenotypovém projevu - penetranci, rozhoduje cela fada proménnych. Nékteré mutace zasahuji
do patogeneze v takové mife, Ze nemoc propukne vzdy bez ohledu na okolni vlivy (kompletni
penetrance). V jinych pfipadech genetickd zména indukuje pouze céastecnou odchylku od
normy a pro jeji uplatnéni je tieba spoluptisobeni dalsich faktorti (inkompletni penetrance).
Takovym piikladem je vékové vazana penetrance, kdy se zdédéna vloha manifestuje az v
pritomnosti patologickych zmén, hromadicich se v priibéhu starnuti.

Genetické zmény, které mohou zvySovat riziko rozvoje PN, ale samy o sobé onemocnéni
nevyvolavaji, oznacujeme jako polymorfismy (frekvence > 1% populace) a vzacné alelické
varianty (frekvence < 1% populace). Na rozdil od mutaci, které¢ pusobi vznik defektniho
proteinu a rozvoj onemocnéni, polymorfismy a alelické varianty pouze ¢astecné pozménuji
funkci bilkoviny, narusuji jeji subcelularni lokalizaci nebo ovliviiuji miru exprese.

U monogenni PN se predpokladaji mendelovska pravidla autozomaln¢ dominantni (AD) a
autozomaln¢ recesivni (AR) dédicnosti. Prevalence mutaci a typ jejich pfenosu se u
jednotlivych forem monogenni PN lisi. U late-onset fenotypu, ktery je obvykle spojen s AD
pfenosem, mutace nachazime v 1-3%, early-onset forma PN se dédi pfevazné AR a mutace
jsou pritomny az ve 20% piipadi (Klein C., 2006).

3.3. Vyzkumné pristupy k hledani genetickych zmén u Parkinsonovy nemoci

Vazebna analyza (linkage mapping) postizenych rodin je tradiéni metodou hledani mutaci
s vysokou penetranci. Timto postupem byla popsana vétSina lokusi PN, ve kterych se
nasledné podatilo identifikovat kauzalni geny, jejichz mutace jsou zodpovédné za monogenni
PN. Tato forma nemoci vSak tvoii jen zlomek vSech ptipadii onemocnéni. Tam, kde nelze
vystopovat mendelovska pravidla pro jeden pfi¢inny gen, mohou sehrat Glohu genetické
varianty, které maji v populaci vysokou frekvenci a pouze modifikuji riziko (odds ratio < 1,5)
vzniku onemocnéni. Prilom v hledani téchto zmén tzv. ,malého efektu” predstavuji
celogenomové asociacni studie (genome-wide association), diky nimz se v poslednich péti
letech podaftilo odhalit vice nez 20 kandidatnich gent PN (Singleton A.B. et al., 2013). Zda se
vsak, ze i tyto frekventni varianty maji ulohu v patogenezi pouze u malého poctu ze viech
onemocnéni (Keller M.F. et al., 2012). Je pravdépodobné, Ze na pozadi vétSiny piipadd
dédicnosti stoji genetické zmény, které nejsou natolik casté, aby mohly byt zachyceny
v celogenomovych asociacnich studiich a nemaji takovou penetranci, aby je bylo mozné
identifikovat pomoci vazebnych studii (Bonifati V., 2014). Techniky sekvenovani nové
generace (next-generation sequencing), kterymi lze analyzovat cely exom ¢i dokonce genom,
jsou nejnovejsim pristupem k hledani vzacnéjsich genetickych alteraci s nizkou penetranci
(Metzker M.L., 2010). Rychle narGstajici mnozstvi nové popsanych genetickych variant
sebou vsak pfinasi nutnost presnéjsi interpretace kauzality ziskanych nalezi (MacArthur D.G.



et al., 2014) a mnohem uzsiho vymezeni charakteristiky odpovidajiciho fenotypu (Grunewald
A.etal., 2013).

3.4. Parkinsonova nemoc s ¢asnym zacatkem

PN zacina nejcastéji mezi 60. - 70. rokem véku (Twelves D. et al., 2003). V anglosaské
literatufe byva pro tuto formu uzivano oznaceni late-onset (PN s pozdnim zacatkem, dale jen
LOPD) a jeji projevy odpovidaji "klasickému" obrazu PN. Asi 3 - 5% nemocnych ma prvni
ptiznaky nemoci jiz pted 40. rokem véku (Schrag A. & Schott J.M., 2006). Incidence této
vzéacné formy PN, zvané early-onset (PN s ¢asnym zacatkem, dale jen EOPD), je odhadovana
na 0,5 na 100 000 (Van Den Eeden S.K. et al., 2003). Fenotyp EOPD se od klasické PN do
urCité miry odliSuje. Pacienti s Casnym zacatkem maji obvykle pomalejsi progresi
onemocnéni, dobrou odpovidavost na dopaminergni terapii a brzky rozvoj polékovych
dyskinezi. Casta je piitomnost dystonie a zlepseni motorickych ptiznakd po vyspani (tzv.
sleep benefit). Kognitivni funkce zistavaji u vétSiny nemocnych dlouhou dobu normalni
(Schrag A. & Schott J.M., 2006).

Rovnéz histopatologicky nalez neodpovida zcela obrazu klasické PN ani neuropatologickym
stddiim dle Braaka (Braak H. et al., 2003). U EOPD obvykle chybi Lewyho téliska,
neurodegenerace (Ubytek neurontl) se omezuje zejména na oblast SNc a locus coeruleus
(Doherty K.M. et al., 2013). Z tohoto divodu byva EOPD né&kterymi autory oznaovana jako
nigropatie (Ahlskog J.E., 2009). Histopatologické odlisnosti nasvéd¢uji hypotéze, ze EOPD
oproti klasické formé PN vznika na zaklad¢ odlisnych patogennich mechanismi rezultujicich
ve ztratu dopaminergnich neuront. Z tohoto pohledu lze PN povazovat za etiologicky
heterogenni nozologickou jednotku s vice ¢i méné podobnym fenotypem (Weiner W.J.,
2008).

Nejcastéjsi genetickou zménou asociovanou s EOPD jsou mutace v genu parkin (PARK2).
Liicking et al. publikoval pfitomnost mutaci parkinu u 50% familiarnich a 18% sporadickych
forem EOPD (Lucking C.B. et al., 2000). Naopak v jinych studiich byla frekvence
patogennich mutaci parkinu v EOPD podstatn¢ nizsi (1,6 - 8,6%) (Brooks J. et al., 2009;
Kilarski L.L. et al., 2012; Koziorowski D. et al., 2010). Vyrazné rozdily v prevalenci mutaci
mezi jednotlivymi studiemi jsou pravdépodobné zpusobeny populacné specifickou
variabilitou ¢etnosti alelickych variant parkinu (Kilarski L.L. et al., 2012).

3.5. PARK?2 - parkin

Genotyp a fenotyp
V roce 1998 byla u rodiny japonského ptivodu v oblasti lokusu PARK?2 nalezena mutace genu
kédujiciho protein parkin (Kitada T. et al., 1998). Dnes je znamo pies 180 mutaci parkinu,

zahrnujicich bodové mutace, a dale exonové delece a multiplikace, které tvoti ptes 50% vsech



patogennich zmén parkinu (Grunewald A. et al., 2013). Frekvence mutaci zavisi na form¢ PN
(sporadickd x familiarni), na populaci (kapitola 1.3.) a na veéku pii prvnich projevech
onemocnéni (< 20 let - 68%, > 40 let - 9%) (Periquet M. et al., 2003). Vyskyt mutaci parkinu
je asociovan s AR prfenosem EOPD.

Rada nemocnych (az 50%) ma pouze jednu mutaci v heterozygotni konstituci (Klein C. et al.,
2007). Predpoklada se, ze pritomnost heterozygotni mutace mize ovlivnit riziko rozvoje PN a
vk pii vzniku onemocnéni (Sun M. et al., 2006). Studie vyuZivajici "*F-DOPA pozitronovou
emisni tomografii (PET) ukazala u asymptomatickych prenaseci heterozygotni mutace
presynaptickou dopaminergni dysfunkci ve striatu (Khan N.L. et al., 2002). Na transkranialni
sonografii byl u jedinct s heterozygotni mutaci pozorovan hyperechogenni nalez v SNc, ktery
odpovida strukturalnim zménam této oblasti (Hagenah J.M. et al.,, 2007). Na funk¢ni
magnetické rezonanci (fMRI) byly u asymptomatickych heterozygotli zaznamenany odchylky
v aktivit¢ nékterych oblastni motorického kortexu, zejména motorické oblasti ptredniho
cingula a dorzalni premotorické kiry. Tento nalez svéd¢i pro reorganizaci striatokortikalni
motorické drahy vznikajici pravdépodobné na podkladé latentni nigrostriatdlni dysfunkce
(Buhmann C. et al., 2005). Uvedené klinické nalezy dokladaji pro vyznam heterozygotnich

mutaci parkinu v patogenezi PN.

Protein

Parkin hraje roli v odbouravani proteini pomoci UPS. Ma aktivitu E3 ubikvitin ligazy,
enzymu, ktery vaze ubikvitin na bilkoviny urcené k degradaci v proteazomu (Shimura H. et
al., 2000). Mezi jeho substraty patii napt. Pael-R (parkin-associated endothelin receptor-like
receptor) (Imai Y. et al.,, 2001), alfa-synuklein (Shimura H. et al., 2001) a dalsi. Anti-
apoptoticky efekt parkinu byl prokazan jak in vitro, tak in vivo (Cha G.-H. et al., 2005;
Machida Y. et al., 2005). Mechanismem, jimz parkin pfispiva k inhibici apoptdzy, muze byt
napt. ubikvitinace substratu Pael-R, ktery ma schopnost indukovat buné¢nou smrt (Kitao Y. et
al.,, 2007). Parkin také zvySuje transkripéni aktivitu NK-kB (nuclear factor kappa B),
vyznamného induktoru anti-apoptotickych genti (Henn LH. et al., 2007).

Kli¢ovy vyznam mé parkin pro stavbu a funkci mitochondrii. Regulaci transkripce a replikace
mtDNA  (mitochondrialni DNA) se podili na mitochondrialni biogenezi, ubikvitinaci
mitofusinu 1 a 2 ovliviiuje mitochondialni dynamiku (fazi a Stépeni). Zastava také tlohu
v transportu  mitochondrii a spolu s PINKI (PARKG6) reguluje mitofagii (degradaci
dysfunkénich mitochondrii) (Gaweda-Walerych K. & Zekanowski C., 2013). Porucha
mitochondridlnich funkci zpisobena mutacemi parkinu a PINKI je jednou ze zakladnich
patogenetickych hypotéz vzniku EOPD (Pilsl A. & Winklhofer K.F., 2012).



4. Cile a hypotézy

Cilem této prace je zmapovat fenotyp pacienta s EOPD, identifikovat mozné rizikové faktory
vnéjsiho prostiedi a stanovit frekvenci vyskytu polymorfism@ a mutaci genu parkin (PARK2)
v souboru pacientl a kontrol. Prace ma dv¢ ¢asti, klinickou a genetickou.
Cile klinické ¢asti:
1. Ur¢it charakteristické fenotypové rysy nemocnych s EOPD véetné moznych rozdilt
fenotypu mezi pacienty s mutacemi a bez mutaci parkinu.
Hypotézy:
e Testovana H1y: fenotyp pacientti s mutacemi a bez mutaci parkinu se nelisi.
e Alternativni H14: fenotyp pacientll s mutacemi a bez mutaci se odliduje.
2. Porovnat vyskyt rizikovych faktorl prostfedi ve skupiné pacientii a zdravych kontrol,
stanovit jejich vztah k rozvoji onemocnéni.
Hypotézy:
e Testovand H2y: mezi nemocnymi a kontrolami neni rozdil v pfitomnosti rizikovych
faktord vnéjsiho prostiedi.
e Alternativni H2,: existuje rozdil mezi vyskytem rizikovych faktorti vnéjsiho
prostiedi u nemocnych a kontrol.
Cile genetické ¢asti:
3. Analyzovat genetické zmény parkinu u pacientl a kontrol, porovnat jejich prevalenci
v obou skupinach.
Hypotézy:
e Testovana H3y: ve skupiné pacientti a kontrol neni rozdil v prevalenci genetickych
zmén parkinu.
e Alternativni H34: v prevalenci genetickych zmén parkinu existuji mezi pacienty a

kontrolami rozdily.

5. Metodika

5.1. Pacienti a kontroly

Do studie bylo zafazeno 70 nepiibuznych pacientii (47 muzi a 23 Zen) s EOPD (vék pti
vzniku onemocnéni < 40 let). Primérny veék nemocnych byl 47,4 + 8,4 let. Nabor pacientd
probihal v Centru extrapyramidovych onemocnéni Neurologické kliniky 1. LF UK s VFN
v Praze mezi roky 2007 - 2013. Vsichni nemocni spliiovali diagnosticka kritéria PN dle
United Kingdom Brain Bank s vyjimkou toho, Ze familiarni vyskyt PN nebyl pokladan za
vylucujici kritérium (Hughes A.J. et al., 1992). Kontroly tvofilo 75 zdravych nepiibuznych
0sob (52 muzi, 23 Zen), dobrovolnych darct krve, kteti byli do studie zatazeni v letech 2011
- 2013 z Fakultniho transfuzniho oddéleni VFN v Praze. Primérny v&k kontrol ¢inil 45,5 +
9,2 let. Pisemny informovany souhlas byl podepsan vSemi pacienty a kontrolami. Nemocni i
zdravi dobrovolnici byli neurologicky vySetfeni a byl s nimi vyplnén strukturovany dotaznik,
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zahrnujici udaje o fenotypu, rizikovych faktorech ¢i rodinné anamnéze. Vsechny kontroly
méely normalni neurologické vySetfeni a negativni rodinnou anamnézu PN. Za pozitivni
rodinnou anamnézu byla povazovana ptitomnost PN alespon u jednoho piibuzného 1. ¢i 2.
stupné. Klinické vySetieni pacientti s EOPD zahrnovalo evaluaci tize onemocnéni (stupnice
dle Hoehnové a Yahra, dale jen H-N), zhodnoceni kognice ($kala MMSE - Mini-Mental State
Examination), pfitomnost motorickych a non-motorickych pfiznaki ($kala NMSS - Non-
Motor Symptoms Scale), vyskyt polékovych dyskinezi a pohybovych fluktuaci (UPDRS IV -
Unified Parkinson's Disease Rating Scale). Studie byla schvalena etickou komisi VFN.

5.2. Genetické analyzy

5.2.1. Izolace DNA

Nemocnym i kontrolam bylo odebrano 7 ml vendzni krve. Genomova DNA byla izolovéana z
perifernich krevnich leukocyti pomoci standardni vysolovaci metody (Laitinen J. et al.,
1994).

5.2.2. Analyza genetickych zmén parkinu u pacienti

Vsech 12 exont genu parkin bylo amplifikovano z genomové DNA pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR). Pro PCR jsme pouzily dfive publikované primery (Kitada T. et al.,
1998). PCR produkty jsme sekvenovali v obou smérech sekvenatorem 3500xL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Ziskané chromatogramy byly analyzovany manualné pomoci
softwaru SeqScape v2.5 (Applied Biosystems) nebo Chromas Pro v1.5 (Technelysium).

5.2.3. Analyza genetickych zmén parkinu u kontrol

Genetické zmény parkinu nalezené u nemocnych s EOPD byly u vétsi ¢asti souboru (n=45)
identifikovany metodou vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani (HRM - high resolution melt).
Reakéni mix pro PCR obsahoval stejné primery, jenz jsme ptedtim pouzili k piipravé
produkti pro sekvenovani. Vysledné vzorky byly analyzovany pomoci systému LightScanner
(BioFire Defence) a ziskané kiivky vyhodnoceny softwarem Call-IT v1.5 (BioFire
Defence). U mensiho procenta kontrolni skupiny (n=30) jsme pouzili metodu sekvenovani

shodnou s postupem uvedenym v odstavci 5.2.2.

5.2.4. Analyza exonovych deleci a multiplikaci parkinu u pacientii a kontrol

K identifikaci exonovych deleci a multiplikaci parkinu jsme pouzili u pacient i kontrol
techniku MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification; produkt SALSA MLPA,
kit PO51-C3-0313 a P052-C2-0313, MRC-Holland). Pfi analyze jsme postupovali dle
doporuceni vyrobce. Vysledné vzorky byly analyzovany pfistrojem 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) za pouziti softwaru Gene Mapper 4.0. Pro interpretaci fragmenttl jsme
pouzili program Coffalyser v.131211.
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5.2.5. Klasifikace, patogenita a frekvence genetickych zmén parkinu

Nalezené alelické varianty parkinu byly klasifikovany podle terminologie Human Gene
Mutation Database Professional v2013.4 (HGMD, www.hgmd.cf.ac.uk). Pro predikéni
analyzu patogenity bodovych zmén parkinu jsme pouzili softwarové nastroje MutPred
(http://mutpred.mutdb.org) a SIFT (sorting intolerant from tolerant, http:/sift.jcvi.org). Frekvence

identifikovanych genetickych zmén parkinu v euroamerické populaci byla uréena podle tdaju
z Exome Variant Server (EVS, http://evs.gs.washington.edu/EVS).

5.3. Statisticka analyza

V piipadé kategorickych proménnych (vyskyt genetickych zmén a rizikovych faktori u
pacientt a kontrol) byla statistickd analyza provedena pomoci Chi-kvadrat testu nebo
Fisherova exaktniho testu vtéch piipadech, kde pocet jedinci ve skupiné byl <5.
Z kontingen¢ni tabulky bylo spo¢itano odds ratio (OR) a 95% konfidenc¢ni interval (CI). U
numerickych proménnych jsme pouzili neparovy t-test. Hladina vyznamnosti (o) byla 0,05.
Statistickou analyzu jsme provedli pomoci softwaru GraphPad Prism 6.

6. Vysledky

6.1. Fenotypova charakteristika pacientd

6.1.1. Zacatek, trvani, tiZze a rodinny vyskyt onemocnéni

Primérny veék pii vzniku onemocnéni Cinil 35,0 + 4,9 let. U pacienti s mutaci parkinu byl
signifikantné nizsi (28,6 + 8,5) nez u nemocnych bez pfitomnosti mutace (35,5 £ 4,1). Dva
nemocni (2,9%) spliiovali kritéria pro juvenilni PN (vznik nemoci < 20 let), nejvice pacientd
(58,6%) melo zacatek symptomti mezi 36 - 40 lety véku. U poloviny (52,9%) zacaly prvni
piiznaky vpravo, mensi procento (42,9%) udavalo zacatek vlevo, pouze 3 nemocni (4,3%)
méli zacatek symetricky. NejcastéjSim prvnim piiznakem byla ztuhlost a pohybové zpomaleni
(57,1%). V poloviné (50,0%) ptipadi EOPD zacala tfesem. Na tfetim misté udavali nemocni
mezi prvnimi projevy bolest (15,7%), nasledovala zména pisma (8,6%) a dystonie (7,1%).
Nejméné pacientti uvedlo jako inicialni pfiznak poruchu chiize (2,9%). Primémé trvani PN
dosahovalo 12,3 + 8,0 let, primérna doba od zacatku nemoci do stanoveni diagnozy 3.4 + 3,4
roku, primémé stadium H-Y bylo 2,1 £ 0,9. Pozitivni rodinnou anamnézu mélo 10 (14,3%)

nemocnych.

6.1.2. Motorické priznaky

Témer u vSech pacientl byla pfitomna rigidita (97,1%) a bradykineze (95,7%), vétSina trpéla
rovnéZ tfesem (85,7%). Casta byla také porucha chiize (84,3%) s primérnym rozvojem 5,2 +
3.4 roku od zac¢atku onemocnéni. Mikrografii mélo 82,9% nemocnych s relativné ¢asnym
zacatkem 3,9 + 4,3 roku. U 62,1% pacientl se objevil tento ptiznak pied stanovenim diagnozy
(pramér 2,2 + 3,4 roky) a u 36,2% nemocnych zacala mikrografie v tésném intervalu pred
diagnézou (0 - 12 mésicti). Dysartrie byla pfitomna ve dvou tfetinach pripadd (65,7%),
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primérna doba od propuknuti PN do manifestace Cinila 7,6 + 5,9 let. Vice nez polovina
pacienti (55,7%) rozvinula ptiznaky dystonie, a to primérné do 5,2 + 4,5 let. Nejcastéji byla
dystonie lokalizovana v oblasti dolnich koncetin (38,6%).

6.1.3. Non-motorické priznaky

Z non-motorickych pifiznakt nejvice pacientti udavalo depresivni poruchu nalady (57,1%) a
hyperhidrézu (57,1%). Casta byla nadmérna denni spavost (48,6%), hypersalivace (42,9%) a
insomnie (38,6%). Zhruba tfetina nemocnych si stézovala na poruchu pozornosti (35,7%),
vice nez Ctvrtina pak udavala projevy ortostatické hypotenze (28,6%), sexualni obtize
(28,6%), inkontinenci moci (28,6%), obstipaci (27,1%) a obtize pii polykani (27,1%).
Oslabeni ¢i ztratu ¢ichu pozorovalo 25,7% pacientt, subjektivni poruchu paméti a zapominani
referovalo 24,3% nemocnych. Primérné MMSE bylo 28,7 £ 1,6. Pétina pacientii trpéla
bolestmi (20,0%), o néco mén¢ popisovalo vizualni halucinace (18,6%).

6.1.4. Komplikace, fluktuace hybnosti, polékové dyskineze a 1é¢ba

Freezing a hesitace byly pfitomny v poloviné (52,9%) a posturalni instabilita s pady ve
ctvrting (25,7%) piipadi. Priméma doba od zacatku PN do rozvoje freezingi a hesitaci byla
9,1 £ 4,4 let, respektive 11,6 + 6,1 let u padia. Wearing-off (vycerpani uc¢inku dopaminergni
medikace, zhorSeni stavu na konci davky) udavalo 70,0% pacientti s primérnym nastupem 4,7
+ 4,1 roku od zahijeni 1é¢by. Dyskineze na vrcholu davky (peak-of-dose) méla polovina
nemocnych (51,4%), primérna doba od nasazeni medikace do manifestace dyskinezi ¢inila 5,2
+ 4,0 let. Sleep benefit (zlepSeni motorickych pfiznakli po vyspani) popisovala rovnéz
polovina pacienti (50,0%). Vybornou odpovidavost na dopaminergni 1é¢bu na zacatku
onemocnéni udavaly vice nez dvé tfetiny nemocnych (68,6%). Prvnim nasazenym lékem byla
nejcastéji L-DOPA (35,7%), nasledovali dopaminergni agonisté (28,6%), inhibitory
monoaminooxydazy B (11,4%) a anticholinergika (10,0%). U 14,3% ptipadi byla pouzita
jina inicialni 1é¢ba (amantadin, clonazepam, trimepranol apod.). Doba od zac¢atku nemoci do
zahdjeni dopaminergni medikace Cinila 3,5 + 2,5 roku. L-DOPA uzivalo 78,6% pacientd,
pramérna denni davka byla 726,2 + 367,1 mg. Pfes dvé tfetiny nemocnych mélo nasazeno
dopaminergni agonisty (68,6%), hluboka mozkova stimulace byla implantovana v necelé tietiné
pripadi (30,0%).

6.2. Rizikové faktory u pacienti a kontrol

V dob¢ studie aktivné kouftilo 15,7% pacientd a 18,7% kontrol. P&t a vice cigaret po dobu
nejméné péti let pied zacatkem PN koutilo 34,3% nemocnych, primérna doba kouteni pied
rozvojem PN byla 12,8 + 5,0. Stejna kritéria, ovSem bez vztahu k onemocnéni, spliiovalo
25,3% kontrol. Primérny pocet cigaret vykoufenych za den se mezi témito skupinami nelisil
(pacienti 15,7 + 11,3; kontroly 15,6 = 10,1; p = 0,98) a nebylo prokazano, Ze by koufeni
ovliviiovalo riziko rozvoje PN (OR = 1,54; 95% CI = 0,75 - 3,15; p = 0,24). Pravidelné piti
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kavy udavalo 47,1% pacientii a 77,3% zdravych dobrovolnikil, bez signifikantniho rozdilu
v poctu vypitych salkt za den (pacienti 1,7 + 1,1; kontroly 2,2 + 1,2; p = 0,07). Pijjem kavy
byl spojen se statisticky vyznamnym snizenim rizika vyskytu PN (OR = 0,26; 95% CI = 0,13
- 0,53; p=0,0002). Praci v zeméd¢€lstvi a expozici pesticidim ¢i dal$im chemikaliim po dobu
vice nez jednoho roku referovalo 28,6% nemocnych a 6,7% kontrol. Tento faktor
predstavoval signifikantné vyssi riziko vzniku PN (OR = 5,6; 95% CI = 1,97 - 15,93; p =
0,0007).

6.3. Alelické varianty parkinu u pacientu a kontrol

Polymorfismus p.S167N byl identifikovan v podobném procentu u pacientt (7,1%) jako u
kontrol (9,3%), stejné tomu bylo v pfipadé polymorfismu p.D394N, ktery mélo 10,0%
nemocnych a 8,0% kontrol. Cetnost polymorfismu p.V380L byla téméF dvakrat vyssi mezi
kontrolami (25,3%) nez mezi pacienty (14,3%). U jednoho pacienta (1,4%) a dvou kontrol
(2,7%) byl zaznamenan vyskyt dvou polymorfismi najednou (1x pacient a 1x kontrola:
p-S167N + p.D394N; 1x kontrola: p.S167N + p.V380L). U jedné kontroly (1,3%) jsme nalezli
novou alelickou variantu p.V380I (c.1138G>A) spolu s polymorfismem pD394N. Varianta
pA82E (uvedena v HGMD jako mutace vyvolavajici nemoc) byla ptitomna u jednoho
pacienta (1,4%), ktery mél rovnéz polymorfismus p.D394N. Dalsi alelicka varianta p.R402C
(v HGMD opét uvedena jako mutace vyvolavajici nemoc) se vyskytovala mezi pacienty
v jednom pripadé (1,4%) a byla také zaznamenana u jedné kontroly (1,3%), kde jsme zaroven

identifikovali polymorfismus p.V380L.

Mutace parkinu jsme nalezli u péti pacientt (7,1%), z nichz jeden (1,4%) mél bodovou mutaci
p-R334C a zbyli ¢tyfti (5,7%) exonové delece rizného rozsahu. Vsechny alelické varianty
byly pozorovany v heterozygotni konstituci, kromé dvou homozygotnich polymorfismi (1x
pacient: p.V380L a 1x kontrola: p.S167N) a homozygotni delece exonu 4. Pacient s touto
deleci mél pozitivni rodinnou anamnézu a byl téz heterozygot pro deleci exonu 2-3 a
polymorfismus  p.V380L. Pfi porovnani souboru pacienti a kontrol nebyl
v Cetnosti nalezenych polymorfismd, alelickych variant a mutaci prokazan statisticky

vyznamny rozdil (tabulka 1).

6.4. Testovani hypotéz

Hypotéza Hl, (fenotyp pacient s mutacemi a bez mutaci parkinu se nelisi) byla zamitnuta,
nebot’ byl prokazan signifikantni rozdil ve véku pii zac¢dtku EOPD u pacientli s mutacemi a
bez mutaci. Rovnéz hypotéza H2, (mezi nemocnymi a kontrolami neni rozdil v ptitomnosti
rizikovych faktort vnéjsiho prostiedi) byla zamitnuta vzhledem k statisticky vyznamnym
rozdiliim v Cetnosti piti kdvy a v prevalenci prace v zeméd¢€lstvi a s chemikéliemi. Hypotézu
H3y (ve skuping pacientd a kontrol neni rozdil v prevalenci genetickych zmén parkinu) se

zamitnout nepodafilo.
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7. Diskuse

7.1. Fenotyp

Fenotypova charakteristika naSeho souboru pacienti s EOPD zvelké casti odpovida
ptedchozim studiim v jinych populacich (Giovannini P. et al., 1991; Khan N.L. et al., 2003;
Kim H.J. et al., 2011; Lohmann E. et al., 2003; Lohmann E. et al., 2009; Schrag A. et al.,
1998; Spica V. et al., 2013). Vyznamné fenotypové rysy a jejich odliSnosti oproti diive

publikovanym pracim jsou diskutovany nize.

7.1.1. Zacatek onemocnéni, diagnéza

Primérny vék na zacatku EOPD ¢inil 35,0 + 4,9 let, pocet nemocnych vS§ak vyrazné rostl se
stoupajicim vékem pii manifestaci prvnich pfiznakd. Vznik onemocnéni pfed 21. rokem
zivota (juvenilni PN) byl zaznamenan ve dvou ptipadech (2,9%), stejny pocet nemocnych mél
prvni projevy PN v intervalu 21 - 25 let. Zacatek nemoci mezi 26 - 30 lety byl zaznamenan u
6 pacientd a v rozmezi 31 - 35 let se nachazelo jiz 19 nemocnych (27,1%). Vétsina pripadi
(41; 58,6%) pak méla zacatek PN mezi 36 - 40 lety. Toto pozorovani odpovida pifedchozim
epidemiologickym tudajim, dokumentujicim nartst prevalence a incidence PN s vékem
(Bower J.H. et al., 1999; de Lau L.M. & Breteler M.M., 2006; Van Den Eeden S.K. et al.,
2003). V¢k tak ptedstavuje vyznamny rizikovy faktor rozvoje PN (Kieburtz K. & Wunderle
K.B., 2013).

Priméry veék pii vznikn EOPD byl signifikantné niz§i u pacienti s mutacemi nez u
nemocnych bez mutaci. To odpovida pozorovani, ze mutace parkinu urychluji zacatek nemoci
(Grunewald A. et al., 2013; Kim H.J. et al., 2011; Sun M. et al., 2006) a pravdépodobnost
jejich zachytu negativné koreluje s vékem na zacatku onemocnéni (Periquet M. et al., 2003).
Vzhledem k malému poc¢tu nemocnych s mutacemi (n=5) jsme dal$i srovnani fenotypovych
rozdili osob s mutacemi a bez nich neprovadéli. Kromé casnéjstho vzniku EOPD u
nemocnych s mutacemi, studie rozsahlejsich soubort pacientii signifikantni rozdily fenotypu
mezi témito dvéma skupinami nenalezly (Kim H.J. et al., 2011; Lohmann E. et al., 2009).

Hlavni pfiznaky PN, rigidita, bradykineze a tfes byly nejCastéjSimi symptomy na zacatku
onemocnéni. Vzhledem k tomu, ze nemocni Casto referuji rigiditu a bradykinezi souhrnné
pojmem ,,neobratnost™ ¢i ,,ztuhlost®, hodnotili jsme tyto fenomény na pocatku nemoci jako
jeden projev. U nezanedbatelného procenta nemocnych (15,7%) byla inicidlnim symptomem
bolest. Tento atypicky projev zacatku EOPD byl popsan také v nékolika dalSich studiich
(Kann M. et al., 2002; Sekeff-Sallem F.A. & Barbosa E.R., 2007), proto by se na n¢j mélo
béhem klinické diagnostiky myslet. Rovnéz dystonie muiize byt prvnim ptiznakem EOPD, v
nasem souboru tomu tak bylo v 7 procentech. Pfi analyze fenotypu 24 nemocnych s mutacemi
parkinu, pozoroval Khan et al. vyskyt dystonie na po¢atku EOPD dokonce u 41% ptipada
(Khan N.L. et al., 2003). Tato prace navic popsala vyskyt psychiatrickych projevti (deprese,
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uzkost, sebeposkozovani) pred samotnym rozvojem hybnych pfiznakd. V nasi studii jsme
vsak psychiatrické symptomy pred zac¢atkem hybnych projevi nesledovali. Porucha chiize je
u EOPD vzacnym inicialnim pfiznakem (Wickremaratchi M.M. et al., 2009) a byla na zacatku

nemoci pfitomna pouze u dvou (2,9%) pacienta.

Charakteristicky asymetricky rozvoj ptiznakd, ktery je jednim z podpurnych diagnostickych
kritérii PN (Hughes A.J. et al., 1992), méla vétsina naSich nemocnych (95,7%). Piestoze
témét vSichni byli pravaci (98,6%), pravostranny zacatek onemocnéni byl registrovan pouze
v poloviné ptipadi (52,9%). Tyto vysledky nasvédcuji hypotéze, ze lateralita nema zasadni
vliv na stranu, kde se objevi prvni pfiznaky PN (Stochl J. et al., 2009).

Primérnou dobu od zac¢atku PN do urceni diagndzy (3,4 roku) lze povazovat za relativné
uspokojivy vysledek, zejména v porovnani s diagnostickou prodlevou u jinych
extrapyramidovych onemocnéni. Napiiklad Tourettetiv syndrom (tikovd nemoc) je v CR
diagnostikovan az s dvou a pul nasobnym zpozdénim (8,5 let) (Fiala O. & Ruzicka E., 2003).
Na druhou stranu recentni studie z Velké Britanie uvadi primérny interval do stanoveni
diagnézy 11 mésicu, coz je téméf o 2,5 roku méné. Tato prace vSak hodnotila diagnostiku
LOPD (vek pti vzniku nemoci byl 66 - 73 let), je tedy mozné, ze na diagnostické prodlevé
pacienti EOPD ma podil odliSny fenotyp onemocnéni. Zejména casny zacatek nemoci
spojeny s atypickymi ptiznaky (bolest, dystonie, psychiatrické projevy) muze Cinit
diagnostické obtize, coz dosvédeuji vysledky kanadskych autord, kteti u EOPD pozorovali 15
mésicni zpozdéni ve stanoveni diagnézy oproti LOPD (Rana A.Q. et al., 2012). V jejich
skupiné byli nemocni s EOPD diagnostikovani v priméru do 26 mésicu, tedy o 14 mésict

diive, nez tomu bylo v naSem souboru.

7.1.2. Motorické priznaky

Témét vsichni nemocni (>95%) méli béhem vySetieni znamky rigidity a bradykineze, u
vétsiny (85%) byl pritomen rovnéz tfes. Lehce nizsi procento tfesu oproti rigidité a
bradykinezi je pomérné konstantnim obrazem EOPD (Khan N.L. et al., 2003; Kim H.J. et al.,
2011; Lohmann E. et al., 2003).

Patym nejcastéj$im hybnym piiznakem byla mikrografie (82,9%), Sest nemocnych (8,6%) ji
pak uvedlo jako inicidlni pfiznak. Primérna doba od zacatku PN do rozvoje mikrografie byla
3,9 roku, coz je hodnota blizkd primérné dob& do uréeni diagndzy (3,4 roku). Ze vsech
pacientti s mikrografii se u 62,1% objevila porucha pisma pied stanovenim diagnozy (primér
2,2 + 3.4 roky) a u 36,2% se mikrografie vyskytla v kratkém intervalu pfed diagnézou (0 - 12
mésictl). Mikrografie je pomérné napadny hendikep, lze tedy spekulovat, ze u casti

nemocnych piedstavuje zlomovy bod, kdy se rozhodnou se svymi obtizemi vyhledat 1ékaie.
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Charakteristickym projevem EOPD je Casty vyskyt dystonie. V nasem souboru ji méla vice
nez polovina pacientt (55,7%), coz odpovida vysledkiim vétSiny dalsich studii (Grunewald A.
et al., 2013; Kann M. et al., 2002; Lohmann E. et al., 2009; Lucking C.B. et al., 2000).
Lokalizace dystonie vykazovala zjevny kraniokaudalni gradient, nejvice nemocnych mélo
dystonii dolnich koncetin, nejméné pak v oblasti hlavy a krku. V tomto ohledu je zajimava
podobnost fenotypu EOPD s fenotypem dopa-responzivni dystonie (DRD), u které se rovnéz
mohou manifestovat projevy parkinsonského syndromu (Lee W.W. & Jeon B.S., 2014). Obé
nemoci spojuje fada klinickych rysi: Casny zacatek, pfevaha vyskytu dystonie na dolnich
koncetinach ¢&i odpovidavost pifiznaki na L-DOPA. U DRD byvaji pifitomny diurnalni
fluktuace a zlepSeni hybnosti po vyspani, které pozoruji ¢asto i nemocni s EOPD (tzv. sleep
benefit). Diferencidlni diagnostika téchto dvou onemocnéni miize byt proto v nekterych

piipadech pomérné komplikovana (Tassin J. et al., 2000).

7.1.3. Non-motorické priznaky

Typickym znakem EOPD jsou dlouhou dobu neporusené kognitivni funkce (Grunewald A. et
al., 2013; Schrag A. & Schott J.M., 2006), coz platilo i v pfipadé nasich pacientti (primérné
MMSE 28,7 + 1,6), pfestoze subjektivni pocit zhorSené paméti a zapominani udavala az
¢tvrtina nemocnych. K €astym neuropsychiatrickym projevim EOPD patii deprese (Kostic
V.S. et al.,, 1994). Jeji prevalence se pohybuje mezi 40 - 50% (Kim H.J. et al., 2011; Lohmann
E. et al.,, 2009; Spica V. et al., 2013; Srivastava A. et al., 2011), v naem souboru udavalo
depresivni poruchu nalady dokonce 57% pacienti. Jednalo se vSak o referovany udaj, ktery se
muize lisit od objektivniho pozorovani. Stejné procento nemocnych si stéZovalo na

hyperhidrézu, ¢asty projev autonomni dysregulace u PN (Swinn L. et al., 2003).

Ohledné hyposmie, jez ma nejméné 75% pacienti s LOPD (Haehner A. et al., 2009) a ktera
muize o ne€kolik let pfedchazet rozvoji hybnych projevii (Ross G.W. et al., 2008), panuji u
EOPD neshody. Puvodni studie z roku 2004 dolozila zhorSeni ¢ichu pouze u nemocnych bez
pritomnosti mutace parkinu, na rozdil od jedincd s mutaci, ktefi méli ¢ich normalni (Khan
N.L. et al., 2004). Pozdé&jsi prace nalezla hyposmii mezi pacienty s heterozygotni mutaci
parkinu, zatimco pienaseCi heterozygotni mutace bez projevu PN a slozeni heterozygoti se
znamkami PN, hyposmii neméli. Mechanismus, jakym mutace parkinu ovliviiuji rozvoj
hyposmie, vsak ziistava nejasny (Alcalay R.N. et al., 2011). Bez ohledu na pritomnost
mutace, poruchu ¢ichu udava 20 - 30% nemocnych s EOPD (Kim H.J. et al., 2011; Spica V.
et al., 2013). My jsme ji zaznamenali ve Ctvrting ptipadu.

Ve vysokém procentu si pacienti stéZovali na poruchy spanku, zejména na nadmérnou denni
spavost (48,6%), ktera mize byt potencovana uzivanim dopaminergni agonisti (Happe S. &
Berger K., 2001). Castym symptomem byla také hypersalivace (43%), ostatni obtiZe spojené

gastrointestinalnim traktem (obstipace, potize pii polykani) méla zhruba ¢tvrtina pacientd. V
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podobném rozsahu trpéli nemocni i dal§imi pfiznaky vegetativni dysfunkce, napt. poruchami
urogenitalniho traktu (inkontinence, sexualni obtize) a projevy ortostatické hypotenze. Bolest
byla pfitomna u 20% pacientl. Neceld pétina nemocnych udéavala vizualni halucinace, které
byvaji obvykle spojeny s dopaminergni medikaci, zejména v pokrocilejsich stadiich PN (Zhou
C.Q.etal,, 2014).

7.1.4. Komplikace, fluktuace hybnosti a polékové dyskineze

Brzky rozvoj fluktuaci hybnosti a polékovych dyskinezi je dal§im charakteristickym rysem
EOPD (Schrag A. & Schott J.M., 2006). Wearing-off byl v naSem souboru zaznamenan
v 70% a peak-of-dose dyskineze v 50% ptipadl, primérna doba zacatku téchto priznakt od
nasazeni dopaminergni medikace dosahovala 5 let. Polovina nemocnych méla projevy
freezingu a hesitaci, u ¢tvrtiny byla pfitomna posturalni instabilita s pady. Zlepseni hybného
stavu spankem (sleep benefit) udavalo 50% pacienti. Tyto vysledky se zasadné nelisi od
ptedchoziho popisu fenotypu EOPD (Grunewald A. et al., 2013; Kim H.J. et al., 2011;
Lohmann E. et al., 2009).

7.1.5. Lécba

Vybornou odpovidavost na dopaminergni 1écbu, zejména na zac¢atku onemocnéni, ma vétsina
nemocnych s EOPD (Grunewald A. et al., 2013), coz jsme pozorovali také u nasich pacientu.
Doba od prvnich projevii PN do nasazeni dopaminergni medikace (3,5 roku) byla téméf stejna
jako prodleva od zac¢atku nemoci do urceni diagnozy (3,4 roku). To odrazi rozhodujci vyznam
dopaminergni odpovidavosti mezi diagnostickymi kritérii PN (Jankovic J., 2008). Dobry
kognitivni stav spolu s ¢asnym rozvojem dyskinezi a fluktuaci, ¢ini z pacientli s ¢asnym
zaCatkem PN vhodné kandidaty pro 1é¢bu hlubokou mozkovou stimulaci (DBS - deep brain
stimulation) (Bronstein J.M. et al., 2011). V naSem souboru byla zavedena u 30% nemocnych.

7.2. Rizikové faktory

Koufeni cigaret a piti kdvy je povazovdno za protektivni faktor PN, naopak prace
v zem&d€lstvi a expozice pesticidim muize riziko vzniku onemocnéni zvySovat (Kieburtz K.
& Wunderle K.B., 2013).

V nasi studii koutilo aktivng 15,7% pacientii, coZ je v porovnani s prevalenci koufeni v CR
(29,1%) (Gallus S. et al., 2014) pomérné malé ¢islo. Pro uplatnéni rizikovych faktort je vak
zasadni mira expozice pied rozvojem nemoci. Pfi detailnéjSim zkoumani vyskytu koufeni u
nemocnych bylo patrné, ze fada z nich zanechala koufeni cigaret kratce pred ¢i po zacatku
onemocnéni, jini naopak zacali koufit az v prub&hu PN. Proto jsme pro analyzu rizika koufeni
vybrali pacienty, ktefi koufili pfed vznikem onemocnéni. Za kritérium minimdalni expozice
jsme povazovali koufeni péti cigaret denné v intervalu alespon péti let (kumulativni davka >
9125 cigaret). Pfi stanoveni této hranice jsme vychazeli z Gidaju tykajicich se biologickych
ucinkli chronického stresu. Osoby vystavené chronickému stresu po dobu péti let maji
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vyznamné vy$$i riziko rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni (Rosengren A. et al., 1991).
Recentni vyzkum ukazal, ze chronicky stres ma podobny klinicky dopad jako koufeni péti
cigaret denné (Richardson S. et al., 2012). Prepokladame tedy, ze nami zvoleny prah koufeni
je dostatecnou kumulativni expozici, ktera mize ovlivnit rozvoj organického onemocnéni
(ptinejmensim ischemické choroby srde¢ni). Takto definovana kritéria spliiovala tfetina
nemocnych (34,3%) a ¢tvrtina kontrol. Pramérny pocet vykoufenych cigaret za den se u
nemocnych a kontrol signifikantné neodlisoval. V prevalenci koufeni v obou skupinach nebyl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil, protektivni vliv koufeni na riziko rozvoje PN jsme

tedy neprokazali.

V piipadé piti kavy jsme méli k dispozici mén¢ anamnestickych dat, nez tomu bylo u koufeni
cigaret. Pfedevsim chybél udaj o celkové dobé piijmu kavy. Piedpokladame ale, ze piti kavy
je obvykle dlouhodoby zvyk. Pocet vypitych §alkti za den se mezi skupinou pacientt a kontrol
vyznamné neli§il. V naSem souboru predstavovala kava faktor spojeny se signifikantné niz§im
rizikem vzniku PN. Naopak prace v zemédélstvi a expozice pesticidim ¢i jinym chemikaliim
byla asociovana s vyssim rizikem rozvoje PN. Vyse uvedené vysledky bude tieba ovéfit na
vétsim souboru populaénich kontrol, nebot’ u zdravych dobrovolniki (darct krve), zejména

s ohledem na prevalenci rizikovych faktort, hrozi vybérové zkresleni (bias).

7.3. Genotyp

7.3.1. Polymorfismy

Polymorfismy p.S167N a p.D394N byly pfitomny téméi ve stejném métitku mezi pacienty i
kontrolami. Pfestoze jsou tyto genetické zmény v HGMD klasifikovany jako polymorfismy
asociované s nemoci (disease-associated polymorphism), meta-analytické studie neprokazaly
asociaci téchto polymorfismu s rizikem vzniku PN (Zhang Y. et al., 2012a; Zhang Y. et al.,
2012b). Polymorfismus p.V380L se vyskytoval bez mala dvakrat ¢ast&ji u kontrol nez u
pacientti. Toto pozorovani odpovida vysledkim recentni meta-analyzy, ktera prokazala
asociaci polymorfismu p.V380L s niz§im rizikem rozvoje PN (Zhang Y. et al., 2013),
navzdory tomu, Ze tento polymorfismus je v HGMD stale uveden mezi polymorfismy

asociovanymi s nemoci.

7.3.2. Vzicné alelické varianty

U jedné kontroly jsme nalezli novou alelickou variantu p.V380I (c.1138G>A). Analyza
pomoci nastroji MutPred s SIFT predikovala nizké riziko patogenniho chovani (tabulka 1).
Varianta p.A82E (oznadena v HGMD jako mutace zpusobujici nemoc, disease causing
mutation) byla identifikovana u jednoho pacienta. Tato genetickdi zména s velkou
pravdépodobnosti neni patogenni. Byla pozorovéna u zdravych kontrol (Kay D.M. et al.,
2007), ma benigni predikéni analyzu (tabulka 1) a nemda efekt na subcelularni distribuci

parkinu in vitro (Cookson M.R. et al., 2003). Dle predikéni analyzy pisobi alelicka varianta
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p-R402C poskozeni proteinu (tabulka 1) a rovnéz v HGMD je fazena mezi mutace. Jeji
patogenni vliv je vSak sporny, nebot’ byla popsana také u zdravych jedinct (Schlitter A.M. et
al., 2006). V nasem souboru jsme heterozygotni alelickou variantu p.R402C nalezli u jednoho
pacienta a jedné kontroly. Frekvence recesivni alely (minor allele frequency) je podle udaju
EVS 0,26%. Proto ptedpokladame, Zze genetickd zména p.R402C pfedstavuje nepatogenni
tichou (silent) substituci.

7.3.3. Mutace

Mutace parkinu byly piitomny u péti pacientt (7,1%). Jednalo se o bodovou mutaci p.R334C
a Ctyfi exonové delece, které vzdy zahrnovaly exon 2, jenz kdduje Ubl doménu (Corti O. et
al., 2011). Tato doména inhibuje autoubikvitinaci parkinu a zabranuje tim jeho degradaci
v UPS, je proto klicova pro normalni funkci bilkoviny (Chaugule V.K. et al., 2011). Vyskyt
deleci nebyl zaznamendn u zadné z kontrol, coz poukazuje na pravdépodobnou patogenni
ulohu exonovych deleci parkinu v etiologii EOPD.

Kromé jedné homozygotni delece exonu 4, byly vSechny mutace pozorovany v heterozygotni
konstituci. S ohledem na AR dédi¢nost EOPD, pouze homozygotni nebo dvé slozené
heterozygotni mutace jsou zodpovédné za vznik onemocnéni. V piipadné jedné heterozygotni
mutace, je funkce poskozené alely kompenzovana alelou druhou a nemélo by dojit k rozvoji
patologie. Nicméné az 50% pacienti se ma pouze jednu heterozygotni mutaci (Klein C. et al.,
2007). Ackoli klinicky vyznam mutaci v heterozygotni konstituci je u AR nemoci sporny, zda
se, ze heterozygotni mutace parkinu maji vliv na riziko rozvoje PN (Klein C. et al., 2007). Pro
zpusob, jakym je heterozygotni mutace schopna imitovat AD typ dédiCnosti a vyvolat
pfiznaky onemocnéni, lze najit vice vysvétleni. Mnozstvi proteinu produkovaného zdravou
alelou nemusi stacit k zajisténi fyziologickych funkci nebo mutantni protein negativné ovlivni
expresi své normalni varianty. Mutace mize také indukovat novou patogenni funkci bilkoviny
(Klein C. et al., 2007). Pro roli heterozygotnich mutaci parkinu v patogenezi PN sveéd¢i téz
pozorovani u zdravych pienaSecl. Prenaseci heterozygotni mutace parkinu vykazuji na PET
presynaptickou dopaminergni dysfunkeci ve striatu (Hilker R. et al., 2001; Khan N.L. et al.,
2002) a maji zvysenou echogenitu SNc, ktera odpovida obrazu degenerace této kmenové
struktury (Hagenah J.M. et al., 2007; Walter U. et al., 2004).

Ackoli nékteré prace uvadeji vysokou frekvenci mutaci parkinu u pacientti s EOPD (az 50%
familiarni a 18% sporadické formy) (Lucking C.B. et al., 2000; Monroy-Jaramillo N. et al.,
2014), prevalence mutaci v naSem souboru, podobné jako v celé fadé dalsich studii (Brooks J.
et al., 2009; Choi J.M. et al., 2008; Kilarski L.L. et al., 2012; Mellick G.D. et al., 2009), byla
relativné nizkd (7,1%). Tyto rozdily mezi studiemi mohou byt vysvétleny vice faktory,
zejména populacné specifickou variabilitou Cetnosti alelickych variant, riznym pomérem

nemocnych s familiarni a sporadickou formou EOPD ve studii, rozdilnymi kritérii pro

21



maximalni vek pfi vzniku EOPD ¢i odlisnymi pravidly, podle kterych byly alelické varianty
klasifikovany jako mutace. Vzhledem k tomu, Ze jsme v nasi praci neanalyzovali introny a
oblast promotoru, je mozné, ze nékteré patogenni zmény parkinu nebyly identifikovany. Na
druhou stranu, mutace v oblasti intrond ptedstavuji pouhych 8,2% ze vSech znamych mutaci
(Grunewald A. et al.,, 2013), takze pravdépodobnost jejich zachytu neni pfili§ vysokd. U
genetickych zmén promotoru navic nebyla jednoznaéné prokazana asociace s EOPD (Chang
X.L.etal., 2011).

V nasi studii bylo 10 pacientt (14,3%) s vyskytem EOPD v roding, ale jen u jednoho z nich
(10,0%) jsme nalezli mutaci parkinu. Toto zjiSténi je pomérné piekvapivé, nebot” zachyt
mutaci u familiarni formy EOPD byva obvykle podstatné vyssi (Bruggemann N. & Klein C.,
1993; Kim H.J. et al., 2011; Lucking C.B. et al., 2000; Marder K.S. et al., 2010). Nase
pozorovani se blizi vysledkiim v souboru 79 polskych pacientt (vznik PN < 40 let), kde byly
mutace parkinu identifikovany pouze ve tfech piipadech (3,8%) a z celkem 16 (20%)
nemocnych s familiarnim vyskytem EOPD méla mutaci jen jedind osoba (6%) (Koziorowski
D. et al.,, 2010). Malé procento zachytu mutaci by proto mohlo svéd¢it pro vyznamnéjsi roli
negativnich vlivii vnéjsiho prostiedi. S ohledem na nizkou prevalenci mutaci u familiarni
formy EOPD vnasi i polské populaci je vSak pravdépodobné, ze se na patogenezi
onemocnéni u Slovant podileji kromé parkinu dalsi genetické faktory.

7.3.4. Rozdily v prevalenci alelickych zmén parkinu u pacientii a kontrol

Statisticky vyznamny rozdil v ¢etnosti alelickych variant parkinu mezi pacienty a kontrolami
nebyl prokazan (tabulka 1). Nicméné ve dvou piipadech byly pozorovany vyrazné rozdily
Cetnosti: témét dvojnasobna frekvence heterozygotniho polymorfismu p.V380L u kontrol (p =
0,062; OR = 0,44; 95% CI = 0,18 - 1,04) a pfitomnost heterozygotnich deleci exonu 2 pouze u
pacientt (p = 0,052; OR = 10,22; 95% CI = 0,54 - 193,50).

7.4. Soubor pacientu a statisticka analyza

EOPD je vzacna forma PN definovana rozvojem ptiznakt do 40 let véku (Bruggemann N. &
Klein C., 1993), nicméné v celé fadé studii je pouzita vy$si vékova hranice, nejcastéji 45
(Guerrero Camacho J.L. et al., 2012; Monroy-Jaramillo N. et al., 2014; Padmaja M.V. et al.,
2012) nebo dokonce 50 let (Bozi M. et al., 2013; de Mena L. et al., 2013; Gaweda-Walerych
K. et al., 2012; Moura K.C. et al., 2013). Incidence PN roste s vékem a v intervalu 40 - 49 let
je petkrat vyssi nez vrozmezi 30 - 39 let (Van Den Eeden S.K. et al., 2003). Posunutim
vekové hranice na 45 ¢i 50 let 1ze nasobné rozsitit soubor pacienttl. Tento ptistup vSak vede
k vyrazné fenotypové heterogenité studované skupiny nemocnych, ktera mize byt zdrojem
dezinterpretace pii porovnavani vysledkd mezi riznymi studiemi. Abychom ziskali soubor
s co nejvice homogennim fenotypem, rozhodli jsme se dodrzet kritérium zac¢atku EOPD do 40

let, ovSem za cenu vyrazné¢ mensiho souboru nemocnych. Relativné mala velikost souboru
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pacientti (n=70) spolu s nizkym vyskytem mutaci (n=5; 7,1%) pfedstavovaly hlavni limitaci

statistick¢ analyzy nasich vysledki.

8. Zavér

Tato préace je prvni systematickou studii fenotypu EOPD a genetickych zmén parkinu v eské
populaci. Pfinasi detailni fenotypovou charakteristiku pacienti s EOPD, hodnoti vliv faktort
vn¢jsiho prostfedi na riziko vzniku onemocnéni a analyzuje alelické varianty parkinu u

nemocnych a zdravych kontrol.

Mezi hlavni fenotypové rysy pacienti s EOPD patfily neporusené kognitivni funkce, Casty
vyskyt dystonie, deprese a hyperhidrézy. Typicka byla vybornd odpovidavost na
dopaminergni 1é¢bu na zacatku onemocnéni, zlepSeni pfiznakd po vyspani (sleep benefit) a
Casny rozvoj polékovych dyskinezi a hybnych fluktuaci. Pacienti s mutacemi parkinu mély

signifikantné niz§i vek pii vzniku onemocnéni.

Prace v zemédélstvi a expozice pesticidim ¢i jinym chemikaliim byly spojeny s vySSim
rizikem rozvoje onemocnéni, naopak piti kavy mélo protektivni vliv. U koufeni cigaret nebyl

prokazan vztah k riziku nemoci.

V ¢etnosti polymorfisml parkinu jsme u pacientl a kontrol nalezli vyraznéjsi rozdil, pouze
polymorfismus p.V380L mél témef dvakrat vyssi frekvenci v kontrolni skuping, kde jsme také
zachytili novou alelickou variantu p.V380l. Mutace parkinu byly identifikovany u péti
nemocnych (7,1%), v kontrolni skupiné jsme jejich vyskyt nezaznamenali. VE&tSinu mutaci
tvorily heterozygotni exonové delece rizného rozsahu, které vzdy zahrnovaly deleci exonu 2.
Statistickou analyzou se nepodafilo prokdzat signifikantni rozdil ¢etnosti genetickych zmén
mezi pacienty a kontrolami, na ¢emz mize mit podil relativné maly soubor nemocnych
(n=70) a nizka frekvence genetickych alteraci. Vzhledem k malé prevalenci mutaci parkinu v
nasi i polské populaci (Koziorowski D. et al., 2010) je pravdépodobné, ze se v patogenezi
EOPD u Slovant uplatiuji dalsi genetické zmény, které jsou nyni pfedmétem naseho dalsiho

vyzkumu pomoci exomového sekvenovani.

23



9. Literatura

[15]
[16]
[17]
[18]

[19]

Abhlskog JE. Parkin and PINK1 parkinsonism may represent nigral mitochondrial cytopathies distinct
from Lewy body Parkinson's disease. Parkinsonism Relat Disord 2009; 15 (10): 721-727.

Alcalay RN, Siderowf A, Ottman R, Caccappolo E, Mejia-Santana H, Tang MX et al. Olfaction in
Parkin heterozygotes and compound heterozygotes: the CORE-PD study. Neurology 2011; 76 (4): 319-
326.

Bonifati V. Genetics of Parkinson's disease--state of the art, 2013. Parkinsonism Relat Disord 2014; 20
Suppl 1 S23-28.

Bower JH, Maraganore DM, McDonnell SK, Rocca WA. Incidence and distribution of parkinsonism in
Olmsted County, Minnesota, 1976-1990. Neurology 1999; 52 (6): 1214-1220.

Bozi M, Papadimitriou D, Antonellou R, Moraitou M, Maniati M, Vassilatis DK et al. Genetic
assessment of familial and early-onset Parkinson's disease in a Greek population. Eur J Neurol 2013;
Braak H, Del Tredici K, Rub U, de Vos RA, Jansen Steur EN, Braak E. Staging of brain pathology
related to sporadic Parkinson's disease. Neurobiol Aging 2003; 24 (2): 197-211.

Bronstein JM, Tagliati M, Alterman RL, Lozano AM, Volkmann J, Stefani A et al. Deep brain
stimulation for Parkinson disease: an expert consensus and review of key issues. Arch Neurol 2011; 68
(2): 165.

Brooks J, Ding J, Simon-Sanchez J, Paisan-Ruiz C, Singleton AB, Scholz SW. Parkin and PINK1
mutations in early-onset Parkinson's disease: comprehensive screening in publicly available cases and
control. J Med Genet 2009; 46 (6): 375-381.

Bruggemann N, Klein C. Parkin Type of Early-Onset Parkinson Disease. 1993;

Buhmann C, Binkofski F, Klein C, Buchel C, van Eimeren T, Erdmann C et al. Motor reorganization in
asymptomatic carriers of a single mutant Parkin allele: a human model for presymptomatic
parkinsonism. Brain 2005; 128 (10): 2281-2290.

Cookson MR, Lockhart PJ, McLendon C, O'Farrell C, Schlossmacher M, Farrer MJ. RING finger 1
mutations in Parkin produce altered localization of the protein. Hum Mol Genet 2003; 12 (22): 2957-
2965.

Corti O, Lesage S, Brice A. What genetics tells us about the causes and mechanisms of Parkinson's
disease. Physiol Rev 2011; 91 (4): 1161-1218.

de Lau LM, Breteler MM. Epidemiology of Parkinson's disease. Lancet Neurol 2006; 5 (6): 525-535.

de Mena L, Samaranch LL, Coto E, Cardo LF, Ribacoba R, Lorenzo-Betancor O et al. Mutational
screening of PARKIN identified a 3' UTR variant (rs62637702) associated with Parkinson's disease. J
Mol Neurosci 2013; 50 (2): 264-269.

Doherty KM, Silveira-Moriyama L, Parkkinen L, Healy DG, Farrell M, Mencacci NE et al. Parkin
disease: a clinicopathologic entity? JAMA Neurol 2013; 70 (5): 571-579.

Douglas PM, Dillin A. Protein homeostasis and aging in neurodegeneration. J Cell Biol 2010; 190 (5):
719-729.

Fiala O, Ruzicka E. Mezindrodni databize Touretteova syndromu: zapojeni do projektu v Ceské
republice. Cesk Slov Neurol N 2003; 33/99 (3): 197-202.

Foltynie T, Kahan J. Parkinson's disease: an update on pathogenesis and treatment. J Neurol 2013; 260
(5): 1433-1440.

Gallus S, Lugo A, La Vecchia C, Boffetta P, Chaloupka FJ, Colombo P et al. Pricing Policies And
Control of Tobacco in Europe (PPACTE) project: cross-national comparison of smoking prevalence in
18 European countries. Eur J Cancer Prev 2014; 23 (3): 177-185.

Gaweda-Walerych K, Safranow K, Jasinska-Myga B, Bialecka M, Klodowska-Duda G, Rudzinska M et
al. PARK2 wvariability in Polish Parkinson's disease patients--interaction with mitochondrial
haplogroups. Parkinsonism Relat Disord 2012; 18 (5): 520-524.

Gaweda-Walerych K, Zekanowski C. Integrated pathways of parkin control over mitochondrial
maintenance - relevance to Parkinson's disease pathogenesis. Acta Neurobiol Exp (Wars) 2013; 73 (2):
199-224.

Giovannini P, Piccolo I, Genitrini S, Soliveri P, Girotti F, Geminiani G et al. Early-onset Parkinson's
disease. Mov Disord 1991; 6 (1): 36-42.

Gowers W (1900) A Manual of Diseases of the Nervous System, Vol. 1, Philadelphia: Blakiston's Son.
Grunewald A, Kasten M, Ziegler A, Klein C. Next-generation phenotyping using the parkin example:
time to catch up with genetics. JAMA Neurol 2013; 70 (9): 1186-1191.

Guerrero Camacho JL, Monroy Jaramillo N, Yescas Gomez P, Rodriguez Violante M, Boll Woehrlen
C, Alonso Vilatela ME et al. High frequency of Parkin exon rearrangements in Mexican-mestizo
patients with early-onset Parkinson's disease. Mov Disord 2012; 27 (8): 1047-1051.

24



[26]

[27]

[29]

[30]

[37]
[38]
[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]
[47]

(48]

[49]

Haehner A, Boesveldt S, Berendse HW, Mackay-Sim A, Fleischmann J, Silburn PA et al. Prevalence of
smell loss in Parkinson's disease--a multicenter study. Parkinsonism Relat Disord 2009; 15 (7): 490-
494.

Hagenah JM, Konig IR, Becker B, Hilker R, Kasten M, Hedrich K et al. Substantia nigra
hyperechogenicity correlates with clinical status and number of Parkin mutated alleles. J Neurol 2007,
254 (10): 1407-1413.

Happe S, Berger K. The association of dopamine agonists with daytime sleepiness, sleep problems and
quality of life in patients with Parkinson's disease--a prospective study. J Neurol 2001; 248 (12): 1062-
1067.

Henn IH, Bouman L, Schlehe JS, Schlierf A, Schramm JE, Wegener E et al. Parkin Mediates
Neuroprotection through Activation of I{kappa}B Kinase/Nuclear Factor-{kappa}B Signaling. J
Neurosci 2007; 27 (8): 1868-1878.

Hilker R, Klein C, Ghaemi M, Kis B, Strotmann T, Ozelius LJ et al. Positron emission tomographic
analysis of the nigrostriatal dopaminergic system in familial parkinsonism associated with mutations in
the parkin gene. Ann Neurol 2001; 49 (3): 367-376.

Hughes AJ, Daniel SE, Kilford L, Lees AJ. Accuracy of clinical diagnosis of idiopathic Parkinson's
disease: a clinico-pathological study of 100 cases. J Neurol Neurosurg Psychiatry 1992; 55 (3): 181-
184.

Cha G-H, Kim S, Park J, Lee E, Kim M, Lee SB et al. Parkin negatively regulates INK pathway in the
dopaminergic neurons of Drosophila. PNAS 2005; 102 (29): 10345-10350.

Chang XL, Mao XY, Li HH, Zhang JH, Li NN, Burgunder JM et al. Functional parkin promoter
polymorphism in Parkinson's disease: new data and meta-analysis. J Neurol Sci 2011; 302 (1-2): 68-71.
Chaugule VK, Burchell L, Barber KR, Sidhu A, Leslie SJ, Shaw GS et al. Autoregulation of Parkin
activity through its ubiquitin-like domain. EMBO J 2011; 30 (14): 2853-2867.

Choi JM, Woo MS, Ma HI, Kang SY, Sung YH, Yong SW et al. Analysis of PARK genes in a Korean
cohort of early-onset Parkinson disease. Neurogenetics 2008; 9 (4): 263-269.

Imai Y, Soda M, Inoue H, Hattori N, Mizuno Y, Takahashi R. An unfolded putative transmembrane
polypeptide, which can lead to endoplasmic reticulum stress, is a substrate of Parkin. Cell 2001; 105
(7): 891-902.

Jankovic J. Parkinson's disease: clinical features and diagnosis. J Neurol Neurosurg Psychiatry 2008; 79
(4): 368-376.

Kann M, Jacobs H, Mohrmann K, Schumacher K, Hedrich K, Garrels J et al. Role of parkin mutations
in 111 community-based patients with early-onset parkinsonism. Ann Neurol 2002; 51 (5): 621-625.
Kay DM, Moran D, Moses L, Poorkaj P, Zabetian CP, Nutt J et al. Heterozygous parkin point mutations
are as common in control subjects as in Parkinson's patients. Ann Neurol 2007; 61 (1): 47-54.

Keller MF, Saad M, Bras J, Bettella F, Nicolaou N, Simon-Sanchez J et al. Using genome-wide
complex trait analysis to quantify 'missing heritability' in Parkinson's disease. Hum Mol Genet 2012; 21
(22): 4996-5009.

Khan NL, Brooks DJ, Pavese N, Sweeney MG, Wood NW, Lees AJ et al. Progression of nigrostriatal
dysfunction in a parkin kindred: an [18F]dopa PET and clinical study. Brain 2002; 125 (10): 2248-
2256.

Khan NL, Graham E, Critchley P, Schrag AE, Wood NW, Lees AJ et al. Parkin disease: a phenotypic
study of a large case series. Brain 2003; 126 (Pt 6): 1279-1292.

Khan NL, Katzenschlager R, Watt H, Bhatia KP, Wood NW, Quinn N et al. Olfaction differentiates
parkin disease from early-onset parkinsonism and Parkinson disease. Neurology 2004; 62 (7): 1224-
1226.

Kieburtz K, Wunderle KB. Parkinson's disease: evidence for environmental risk factors. Mov Disord
2013; 28 (1): 8-13.

Kilarski LL, Pearson JP, Newsway V, Majounie E, Knipe MD, Misbahuddin A et al. Systematic review
and UK-based study of PARK2 (parkin), PINK1, PARK7 (DJ-1) and LRRK2 in early-onset Parkinson's
disease. Mov Disord 2012; 27 (12): 1522-1529.

Kim HJ, Lee JY, Yun JY, Kim SY, Park SS, Jeon BS. Phenotype analysis in patients with early onset
Parkinson's disease with and without parkin mutations. J Neurol 2011; 258 (12): 2260-2267.

Kitada T, Asakawa S, Hattori N, Matsumine H, Yamamura Y, Minoshima S et al. Mutations in the
parkin gene cause autosomal recessive juvenile parkinsonism. Nature 1998; 392 (6676): 605-608.

Kitao Y, Imai Y, Ozawa K, Kataoka A, Ikeda T, Soda M et al. Pael receptor induces death of
dopaminergic neurons in the substantia nigra via endoplasmic reticulum stress and dopamine toxicity,
which is enhanced under condition of parkin inactivation. Hum Mol Genet 2007; 16 (1): 50-60.

Klein C. Implications of genetics on the diagnosis and care of patients with Parkinson disease. Arch
Neurol 2006; 63 (3): 328-334.

25



[69]
[70]
[71]
[72]

(73]

[74]

[75]

Klein C, Lohmann-Hedrich K, Rogaeva E, Schlossmacher MG, Lang AE. Deciphering the role of
heterozygous mutations in genes associated with parkinsonism. Lancet Neurol 2007; 6 (7): 652-662.
Klein C, Westenberger A. Genetics of Parkinson's disease. Cold Spring Harb Perspect Med 2012; 2 (1):
a008888.

Kostic VS, Filipovic SR, Lecic D, Momcilovic D, Sokic D, Sternic N. Effect of age at onset on
frequency of depression in Parkinson's disease. J Neurol Neurosurg Psychiatry 1994; 57 (10): 1265-
1267.

Koziorowski D, Hoffman-Zacharska D, Slawek J, Szirkowiec W, Janik P, Bal J et al. Low frequency of
the PARK2 gene mutations in Polish patients with the early-onset form of Parkinson disease.
Parkinsonism Relat Disord 2010; 16 (2): 136-138.

Laitinen J, Samarut J, Holtta E. A nontoxic and versatile protein salting-out method for isolation of
DNA. Biotechniques 1994; 17 (2): 316, 318, 320-312.

Lee WW, Jeon BS. Clinical spectrum of dopa-responsive dystonia and related disorders. Curr Neurol
Neurosci Rep 2014; 14 (7): 461.

Leroux P (1890) Contribution a I'étude des causes de la paralysie agitante. in Thesis, Paris.

Lesage S, Brice A. Parkinson's disease: from monogenic forms to genetic susceptibility factors. Hum
Mol Genet 2009; 18 (R1): R48-59.

Lohmann E, Periquet M, Bonifati V, Wood NW, De Michele G, Bonnet AM et al. How much
phenotypic variation can be attributed to parkin genotype? Ann Neurol 2003; 54 (2): 176-185.

Lohmann E, Thobois S, Lesage S, Broussolle E, du Montcel ST, Ribeiro MJ et al. A multidisciplinary
study of patients with early-onset PD with and without parkin mutations. Neurology 2009; 72 (2): 110-
116.

Lubbe S, Morris HR. Recent advances in Parkinson's disease genetics. J Neurol 2014; 261 (2): 259-266.
Lucking CB, Durr A, Bonifati V, Vaughan J, De Michele G, Gasser T et al. Association between Early-
Onset Parkinson's Disease and Mutations in the Parkin Gene. N Engl J Med 2000; 342 (21): 1560-1567.
MacArthur DG, Manolio TA, Dimmock DP, Rehm HL, Shendure J, Abecasis GR et al. Guidelines for
investigating causality of sequence variants in human disease. Nature 2014; 508 (7497): 469-476.
Machida Y, Chiba T, Takayanagi A, Tanaka Y, Asanuma M, Ogawa N et al. Common anti-apoptotic
roles of parkin and alpha-synuclein in human dopaminergic cells. Biochem Biophys Res Commun
2005; 332 (1): 233-240.

Marder KS, Tang MX, Mejia-Santana H, Rosado L, Louis ED, Comella CL et al. Predictors of parkin
mutations in early-onset Parkinson disease: the consortium on risk for early-onset Parkinson disease
study. Arch Neurol 2010; 67 (6): 731-738.

Mellick GD, Siebert GA, Funayama M, Buchanan DD, Li Y, Imamichi Y et al. Screening PARK genes
for mutations in early-onset Parkinson's disease patients from Queensland, Australia. Parkinsonism
Relat Disord 2009; 15 (2): 105-109.

Metzker ML. Sequencing technologies - the next generation. Nat Rev Genet 2010; 11 (1): 31-46.
Monroy-Jaramillo N, Guerrero-Camacho JL, Rodriguez-Violante M, Boll-Woehrlen MC, Yescas-
Gomez P, Alonso-Vilatela ME et al. Genetic mutations in early-onset Parkinson's disease Mexican
patients: molecular testing implications. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet 2014; 165B (3):
235-244.

Moura KC, Campos Junior M, de Rosso AL, Nicaretta DH, Pereira JS, Silva DJ et al. Genetic analysis
of PARK2 and PINKI1 genes in Brazilian patients with early-onset Parkinson's disease. Dis Markers
2013; 35 (3): 181-185.

Padmaja MV, Jayaraman M, Srinivasan AV, Srisailapathy CR, Ramesh A. PARK2 gene mutations in
early onset Parkinson's disease patients of South India. Neurosci Lett 2012; 523 (2): 145-147.

Periquet M, Latouche M, Lohmann E, Rawal N, De Michele G, Ricard S et al. Parkin mutations are
frequent in patients with isolated early-onset parkinsonism. Brain 2003; 126 (Pt 6): 1271-1278.

Pilsl A, Winklhofer KF. Parkin, PINKI and mitochondrial integrity: emerging concepts of
mitochondrial dysfunction in Parkinson's disease. Acta Neuropathol 2012; 123 (2): 173-188.

Rana AQ, Siddiqui I, Yousuf MS. Challenges in diagnosis of young onset Parkinson's disease. J Neurol
Sci 2012; 323 (1-2): 113-116.

Richardson S, Shaffer JA, Falzon L, Krupka D, Davidson KW, Edmondson D. Meta-analysis of
perceived stress and its association with incident coronary heart disease. Am J Cardiol 2012; 110 (12):
1711-1716.

Rosengren A, Tibblin G, Wilhelmsen L. Self-perceived psychological stress and incidence of coronary
artery disease in middle-aged men. Am J Cardiol 1991; 68 (11): 1171-1175.

Ross GW, Petrovitch H, Abbott RD, Tanner CM, Popper J, Masaki K et al. Association of olfactory
dysfunction with risk for future Parkinson's disease. Ann Neurol 2008; 63 (2): 167-173.

26



[79]

[88]
[89]
[90]

[o1]

[97]

[98]

[99]

Sekeff-Sallem FA, Barbosa ER. Diagnostic pitfalls in Parkinson's disease: case report. Arq
Neuropsiquiatr 2007; 65 (2A): 348-351.

Shimura H, Hattori N, Kubo S, Mizuno Y, Asakawa S, Minoshima S et al. Familial Parkinson disease
gene product, parkin, is a ubiquitin-protein ligase. Nat Genet 2000; 25 (3): 302-305.

Shimura H, Schlossmacher MG, Hattori N, Frosch MP, Trockenbacher A, Schneider R et al.
Ubiquitination of a New Form of alpha -Synuclein by Parkin from Human Brain: Implications for
Parkinson's Disease. Science 2001; 293 (5528): 263-269.

Schlitter AM, Kurz M, Larsen JP, Woitalla D, Muller T, Epplen JT et al. Parkin gene variations in late-
onset Parkinson's disease: comparison between Norwegian and German cohorts. Acta Neurol Scand
2006; 113 (1): 9-13.

Schrag A, Ben-Shlomo Y, Brown R, Marsden CD, Quinn N. Young-onset Parkinson's disease revisited-
-clinical features, natural history, and mortality. Mov Disord 1998; 13 (6): 885-894.

Schrag A, Schott JM. Epidemiological, clinical, and genetic characteristics of early-onset parkinsonism.
Lancet Neurol 2006; 5 (4): 355-363.

Schulz JB, Falkenburger BH. Neuronal pathology in Parkinson's disease. Cell Tissue Res 2004; 318 (1):
135-147.

Singleton AB, Farrer MJ, Bonifati V. The genetics of Parkinson's disease: progress and therapeutic
implications. Mov Disord 2013; 28 (1): 14-23.

Spica V, Pekmezovic T, Svetel M, Kostic VS. Prevalence of non-motor symptoms in young-onset
versus late-onset Parkinson's disease. J Neurol 2013; 260 (1): 131-137.

Srivastava A, Tang MX, Mejia-Santana H, Rosado L, Louis ED, Caccappolo E et al. The relation
between depression and parkin genotype: the CORE-PD study. Parkinsonism Relat Disord 2011; 17
(10): 740-744.

Stochl J, Hagtvet KA, Brozova H, Klempir J, Roth J, Ruzicka E. Handedness does not predict side of
onset of motor symptoms in Parkinson's disease. Mov Disord 2009; 24 (12): 1836-1839.

Sun M, Latourelle JC, Wooten GF, Lew MF, Klein C, Shill HA et al. Influence of Heterozygosity for
Parkin Mutation on Onset Age in Familial Parkinson Disease: The GenePD Study. Arch Neurol 2006;
63 (6): 826-832.

Swinn L, Schrag A, Viswanathan R, Bloem BR, Lees A, Quinn N. Sweating dysfunction in Parkinson's
disease. Mov Disord 2003; 18 (12): 1459-1463.

Tassin J, Durr A, Bonnet AM, Gil R, Vidailhet M, Lucking CB et al. Levodopa-responsive dystonia.
GTP cyclohydrolase I or parkin mutations? Brain 2000; 123 (Pt 6) 1112-1121.

Twelves D, Perkins KS, Counsell C. Systematic review of incidence studies of Parkinson's disease.
Mov Disord 2003; 18 (1): 19-31.

Van Den Eeden SK, Tanner CM, Bernstein AL, Fross RD, Leimpeter A, Bloch DA et al. Incidence of
Parkinson's disease: variation by age, gender, and race/ethnicity. Am J Epidemiol 2003; 157 (11): 1015-
1022.

Wakabayashi K, Tanji K, Mori F, Takahashi H. The Lewy body in Parkinson's disease: molecules
implicated in the formation and degradation of alpha-synuclein aggregates. Neuropathology 2007; 27
(5): 494-506.

Walter U, Klein C, Hilker R, Benecke R, Pramstaller PP, Dressler D. Brain parenchyma sonography
detects preclinical parkinsonism. Mov Disord 2004; 19 (12): 1445-1449.

Weiner WJ. There is no Parkinson disease. Arch Neurol 2008; 65 (6): 705-708.

Wickremaratchi MM, Ben-Shlomo Y, Morris HR. The effect of onset age on the clinical features of
Parkinson's disease. Eur J Neurol 2009; 16 (4): 450-456.

Zhang Y, Wang ZZ, Sun HM. Lack of association between p.Serl67Asn variant of Parkin and
Parkinson's disease: a meta-analysis of 15 studies involving 2,280 cases and 2,459 controls. Am J Med
Genet B Neuropsychiatr Genet 2012a; 159B (1): 38-47.

Zhang Y, Wang ZZ, Sun HM. Meta-analysis of the influence of Parkin p.Asp394Asn variant on the
susceptibility of Parkinson's disease. Neurosci Lett 2012b; 524 (1): 60-64.

Zhang Y, Wang ZZ, Sun HM. A meta-analysis of the relationship of the Parkin p.Val380Leu
polymorphism to Parkinson's disease. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet 2013; 162B (3): 235-
244.

Zhou CQ, Zhang JW, Wang M, Peng GG. Meta-analysis of the efficacy and safety of long-acting non-
ergot dopamine agonists in Parkinson's disease. J Clin Neurosci 2014; 21 (7): 1094-1101.

27



10. Seznam publikaci doktoranda:

Publikace in extenso, které jsou podkladem disertace
a) s IF (celkem 5,38)

1. Fiala O, Zahorakova D, Pospisilova L, Kucerova J, Matejckova M, Martasek P, Roth J, Ruzicka
E. Parkin (PARK 2) mutations are rare in Czech patients with early-onset Parkinson's disease. Plos
One (IF = 3,730) (v recenznim rizeni)

2. Fiala O, Pospisilova L, Prochazkova J, Matejckova M, Martasek P, Novakova L, Roth J, Ruzicka
E. Parkin mutations and phenotypic features in Czech patients with early-onset Parkinson's
disease. Neuro Endocrinol Lett. 2010;31(2):187-92. (IF = 1,404)

3. Fiala O, Ruzicka E: Genetika Parkinsonovy nemoci. Ces Slov Neurol Neurochir 2009;72:419-
428. (IF = 0,246)

b) bez IF

Publikace in extenso bez vztahu k tématu disertace
a) s IF (celkem 12,24)

4. Xu H, Résler TW, Carlsson T, de Andrade A, Fiala O, Hollerhage M, Oerteld WH, Goedertf M,
Aigner A, Hoglinger GU. Therapeutic Tau Silencing by siRNA in P301S Tauopathy Mouse
Model. Curr Gene Ther (IF = 5,318) (v tisku)

5. Bonnet C, Rusz J, Megrelishvili M, Matouskova O, Okujava O, Brozova H, Sieger T, Nikolai T,
Hanuska J, Kapianidze M, Mikeladze N, Botchorishvili N, Janelidze M, Serranova T, Fiala O,
Roth J, Bergquist J, Rivaud-Péchoux S, Bertrand G, Razicka E. Eye Movements in Ephedrone-
induced Parkinsonism and Parkinson's Disease. Plos One. (IF = 3,730) (v recenznim rizeni)

6. Garakh Z, Zaytseva Y, Kapranova A, Fiala O, Horacek J, Shmukler A, Gurovich I, Strelets V.
EEG correlates of mental arithmetic task in first episode of schizophrenia and schizoaffective
disorder. Clin Neuropsych. (IF = 3,144) (v recenznim rizeni)

7. Fiala O, Ruzicka E. Mezindrodni databaze Touretteova syndromu - zapojeni do projektu v Ceské
republice. Ces a Slov Neurol Neurochir 2003; 197-202. (IF = 0,047)

b) bez IF

8. Fiala O. Tiky a Tourettetiv syndrom - sou¢asné moznosti lécby. Remedia 2013; 176-179.

9. Fiala O. Tiky a Tourettetiv syndrom. Neurologie pro praxi 2011; 382-385.

10. Fiala O, Ruzicka E. Dyskinetické syndromy détského véku. Posgrad med 2006; 925-930.

11. Fiala O, Ruzicka E. Tourettetiv syndrom. Sanquis 2005; 24-26.

12. Razicka E, Mala E, Fiala O. Touretteliv syndrom - klinickd diagnéza a 1é¢ba. Postgradudlni
medicina 2003; 436-443.

13. Fiala O. Ockovaci adjuvancia. Remedia 2002; 205-207.

14. Fiala O, Ruazicka E. International database of Tourette syndrome: pilot study of the project in
Czech Republic. Homeostasis 2001; 146-151.

28



