Univerzita Karlova v Praze
1. 1ékarska fakulta

Studijni program: Neurovédy

MUDr. Ondfrej Fiala

Genetika a fenotypova charakteristika Parkinsonovy nemoci s casnym zacatkem

Genetics and phenotypic characteristics of early-onset Parkinson’s disease

Diserta¢ni prace

Skolitel: Prof. MUDr. EvZen Ruzi¢ka, DrSc., FCMA

Konzultant: Prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc.

Praha, 2014



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracoval samostatné a ze jsem fadné uvedl a
citoval vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, ze prace nebyla

vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za ucelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifika¢nich praci.

V Praze, 20. 6. 2014

MUDr. Ondrej Fiala



Identifikaéni zaznam:

FIALA, Ondtej. Genetika a fenotypova charakteristika Parkinsonovy nemoci
s casnym zacatkem. [Genetics and phenotypic characteristics of early-onset
Parkinson’s disease]. Praha, 2013. 105 s., 2 pfil. Diserta¢ni prace. Univerzita
Karlova v Praze, 1. lékatskéd fakulta, Neurologickd klinika. Skolitel Ruzicka,

Evzen.



Abstrakt

Uvod: Mutace genu parkin (PARK2), asociované s autozomélné recesivni
Parkinsonovou nemoci s ¢asnym zacatkem (EOPD), maji v riznych populacich
variabilni cetnost. Cilem této prace je popsat fenotypovou charakteristiku ceskych
pacientti s EOPD, zhodnotit vliv faktori vnéj$iho prostiedi na riziko onemocnéni a urcit
frekvenci alelickych variant parkinu ve skuping pacientti a kontrol.

Metodika: Celkem u 70 pacientli s EOPD (vék pti 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 niz§i veék pifi vzniku
onemocnéni. Prace v zemédélstvi a expozice chemikaliim byly spojeny s vysSim
rizikem EOPD, naopak piti kdvy ptedstavovalo protektivni faktor. Mutace parkinu jsme
identifikovali u péti pacientil (7.1%): bodova mutace p.R334C byla pfitomna u jednoho
nemocného, Ctyii 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 i1 kontrolami, polymorfismus p.V380L se
vyskytoval s téméi dvakrat vyssi frekvenci v kontrolni skupiné, kde jsme také zachytili
novou alelickou variantu p.V380I.

Zavér: Klinickd charakteristika pacienti odpovida predchozim popisim fenotypu
EOPD. Nizka prevalence mutaci parkinu svéd¢i pro tlohu dalSich genli v patogenezi

onemocnéni u slovanské populace.

Klicova slova: alelick¢é varianty, fenotyp, genotyp, mutace, PARK2, parkin,

Parkinsonova nemoc s ¢asnym zac¢atkem, polymorfismy



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.

Key words: allelic variants, early-onset Parkinson's disease, genotype, mutations,

PARKZ2, parkin, phenotype, polymorphisms
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1. Uvod
1.1. Parkinsonova nemoc a jeji patogeneze

Parkinsonova nemoc (PN) je druhym nejcastéjSim neurodegenerativnim onemocnénim
postihujicim celosvétoveé vice nez 1% osob starSich 60 let (de Lau L.M. & Breteler
M.M., 2006). Klinicky obraz PN je charakterizovan ptitomnosti klidového ttesu,
bradykineze, rigidity a posturdlni 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 ptiznakli na dopaminergni terapii. PN

ma progresivni charakter, kauzalni terapie neexistuje.

V neuropatologickém nalezu nachidzime masivni ubytek dopaminergnich neuront
v substantia nigra pars compacta (SNc), makroskopicky se manifestujici depigmentaci
této oblasti (ztrata neuromelaninu) (Schulz J.B. & Falkenburger B.H., 2004). Typicka je
ptitomnost eozinofilnich nitrobunéénych inkluzi, tzv. Lewyho télisek, kterd 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 odpovidd novému pohledu na PN jako na onemocnéni, které postihuje cely

nervovy systém (Braak H. et al., 2003).

Molekuldrni patogeneze PN je slozitou mozaikou rizné vyznamnych a vzéjemné
interagujicich patogennich mechanismi. K nejvyznamnéjS$im patii agregace alfa-
synukleinu (Kalia L.V. et al., 2013), poruchy odbourdvani proteini v ubikvitin-
proteazomovém systému (UPS) (Tanaka K. & Matsuda N., 2014) a lysozomech (Dehay
B. et al., 2013), mitochondrialni dysfunkce a oxidativni stres (Exner N. et al., 2012),
naruseni transportu synaptickych vezikul (Esposito G. et al., 2012), zanétliva reakce
(Deleidi M. & Gasser T., 2013) spojena s glidlni aktivaci (Halliday G.M. & Stevens
C.H., 2011), aberantni reaktivace bunécné¢ho cyklu (Devine M.J. et al., 2011) ¢i

dysregulace apoptozy (Venderova K. & Park D.S., 2012). Tyto patologické zmény
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vznikaji na zékladé¢ 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 (mutace a polymorfismy) (Lubbe S. & Morris H.R.,

2014), kterymi se blize zabyva tato prace.



1.2. Parkinsonova nemoc s ¢asnym zac¢atkem

PN zac¢ind nejcastéji mezi 60. - 70. rokem veéku (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 piiznaky nemoci jiz pred 40. rokem véku (Schrag A. & Schott
JM., 2006). Incidence této vzacné formy PN, zvané early-onset (PN s cCasnym
zacatkem, dale jen EOPD), je odhadovéna 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 ¢asnym zacatkem
maji obvykle pomalejsi progresi onemocnéni, dobrou odpovidavost na dopaminergni
terapii a brzky rozvoj polékovych dyskinezi. Casta je piitomnost dystonie a zlep3eni
motorickych pfiznakll po vyspani (tzv. sleep benefit). Kognitivni funkce ziistavaji u

vétSiny nemocnych dlouhou dobu normalni (Schrag A. & Schott J.M., 2006).

Rovnéz histopatologicky néalez neodpovidd zcela obrazu klasické PN ani
neuropatologickym stadiim dle Braaka (Braak H. et al., 2003). U EOPD obvykle chybi
Lewyho téliska, neurodegenerace (ibytek neuronil) se omezuje zejména na oblast SNc a
locus coeruleus (Doherty K.M. et al., 2013). Z tohoto divodu byva EOPD nékterymi
autory oznacovana jako nigropatie (Ahlskog J.E., 2009). Histopatologické odliSnosti
nasveédcuji hypotéze, ze EOPD oproti klasické formé¢ PN vznikd na zaklad¢ odlisnych
patogennich mechanismli rezultujicich ve ztratu dopaminergnich neuronti. Z tohoto
pohledu 1ze PN povaZovat za etiologicky heterogenni nozologickou jednotku s vice ¢i

mén¢ podobnym fenotypem (Weiner W.J., 2008).

Nejcast¢jsi genetickou zménou asociovanou s EOPD jsou mutace v genu parkin
(PARK?2). 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 u EOPD podstatné nizsi (1,6 - 8,6%)

10



(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 zptisobeny

populacné specifickou variabilitou Cetnosti alelickych variant parkinu (Kilarski L.L. et

al., 2012).
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1.3. Genetika Parkinsonovy nemoci

Zminky o hereditarnich aspektech PN jsou staré vice nez 100 let. Jiz Leroux (Leroux P.,
1890) a Gowers (Gowers W., 1900) upozoriiuji na relativné vysoké procento
familiarniho vyskytu PN. Piesto byla PN dlouho povazovéana za vyhradné sporadické
onemocnéni. Pfelom ve vyzkumu genetiky PN nastal az v 90. letech 20. stoleti.
V soucasné dobé je znamo 19 lokust a 14 genl (tabulka la, 1b) v nichz byly
identifikovany mutace zodpovédné za monogenni PN. Tato forma PN je pfenaSena vzdy
jen jednim genem a tvofi asi 5 - 10% z celkového poctu onemocnéni (Lesage S. & Brice

A., 2009).

Vyskyt PN u nékolika ¢lent rodiny (< 10% nemocnych) (Thomas B. & Beal M.F.,
2007) sveédc¢i pro mozny geneticky pienos, nicméné svoji roli mohou sehrat i sdilené
vlivy prostiedi. Pravdépodobnost zachytu mutace u familiarni formy PN je znacné
vysoka (az 30%), nelze ji vSak vyloucit ani u sporadickych piipadt (3-5%) (Klein C. &
Westenberger A., 2012).

Pfitomnost mutace je$t¢ neznamenda, ze dojde k rozvoji onemocnéni. O jejim
fenotypovém projevu - penetranci, rozhoduje celd fada proménnych. Nékteré mutace
zasahuji do patogeneze v takové mite, Ze nemoc propukne vzdy bez ohledu na okolni
vlivy (kompletni penetrance). V jinych ptipadech genetickd zména indukuje pouze
¢asteCnou odchylku od normy a pro jeji uplatnéni je tieba spoluptisobeni dalSich faktort
(inkompletni penetrance). Takovym piikladem je v€kové vazana penetrance, kdy se
zdédéna vloha manifestuje az v pfitomnosti patologickych zmén, hromadicich se

v prub¢hu starnuti.

Genetické odchylky nenalézdme jen v exonovém useku genu (Casti kddujici protein),
ale mohou se vyskytovat i v jinych oblastech, napt. promotoru, jehoz zmény ovliviiuji
genovou expresi. Genetické zmény, které mohou zvySovat riziko rozvoje PN, ale samy

0 sob¢ onemocnéni nevyvolavaji, oznacujeme jako polymorfismy (frekvence > 1%
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populace) a vzacné alelické varianty (frekvence < 1% populace). Na rozdil od mutact,
které piisobi vznik defektniho proteinu a rozvoj onemocnéni, polymorfismy a alelické
varianty pouze CcCastené pozménuji funkei bilkoviny, naruSuji jeji subcelularni

lokalizaci nebo ovliviiuji miru exprese (tzv. genetické zmény malého efektu).

U monogenni PN se ptedpokladaji mendelovska pravidla autozomalné dominantni (AD)
a autozomalné recesivni (AR) dédic¢nosti. Prevalence mutaci a typ jejich pfenosu se u
jednotlivych forem monogenni PN lisi. U late-onset fenotypu, ktery je obvykle spojen s
AD ptenosem, mutace nachdzime v 1-3%, early-onset forma PN se dédi pfevazné AR a
mutace jsou pritomny az ve 20% ptipadii (Klein C., 2006). Souhrn jednotlivych forem

PN a Cetnost vyskytu mutaci uvadi tabulka 2.

13



1.4. Vyzkumné pristupy k hledani genetickych zmén u Parkinsonovy nemoci

Vazebnd analyza (linkage mapping) postizenych rodin je tradi¢ni metodou hledani
mutaci s vysokou penetranci. Timto postupem byla popsana vétSina lokustt PN, ve
kterych se nésledné¢ podafilo identifikovat kauzalni geny, jejichz mutace jsou
zodpovédné za monogenni PN. Tato forma nemoci vSak tvoii jen zlomek vSech ptipada
onemocnéni. Tam, kde nelze vystopovat mendelovské pravidla pro jeden pficinny gen,
mohou sehrat tlohu 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 asociaéni studie (genome-wide
association), diky nimz se v poslednich péti letech podafilo odhalit vice nez 20
kandidatnich genti PN (Singleton A.B. et al., 2013). Zd4 se vSak, ze i tyto frekventni
varianty maji ulohu v patogenezi pouze u malého poctu ze vSech onemocnéni (Keller
M.F. et al., 2012). Je pravdépodobné, Ze na pozadi vétSiny piipadi dédi¢nosti stoji
genetické zmény, které nejsou natolik casté, aby mohly byt zachyceny
v celogenomovych asocia¢nich 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 nejnoveéjsim pristupem k hledani vzacnéjSich genetickych alteraci s nizkou
penetranci (Metzker M.L., 2010). Rychle nariistajici mnozstvi nové popsanych
genetickych variant sebou vSak pfindsi nutnost presnéjsi interpretace kauzality
ziskanych nalezi (MacArthur D.G. et al, 2014) a mnohem uZzSiho vymezeni

charakteristiky odpovidajiciho fenotypu (Grunewald A. et al., 2013).
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Tabulka 1a. Geny asociované s monogenni formou Parkinsonovy nemoci

genotyp & fenotyp protein

lokus gen & protein | dédi¢nost pr?e\::z?;:; cl chromozém :;:::f‘ cetnous::r;l\utacl pocti’:‘z?:;?ych ';?I\:;t funkéni zapojeni proteinu patogenni mechanismy
PARKA1 SNCA, alfa- vzacna 5 bodovych funkce vezikul, synapticka plasticita, s . .
(PARK4) synuklein AD LOPD 4q22.1 6 <1% + multiplikace 140 metabolismus dopaminu tvorba toxickych oligomerd
I degradace proteinti v UPS, . .
0,
PARK2 parkin AR EOPD 6026 12 ;a(’;'&'] 22 51%; > 180 465 stavba a funkce mitochondrii, | 2Tat f“”kze'r;"‘;rttl’ja toxickych
P ’ ° anti-apoptotické plsobeni greg
PARK3 ? AD LOPD 2p13 - - - - - -
- p ) recyklace volného ubikvitinu ztrata funkce
PARKS5 UCH-L1 AD LOPD 4p14 9 (1rf£:‘n'a) 1 212 Kl Iného ubikviti trata funk
PARKG PINK1 AR EOPD 1p36.12 8 famil. 4-5% > 50 581 stavba a funkce mitochondrii ztréta funkce
’ sporad. 1-2% anti-apoptotické pusobeni
PARK? DJ-1 AR EOPD 1p36.23 8 vzacna > 15 189 mitochondridini antioxidant, ztréta funkce
<1% anti-apoptotické plsobeni
famil. 5-6% vyvoj CNS, stavba mikrotubuld, aberantni kindzova
PARKS8 LRRK2 AD LOPD 12912 51 s orad 1-29 7 2527 | funkce axon(, vezikul, mitochondrii, a GTPazova aktivita
porad. ° lysozomtl a UPS, imunitni odpovéd
Kufor-Rakeb vzacna funkce lysozomu a mitochondrii porucha subcelularni
PARKS ATP13A2 AR jqur?Ii?PN 1p36 29 <1% 5 1180 vezikularni transport lokalizace, ztrata funkce
PARK10 ? ? LOPD 1p32 - - - - - -
PARK11 ? AD LOPD 2q36-37 - - - - - -

AD - autozomalné dominantni, AR - autozomalné recesivni, CNS - centralni nervova soustava, EOPD - early-onset Parkinsonova nemoc, LOPD - late-onset Parkinsonova nemoc, PN - Parkinsonova
nemoc, UPS - ubikvitin-proteazomovy systém
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Tabulka 1b. Geny asociované s monogenni formou Parkinsonovy nemoci

genotyp & fenotyp protein

lokus | gen & protein | dédiénost pr:e‘::z‘:;g ¢l chromozém g:::é cetno:::m\utam poce':“zj;l:;?ych TI\:? funkéni zapojeni proteinu patogenni mechanismy
PARK12 ? X-vazana LOPD Xq21-925 - - - - - -
PARK13 | HTRA2/OMI AD LOPD 2p12 8 "ﬁaﬁ,’/‘a 2 458 regulace apoptozy, ztrata funkce
o molekularni chaperon
PARK14 | PLA2G6 AR NBIA 22g13.1 17 vzacna 2 806 regulace apoptozy a zanétiive 2trata funkce
EOPD + dystonie ' <1% odpovédi
PARK15 |  FBXO7 AR EOPD + PP 22q12.3 9 vzacna 4 522 fffféiﬁ?&??ntﬁirﬂﬁ r\olaguulT:ée porucha subcelularmni
. 0, 3 . z
<1% buné&&ného cyklu a apoptozy lokalizace, ztrata funkce
PARK16 ? ? LOPD 1932 - - - - - -
L . . porucha distribuce endozomu
PARK17 VPS35 AD LOPD 16q11.2 17 "ﬁafo;‘a 1 796 recyklace trarrz)stgsl[}‘bra”°vy°h a jejich transportu do
° P Golgiho aparatu
vZAcna ztratal fupkcve;,,porucha exprese
PARK18 EIF4G1 AD LOPD 39271 33 <19 2 1600 translace mRNA genu dualezitych pro bunééné
° preZiti a rust
DNAJCS, juvenilni PN raritni . . . . ztrata funkce, porucha
PARK19 auxilin AR + PP a epilepsie 1p31.3 10 (2 rodiny) 2 970 Klatrinem mediovana endocytoza intracelularniho transportu
PARK20 |  SYNJT, AR EOPD 2102211 32 raritni 1 1350 | Kiatrinem mediovana endocytéza ztrata funkce, naruSeni
synaptojanin 1 + epilepsie (3 rodiny) synaptickych vezikul

AD - autozomalné dominantni, AR - autozomalné recesivni, EOPD - early-onset Parkinsonova nemoc, LOPD - late-onset Parkinsonova nemoc, NBIA - neurodegeneration with brain iron
accumulation, PN - Parkinsonova nemoc, PP - pyramidové pfiznaky, UPS - ubikvitin-proteazomovy systém
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Tabulka 2. Déleni PN a prevalence mutaci

Déleni PN Prevalence mutaci
90% sporadicka 3-5%
Podle rodinného vyskytu
10% familiarni az 30%
95% s pozdnim zacatkem 1-3%
Podle vzniku onemocnéni
3-5% s Casnym zaCatkem 20%
5-10% monogenni forma 100%

Podle genetické pficiny

90% bez zndmé genetické
pFiciny

vliv genetickych
variant malého efektu
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1.5. PARK2 - parkin

Genotyp a fenotyp

V roce 1998 byla u rodiny japonského plivodu v oblasti lokusu PARK2 nalezena
mutace genu kodujiciho protein parkin (chromozém 6q26, 12 exont, 1,38 Mb, jeden
z nejveétsich genti lidského genomu) (Kitada T. et al., 1998). Dnes je znamo pies 180
mutaci parkinu, zahrnujicich bodové mutace, a dale exonové delece a multiplikace,
které tvoii pfes 50% vSech patogennich zmén parkinu (obr. 1) (Grunewald A. et al.,
2013). Frekvence mutaci zavisi na form¢ PN (sporadickd x familidrni), na populaci
(kapitola 1.2.) a na v€ku pii prvnich projevech onemocnéni (< 20 let - 68%,
> 40 let - 9%) (Periquet M. et al., 2003). Vyskyt mutaci parkinu je asociovan s AR
pfenosem PN a early-onset fenotypem. Dfive publikovani asociace promotorového
polymorfismu ¢.-258T>G s vysSim rizikem rozvoje EOPD nebyla recentni meta-

analyzou potvrzena (Chang X.L. et al., 2011).

Rada nemocnych (az 50%) ma pouze jednu mutaci v heterozygotni konstituci (Klein C.
et al.,, 2007). Predpoklada se, ze ptitomnost heterozygotni mutace potencuje riziko
rozvoje PN a snizuje v€k vzniku onemocnéni (Sun M. et al., 2006). Studie vyuzivajici
E_DOPA pozitronovou emisni tomografii (PET) ukéizala u asymptomatickych
pfenaSecli heterozygotni mutace presynaptickou dopaminergni dysfunkci ve striatu
(Khan N.L. et al., 2002a). Na transkranialni sonografii byl u jedinct s heterozygotni
mutaci pozorovan hyperechogenni nalez v SNc, ktery odpovida strukturdlnim zménam
této oblasti a je pfitomen az u 90% nemocnych se sporadickou PN (Hagenah J.M. et al.,
2007; Walter U. et al., 2004). Na funkéni magnetické rezonanci (fMRI) byly u
asymptomatickych heterozygotii zaznamendny odchylky v aktivité nékterych oblastni
motorického kortexu, zejména motorické oblasti pfedniho cingula a dorzélni
premotorické kury. Tento nalez svéd¢i pro reorganizaci striatokortikédlni motorické
dréhy vznikajici pravdépodobné na podkladé latentni nigrostriatdlni dysfunkce
(Buhmann C. et al., 2005). Uvedené klinické nalezy dokladaji vyznam heterozygotnich

mutaci parkinu v patogenezi PN.
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Obrazek 1. Schématické znazornéni mutaci parkinu a jejich lokalizace ve vztahu

k funkénim doméndm proteinu (piejato z Corti O. et al., 2011). A) bodové mutace, B)

exonové delece a multiplikace.

Triplications
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V324A7sX111
L325C1sX110
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Protein

Struktura a lokalizace

Parkin je tvotfen 465 aminokyselinami (AMK). N-konec obsahuje autoregulacni Ubl
doménu (ubiquitin-like), ktera inhibuje autoubikvitinaci a tim zamezuje degradaci
parkinu v UPS (Chaugule V.K. et al., 2011). Nasleduji domény, které zajistuji vlastni
enzymatickou aktivitu: dvé RING domény (Really Interesting New Gene, nazev
odvozen od prvniho popisu v roce 1993 (Lovering R. et al., 1993)), dile IBR doména
(In Between RING) a na C-konci dalsi RING doména (obr. 1) (Riley B.E. et al., 2013).
Parkin je exprimovan fadou tkani a je pfitomen v ridznych intraceluldrnich
kompartmentech, zejména pak v cytoplazmé, golgiho aparatu, endoplazmatickém
retikulu, synaptickych vezikulach, jadie a vnéj$i mitochondridlni membrané (Kubo S.I.
et al., 2001; Kuroda Y. et al., 2006; Shimura H. et al., 1999; Stichel C.C. et al., 2000;
Zarate-Lagunes M. et al., 2001).

Funkce a patogenni piisobeni

UPS a degradace proteinu. Parkin hraje dulezitou ulohu v odbourdvani proteint
pomoci UPS. Ma aktivitu E3 ubikvitin ligdzy, enzymu, ktery vaze ubikvitin na
bilkoviny urcené¢ k degradaci v proteazomu (Shimura H. et al., 2000). Mezi jeho
substraty patii napt.: CDCrel-1 (cell division cycle-related protein 1) (Zhang Y. et al.,
2000), Pael-R (parkin-associated endothelin receptor-like receptor) (Imai Y. et al.,
2001), glykosilovana forma alfa-synukleinu (Shimura H. et al., 2001), synphilin-1
(Chung K.K. et al., 2001), cyclin E (Staropoli J.F. et al., 2003), alfa a beta tubulin (Ren
Y. et al., 2003) ¢i p38 podjednotka aminoacyl-tRNA syntetdzového komplexu (Ko H.S.
et al., 2005). Nedostatecna degradace a akumulace téchto substratti, zplisobena
dysfunkci mutovaného parkinu, miize vyvolat bunécné poskozeni a naslednou apoptdzu

(Ko H.S. et al., 2005).

Mitochondrie. Parkin ma zasadni tlohu pro stavbu a funkci mitochondrii (Schon E.A.
& Przedborski S., 2011). Regulaci transkripce a replikace mtDNA (mitochondridlni
DNA) se podili na mitochondriélni biogenezi (Kuroda Y. et al., 2006; Rothfuss O. et al.,
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2009; Shin J.H. et al., 2011), ubikvitinaci mitofusinu 1 a 2 ovliviiuje mitochondialni
dynamiku (fizi a stépeni) (Gegg M.E. et al., 2010; Glauser L. et al., 2011). Ma také roli
v transportu mitochondrii (Wang X. et al., 2011) a spolu s PINKI1 (kapitola 1.5.4.)
reguluje mitofagii (degradaci dysfunkénich mitochondrii) (Geisler S. et al., 2010;
Narendra D. et al., 2008). Porucha mitochondridlnich funkci zptisobena mutacemi
parkinu a PINK1 je jednou ze zakladnich patogenetickych hypotéz vzniku EOPD (Pilsl
A. & Winklhofer K.F., 2012).

Anti-apoptotické piisobeni. Anti-apoptoticky efekt parkinu byl prokazan jak in vitro,
tak in vivo. Parkin snizuje aktivitu JNK (c-jun N-terminal kinase) a kaspazy 3, dvou
dalezitych mediatorti apoptozy (Machida Y. et al., 2005). Dal§im mechanismem,
kterym parkin pfispiva k inhibici apoptdzy, je ubikvitinace Pael-R, ktery ma schopnost
indukovat bunécnou smrt (Imai Y. et al., 2001; Kitao Y. et al., 2007). Reaktivace
bunécéného cyklu u postmitotickych neuront, jez je mediovand cykliny, mize rovnéz
vyvolat apoptézu (Herrup K. & Yang Y., 2007). Degradace cyklinu E za tcasti parkinu
bunécny cyklus inhibuje a pisobi tak neuroprotektivné (Staropoli J.F. et al., 2003).
Parkin také zvySuje aktivitu transkripniho faktoru NK-«B (nuclear factor kappa B),

vyznamného induktoru anti-apoptotickych genti (Henn I.H. et al., 2007).

Agregace. Rlizné typy mutaci mohou zhorSovat rozpustnost parkinu (Hampe C. et al.,
2006; Wang C. et al., 2005b). Agregaty alfa-synukleinu (Kawahara K. et al., 2008),
fosforylace parkinu cyklin-dependentni kinazou 5 (CDKS5) (Avraham E. et al., 2007),
oxidativni stres (Wong E.S.P. et al., 2007), n¢které neurotoxiny ¢i samotny dopamin
(Wang C. et al., 2005a), téZ negativné ovliviiuji jeho solubilitu. Akumulovany, Spatné
rozpustny parkin, poskozuje bunécny cytoskelet, narusuje funkci UPS a tim pfispiva
k zaniku dopaminergnich neuronii (Avraham E. et al., 2007; Kawahara K. et al., 2008;

Wang C. et al., 2005a; Wong E.S.P. et al., 2007).
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1.6. Dalsi geny asociované s monogenni formou Parkinsonovy nemoci

1.6.1. PARKI1/4-SNCA

Genotyp a fenotyp. V roce 1996 byl objeven prvni lokus pro PN - PARKI
(Polymeropoulos M.H. et al., 1996). V tomto lokusu byla u rodin italského a feckého
ptivodu s AD PN nalezena bodova mutace p.A53T genu SNCA, koédujici alfa-synuklein
(Polymeropoulos M.H. et al., 1997). Pozdé&ji byly identifikovany dal$i mutace, p.A30P
(Kruger R. et al., 1998) a p.E46K (Zarranz J.J. et al., 2004), zcela recentné pak p.H50Q
a p.G51D (Appel-Cresswell S. et al., 2013; Kiely A.P. et al., 2013; Proukakis C. et al.,
2013). Projevy onemocnéni se blizi late-onset fenotypu, maji ale ¢asnéjsi zacatek (40 -
50 let), rychlou progresi, Castd je pfitomnost demence (Kasten M. & Klein C., 2013).
Fenotyp mutace p.E46K odpovida spiSe demenci s Lewyho télisky (Zarranz J.J. et al.,
2004). Krom¢ bodovych mutaci jsou znamy také duplikace a triplikace celého genu
(ptivodné spojeny s lokusem PARK4, jedna se vSak o stejny lokus jako PARKI, proto
se oznaceni PARK4 pfestalo uzivat) (Singleton A.B. et al., 2003). Nemocni s triplikaci
genu maji v praméru o 10 let Casnéjsi zacatek a t&z8i projevy PN (demence, vegetativni
dysfunkce) nez pacienti s duplikacemi (Ibanez P. et al., 2004). Mutace SNCA jsou
vzacné, nachazime je u méné nez 1% nemocnych. Kromé mutaci byly zachyceny téz
polymorfismy SNCA, které jsou spojovany s vysSim rizikem vzniku onemocnéni

(Maraganore D.M. et al., 2006; Mueller J.C. et al., 2005; Myhre R. et al., 2008).

Protein. Alfa-synuklein je za fyziologickych podminek nesbaleny presynapticky protein
s nizkou tendenci zaujimat specifickou sekundéarni strukturu (Uversky V.N. et al.,
2001a). Tvofi asi 1% vSech bilkovin CNS a jeho agregaty jsou hlavni soucasti Lewyho
télisek (Wakabayashi K. et al., 2007). Depozita alfa-synukleinu nachazime také u
dal§ich neurodegenerativnich onemocnéni, souhrnné¢ oznacovanych synukleinopatie
(napf. multisystémova atrofie, demence s Lewyho télisky a dalsi). Pfesna funkce alfa-
synukleinu neni zndma. Existuji doklady o jeho vlivu na funkci vezikul, synaptickou
plasticitu ¢i metabolismus dopaminu (Clayton D.F. & George J.M., 1999; Yu S. et al.,
2005).
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Konformacni chovani alfa-synukleinu reaguje na vnéjsi vlivy a mize byt modifikovano
jejich zménami (Uversky V.N., 2003). V monomernim stavu dokaze ptivodn¢ nesbaleny
protein zaujimat rGzné sekunddrni struktury a mé& schopnost polymerizovat.
Polymerizace postupuje od dimert k morfologicky odlisSnym formam oligomeri a
protofibril a je zakoncena tvorbou nerozpustnych agregati. Agregaci indukuje zvySena
koncentrace alfa-synukleinu, zména pH ¢i pfitomnost nékterych kovli (Uversky V.N. et
al., 2001b). Tvorba inkluzi byla prokdzéana také pii ptisobeni organickych rozpoustédel
(Munishkina L.A. et al., 2003) a latek blizkych herbicidm (napt. paraquat) (Manning-
Bog A.B. et al., 2002). Ulohu v jejich formovani ma ziejmé i tkafiova transglutaminaza
(Junn E. et al., 2003). Fosforylace a dalsi posttranslaéni modifikace alfa-synukleinu
mohou rovnéz ovlivnit jeho solubilitu (Smith W.W. et al., 2005). Mutace maji za
nasledek snadnéjsi tvorbu fibril (Greenbaum E.A. et al., 2005), kterou pozorujeme také

u poruch odbouravani alfa-synukleinu v UPS a lysozomech (Vogiatzi T. et al., 2008).

Recentni studie ukazuji, ze alfa-synuklein mé vlastnosti podobné prionim, kdy
patogenni protein muze indukovat konformacni zmény u svych fyziologickych
protéjskti (Luk K.C. et al., 2012; Mougenot A.L. et al., 2012). Svédc¢i pro to nalezy
v tkdnich pacientii s PN, kterym byly implantovany fetdlni mesencefalické buiiky.
Postmortem analyza ptvodné intaktnich transplantovanych neuroni prokazala

pritomnost Lewyho t¢lisek s agregaty alfa-synuleinu (Li J.Y. et al., 2008).

Ktera z forem alfa-synukleinu je toxicka a jakym zptisobem indukuje bunéénou smrt,
jsou dvé¢ klicové otazky, na které stale nezndme detailni odpovéd’. Obecné mechanismy
neurotoxického pusobeni alfa-synukleinu lze shrnout do tfi skupin: mechanické
poskozeni bunécnych kompartmentl, ztrata fyziologickych funkci a ziskani novych
toxickych vlastnosti. Tyto procesy se vzdjemné nevylucuji a mohou puisobit synergicky
(Bennett M.C., 2005). Stale vice dokladi nasvédCuje hypotéze, ze za toxicitu alfa-
synukleinu jsou zodpovédné rozpustné oligomery (protofibrily) spiSe nez maturované

fibrily a agregaty (Goldberg M.S. & Lansbury P.T., Jr., 2000). Jsou-li oligomery
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skutecné toxické, pak by formovani agregati mohlo mit ochranny efekt. Tuto uvahu
podporuje studie, ve které farmakologicky indukovand tvorba inkluzi putsobila
neuroprotektivné (Bodner R.A. et al., 2006). Lze tedy spekulovat, ze Lewyho téliska
vznikaji jako vysledek snahy neuronu eliminovat toxické oligomery a nejsou ptic¢inou,
nybrz disledkem neurotoxicity. Krom¢ nitrobunécné patologie byla toxicka aktivita
alfa-synukleinu prokézana také v extracelularnim prostoru, kde agregaty vyvoldvaji

mikroglialni aktivaci (Lee S.J., 2008).

1.6.2. PARK3

PARK 3 (chromozém 2pl3) je lokus asociovany s AD PN a late-onset fenotypem
(Gasser T. et al., 1998). Kauzéalni gen pro tento lokus neni zndm. Asociace plivodné
navrhovaného kandidatniho genu kédujici sepiapterin reduktazu (SPR) (Sharma M. et

al., 2006) nebyla u PN potvrzena (Sharma M. et al., 2011).

1.6.3. PARKS- UCH-L1

Genotyp a fenotyp. Mutace p.I93M v genu kdédujicim UCH-L1 (ubiquitin carboxy-
terminal hydrolase L1), byla identifikovdna v roce 1998 u sourozencti s AD PN,
fenotypové blizkou sporadické late-onset formé (Leroy E. et al., 1998). Tento nalez
vSak nebyl nikdy zopakovan. Dale byla popsana alelicka varianta p.S18Y, jejiz asociace
s PN je kontroverzni. V Japonsku je spojena s vysSim rizikem rozvoje PN (Miyake Y. et
al., 2012), naopak ve $védské populaci predstavuje niz$i riziko vzniku onemocnéni

(Carmine Belin A. et al., 2007).

Protein. Neuron-specificky enzym UCH-LI tvoti 1-2% vSech bilkovin mozkové tkdné a
byl detekovan také v Lewyho téliscich (Lowe J. et al., 1990). UCH-L1 se podili na
degradaci proteinti skrze UPS. V zavislosti na konformaci vykazuje dvoji enzymatickou
aktivitu. V monomerni konstituci hydrolyzuje polyubikvitinové fetézce a umoziiuje tak
recyklaci ubikvitinu, dimer ma naopak funkci ubikvitin ligdzy (katalyzuje vazbu
volného ubikvitinu na cilové proteiny). Monomerni forma pfispivd k proteazomové

degradaci alfa-synukleinu (diky zvySenému poolu volného ubikvitinu), dimer vaze
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ubikvitin na alfa-synuklein pomoci vazby K63, ktera vSak nema za nasledek odstranéni
v proteazomu, ale podporuje jeho agregaci (Liu Y. et al., 2002). Mutace p.I93M
pfispiva k tvorbé dimerti a potlacuje hydrolazovou aktivitu UCH-L1. Oproti tomu
varianta p.S18Y koduje protein, ktery nedimerizuje, akceleruje degradaci alfa-

synukleinu a ma protektivni antioxida¢ni u€inky (Kyratzi E. et al., 2008).

1.6.4. PARKG6 - PINK1

Genotyp a fenotyp. Lokus PARKG6 byl popsan v roce 2001 u rodiny s vyskytem AR
formy PN (Valente E.M. et al., 2001). Pozdé&ji byla v tomto lokusu nalezena mutace
p-G309D genu kodujiciho PINK1 (PTEN-induced kinase 1) (Valente E.M. et al., 2004a)
a dale identifikovano pies 50 dalSich genetickych variant. Fenotyp zpravidla odpovida
EOPD, jsou vsak znamy 1 pfipady s late-onset fenotypem (Gelmetti V. et al., 2008).
Mutace jsou pritomny u 4-5% pacientll s familidrnim vyskytem early-onset PN a
v 1-2% u sporadické formy onemocnéni (Tan E.K. et al., 2006; Valente E.M. et al.,
2004b) Vyznam heterozygotnich mutaci je pfedmétem diskuse (Ishihara-Paul L. et al.,
2008). PET ukazala u asymptomatickych heterozygoti s PINK1 mutaci presynaptickou
dopaminergni dysfunkci ve striatu (Khan N.L. et al., 2002b).

Protein. PINK1 je mitochondridlni kinaza s anti-apoptotickym vlivem jejiz aktivita byla
prokézéna téz v Lewyho téliscich (Murakami T. et al., 2007). Spolu s parkinem
(kapitola 1.4.) mé zasadni tlohu v morfologii a funkci mitochondrii (Scarffe L.A. et al.,
2014). PINK1 snizuje uvoliiovani cytochtomu c¢ (mitochondridlniho medidtoru
apoptozy) a aktivaci kaspazy 3 (Petit A. et al., 2005). Rada mutaci se nachazi v oblasti
kinazové domény PINK1 (Mills R.D. et al., 2008) a piedpoklada se, ze ztrata kindzové

aktivity je hlavnim patogennim mechanismem.

1.6.5. PARK7-DJ-1

Genotyp a fenotyp. V roce 2001 byl vrodiné s AR dédicnou PN a early-onset
fenotypem popsan lokus PARK7 (van Duijn C.M. et al., 2001) a pozd¢ji byla v tomto
lokusu identifikovana bodovd mutace p.L166P genu DJ-1 (Daisuke-Junko-1) (Bonifati
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V. et al., 2003). V soucasnosti je zndmo vice nez 15 mutaci, jejichz vyskyt u pacienti
s EOPD neptesahuje 1% (Hedrich K. et al., 2004; Pankratz N. et al.,, 2006). Role
heterozygotnich mutaci DJ-1 v patogenezi PN neni zcela jednoznacna. U pienasect této
formy nebyla na PET zachycena patologie dopaminergniho metabolismu ve striatu
(Dekker M.C. et al., 2004) a zda se, Ze jeji pritomnost nemd vyznamnéjsi klinicky

dopad.

Protein. DJ-1 byl poprvé identifikovan jako onkogen (Nagakubo D. et al., 1997). Tato
homodimerni bilkovina ma funkci mitochondridlniho antioxidantu, jehoz exprese je
indukovana ptitomnosti volnych radikald (ROS, z angl. reactive oxygen species) (Lev
N. et al., 2008). K eliminaci ROS pfispiva DJ-1 vice mechanismy. Je schopen vlastni
autooxidace (Kinumi T. et al., 2004), stabilizuje regulacni faktor transkripce
antioxidantd Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor) (Clements C.M. et al.,
2006) a zvySuje bunécnou koncentraci glutathionu (Zhou W. & Freed C.R., 2005). DJ-1
ma také anti-apoptotické vlastnosti (Junn E. et al., 2005). Mutace narusuji funkci DJ-1
zejména snizenim jeho stability (Anderson P.C. & Daggett V., 2008). Napf. mutace
p.L166P méni strukturu proteinu a zabranuje jeho dimerizaci, coz vede k zvysSené

degradaci DJ-1 v UPS (Gorner K. et al., 2007).

1.6.6. PARKS - LRRK2

Genotyp a fenotyp. Lokus PARKS byl popsan v roce 2002 u rodiny s AD dédi¢nou
LOPD (Funayama M. et al., 2002). Pozd¢ji se podafilo v misté lokusu identifikovat
mutace genu kodujiciho protein Dardarin (ndzev odvozen z baskického slova "dardara"
znamenajici tfes, nyni oznacovan jako LRRK?2 - leucine rich repeat kinase 2) (Paisan-
Ruiz C. et al., 2004). Dodnes bylo popsano vice nez 80 genetickych variant, z toho
7 patogennich (Cookson M.R., 2010; Ross O.A. et al., 2011). Fenotyp obvykle
odpovida projeviim LOPD, onemocnéni v§ak miZe mit i ¢asny zacatek (Hedrich K. et
al., 2006). Substituce p.G2019S, s penetranci zavislou na véku (50 let - 17%, 70 let -
85%), predstavuje vibec nejcastéjsi mutaci u PN (Healy D.G. et al., 2008; Kachergus J.

et al., 2005). Vyskytuje se u 5-6% familiarni a 1-2% sporadické formy onemocnéni
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(Clark L.N. et al., 2006). Jeji prevalence vSak znacné kolisa v zavislosti na studovaném
etniku. Mezi severoafrickymi Araby (Lesage S. et al., 2006) a askenazskymi Zidy
(Ozelius L.J. et al., 2006) ji nachdzime u pacientd v fadu desitek procent, naopak u
Asiatli je zachyt mutace vzacny (Tan E.K. et al., 2005). V této populaci je ale Casta
pritomnost polymorfismi p.G2385R a p.R1628P, které jsou asociovany se zvySenym

rizikem vzniku PN (Farrer M.J. et al., 2007; Ross O.A. et al., 2008).

Protein. LRRK2 je multifunkéni protein s kindzovou a GTPazovou aktivitou (Raquel
Esteves A. et al., 2014). Studie vyuzivajici DNA Cipy (microarray) nalezla po vyfazeni
LRRK?2 zménu v expresi 187 gent dulezitych pro vyvoj CNS, funkci axonil, bunéény
cyklus ad. (Habig K. et al., 2008). LRRK2 ovliviiuje endocytézu a dynamiku vezikul
(Matta S. et al., 2012), podili se na stavbé mikrotubula (Kett L.R. et al., 2012;
Parisiadou L. & Cai H., 2010) a funkci mitochondrii (Cherra S.J., 3rd et al., 2013),
reguluje odbouravéani proteinli v lysozomech (Manzoni C. et al.,, 2013) a UPS
(Lichtenberg M. et al., 2011). M4 schopnost interagovat s dalSimi proteiny (parkin,
PINK1 a DJ-1), jenz maji tlohu v patogenezi EOPD (Venderova K. et al., 2009).
Recentni studie dokladaji zapojeni LRRK do imunitnich funkci a zénétlivé odpovédi
(Lopez de Maturana R. et al., 2014; Mutez E. et al., 2014). Exprese mutantni LRRK2
vyvolava oxidativni stres a indukuje mitochondrialni apoptotickou dréhu (Iaccarino C.
et al., 2007). Mutantni LRRK2 muze vytvaret komplexy s chaperonem Hsp90 (heat
shock protein 90), ktery ji stabilizuje a potencuje tak jeji toxicky vliv (Wang L. et al.,
2008). Pro patogenni puasobeni LRRK2 je klicova aberantni kinazova aktivita.
Nejcastjsi mutace p.G2019S tuto aktivitu zvySuje (Smith W.W. et al., 2006). Rovnéz
modifikace GTPazové aktivity, zplsobend dalSimi mutacemi, ma vyznam pro

patogenitu LRRK2 (Deng J. et al., 2008).

1.6.7. PARKSY - ATP13A2
Genotyp a fenotyp. V roce 2001 byla u rodiny s vyskytem AR dédi¢ného Kuforova-
Rakebova syndromu (KRS) objevena asociace s lokusem PARK9 (Hampshire D.J. et

al., 2001). KRS je -charakterizovan casnym rozvojem rychle progredujiciho
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parkinsonského syndromu se zachovanou odpovidavosti na dopaminergni terapii,
pyramidovu symptomatikou, supranukledrni obrnou pohledu a demenci (Williams D.R.
et al., 2005). Pozd¢ji se podafrilo prokazat v lokusu PARK9 mutace genu ATPI1342
(ATPéza typ 13A2) (Ramirez A. et al., 2006). Dalsi studie dolozila vyskyt homozygotni
mutace p.G504R u pacienta s juvenilni PN (= vznik onemocnéni do 20 let véku) a
pfitomnost 2 mutaci v heterozygotni konstituci u nemocnych s early-onset PN (Di
Fonzo A. et al., 2007). V soucasné dobé jsou znamy 4 bodové mutace a duplikace

celého genu (Spatola M. & Wider C., 2014).

Protein. Gen ATPI3A42 koduje lysozomalni ATPazu, jez ma ulohu v odbourdvani
proteinli (vCetné alfa-synukleinu) v lysozomech (Tsunemi T. & Krainc D., 2014;
Usenovic M. et al., 2012b). Ovliviiuje také vezikularni transport (Usenovic M. et al.,
2012a) a funkci mitochondrii (Grunewald A. et al., 2012). U pacientd s PN byla
dolozena jeji zvySena aktivita v neuronech obsahujici Lewyho téliska (Ramonet D. et
al., 2012). Homozygotni mutace narusuji subceluldrni lokalizaci a stabilitu ATP13A2,
coZ ma za nasledek jeji nadmérné odbouravani v UPS, heterozygotni mutace negativné

ovliviiuji ATPazovou aktivitu (Podhajska A. et al., 2012).

1.6.8. PARKI10
V roce 2002 byl u pacientti s LOPD popsan lokus PARK10 (chromozom 1p32) (Hicks
A.A. et al., 2002). Kauzélni gen neni doposud znam. Recentni studie nepotvrdila u

zadného genu v chromosomalnim regionu PARK 10 asociaci s rizikem vzniku PN (Wan

J.Y.etal, 2014).

1.6.9. PARKI11

Genotyp a fenotyp. V roce 2008 byly v lokusu PARK 11 nalezeny mutace genu GIGYF?2
(Grb10-interacting GYF protein-2, zvany téZ TNRC15 - trinucleotide repeat containing
15;) u rodin s LOPD, AD pienosem a inkompletni, vékoveé vazanou penetranci (Lautier

C. et al., 2008). Rada pozdé&jsich studii viak asociaci mutaci GIGYF2 s PN nepotvrdila
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(Lesage S. et al., 2010; Li L. et al., 2010; Samaranch L. et al., 2010). Tento gen tedy

neni nadéale povazovan za kauzalni.

1.6.10. PARK12
Dalsim lokusem pro LOPD je X-vazany PARK12 (Pankratz N. et al., 2003). V tomto

lokusu zatim nebyly identifikovany zadné kandidatni geny.

1.6.11. PARKI13 - HRTA2/OMI

Genotyp a fenotyp. V roce 2005 byla v oblasti lokusu PARK13 objevena mutace genu
HTRA2/OMI (high temperature requirement protein A2, nebo téz Omi stress-regulated
endoprotease) u pacientli se sporadickou LOPD (Strauss K.M. et al., 2005). V rozporu
s timto ndlezem jsou vSak pozd¢jsi studie, které asociaci mutaci a polymorfismi
HTRA2/OMI s PN neprokazaly (Kruger R. et al., 2011; Simon-Sanchez J. & Singleton

A.B., 2008). Pivodni pozorovani se tedy zatim nepodafilo ovéfit.

Protein. HTRA2/OMI je mitochondridlni proteaza, ktera se vyskytuje také v Lewyho
téliscich (Strauss K.M. et al., 2005). M4 ¢astecny pro-apoptoticky vliv (Martins L.M. et
al., 2002), avSak hlavni funkce HTRA2/OMI (podobné jako u jeji bakteridlni varianty)
spociva v podpote bunééného pieziti skrze stabilizaci dilezitych bilkovin a degradaci
defektnich proteini (Spiess C. et al., 1999). Byla rovnéz prokézéna jeji interakce
s PINK1 (Patil K.S. et al., 2014; Plun-Favreau H. et al., 2007). PINKI1 pftispiva
k fosforylaci HTRA2/OMI a tim podporuje jeji proteolytickou aktivitu, kterd se odrazi
ve zvysené odolnosti neuronll pfed oxidativnim stresem. V mozcich pacientli s mutaci
PINK1 bylo pozorovano niz§i mnozstvi fosforylovaného HTRA2/OMI (Plun-Favreau
H. et al., 2007). Mutace HTRA2/OMI maji za nasledek snizeni proteolytické aktivity
(Strauss K.M. et al., 2005).
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1.6.12. PARK14 - PLA2G6

Genotyp a fenotyp. Ackoli se gen PLA2G6 (phospholipase A2, group VI) vyskytuje
zejména u neurodegeneraci s akumulaci Zeleza (NBIA - neurodegeneration with brain
iron accumulation) (Khateeb S. et al., 2006; Morgan N.V. et al., 2006), jeho mutace
byly popsany v roce 2009 také u nemocnych s fenotypem blizkym EOPD, rychlou
progresi, dystonii a kognitivnim deficitem (Paisan-Ruiz C. et al., 2009). Postmortem
analyza zachytila v mozcich pacientli Lewyho téliska a agregéaty proteinu tau, u ¢ésti

nemocnych byla pfitomna depozita zeleza (Paisan-Ruiz C. et al., 2012).

Protein. PLA2G6 je na kalciu nezéavisla fosfolipaza, kterd hraje ulohu v regulaci
zanétlivé odpovédi a apoptozy (Balsinde J. & Balboa M.A., 2005). Mutace PLA2G6

narusuji jeji enzymatickou aktivitu (Gui Y.X. et al., 2013).

1.6.13. PARKI1S - FBXO7

Genotyp a fenotyp. Pomoci celogenomové analyzy a nasledné sekvenace byla v roce
2008 identifikovana u irdnské rodiny mutace p.R376G v genu FBXO7 (F-box only
protein 7) (Shojace S. et al., 2008). Pozd¢ji byly zachyceny mutace i u dalSich
narodnosti (Di Fonzo A. et al., 2009; Paisan-Ruiz C. et al., 2010). Pacienti maji ¢asny
zacatek PN, pyramidové ptiznaky, Casto byva pfitomna téz deformita nohy - pes

equinovarus (Deng H. et al., 2013b).

Protein. FBXO7 je ubikvitin E3 ligdza podilejici se na odbourdvani proteinit v UPS.
Diky interakci s parkinem a PINKI1 ovliviiuje degradaci mitochondrii (tzv. mitofagii)
(Burchell V.S. et al., 2013). Ma rovnéz ulohu v regulaci bunécného cyklu (Laman H.,
2006) a apoptézy (Chang Y.F. et al., 2006). Mutace pusobi poruchu subcelularni

lokalizace a ztratu funkce (Zhao T. et al., 2011).
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1.6.14. PARK16
V celogenomovych studiich byl u pacienti s LOPD popsan roku 2009 lokus PARK16
(chromozém 1q32) (Satake W. et al., 2009; Simon-Sanchez J. et al., 2009). Kauzalni

gen zatim neni znam.

1.6.15. PARK17 - VPS35

Genotyp a fenotyp. Metodou exomového sekvenovani byla vroce 2011 objevena
mutace p.D620N genu VPS35 (vacuolar protein sorting 35) (Vilarino-Guell C. et al.,
2011; Zimprich A. et al., 2011). Fenotyp odpovida AD LOPD s inkompletni penetranci.
Vyskyt mutaci VPS35 u LOPD neni Casty (0,1 - 1%) (Deng H. et al., 2013a).

Protein. VPS35 tvofi podjednotkou retromeru, bilkovinného komplexu, ktery
zodpovida za recyklaci transmembranovych proteinii z endozomii do Golgiho aparatu
(McGough LJ. & Cullen P.J., 2011). Mutace p.D620N mé za nésledek redistribuci
endozomu uvnitf buiiky a poruchu jejich transportu do Golgiho aparatu (Follett J. et al.,

2014).

1.6.16. PARK1S8 - EIF4G1

Genotyp a fenotyp. EIF4G1 (eukaryotic translation initiation factor 4-gamma 1) je dalsi
gen, u kterého byly identifikovany mutace spojené s AD LOPD (Chartier-Harlin M.C.
et al., 2011). Zachyt mutaci je vzacny, odhaduje se na 0,02 - 0,2 % (Tucci A. et al.,
2012). V mozcich nemocnych byla prokazana Lewyho téliska (Chartier-Harlin M.C. et
al., 2011).

Protein. EIFAGI1 je centralni komponenta proteinového komplexu EIF4F regulujici
translaci mRNA, jez koduje proteiny diilezité pro bunécné pieziti a riist (Ramirez-Valle
F. et al., 2008; Silvera D. et al., 2009). Tyto bilkoviny maji ochrannou funkci a jsou
exprimovany vramci odpovédi na razné stresové faktory. Mutace EIF4G1 jejich

expresi narusuje (Chartier-Harlin M.C. et al., 2011).

31



1.6.17. PARK19 - DNAJC6

Genotyp a fenotyp. V letech 2012 - 2013 byly u nemocnych s AR juvenilni formou PN
nalezeny mutace genu DNAJC6 (Dnal/Hsp40 homolog, subfamily C, member 6).
Soucasti fenotypu jsou pyramidové piiznaky, €ast pacienti ma téz generalizované
epileptické zachvaty. Vyskyt mutaci je velmi vzacny (Edvardson S. et al., 2012;
Koroglu C. et al., 2013).

Protein. Gen DNAJC6 kéduje protein auxilin, selektivné exprimovany v neuronech
(Ahle S. & Ungewickell E., 1990). Je soucasti molekuldrni drahy, ktera zajistuje
klatrinem mediovanou endocytézu, vyznamnou pro intraceluldrni transport receptord,
ligand a dalSich molekul (Ungewickell E. et al., 1995). Nedostate¢na funkce auxilinu

ma za nasledek poruchu endocytozy (Hirst J. et al., 2008).

1.6.18. PARK20 - SYNJ1

Genotyp a fenotyp. Poslednim genem, spojenym s monogenni formou PN, je SYNJI
kodujici synaptojanin 1. Jeho mutace p.R258Q byla zachycena v roce 2013 u pacientt
iranského a italského ptivodu. Fenotyp se Casteéné blizi AR EOPD, odliSuje se vSak
rychlou progresi a nizkou odpovidavosti na dopaminergni medikaci. Soucasti fenotypu
mohou byt dal§i neurologické projevy, napt. supranuklearni paréza vertikdlniho
pohledu, dystonie, kognitivni deficit ¢i generalizované epileptické zachvaty. Mutace

jsou raritnim nalezem (Krebs C.E. et al., 2013; Quadri M. et al., 2013).

Protein. Synaptojamin 1 ma enzymatickou aktivitu inositol 5-fosfatdzy a podili se
(podobn¢ jako auxilin) se na klatrinem mediované endocytoze a recyklaci synaptickych
vezikul (Perera R.M. et al., 2006). Nedostate¢na funkce synaptojaminu 1, kterou ptisobi
téz mutace p.R258Q (Krebs C.E. et al., 2013), naruSuje dostupnost vezikul v nervovych

zakoncenich (Cremona O. et al., 1999).
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1.7. Geny ovliviiujici riziko vzniku Parkinsonovy nemoci

Alelické varianty a polymorfismy v fadé¢ gentt mohou ovlivnit riziko vzniku PN.
K jejich identifikaci pfispely zejména celogenomové asociacni studie (Do C.B. et al.,
2011). Stale nartstajici seznam kandidatnich gent je pravidelné dopliiovan na strankach

PDGene database - www.pdgene.org. Uved'me alespont dva vyznamné ptiklady.

Gaucherova nemoc je stfddavé AR dédi€né onemocnéni zplsobené deficitem
lysozomalniho enzymu glukocerebrosidazy (GBA) v jehoz fenotypu byva variabilné
ptitomen parkinsonsky syndrom (Bembi B. et al., 2003). Studiem rodin s vyskytem
Gaucherovy nemoci bylo jiSténo, ze heterozygotni mutace GBA jsou rizikovym
faktorem vzniku PN (Tayebi N. et al.,, 2001; Tayebi N. et al., 2003). V evropské
populaci je cetnost heterozygotnich mutaci asi 1%, u nemocnych s PN frekvence
dosahuje 4% (Neumann J. et al., 2009). Mezi Askenazskymi zidy je tento pomér jeste
vyraznéjsi, 3% populace oproti 15% pacientl (Sidransky E. et al., 2009). Heterozygotni
mutace GBA zvySuji riziko vzniku PN vice nez 5x, zpisobuji casngj$i rozvoj
onemocnéni a vyraznéjsi, rychleji progredujici kognitivni deficit (McNeill A. et al.,
2012; Sidransky E. et al., 2009; Winder-Rhodes S.E. et al., 2013). U sporadické PN je
deficit GBA spojen s vyrazngj$i akumulaci alfa-synukleinu (Murphy K.E. et al., 2014).
Pokles enzymatické aktivity GBA v mozkové tkani osob s PN (bez ohledu na
pritomnost heterozygotni mutace) podtrhuje vyznam lysozomalni dysfunkce

v patogenezi onemocnéni (Gegg M.E. et al., 2012).

Gen MAPT (microtubule-associated protein tau) koduje protein tau, ktery tvofi
intracelularni neurofibrilarni klubka (tangles) u tauopatii (napf. frontotemporalni
demence, kortikobazalni degenerace ¢i progresivni supranuklearni obrna) (Spillantini
M.G. & Goedert M., 2013). Agregaty proteinu tau byly zachyceny také u sporadické
(Braak H. et al., 2005) i familiarni PN (van de Warrenburg B.P.C. et al., 2001).

Genetické analyzy definovaly dva haplotypy genu MAPT, H1 a H2. Bylo prokazano, ze
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osoby s haplotypem H1 maji zvySené riziko rozvoje PN (Tobin J.E. et al., 2008;
Zabetian C.P. et al., 2007).
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1.8. Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni dysfunkce je vyznamny patogeneticky mechanismus nejen u PN, ale i
u dalSich neurodegenerativnich onemocnéni (Martin L.J., 2012). Maternaln¢ dédi¢na
PN (resp. parkinsonsky syndrom), zplisobena mutacemi mitochondridlnich gent, je
raritnim ndlezem, obvykle spojenym s SirSi symptomatikou (napf. neuropatii ¢i
myopatii) (Horvath R. et al., 2007). Rada praci poukazuje na vztah PN k specifickym
haplotypiim a polymorfismim mtDNA. Polymorfismus m.10398A>G v genu ND3
(NADH dehydrogenéza 3, podjednotka komplexu I) signifikantné snizuje riziko vzniku
PN v evropské populaci (van der Walt J.M. et al., 2003), naopak vyssi pravdépodobnost
rozvoje PN byla zaznamendna u jedinct s haplotypy ze skupiny JTIWX (finska
populace) (Autere J. et al., 2004).

Jelikoz jsou mitochondrie vyznamnym producentem ROS, dochazi k poskozeni mtDNA
pomérné casto. U pacientll s PN byl doloZen zvySeny pocet ziskanych deleci mtDNA
v SNc (Bender A. et al., 2006; Kraytsberg Y. et al., 2006). Opravu poSkozené mtDNA
zajistuje mitochondrialni DNA polymeraza gama (POLGI1). Mutace POLGI se
vyskytuji u nemocnych s progresivni externi oftalmoplegii, jez je doprovazena L-DOPA
responzivnim parkinsonismem a existuji doklady o tom, Ze polymorfismy POLGI jsou

rizikovym faktorem sporadické PN (Luoma P.T. et al., 2007).
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2. Cile a hypotézy

Cilem této prace je zmapovat fenotyp pacientii s EOPD, identifikovat mozné rizikové
faktory vnéjSiho prostfedi a stanovit frekvenci vyskytu polymorfismii a mutaci genu
parkin (PARK2) v souboru pacienti a kontrol. Price ma dvé casti, klinickou a

genetickou.
Cile klinické ¢éasti:
1. Urcit charakteristické fenotypové rysy nemocnych s EOPD véetné¢ moznych
rozdila fenotypu mezi pacienty s mutacemi a bez mutaci parkinu.
Hypotézy:

e Testovana H1y: fenotyp pacientli s mutacemi a bez mutaci parkinu se nelisi.

e Alternativni H14: fenotyp pacientll s mutacemi a bez mutaci se odlisuje.

2. Porovnat vyskyt rizikovych faktort prostfedi ve skupiné pacientd a zdravych
kontrol, stanovit jejich vztah k rozvoji onemocnéni.
Hypotézy:
e Testovana H2y: mezi nemocnymi a kontrolami neni rozdil v pfitomnosti
rizikovych faktorli vnéjsiho prostiedi.
e Alternativni H2,: existuje rozdil mezi vyskytem rizikovych faktort vnéjsiho

prostiedi u nemocnych a kontrol.

Cile genetické Casti:

3. Analyzovat genetické zmény parkinu u pacientdl a kontrol, porovnat jejich
prevalenci v obou skupinéch.
Hypotézy:
e Testovana H3,: ve skupiné pacienti a kontrol neni rozdil v prevalenci
genetickych zmén parkinu.
e Alternativni H34: v prevalenci genetickych zmén parkinu existuji mezi

pacienty a kontrolami rozdily.
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3. Metodika

3.1. Pacienti a kontroly

Do studie bylo zatfazeno 70 neptibuznych pacientti (47 muza a 23 zen) s EOPD (vek pii
vzniku onemocnéni < 40 let). Primérny vék nemocnych byl 47,4 + 8.4 let. Nabor
pacientti probihal v Centru extrapyramidovych onemocnéni Neurologické kliniky
1. 1ékatské fakulty University Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze mezi
roky 2007 - 2013. VSichni nemocni spliovali diagnosticka kritéria PN dle UK
Parkinson’s Disease Society Brain Bank s vyjimkou toho, ze familidrni vyskyt PN nebyl

pokladan za vylucujici kritérium (Hughes A.J. et al., 1992).

Kontroly tvofilo 75 zdravych neptibuznych osob (52 muzi, 23 Zen), dobrovolnych
darcu krve, kteti byli do studie zafazeni v letech 2011 - 2013 z Fakultniho transfuzniho
odd¢leni VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. Primérny vék kontrol €inil 45,5 + 9,2

let.

Pisemny informovany souhlas byl podepsan vSemi pacienty a kontrolami. Nemocni 1
zdravi dobrovolnici byli neurologicky vysetieni a byl s nimi béhem pohovoru s 1ékafem
vyplnén strukturovany dotaznik, zahrnujici tidaje o fenotypu, rizikovych faktorech ¢i
rodinné anamnéze (pifiloha 1 a 2). VSechny kontroly mély normalni neurologické
vySetieni a negativni rodinnou anamnézu PN. Za pozitivni rodinnou anamnézu byla

povazovana ptitomnost PN alespon u jednoho ptibuzného 1. ¢i 2. stupné.

Klinické vySetieni pacient s EOPD zahrnovalo evaluaci tize onemocnéni (stupnice dle
Hoehnové a Yahra, déle jen H-N), zhodnoceni kognice (Skdla MMSE - Mini-Mental
State Examination), pfitomnost motorickych a non-motorickych piiznakii (Skala NMSS
- Non-Motor Symptoms Scale), vyskyt polékovych dyskinezi a pohybovych fluktuaci
(UPDRS IV - Unified Parkinson's Disease Rating Scale). Studie byla schvalena etickou

komisi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze pod registracnim ¢islem 114/09.
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3.2. Genetické analyzy

3.2.1. Izolace DNA
Nemocnym i kontroldm bylo odebrano 7 ml venézni krve. Genomova DNA byla
izolovana z perifernich krevnich leukocyti pomoci standardni vysolovaci metody

(Laitinen J. et al., 1994).

3.2.2. Analyza genetickych zmén parkinu u pacienti

Vsech 12 exonti genu parkin bylo amplifikovano z genomové DNA pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR). Pro PCR jsme pouzily mix (celkem 25 pl)
slozeny z diive publikovanych primera (Kitada T. et al., 1998) (tabulka 3) v koncentraci
0.4 mM, dale 50 ng DNA a 1x PPP Master Mix (Top-Bio), jenzZ obsahuje Tag DNA
polymerdzu a optimalizovany reakéni pufr. Reakce byly provedeny na cycleru DNA
Engine Dyad (Bio-Rad). PCR produkty jsme purifikovali kitem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) podle protokolu vyrobce a sekvenovali v obou smérech
automatickym sekvenatorem 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) za pouZiti
reagentu Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).
Ziskané chromatogramy byly analyzovany manualné pomoci softwaru SeqScape v2.5
(Applied Biosystems) nebo Chromas Pro v1.5 (Technelysium). Alelické varianty
parkinu byly oznaceny podle referencni sekvence Genbank (accession number

NM 004562.2, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004562.2).

3.2.3. Analyza genetickych zmén parkinu u kontrol

Alelické varianty parkinu nalezené u nemocnych s EOPD byly u vétsi ¢asti souboru
kontrol (n=45) identifikovany metodou vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani (HRM -
high resolution melt). Reakéni mix pro PCR (celkem 10 pl) obsahoval 1x Plain Combi
Master Mix (Top-Bio), 2% DMSO (dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich), 1x LCGreen
Plus (BioFire Defence), 20 ng genomové DNA a stejné primery (0.128 uM), jenz jsme
predtim pouzili k pfipravé produktli pro sekvenovani (tabulka 3). PCR byla provedena

na cycleru DNA Engine Dyad (Bio-Rad). Vysledné vzorky byly analyzovany pomoci
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systému LightScanner (BioFire Defence) a ziskané kiivky tani 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 3.2.2.

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

K identifikaci exonovych deleci a multiplikaci parkinu (vice nez 50% vSech mutaci)
(Grunewald A. et al., 2013) jsme pouZili u pacientil i kontrol techniku MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification). Jde o relativné novou metodu molekularni
cytogenetiky, jejiz principem je navazani oligonukleotidovych sond na cilovou sekvenci
DNA na zakladé komplementarity. Zakladni princip MLPA je zndzornén na obrazku 2.

Obrazek 2. Princip MLPA (piejato z www.mlpa.com) Kazda sonda se sklada ze dvou

1. Denaturation and Hybridization oligonukleotiddi (1), po hybridizaci
PCR primer sequence X PCR primer sequance ¥ na cilové misto jsou oligonukleotidy
E ;--"#’.ff Stuffer sequence . . , , ,
spojeny ligaci (2). Pouze navéazané

Hybridization sequence (left) Hybridization sequence {right)
- sondy  jsou po denaturaci
amplifikovany pomoci PCR =za

2. Ligation

pouziti univerzalniho paru primera
| v '
w (3). Amplifikované sondy jsou

3. PCR with universal primers X and Y rozdéleny kapilarni elektroforézou
exponential amplification of ligated probes only

na zaklad¢ jejich razné délky a

nasledné¢  analyzovany  pomoci

-
-

specializovaného  softwaru  (4).
4. Fragment analysis -
i K provedeni MLPA v na$i studii

h ‘|“ T — jsme pouzili produkt SALSA MLPA
LU nunnIsnm
AU L kit POS1-C3-0313 a P052-C2-0313

(MRC-Holland), ktery obsahuje sondy pro vSechny exony parkinu. Pti analyze jsme
postupovali dle doporuceni vyrobce. DNA (50 ng) bylo denaturovdno v 5 pul 10mM pH
8 TRIS-0,1 mM EDTA pufru po dobu 5 minut pii 98°C, poté byly pfidany 3 pl mixu
sond a smés byla zahfivaina 1 minutu na 95°C a inkubovana 16 hodin pifi 60°C.

Nasledné byla provedena ligace enzymem Ligase 65 pii 54°C (15 minut). Ligaza byla
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inaktivovana zahtatim na 98°C (5 minut). Ligovand smés (5 pl) byla smichdna s 15 pl
PCR pufru a 5 ul PCR mixu (Taq polymeraza, trifosfaty deoxynukleotidl, primery) a
amplifikovana metodou PCR v cykleru DNA Engine Dyad (Bio-Rad). Vysledné vzorky
byly analyzovéany pfistrojem 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) za pouZiti
softwaru Gene Mapper 4.0. Pro interpretaci fragmentli jsme pouzili program Coffalyser
v.131211. Relativni signél pro urCitou sondu byl definovan jako pomér plochy peaku
sondy k souctu ploch vSech peakli v mixu. Normalizace byla provedena porovnanim
relativnich signalt vzorku s odpovidajicim relativnim signadlem DNA kontrolniho
vzorku (referencni DNA zdravého jedince). Snizeni signalu na hodnoty 0,35-0,50 bylo
pokladano za deleci amplifikovaného useku DNA na jedné alele, pokles pod 0,35 pak za
deleci v obou alelach. Naopak relativni narist signdlu pfedstavoval multiplikaci daného

useku DNA.

3.2.5. 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 predik¢ni

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

urcena podle udaji z Exome Variant Server (EVS, http://evs.gs.washington.edu/EVS).
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Tabulka 3. Primery pouzité pro analyzu genetickych zmén parkinu

Fragment Forward primer Reverse primer Velikost produktu (bp)
exon 1 GCGCGGCTGGCGCCGCTGCGCGCA GCGGCGCAGAGAGGCTGTAC 112
exon 2 CTCGTGGGTAACTAACTCTGT TAATGAAGCAGTGTGGAGTAA 505
exon 3 ACATGTCACTTTTGCTTCCCT AGGCCATGCTCCATGCAGACTGC 427
exon 4 ACAAGCTTTTAAAGAGTTTCTTGT AGGCAATGTGTTAGTACACA 261
exon 5 ACATGTCTTAAGGAGTACATTT TCTCTAATTTCCTGGCAAACAGTG 227
exon 6 AGAGATTGTTTACTGTGGAAACA GAGTGATGCTATTTTTAGATCCT 268
exon 7 TGCCTTTCCACACTGACAGGTACT TCTGTTCTTCATTAGCATTAGAGA 239
exon 8 TGATAGTCATAACTGTGTGTAAG ACTGTCTCATTAGCGTCTATCTT 206
exon 9 GGCTGAAATTTGCAGTCAGT AATATAATCCCAGCCCATGTGCA 278
exon 10 ATTGCCAAATGCAACCTAATGTC TTGGAGGAATGAGTAGGGCATT 165
exon 11 ACAGGGAACATAAACTCTGATCC CAACACACCAGGCACCTTCAGA 303
exon 12 GTTTGGGAATGCGTGTTTT AGAATTAGAAAATGAAGGTAGACA 255
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3.3. Statisticka analyza

V piipad¢ kategorickych proménnych (vyskyt genetickych zmén a rizikovych faktord u
pacientll a kontrol) byla statisticka analyza provedena pomoci Chi-kvadrat testu nebo
Fisherova exaktniho testu v téch piipadech, kde pocet jedinci ve skupiné byl <5.
Z kontingenéni tabulky bylo spocitano odds ratio (OR) a 95% konfidenéni 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.
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4. Vysledky

4.1. Fenotypova charakteristika pacientii
Fenotypova charakteristika pacienti s EOPD je shrnuta v tabulce 4a - 4c.

4.1.1. Zacatek, trvani, tiZe a rodinny vyskyt onemocnéni

Primémy vek pii vzniku onemocnéni Cinil 35,0 = 4,9 let. U pacient s mutaci parkinu
byl signifikantn¢ nizsi (28,6 = 8,5) nez u nemocnych bez pfitomnosti mutace (35,5 +
4,1). Dva nemocni (2,9%) splnovali kritéria pro juvenilni PN (vznik nemoci < 20 let),
nejvice pacientll (58,6%) mélo zacatek symptoml mezi 36 - 40 lety véku. U poloviny
(52,9%) zacaly prvni priznaky 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 poloving (50,0%) ptipadi EOPD zacala
ttesem. Na tfetim misté¢ udavali nemocni mezi prvnimi projevy bolest (15,7%),
nasledovala zména pisma (8,6%) a dystonie (7,1%). Nejméné pacienti uvedlo jako
inicialni pfiznak poruchu chiize (2,9%). Priimérné trvani PN dosahovalo 12,3 + 8,0 let,
primérnd doba od zacatku nemoci do stanoveni diagnézy 3,4 + 3,4 roku, primérné

stadium H-Y bylo 2,1 £+ 0,9. Pozitivni rodinnou anamnézu mélo 10 (14,3%) nemocnych.

4.1.2. Motorické priznaky

Témet 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 zacatku onemocnéni. Mikrografii mélo 82,9% nemocnych
s relativné Casnym zacatkem 3,9 + 4,3 roku. U 62,1% pacientl se objevil tento pfiznak
pfed stanovenim diagnézy (primér 2,2 + 3,4 roky) a u 36,2% nemocnych zacala
mikrografie v tésném intervalu pied diagnézou (0 - 12 mésicti). Dysartrie byla pfitomna
ve dvou tietinach ptipadla (65,7%), praimérna doba od propuknuti PN do manifestace
¢inila 7,6 = 5,9 let. Vice neZ polovina pacientil (55,7%) rozvinula pfiznaky dystonie, a to
primémé do 5,2 + 4,5 let. NejCastéji byla dystonie lokalizovana v oblasti dolnich

koncetin (38,6%).
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4.1.3. Non-motorické priznaky

Z non-motorickych ptiznakli nejvice pacientii udavalo depresivni poruchu nalady
(57,1%) a hyperhidrozu (57,1%). Casta byla nadmérna denni spavost (48,6%),
hypersalivace (42,9%) a insomnie (38,6%). Zhruba tfetina nemocnych si sté¢Zovala na
poruchu pozornosti (35,7%), vice nez ctvrtina pak udavala projevy ortostatické
hypotenze (28,6%), sexudlni obtize (28,6%), inkontinenci moci (28,6%), obstipaci
(27,1%) a obtize pii polykani (27,1%). Oslabeni ¢i ztratu cichu pozorovalo 25,7%
pacientd, subjektivni poruchu paméti a zapominani referovalo 24,3% nemocnych.
Praimérné MMSE bylo 28,7 £ 1,6. Pétina pacienti trpéla bolestmi (20,0%), o néco méné

popisovalo vizudlni halucinace (18,6%).

4.1.4. Komplikace, fluktuace hybnosti a polékové dyskineze

Freezing a hesitace byly pfitomny v poloviné (52,9%) a posturalni instabilita s pady ve
ctvrting (25,7%) ptipadld. Primérna doba od zacatku PN do rozvoje freezingt a hesitaci
byla 9,1 £ 44 let, respektive 11,6 = 6,1 let u padi. Wearing-off (vyCerpani ucinku
dopaminergni medikace, zhorSeni stavu na konci davky) udavalo 70,0% pacientl
s pramérnym nastupem 4,7 + 4,1 roku od zahajeni 1écby. Dyskineze na vrcholu davky
(peak-of-dose) méla polovina nemocnych (51,4%), primérna doba od nasazeni medikace
do manifestace dyskinezi Cinila 5,2 + 4,0 let. Sleep benefit (zlepSeni motorickych

ptfiznakl po vyspani) popisovala rovnéz polovina pacientt (50,0%).

4.1.5. Lécba

Vybornou odpovidavost na dopaminergni 1é€bu na zac¢itku onemocnéni udavaly vice
nez dvé tretiny 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% ptipadii byla pouzita jind inicialni 1écba
(amantadin, clonazepam, trimepranol apod.). Doba od zacatku nemoci do zahjeni
dopaminergni medikace ¢inila 3,5 + 2,5 roku. L-DOPA wuzivalo 78,6% pacienti,

primérna denni davka byla 726,2 + 367,1 mg. Pies dv¢ tietiny nemocnych mélo nasazeno
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dopaminergni agonisty (68,6%), hlubokd mozkova stimulace byla implantovana v necelé

treting pripadi (30,0%).

Tabulka 4a. Fenotypova charakteristika pacientii s EOPD (n=70)

fenotypova charakteristika hodnoty

Zakladni charakteristika souboru

Primérny vék (roky) 47,4 + 8,4
Pohlavi (muzi / Zzeny) 47 (67,1%) / 23 (32,9%)
Lateralita (pravaci / levaci / ambidextfi) 69 (98,6%) /0 (0,0%) / 1 (1,4%)

Charakteristika vzniku, trvani, tize a rodinného vyskytu PN, kognice

Vék pfi prvnich projevech PN (roky) 35,0+£4,9

Zacatek PN 36 - 40 let 41 (58,6%)
Zacatek PN 31 - 35 let 19 (27,1%)
Zacatek PN 26 - 30 let 6 (8,6%)

Zacatek PN 21 - 25 let 2 (2,9%)

Zacatek PN < 20 let (juvenilni PN) 2 (2,9%)

Pacienti s mutaci (n=5) 28,6 £ 8,5

p =0.0019

Pacienti bez mutace (n=65) 35,5+4,1

Zacatek PN vpravo

37 (52,9%)

Zacatek PN vlevo 30 (42,9%)
Zacatek PN symetricky 3 (4,3%)
Trvani PN (roky) 12,3+8,0
Doba od zac¢atku PN do uréeni diagndzy (roky) 34134
Stadium H-Y 21+0,9
MMSE 28,7+1,6

Pozitivni rodinna anamnéza PN

10 (14,3%)

Prvni priznaky PN

Ztuhlost a pohybové zpomaleni (rigidita a bradykineze)

40 (57,1%)

Tres 35 (50,0%)
Bolest 11 (15,7%)
Zména pisma 6 (8,6%)
Dystonie 5(7,1%)

Porucha chlize

2 (2,9%)




Tabulka 4b. Fenotypova charakteristika pacient s EOPD (n=70)

fenotypova charakteristika hodnoty

Motorické priznaky

Rigidita 68 (97,1%)
Bradykineze 67 (95,7%)
Ties 60 (85,7%)
Porucha chuize 59 (84,3%)
- Doba od zacatku PN do rozvoje poruchy chlze (roky) 52+34
Mikrografie 58 (82,9%)
- Doba od zacatku PN do rozvoje mikrografie (roky) 3,9+4.3
Dysartrie 46 (65,7%)
- Doba od zacatku PN do rozvoje dysartrie (roky) 7659
Dystonie 39 (55,7%)
Blefarospasmus 1(1,4%)
Cervikalni dystonie 2 (2,9%)
Dystonie hornich koncetin 13 (18,6%)
Grafospasmus 3 (4,3%)
Dystonie dolnich kon¢etin 27 (38,6%)
Dystonie trupu 2 (2,9%)
- Doba od zacatku PN do rozvoje dystonie (roky) 52+4,5
Non-motorické pfiznaky (referované)
Deprese 40 (57,1%)
Hyperhidréza 40 (57,1%)
Nadmérna denni spavost 34 (48,6%)
Hypersalivace 30 (42,9%)
Insomnie 27 (38,6%)
Porucha pozornosti 25 (35,7%)
Ortostaticka hypotenze 20 (28,6%)
Sexudlni obtize 20 (28,6%)
Inkontinence mogi 20 (28,6%)
Obstipace 19 (27,1%)
Obtize pfi polykani 19 (27,1%)
Oslabeni ¢&i ztrata €ichu 18 (25,7%)
Porucha paméti, zapominani 17 (24,3%)
Bolest 14 (20,0%)
Vizualni halucinace 13 (18,6%)
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Tabulka 4c. Fenotypova charakteristika pacienti s EOPD (n=70)

fenotypova charakteristika hodnoty

Komplikace, dyskineze a fluktuace hybnosti

Freezing a hesitace

37 (52,9%)

- Doba od zacatku PN do rozvoje freezingl a hesitaci (roky)

9,1+44

Posturalni instabilita s pady

18 (25,7%)

- Doba od zacatku PN do rozvoje padi (roky)

11,6 £6,1

Wearing-off

49 (70,0%)

- Doba od zahdjeni medikace do vzniku wearing-off (roky)

4,7 +4,1

Dyskineze na vrcholu davky

36 (51,4%)

- Doba od zahajeni medikace do vzniku dyskinezi (roky)

52+4,0

Sleep benefit

35 (50,0%)

Lécba

Vyborna odpovidavost na 1é¢bu na zacatku PN

48 (68,6%)

Prvni nasazena lé¢ba - L-DOPA

25 (35,7%)

Prvni nasazena lécba - agonista dopaminu

20 (28,6%)

Prvni nasazena lé€ba - inhibitor monoaminooxidazy B

8 (11,4%)

Prvni nasazend lé¢ba - anticholinergikum

7 (10,0%)

Prvni nasazena lécba - jina

10 (14,3%)

- Doba od zagatku PN do zahajeni dopaminergni 1é¢by (roky)

35+25

Medikace L-DOPA

55 (78,6%)

- Davka L-DOPA (mg / den)

726,2 + 367,1

Medikace agonistou dopaminu

48 (68,6%)

Hluboka mozkova stimulace

21 (30,0%)
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4.2. Rizikové faktory u pacienti a kontrol

4.2.1. Koufeni

V dobé¢ studie aktivné koutilo 15,7% pacient a 18,7% kontrol (tabulka 5). Pét a vice
cigaret po dobu nejméné péti let pred zacatkem PN koufilo 34,3% nemocnych,
prumérna doba koufeni 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 (tabulka 5) a nebylo prokdzano, Ze by koufeni

ovlivitovalo riziko rozvoje PN (tabulka 6).

4.2.2. Piti kdvy
Pravidelné piti kavy udavalo 47,1% pacienti a 77,3% zdravych dobrovolnikli, bez
signifikantniho rozdilu v po¢tu vypitych Salkti za den (tabulka 5). Pfijem kavy byl

spojen se statisticky vyznamnym snizenim rizika vyskytu PN (tabulka 6).

4.2.3. Prace v zemédélstvi a expozice chemikaliim
Praci v zeméd€lstvi a expozici pesticidim ¢i dalSim chemikaliim po dobu vice nez
jednoho roku referovalo 28,6% nemocnych a 6,7% kontrol (tabulka 5). Tento faktor

predstavoval signifikantné vyssi riziko vzniku PN (tabulka 6).
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Tabulka 5. Rizikové faktory u pacienti (n=70) a kontrol (n=75)

rizikovy faktor hodnoty

Koureni

Pacienti - aktivni kuraci

11 (15,7%)

Primérny pocet cigaret / den

10,0+ 6,6

Primérna doba koufeni (roky)

18,6 £ 10,7

Kontroly - aktivni kufaci

14 (18,7%)

Priimérny pocet cigaret / den

10,0+64

Primérna doba koufeni (roky)

22,6 +11,0

Pacienti - pred zac¢atkem PN 2 5 cigaret / den po dobu 2 5 let

24 (34,3%)

Primérny pocet cigaret / den

15,7+11,3

Primérna doba koufeni pfed zacatkem PN (roky)

12,8 £5,0

Kontroly - koufeni =5 cigaret / den po dobu = 5 let

19 (25,3%)

Pramérny pocet cigaret / den 15,6 £ 10,1
Primérna doba koufeni (roky) 226+11,0

Piti kavy
Pacienti 33 (47,1%)

Primérny pocet salka / den

1,7 £1,1

Kontroly

58 (77,3%)

Primérny pocet salka / den

22+1,2

Prace v zemédélstvi a expozice chemikaliim

Pacienti = 1 rok pfed za¢atkem PN

20 (28,6%)

Kontroly = 1 rok

5(6,7%)
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Tabulka 6. Rizikové faktory, statistické srovnani u pacientti (n=70) a kontrol (n=75)

Prace v zemédélstvi a expozice chemikaliim 2 1 rok

20 (28,6%)

Rizikovy faktor Vyskyt u pacientt Vyskyt u kontrol Hodnota p OR 95% CI
Koufeni 2 5 cigaret / den po dobu 2 5 let 24 (34,3%) 19 (25,3%) 0,2382 1,54 0,75- 3,15
Piti kavy 33 (47,1%) 58 (77,3%) 0,0002 0,26 0,13-0,53
5(6,7%) 0,0007 5,60 1,97 - 15,93

ClI - konfidenéni interval, OR - odds ratio
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4.3. Alelické varianty parkinu u pacienti a kontrol

Ptehled genotypu pacientli a kontrol uvadi tabulka 7, ¢etnost jednotlivych genetickych

zmén parkinu je zndzornéna v tabulce 8.

Polymorfismus p.S167N (obrazek 3) byl identifikovan v podobném procentu u pacienti
(7,1%) jako u kontrol (9,3%), stejné¢ tomu bylo v ptipad¢ polymorfismu p.D394N
(obrazek 4), ktery mélo 10,0% nemocnych a 8,0% kontrol. Cetnost polymorfismu
p-V380L (obrazek 5) byla témét 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 (pacient 2 a kontrola 1: p.S167N + p.D394N,
kontrola 2: p.S167N + p.V380L, tabulka 7).

U jedné kontroly (1,3%) jsme nalezli novou alelickou variantu p.V380I (c.1138G>A)
(obrazek 6) spolu s polymorfismem pD394N. Varianta pA82E (uvedend v HGMD jako
mutace vyvolavajici nemoc) (obrazek 7) byla ptfitomna u jednoho pacienta (1,4%), ktery
mél rovnéz polymorfismus p.D394N. Dalsi alelickd varianta p.R402C (v HGMD opét
uvedend jako mutace vyvolavajici nemoc) (obrazek 8) se vyskytovala mezi pacienty
v jednom ptipadé (1,4%) a byla také zaznamenana u jedné kontroly (1,3%), kde jsme

zaroven identifikovali polymorfismus p.V380L (tabulka 7, kontrola 4).

Mutace parkinu jsme nalezli u péti pacientt (7,1%), z nichz jeden (1,4%) mél bodovou
mutaci p.R334C (obrazek 9) a zbyli Ctyti (5,7%) exonové delece rizného rozsahu. Na
obrazku 10 je znazornén vysledek z analyzy MLPA, delece exonu 2-5 u pacienta 26

(tabulka 7).

VSechny alelické varianty byly pozorovany v heterozygotni konstituci, krom& dvou
homozygotnich polymorfismi (p.V380L u pacienta 17 a p.S167N u kontroly 2, tabulka
7) a homozygotni delece exonu 4. Pacient stouto deleci mél pozitivni rodinnou

anamnézu a byl téZ heterozygot pro deleci exonu 2-3 a polymorfismus p.V380L
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(tabulka 7, pacient 3). Pii porovnani souboru pacienti a kontrol nebyl
v ¢etnosti nalezenych polymorfismu, alelickych variant a mutaci prokazan statisticky

vyznamny rozdil (tabulka 8).

Tabulka 7. Genotypova charakteristika pacienta a kontrol

Pozitivni rodinna

Proband Geneticka zména parkinu 5
anamnéza
Pacient 1 p.A82E het + p.D394N het -
Kontrola 1
Pacient 2 p.S167N het + p.D394N het -
Pacient 3 p.V380L het + ex2-3del het + ex4del hom +
Kontrola 2 p.-S167N hom + p.V380L het -
Kontrola 3 p.V380I het + p.D394N het -
Kontrola 4 p.V380L het + p.R402C het -
Pacient 4-7 .
Kontrola 5-10 p.S167N het Pacient 4
Pacient 8 p.R334C het -
Pacient 9-16 p.V380L het Pacient 9,10

Kontrola 11-26

Pacient 17 p.V380L hom -

Pacient 18-22

Kontrola 27-30 p-D394N het -
Pacient 23 p.R402C het -
Pacient 24 ex2del het -
Pacient 25 ex1-2del het -
Pacient 26 ex2-5del het -

het - heterozygotni, hom - homozygotni
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Tabulka 8. Cetnost genetickych zmén parkinu u pacienttt (n=70) a kontrol (n=75)

Geneticka Zvdozita Klasifikace Predikce patogenity Vyskyt Vyskyt u
zména ye dle HGMD SIFT / MutPred dle EVS pacientt

Bodové zmény

Vyskyt u
kontrol

Hodnota p

95% CI

p.A82E het M tolerované / nizké riziko 0,51% 1(1,4%) 0 (0,0%) 0,489 3,26 0,13 -81,40
p.S167N het P tolerované / velmi nizké riziko 3,74% 5(7,1%) 6 (8,0%) 1,0 0,89 0,26 - 3,04
p.S167N hom M tolerované / velmi nizké riziko 0,05% 0 (0,0%) 1(1,3%) 1,0 0,35 0,01 - 8,80
p.R334C het M tolerované / stredni riziko NA 1(1,4%) 0 (0,0%) 0,483 3,26 0,13 -81,40
p.V380L het P tolerované / velmi nizké riziko 28,51% 9 (12,9%) 19 (25,3%) 0,062 0,44 0,18 - 1,04
p.V380L hom P tolerované / velmi nizké riziko 2,84% 1(1,4%) 0 (0,0%) 0,483 3,26 0,13 - 81,40
p.V380I het NA tolerované / nizké riziko NA 0 (0,0%) 1(1,3%) 1,0 0,35 0,01 - 8,80
p.D394N het P tolerované / velmi nizké riziko 8,53% 7 (10,0%) 6 (8,0)% 0,775 1,28 0,40 - 4,01
p.R402C het M poskozujici / vysokeé riziko 0,51% 1(1,4%) 1(1,3%) 1,0 1,07 0,07 - 17,49
Exonové delece
Ex1del het M NA NA 1(1,4%) 0 (0,0%) 0,483 3,26 0,13 -81,40
Ex2del het M NA NA 4 (5,7%) 0 (0,0%) 0,052 10,22 0,54 - 193,50
Ex3del het M NA NA 2(2,9%) 0 (0,0%) 0,231 5,51 0,26 - 116,90
Ex4del het M NA NA 1(1,4%) 0 (0,0%) 0,483 3,26 0,13 - 81,40
Ex4del hom M NA NA 1(1,4%) 0(0,0%) 0,483 3,26 0,13 - 81,40
Ex5del het M NA NA 1(1,4%) 0 (0,0%) 0,483 3,26 0,13 -81,40

Cl - konfidencni interval, EVS - Exome variant server, het - heterozygotni, HGMD - Human gene mutation database, hom - homozygotni, M - mutace vyvolavajici nemoc,
NA - neni dostupné, OR - odds ratio, P - polymorfismus asociovany s nemoci, SIFT - sorting intolerant from tolerant
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Obrazek 3. Chromatogram
polymorfismu p.S167N

Obrazek 4. Chromatogram
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polymorfismu p.D394N
c G T C€C G>A A T G A A
p.D394N

(c.1180G>A)

Obrazek 5. Chromatogram

Obrazek 6. Chromatogram

polymorfismu p.V380L alelické varianty p.V3801
G €C C G> T A T T G C C G>A T A T T
p-V380L p.V380I1
(c.1138G>C) (c.1138G>A)
Obrazek 7. Chromatogram Obrazek 8. Chromatogram
alelické varianty p.A82E alelické varianty p.R402C
A A T GC>» A A C T G € T ¢c>T G T T G G
p.A82E p.R402C
(c.245C>A) (c.1204C>T)

-

Obrazek 9. Chromatogram
mutace p.R334C

Cc
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p-R334C

(c.1000C>T)
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4.4. Testovani hypotéz

Hypotéza Hl1, (fenotyp pacientli s mutacemi a bez mutaci parkinu se nelisi) byla
zamitnuta, nebot’ byl prokazéan signifikantni rozdil ve véku pii zaatku EOPD u

pacientil s mutacemi a bez mutaci (tabulka 4a)

Rovnéz hypotéza H2;, (mezi nemocnymi a kontrolami neni rozdil v pfitomnosti
rizikovych faktori vnéjSiho prostiedi) byla zamitnuta vzhledem k statisticky
vyznamnym rozdilim v Cetnosti piti kavy a v prevalenci prace v zemédélstvi a

s chemikaliemi (tabulka 6).

Hypotézu H3 (ve skupiné pacientli a kontrol neni rozdil v prevalenci genetickych zmén

parkinu) se zamitnout nepodatilo (tabulka 8).
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5. Diskuse

5.1. Fenotyp

Fenotypova charakteristika naseho souboru pacientii s EOPD z velké casti odpovida
pfedchozim 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 dfive publikovanym pracim jsou diskutovany nize.

5.1.1. Zacatek onemocnéni, diagnéza

Primérny vek na zacatku EOPD ¢inil 35,0 + 4,9 let, poc¢et nemocnych vSak vyrazné
rostl se stoupajicim v€kem pifi manifestaci prvnich ptfiznakd. Vznik onemocnéni ptred
21. rokem Zivota (juvenilni PN) byl zaznamenan ve dvou pfipadech (2,9%), stejny pocet
nemocnych mél prvni projevy PN v intervalu 21 - 25 let. Zacatek nemoci mezi 26 - 30
lety byl zaznamenan u 6 pacientl a v rozmezi 31 - 35 let se nachazelo jiz 19 nemocnych
(27,1%). Vétsina piipadi (41; 58,6%) pak méla zacatek PN mezi 36 - 40 lety (tabulka
4a). Toto pozorovani odpovida piedchozim epidemiologickym udajim, dokumentujicim
nariist 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 predstavuje vyznamny
rizikovy faktor rozvoje PN (Kieburtz K. & Wunderle K.B., 2013).

Primémy vek pii vzniku EOPD byl signifikantné nizs§i u pacientii s mutacemi nez u
nemocnych bez mutaci. To odpovida pozorovani, Ze mutace parkinu urychluji zac¢atek
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 ¢asnéjSiho vzniku EOPD u nemocnych s mutacemi, studie rozsahlejsich souborti
pacientti signifikantni rozdily fenotypu mezi témito dvéma skupinami nenalezly (Kim

H.J. et al., 2011; Lohmann E. et al., 2009).
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Hlavni ptfiznaky 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 (tabulka 4a). U nezanedbatelného procenta nemocnych
(15,7%) byla inicidlnim symptomem bolest. Tento atypicky projev za¢atku EOPD byl
popsan také v n€kolika 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 miize byt prvnim ptiznakem EOPD, v nasem souboru tomu tak bylo
v 7 procentech. Pii analyze fenotypu 24 nemocnych s mutacemi parkinu, pozoroval
Khan et al. vyskyt dystonie na pocatku EOPD dokonce u 41% piipadi (Khan N.L. et
al., 2003). Tato prace navic popsala vyskyt psychiatrickych projevi (deprese, tzkost,
sebeposkozovani) pred samotnym rozvojem hybnych ptiznaki. V nasi studii jsme vSak
psychiatrické symptomy pted za¢atkem hybnych projevl nesledovali. Porucha chize je

u EOPD vzacnym inicidlnim ptiznakem (Wickremaratchi M.M. et al., 2009) a byla na

zacatku nemoci ptitomna pouze u dvou (2,9%) pacienti.

Charakteristicky asymetricky rozvoj priznakd, ktery je jednim z podplrnych
diagnostickych kritérii PN (Hughes A.J. et al., 1992), m¢la vétSina naSich nemocnych
(95,7%). Ptestoze témét vSichni byli pravaci (98,6%), pravostranny zacatek onemocnéni
byl registrovan pouze v poloviné ptipadi (52,9%). Tyto vysledky nasvédcuji hypotéze,
ze lateralita nemd zasadni vliv na stranu, kde se objevi prvni pfiznaky PN (Stochl J. et

al., 2009).

Primérnou dobu od zacatku PN do urceni diagnozy (3,4 roku) lze povazovat za
relativné uspokojivy vysledek, zejména v porovnani s diagnostickou prodlevou u jinych
extrapyramidovych onemocnéni. Napiiklad Touretteliv syndrom (tikova nemoc) je
v CR diagnostikovan az sdvou a pil 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 mésicli, coz je téméf o 2,5 roku méné. Tato prace
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vSak hodnotila diagnostiku LOPD (v€k pfi 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 piiznaky (bolest,
dystonie, psychiatrické projevy) mize Cinit diagnostické obtize, coz dosvédcuji
vysledky kanadskych autorii, ktefi u EOPD pozorovali 15 mési¢ni zpozdéni ve
stanoveni diagn6zy oproti LOPD (Rana A.Q. et al., 2012). V jejich skupin¢ byli
nemocni s EOPD diagnostikovani v priméru do 26 mésict, tedy o 14 mésict dfive, nez

tomu bylo v naSem souboru.

5.1.2. Motorické priznaky

Témeét vSichni nemocni (>95%) méli béhem vysetieni znamky rigidity a bradykineze, u
vétSiny (85%) byl pfitomen rovnéz ties. Lehce nizsi procento tfesu oproti rigidité a
bradykinezi je pomérné konstantnim obrazem EOPD (Khan N.L. et al., 2003; Kim H.J.
etal., 2011; Lohmann E. et al., 2003).

Patym nejcastéjSim hybnym ptiznakem 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 dobé do urceni diagnozy
(3,4 roku). Ze vSech pacientli s mikrografii se u 62,1% objevila porucha pisma pied
stanovenim diagndzy (primér 2,2 + 3,4 roky) a u 36,2% se mikrografie vyskytla
v kratkém intervalu pfed diagnozou (0 - 12 mésict). Mikrografie je pomérné napadny
hendikep, 1ze tedy spekulovat, ze u ¢asti nemocnych piedstavuje zlomovy bod, kdy se

rozhodnou se svymi obtizemi vyhledat 1€kare.

Charakteristickym projevem EOPD je Casty vyskyt dystonie. V nasem souboru ji méla
vice nez polovina pacienti (55,7%), coz odpovida vysledkim 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

(tabulka 4b). V tomto ohledu je zajimava podobnost fenotypu EOPD s fenotypem dopa-
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responzivni dystonie (DRD), u které se rovnéz mohou manifestovat projevy
parkinsonského syndromu (Lee W.W. & Jeon B.S., 2014). Obé nemoci spojuje fada
klinickych rysii: Casny zacatek, prevaha vyskytu dystonie na dolnich koncetinach ¢i
odpovidavost ptiznakli na L-DOPA. U DRD byvaji pfitomny diurndlni fluktuace a
zlepseni hybnosti po vyspani, které pozoruji Casto i nemocni s EOPD (tzv. sleep
benefit). Diferencialni diagnostika téchto dvou onemocnéni mutize byt proto v né¢kterych

ptipadech pomérn€ komplikovana (Tassin J. et al., 2000).

5.1.3. 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 i1 v pfipad€ naSich pacientli
(primérné MMSE 28,7 + 1,6), pfestoze subjektivni pocit zhorSené paméti a zapomindni
udavala az ¢tvrtina nemocnych. K ¢astym neuropsychiatrickym projeviim 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 nasem souboru udédvalo depresivni poruchu nalady dokonce 57% pacientt. Jednalo se
vSak o referovany idaj, ktery se mize liSit od objektivniho pozorovani. Stejné procento
nemocnych si sté¢Zovalo na hyperhidrozu, Casty projev autonomni dysregulace u PN

(Swinn L. et al., 2003).

Ohledné hyposmie, jez ma nejméné 75% pacientti s LOPD (Haehner A. et al., 2009) a
ktera mize o nékolik let prfedchazet rozvoji hybnych projevi (Ross G.W. et al., 2008),
panuji u EOPD neshody. Plivodni studie z roku 2004 dolozila zhorSeni ¢ichu pouze u
nemocnych bez pfitomnosti mutace parkinu, na rozdil od jedincti s mutaci, ktefi meli
¢ich normalni (Khan N.L. et al., 2004). Pozdé&jsi prace nalezla hyposmii mezi pacienty
s heterozygotni mutaci parkinu, zatimco ptfenasSeci heterozygotni mutace bez projevi
PN a slozeni heterozygoti se zndmkami PN, hyposmii nem¢li. Mechanismus, jakym
mutace parkinu ovliviuji rozvoj hyposmie, vSak zlstava nejasny (Alcalay R.N. et al.,

2011). Bez ohledu na pritomnost mutace, poruchu ¢ichu udava 20 - 30% nemocnych
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s EOPD (Kim H.J. et al., 2011; Spica V. et al., 2013). My jsme ji zaznamenali ve

ctvrting pripadu.

Ve vysokém procentu si pacienti stéZovali na poruchy spanku, zejména na nadmérnou
denni spavost (48,6%), kterd miiZze byt potencovana uzivanim dopaminergni agonistl
(Happe S. & Berger K., 2001). Castym symptomem byla také hypersalivace (43%),
ostatni obtiZe spojené gastrointestindlnim traktem (obstipace, potiZe pfi polykdni) méla
zhruba ctvrtina pacientd. V podobném rozsahu trpéli nemocni i dalSimi ptiznaky
vegetativni dysfunkce, napt. poruchami urogenitalniho traktu (inkontinence, sexudlni
obtize) a projevy ortostatické hypotenze. Bolest byla ptitomna u 20% pacientti. Necela
pctina nemocnych udévala vizudlni halucinace, které byvaji obvykle spojeny
s dopaminergni medikaci, zejména v pokrocilejsich stadiich PN (Zhou C.Q. et al.,

2014).

5.1.4. Komplikace, fluktuace hybnosti a polékové dyskineze

Brzky rozvoj fluktuaci hybnosti a polékovych dyskinezi je dalSim 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% pfipadii, primérna doba zacatku
téchto piiznakli od nasazeni dopaminergni medikace dosahovala 5 let. Polovina
nemocnych méla projevy freezingu a hesitaci, u Ctvrtiny byla pfitomna posturalni
instabilita s pady. ZlepSeni hybného stavu spankem (sleep benefit) udavalo 50%
pacientl. Tyto vysledky se zasadné neli§i od ptfedchoziho popisu fenotypu EOPD
(Grunewald A. et al., 2013; Kim H.J. et al., 2011; Lohmann E. et al., 2009).

5.1.5. Lécba

Vybornou odpovidavost na dopaminergni 1é¢bu, zejména na zacatku onemocnéni, ma
vétSina nemocnych s EOPD (Grunewald A. et al., 2013), coZ jsme pozorovali také u
naSich pacientti. Doba od prvnich projevii PN do nasazeni dopaminergni medikace (3,5
roku) byla téméf stejna jako prodleva od zacatku nemoci do urceni diagnoézy (3,4 roku).

To odrazi rozhodujci vyznam dopaminergni odpovidavosti mezi diagnostickymi kritérii

61



PN (Jankovic J., 2008). Dobry kognitivni stav spolu s ¢asnym rozvojem dyskinezi a
fluktuaci, €ini z pacientl s casnym 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.

62



5.2. Rizikové faktory

Koufeni cigaret a piti kdvy je povazovano za protektivni faktor PN, naopak prace
v zemedélstvi a expozice pesticidim mulze riziko vzniku onemocnéni zvySovat

(Kieburtz K. & Wunderle K.B., 2013).

V nasi studii koutilo aktivné 15,7% pacienti, coz je v porovnani s prevalenci koufeni
v CR (29,1%) (Gallus S. et al., 2014) pomérné malé &islo. Pro uplatnéni rizikovych
faktort je vSak zasadni mira expozice pied rozvojem nemoci. Pii detailn¢jsim zkoumani
vyskytu koufeni u nemocnych bylo patrné, Ze fada z nich zanechala koufeni cigaret
kratce pted ¢i po zaCatku onemocnéni, jini naopak zacali koufit az v priitbéhu PN. Proto
jsme pro analyzu rizika koufeni vybrali pacienty, ktefi koufili pfed vznikem
onemocnéni. Za kritérium minimalni expozice jsme povazovali kouieni péti cigaret
denn¢ v intervalu alespon péti let (kumulativni davka > 9125 cigaret). Pii stanoveni této
hranice jsme vychazeli z udaji tykajicich se biologickych ucinkii chronického stresu.
Osoby vystavené chronickému stresu po dobu péti let maji vyznamné vyssi riziko
rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni (Rosengren A. et al., 1991). Recentni vyzkum
ukazal, ze chronicky stres méa podobny klinicky dopad jako koufeni péti cigaret denné
(Richardson S. et al., 2012). Piepokladdame tedy, ze ndmi zvoleny prah koufeni je
dostate¢nou kumulativni expozici, kterd mize ovlivnit rozvoj organického onemocnéni
(ptfinejmensim ischemické choroby srdecni). Takto definovana kritéria spliiovala tietina
nemocnych (34,3%) a ¢tvrtina kontrol. Praimérny pocet vykoutenych cigaret za den se u
nemocnych a kontrol signifikantné neodliSoval (tabulka 5). V prevalenci koufeni v obou
skupinach nebyl zaznamenén statisticky vyznamny rozdil, protektivni vliv koufeni na

riziko rozvoje PN jsme tedy neprokazali (tabulka 6).

V ptipadé piti kavy jsme méli k dispozici méné anamnestickych dat, nez tomu bylo u
koufeni cigaret. Pfedev§im chybél udaj o celkové dobé piijmu kévy. Piedpokladdme
ale, ze piti kavy je obvykle dlouhodoby zvyk. PocCet vypitych $alki za den se mezi

skupinou pacientt a kontrol vyznamné neliSil (tabulka 5). V naSem souboru
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piedstavovala kava faktor spojeny se signifikantné nizSim rizikem vzniku PN (tabulka
6). Naopak prace v zeméd¢€lstvi a expozice pesticidim ¢i jinym chemikaliim byla

asociovana s vyssim rizikem rozvoje PN (tabulka 6).
Vyse uvedené vysledky bude tfeba ovéfit na vétSim souboru populacnich kontrol, nebot’

u zdravych dobrovolnikli (darct krve), zejména s ohledem na prevalenci rizikovych

faktori, hrozi vyberové zkresleni (bias).
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5.3. Genotyp

5.3.1. Polymorfismy

Polymorfismy p.S167N a p.D394N byly pfitomny téméf ve stejném méfitku mezi
pacienty i kontrolami. Pfestoze jsou tyto genetické zmény v HGMD klasifikovany jako
polymorfismy asociované s nemoci (disease-associated polymorphism), meta-analytické
studie neprokézaly asociaci téchto polymorfismi s rizikem vzniku PN (Zhang Y. et al.,

2012a; Zhang Y. et al., 2012b).

Polymorfismus p.V380L se vyskytoval bez mala dvakrat Castéji u kontrol nez u
pacientl. Toto pozorovani odpovida vysledkiim recentni meta-analyzy, kterd prokazala
asociaci polymorfismu p.V380L s niz§im rizikem rozvoje PN (Zhang Y. et al., 2013),
navzdory tomu, zZe tento polymorfismus je v HGMD stale uveden mezi polymorfismy

asociovanymi s nemoci.

5.3.2. Vzacné alelické varianty
U jedné kontroly jsme nalezli novou alelickou variantu p.V380I (c.1138G>A). Analyza

pomoci nastrojiit MutPred s SIFT predikovala nizké riziko patogenniho chovani (tabulka 8).

Varianta p.A82E (oznacend v HGMD jako mutace zpiisobujici nemoc, disease causing
mutation) byla identifikovana u jednoho pacienta. Tato genetickd zména s velkou
pravdépodobnosti neni patogenni. Byla pozorovana u zdravych kontrol (Kay D.M. et
al., 2007), ma benigni predikéni analyzu (tabulka 8) a nemd efekt na subcelularni

distribuci parkinu in vitro (Cookson M.R. et al., 2003).

Dle predikéni analyzy pisobi alelickd varianta p.R402C poskozeni proteinu (tabulka 8)
arovnéz 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 udaji EVS 0,26%. Proto
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predpokladame, Ze geneticka zména p.R402C ptedstavuje nepatogenni tichou (silent)

substituci.

5.3.3. Mutace

Mutace parkinu byly piitomny u péti pacientl (7,1%). Jednalo se o bodovou mutaci
p-R334C (tabulka 7, pacient 8) a Ctyfi exonové delece, které¢ vzdy zahrnovaly exon 2
(tabulka 7, pacient 3 a 24-26), jenz kdéduje Ubl doménu (Corti O. et al., 2011). Tato
doména inhibuje autoubikvitinaci parkinu a zabranuje tim jeho degradaci v UPS, je
proto kli¢ova pro normalni funkci bilkoviny (Chaugule V.K. et al., 2011). Vyskyt deleci
nebyl zaznamenan 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 ptipadné jedné heterozygotni mutace, je funkce posSkozené alely kompenzovana
alelou druhou a nemélo by dojit k rozvoji patologie. Nicmén¢ az 50% pacientil se ma
pouze jednu heterozygotni mutaci (Klein C. et al.,, 2007). Ackoli klinicky vyznam
mutaci v heterozygotni konstituci je u AR nemoci sporny, zdad se, Ze heterozygotni
mutace parkinu maji vliv na riziko rozvoje PN (Klein C. et al., 2007). Pro zplsob,
jakym je heterozygotni mutace schopna imitovat AD typ dédicnosti a vyvolat ptiznaky
onemocnéni, 1ze najit vice vysvétleni. Mnozstvi proteinu produkovaného zdravou alelou
nemusi stacit k zajisténi fyziologickych funkci nebo mutantni protein negativné ovlivni
expresi své normalni varianty. Mutace miize také indukovat novou patogenni funkci
bilkoviny (Klein C. et al., 2007). Pro roli heterozygotnich mutaci parkinu v patogenezi
PN svédéi téZz pozorovani u zdravych prenaSecl. Pienaseci heterozygotni mutace
parkinu vykazuji na PET presynaptickou dopaminergni dysfunkci ve striatu (Hilker R.
et al., 2001; Khan N.L. et al., 2002a) a maji zvySenou echogenitu SNc, ktera odpovida
obrazu degenerace této kmenové struktury (Hagenah J.M. et al., 2007; Walter U. et al.,
2004).
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Ackoli nékteré prace uvadeéji vysokou frekvenci mutaci parkinu u pacienti 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 fad€ 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 nizkéa (7,1%). Tyto rozdily mezi studiemi mohou byt
vysvétleny vice faktory, zejména populacné specifickou variabilitou Cetnosti alelickych
variant, riznym pomérem nemocnych s familidrni a sporadickou formou EOPD ve
studii, rozdilnymi kritérii pro maximalni vek pfi vzniku EOPD ¢i odlisSnymi 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
intronti predstavuji pouhych 8,2% ze vSech zndmych mutaci (Grunewald A. et al.,
2013), takze pravdépodobnost jejich zachytu neni pfili§ vysoka. U genetickych zmén
promotoru navic nebyla jednoznaéné prok4zéana asociace s EOPD (Chang X.L. et al.,

2011).

V nasi studii bylo 10 pacientd (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 pacientti (vznik PN
< 40 let), kde byly mutace parkinu identifikovany pouze ve tfech ptipadech (3,8%) a z
celkem 16 (20%) nemocnych s familiarnim vyskytem EOPD méla mutaci jen jedina
osoba (6%) (Koziorowski D. et al., 2010). Malé procento zachytu mutaci by proto
mohlo svéd¢it pro vyznamnéjsi roli negativnich vlivli vnéjSiho prostiedi. S ohledem na
nizkou prevalenci mutaci u familiarni formy EOPD v na$i i polské populaci je vSak
pravdépodobné, Zze se na patogenezi onemocnéni u Slovani podileji kromé parkinu

dalsi genetické faktory.
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5.3.4. Rozdily v prevalenci alelickych zmén parkinu u pacienti a kontrol
Statisticky vyznamny rozdil v Cetnosti alelickych variant parkinu mezi pacienty a
kontrolami nebyl prokazéan (tabulka 8). 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) and pfitomnost
heterozygotnich deleci exonu 2 pouze u pacienti (p = 0,052; OR = 10,22; 95% CI =
0,54 - 193,50).
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5.4. Soubor pacientii a statisticka analyza

EOPD je vzacna forma PN definovand rozvojem pfiznakt do 40 let véku (Bruggemann
N. & Klein C., 1993), nicméné v cel¢ fad¢ studii je pouzita vyssi 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 pétkrat vyssi nez v rozmezi 30 - 39 let (Van Den
Eeden S.K. et al., 2003). Posunutim vékové hranice na 45 ¢i 50 let 1ze ndsobné rozsifit
soubor pacientd. Tento pfistup vSak vede k vyrazné fenotypové heterogenité studované
skupiny nemocnych, kterd mize byt zdrojem dezinterpretace pii porovnavani vysledka
mezi riznymi studiemi. Abychom ziskali soubor s co nejvice homogennim fenotypem,
rozhodli jsme se dodrzet kritérium zacatku EOPD do 40 let, ovSem za cenu vyrazné
mensiho souboru nemocnych. Relativné mala velikost souboru pacientii (n=70) spolu
s nizkym vyskytem mutaci (n=5; 7,1%) ptedstavovaly hlavni limitaci statistické analyzy

naSich vysledk.
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6. Zavér

Tato prace je prvni systematickou studii fenotypu EOPD a genetickych zmén parkinu
v Ceské populaci. Pfinasi detailni fenotypovou charakteristiku pacientti s EOPD, hodnoti
vliv faktori vnéjSiho prostfedi na riziko vzniku onemocnéni a analyzuje alelické

varianty parkinu u nemocnych a zdravych kontrol.

Mezi hlavni fenotypové rysy pacientli s EOPD patfily neporusené kognitivni funkce,
Casty vyskyt dystonie, deprese a hyperhidrézy. Typicka byla vyborna odpovidavost na
dopaminergni 1é€bu na zacatku onemocnéni, zlepSeni pfiznakti po vyspani (sleep
benefit) a ¢asny rozvoj polékovych dyskinezi a hybnych fluktuaci. Pacienti s mutacemi

parkinu mély signifikantné niz$i vék pti vzniku onemocnéni.

Prace v zemédé€lstvi a expozice pesticidim ¢i jinym chemikaliim byly spojeny s vySSim
rizikem rozvoje onemocnéni, naopak piti kdvy mélo protektivni vliv. U koufeni cigaret

nebyl prokdzan vztah k riziku nemoci.

V Cetnosti polymorfisml parkinu jsme u pacientd a kontrol nalezli vyraznéjsi rozdil,
pouze polymorfismus p.V380L m¢l témet dvakrat vyssi frekvenci v kontrolni skupiné,
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. VEtSinu mutaci tvotily heterozygotni exonové delece rizného rozsahu,
které vzdy zahrnovaly deleci exonu 2. Statistickou analyzou se nepodafilo prokazat
signifikantni rozdil Cetnosti genetickych zmén mezi pacienty a kontrolami, na cemz
muze mit podil relativné maly soubor nemocnych (n=70) a nizka frekvence genetickych
alteraci. Vzhledem k malé prevalenci mutaci parkinu v nas$i i polské populaci
(Koziorowski D. et al., 2010) je pravdépodobné, ze se v patogenezi EOPD u Slovanti
uplatiiuji dalsi genetické zmény, které jsou nyni predmétem naseho dalSiho vyzkumu

pomoci exomového sekvenovani.
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8. Seznam pouzitych zkratek

AD

AR
ATPI13A2
ATPaza
BH4
CDCrel-1
CDKS5

CI

DMSO
DNAJC6
DRD
EDTA
EIF4G1
EOPD
EVS
FBXO7
fMRI
GBA
GIGYF2
Grb10
GTPaza
Het
HGMD
Hom
HRM
Hsp90
HTRA2/OMI
H-Y
IBR
INK
KRS

L-DOPA

autozomalne dominantni
autozomalné recesivni

ATPaza typ 1342

enzym, ktery hydrolyzuje ATP
(adenosintrifosfat)

tetrahydrobiopterin

cell division cycle-related protein 1
cyklin-dependentni kindza 5
konfidencni interval

centralni nervova soustava
hlubokd mozkova stimulace
Daisuke-Junko-1

dimethylsulfoxid

DnaJ/Hsp40 homolog, subfamily C,
member 6

dopa-responzivni dystonie

kyselina ethylendiaminotetraoctova

eukaryotic translation initiation factor
4-gamma 1

Parkinsonova nemoc s ¢asnym zacatkem
Exome variant server

F-box only protein 7

funkcéni magneticka rezonance
glukocerebrosidadza

grbl0-interacting GYF protein-2

growth factor receptor-bound protein

enzym, ktery hydrolyzuje GTP
(guanosintrifosfat)

heterozygotni

Human gene mutation database
homozygotni

high resolution melt

heat shock protein 90

high temperature requirement protein A2
stupnice podle Hoehnové a Yahra

in between RINGdoména proteinu parkin
c-jun N-terminal kinase
Kuforiv-Rakebiv syndrom

L-3,4-dihydroxyfenylalanin; levodopa

LOPD
LRRK2

MAO-B

MAPT

MLPA

MMSE

mtDNA

NA

NBIA

ND3

NK-xB

NMSS

Nrf2

OR

P

Pael-R

PCR

PET

PINK1

PLA2G6

PN

POLG1

PP

RING

ROS

SIFT

SNc

SNCA

SPR

SYNJ1

Ubl

UCH-L1

UPS
VPS35

Parkinsonova nemoc s pozdnim zacatkem
leucine rich repeat kinase 2

mutace vyvolavajici nemoc
monoaminooxiddza B

microtubule-associated protein tau

multiplex ligation-dependent probe
amplification

Mini-mental state examination
mitochondrialni DNA

neni dotupné (not available)
neurodegenerace s akumulaci Zeleza
NADH dehydrogendza 3

nuclear factor kappa B

Non-motor symptoms scale

nuclear factor erythroid 2-related factor
odds ratio

polymorfismus asociovany s nemoci

parkin-associated endothelin receptor-like
receptor

polymerazova retézova reakce

pozitronova emisni tomografie

PTEN(phosphatase and tensin homolog)-
induced kinase 1

phospholipase A2, group VI
Parkinsonova nemoc
mitochondrialni DNA polymerdza gama

pyramidové priznaky

really interesting new gene doména proteinu
parkin

reactive oxygen species, volné radikaly
Sorting intolerant from tolerant
substantia nigra pars compacta
alfa-synuklein

sepiapterin reduktdaza

synaptojanin 1

ubiquitin-like doména proteinu parkin
ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1
ubikvitin-proteasomovy systém

vacuolar protein sorting 35
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Ptiloha 1. Strukturovany dotaznik, fenotypova charakteristika pacientt

Dotaznik - Parkinsonova nemoc

Centrum extrapyramidovych onemocnéni - Neurologicka klinika UK 1.LF a VFN, Praha 2, Katerinska 30

ID pacienta: | | Jste: | O pravak O levak

O preuceny levak na pravaka

Jméno a pfijmeni: Datum narozeni:

Mobil:

Pocatek onemocnéni

» Prvni projevy Parkinsonovy nemoci se u Vas objevily v roce:

» Parkinsonova nemoc byla u Vas diagnostikovana lékafem v roce:

» Hybné projevy Parkinsonovy nemoci u Vas zacaly drive na:

O levé strané téla
O pravé strané téla
O na obou stranach stejné

Prvni pfriznak(y) Parkinsonovy nemoci byl(y):

(zaskrtnéte pouze projev Ci projevy, které se objevily na zacatku onemocnéni)

» ztuhlost ¢i neobratnost koncetiny, prstu nebo Sije

» bolesti kloubu, ramen, koncetin, zad, apod.

» tres koncetin, hlavy ¢i trupu

» mimovolni nepfijemné staceni (kfece) prstl, konéetin, Sije €i trupu

» mimovolni svirani vicek

» krece ruky béhem psani

» porucha pisma (malé, Spatné citelné pismo, apod.)

» porucha feci (ticha ¢i nesrozumitelna rec, horsi vyjadrovani, apod.)

» porucha spanku (problémy s usinanim, casté buzeni, nespavost)

» porucha nalady (deprese, tizkost)

» poruchy paméti (zapominani, potize s vybavovanim slov, apod.)

» pocit unavy ¢i nevykonnosti

» sexualni obtize (poruchy erekce, ejakulace, apod.)

» vyrazna zacpa

» nahly pocit to¢eni hlavy €i nevolnosti po postaveni z lehu ¢i sedu

Olo|ooojojooo|jo|ojoo|O0|0O

» jiné (prosim napiste):



Ondrej Fiala
Text napsaný psacím strojem
Příloha 1. Strukturovaný dotazník, fenotypová charakteristika pacientů


Osobni anamnéza

S 5 pocet doba aktivniho
» koufeni nyni O ANO O NE (za den) KouFeni (roky)
» koufeni v minulosti O ANO O NE | Pocet doba aktivniho rok
(za den) koureni (roky) ukonceni

» divod ukonéeni koureni

O zdravotni diivody

O ztrata chuti na cigaretu

O jine:

» kava

O ANO O NE

pocet salku
(za den)

P prace (kdykoli béhem Zivota)

O v zemédélstvi
od roku:

pocet let:

O s fedidly a laky
od roku:

pocet let:

od roku:

O v chemickém pramyslu

pocet let:

Rodinna anamnéza

» Vyskytuje/vyskytla se u nékoho ve Vasi rodiné

PARKINSONOVA NEMOC? O ANO O NE
» Pokud ANO, u koho?
» Vyskytuje/vyskytl se u nékoho ve Vasi rodiné TRES? O ANO O NE

» Pokud ANO, u koho?

Pribuzensky vztah k jinému probandovi ve studii

» VysSetirovany je pribuzny dalSich

probandt ve studii EOPD -

(Cislo probanda/ti)

(uved'te druh pribuzenského vztahu probanda/i
k vysetrovanému)




= z H vyskyt nyni €i v prvni_ szwt @3l
Motorické projevy S zagatku PN
(roky)

» tremor (koncetiny, hlava ¢i trup) a
» rigidita (koncetiny, $ije i trupu) O
» hypokineze, bradykineze (zpomaleni a niz$i rozsah pohyb) a
» porucha Feéi a
» mikrografie O
O

» fokalni dystonie (koncetiny, blefarospasmus, grafospasmus)
lokalizace:
» porucha chtze, kratky, Souravy krok a
» freezing a hesitace (|
» pady pfi chizi O

» motorické projevy jsou nyni horsi na:

O levé strané téla
O pravé strané téla

O na obou stranach stejné

Non-motorické projevy (Nmss- 30)

tize cetnost

prvni vyskyt od
zacatku PN
(roky)

. tize: 0 — zadna // 1 — mirna, symptomy jsou pritomny, ale pacientovi ¢ini minimalni obtize // 2- stfedni, symptomy do urcité miry pacienta

obtézuji // 3- tézka, hlavni zdroj obtizi nebo postizeni pacienta

e  Cetnost: 1 = zfidka (méné nez 1x za tyden) // 2 = obcas (1x tydné) // 3 = ¢asto (nékolikrat tydné) // 4 = velmi casto (denné nebo neustéle)

» Kardiovaskularni obtize

- Prodélal pacient pocit omamenosti, zavrat nebo slabost pri vstavani
ze sedu nebo z lehu? + (UPDRS IV)

- Upadl pacient v diisledku mdloby nebo ztraty védomi?

» Spanek / inava

- Stava se pacientovi, Ze béhem dennich aktivit nemysiné dfima nebo usne?
(napr. béhem rozhovoru, jidla, pfi sledovani televize nebo pri ¢teni)

- Omezuje pacienta béhem dne unava Ci nedostatek energie (neni tim myslena
zpomalenost)?

- Ma pacient obtize s usinanim ¢i udrzenim spanku? + (UPDRS IV)

- Mivé pacient v klidu vsedé nebo vieZe nutkani k pohybim nohama ¢i neklid
v nohou, ktery se zlepSuje s pohybem?

» Nalada / kognice

- Ztraci pacient zajem o okoli?

- Ztraci pacient zajem o ¢innost a chybi mu motivace k zahajeni novych aktivit?




- Pocituje pacient bezdiivodné nervozitu ¢i obavy?

- Zda se byt pacient smutny ¢i depresivni nebo udava podobné pocity?

- Ma pacient oplostélou naladu bez béZného kolisani dobré a Spatné nalady?

- Ma pacient obtize s proZivanim radosti pfi béZnych aktivitach nebo udava
nedostatek radosti?

» Percepcni problémy / halucinace

- Udava pacient, Ze vidi véci, které na daném misté ve skutec¢nosti nejsou?

- Ma pacient utkvélé predstavy, o kterych vite, Ze nejsou pravdivé? (napr.: ze
byl poskozen, okraden nebo podvadén)

- Ma pacient dvojité vidéni? (dva oddélené obrazy pfedmétu, neni tim mysleno
rozmazané vidéni)

» Pozornost/pamét’

- Ma pacient problémy s udrZzenim pozornosti béhem ¢innosti? (napr. pri ¢teni
¢i rozhovoru)

- Zapomina pacient véci, které byly feGeny pred chvili ¢i udalosti, které se staly
v poslednich nékolika dnech?

- Zapomina pacient udélat veci? (Napf. uZit Iéky, vypnout domaci spotrebice)

» Zazivaci trakt

- Slinta pacient béhem dne?

- Ma pacient polykaci obtize?

- Trpi pacient zacpou? (vyprazdriovani méné nez 3-krat tydné)

- Trpi pacient nechutenstvim, nevolnosti ¢i zvracenim? (UPDRS IV)

O ANO

O NE

» Moceni

- Ma pacient potize s udrzenim mo¢i? (Urgence)

- Musi se pacient vymoéit do dvou hodin od posledniho moéeni? (Cetnost)

- Musi pacient pravidelné v noci vstavat, aby se vymocil? (Nykturie)

» Sexualni funkce

- Pocituje pacient zmeénu v zajmu o sex? (Vyrazné zvySeny nebo snizeny,
podtrhnéte)

- Mé pacient problémy pii sexu?

» Ruzné

- Ma pacient bolesti nevysvétlitelné jinou pfic¢inou? (souviseji s branim Iéku
a uleva nastava po uZziti antiparkinsonik?)

- Udava pacient zménu chuti nebo cichu?

O chut

O ¢ich




- Udava pacient zménu hmotnosti v posledni dobé? (nesouvisejici s dietou)

O hubnuti O nadvaha
- Udava pacient nadmérné poceni? (Nesouvisejici s horkym pocasim)
» Sleep benefit na zaéatku onemocnéni O vyrazny O mirny O zadny
» Sleep benefit nyni O vyrazny 0O mirny O 2adny

prvni vyskyt od

= vyskyt nyni ¢i v =
DySkl heze minulosti LT
(roky)
» peak-of-dose
» bifazické
» off dystonie (ranni dystonie) (UPDRS IV) a
O 0% O 1-25%dne
» jak velkou ¢ast doby bdéni jsou dyskineze pfitomny (UPDRS IV) O 26 -50% dne O 51-75% dne
O >76%dne
O vibec O mirné
» do jaké miry dyskineze zneschopiiuji (UPDRS IV) O stfedné O tézce
O zcela
O vabec O mirné
» do jaké miry mohou byt dyskineze bolestivé (UPDRS IV) O stfedné O silné
O velmi silné

vyskyt nyni €i v

prvni vyskyt od

Fluktuace hybnosti - zatatku PN
(roky)
» wearing-off (UPDRS V) a
» nepiedvidatelné on-off stavy (UPDRS IV) a
» nahlé on-off stavy, pfichazejici béhem nékolika sekund (UPDRS Iv) a
» off stavy béhem noci pfi probuzeni a
» ranni akineze O
O 0% O 1-25%dne

» jako cast dne je primérné pacient v off stavu? (UPDRS 1)

O 26 -50% dne
O >76%dne

O 51 -75% dne




T . usivani | usivanii | POPTvénasazen
erapie . - od zac¢atku PN
p kdykoli nyni (roky)

» Prvni nasazeny lék byl:
» L-DOPA (Isicom / Nakom / Madopar) a a
» L-DOPA - soucasna davka: mg /den
» Agonista dopaminu (Mirapexin / Reqiup / Permax) a a
nazev
» Agonista dopaminu - sou¢asna davka:
mg /den
» DBS O ANO O NE
» Odpovidavost na Ié€bu na za¢atku onemocnéni: O vyborna O pramérna O nizka
» Odpovidavost na lIé€bu nyni: O vyborna O pramérna O nizka

Stadium podle Hoehnové a Yahra

0 - bez pfiznakd nemoci // 1- jednostranné piiznaky // 1,5 - jednostranné priznaky + axialni postiz. // 2 - oboustranné postiZzeni + poruchy rovnovahy
2,5 - oboustranné postiZzeni s mirnou poruchou rovnovahy, schopen vyrovnat stoj po zkousce zvraceni trupu // 3 - mirné az stredné tézké postizeni,
posturalni instabilita, sobé&stacny // 4 - tézka nezpuUsobilost, jesté schopen chodit nebo stat bez pomoci // 5 - odkazan na vozik nebo upoutan na

IGzko, vstava jen s pomoci

» Soucasné stadium Parkinsonovy nemoci dle Hoehnové a Yahra:

Datum: Dotaznik vyplnil:




Priloha 2. Strukturovany dotaznik, fenotypova charakteristika kontrol

Dotaznik - geneticka banka kontrol

Neurologicka klinika UK 1.LF a VFN, Praha 2, Katerinska 30

ID probanda: | | Later: | O pravak O levak O preuceny levak na pravaka
Jméno a pfijmeni: R.C.: Mobil:
Adresa: Tel: Email:

Osobni anamnéza

» Vyska: » Vaha: » Pohlavi:

» Problémy pFi porodu O NE O ANO (uvedte jaké):

» Poruchy PM vyvoje O NE O ANO (uvedte jaké):

» Operace O NE O ANO (uvedte jaké):

» Jiné hospitalizace e

(v minulosti) O NE O ANO (uvedte davod):

» Alergie / autoimunita O NE O ANO (uvedte jaké):

» Pravidelna medikace O NE OO0 ANO (uvedte nazvy Ieki):

> Vzdslani Oz5 Os§ 0OVS e L Ol

dochazky:

» Soucasné povolani:

Rodinna anamnéza

(vék / vék pfi T / nemoci):

v rodiné:

» Matka

» Otec (v&k / vék pfi t / nemoci):

» Sourozenci: (pocet): (v&k / vé&k pfi T/ nemoci):

» Déti: (pocet): (v&k / vék pfi T / nemoci):

» Potraty déti: O NE O ANO (pocet): » Casté potraty O NE 0 AN



Ondrej Fiala
Text napsaný psacím strojem
Příloha 2. Strukturovaný dotazník, fenotypová charakteristika kontrol


Neurologicka onemocnéni

proband

v rodiné

z
m
>
z
o
z
m

ANO (uvedte kdo)

» Parkinsonova nemoc / syndrom

» Tres

» Dystonie

» Myoklonus, choera

» Tiky / Tourettetiv syndrom

» Demence (napf. Alzheimer)

» Roztrousena skleréza

» Epilepsie

» Migréna

» Syndrom neklidnych nohou

» Narkolepsie

» Insomnie

» Cévni mozkova pfihoda

» Nador mozku / michy
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» Infekce CNS (meningitida, encefalitida, borelioza)

O (uvedte jaké):

» Trauma CNS, bezvédomi

O (uvedte jaké):

» Intoxikace CNS (l¢ky, houby, CO, chemikalie, ad.)

O (uvedte jaké):

» Sledovani na neurologii

O|0|0/ 0|0 O0/O0|jO0|O0o|Oo|O0o|Oo|o|Oo|O0|O0|0)0O

O (uvedte prog):

Psychiatricka onemocnéni

proband

v rodiné
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ANO (uvedte kdo)

» Depresivni porucha

» Uzkostna porucha

» Psychotické onemocnéni (shizofrenie)

» ADHD

» OCD

» Koktavost

» Poruchy pfijmu potravy

» Alkoholismus

» Drogova zavislost

» Gamblerstvi

» Suicidium ¢i pokus o néj

Oo|lo|o|o|o|O0|o|O0|0(O0,0

Oo|lo|o0o/o|o0o|O0|o|O0| 00,0

» Sledovani na psychiatrii
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(uvedte pro¢):




proband v rodiné
DalsSi onemocnéni
NE | ANO | NE | ANO (uvedte kdo)
» Vysoky krevni tlak O O | O
» ICHS, AIM O (| O
» DM L. typu (cukrovka od détstvi, insulin) O O O O
» DM II. typu O (| a a
» Anémie O O a a
» Onemocnéni §titné zlazy (] (] O O
» Tumor O O (kde): O O (kde):
» Jina onemocnéni pacienta O O (uvedte jaka):
» Jina onemocnéni opakované v rodiné O O (uvedte jaka):

Rizika

i O v zemédélstvi
» Prace (kdykoli béhem Zzivota)

O s fedidly a laky

O v chemickém pramyslu

pocet let: pocet let: pocet let:
S poéet doba aktivniho abstinence (roky)

» Koureni O NE O ANO (za den) kouFeni (roky)

» Duvod ukonéeni koufeni O zdravotni diivody O ztrata chuti na cigaretu | [ jiné:

> Kava O NE O ANO | Pocet salku

(za den)
» Marihuana O NE O ANO » Drogy O NE O ANO (jaké):
Neurologické vysetreni norm. | patol. (specifikujte nélez)

» Hlava, mozkové nervy, fe¢ O a

» Krk a $ije (veetns rigidity) O

» Hrud’ a bficho O O

» Horni koncetiny (véetné rigidity a hypokineze) O a

» Dolni kon€etiny (vsetné rigidity a hypokineze) O a

» Patef, stoj a chlize O a

» MMSE: » Dalsi spoluprace O ANO O NE
Datum: Dotaznik vyplnil:






