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1. Wstęp 

Rozwój nauki i techniki w drugiej połowie XX wieku doprowadził do wydłużenia średniej 

długości życia, które przyczyniło się do zwiększonej liczby zachorowań na schorzenia typowe 

dla wieku starczego, w tym także na chorobę Parkinsona (chP). Obecnie chP jest jedną z najczęściej 

występujących chorób zwyrodnieniowych ośrodkowego układu nerwowego (OUN) i dotyczy niemal 

2% populacji w wieku powyżej 65 r.ż. oraz 5% w wieku powyżej 85 r.ż.. Co więcej, z danych 

szacunkowych wynika, że w obliczu starzenia się społeczeństw, liczba chorych na tę chorobę 

neurozwyrodnieniową będzie utrzymywała tendencję wzrostową. 

Chociaż chP została opisana po raz pierwszy blisko 200 lat temu, nadal pozostaje chorobą 

nieuleczalną, a jej przyczyna nie jest w pełni poznana. Obecnie wiadomo, że w przebiegu chP dochodzi 

do zaniku neuronów dopaminergicznych w obrębie istoty czarnej śródmózgowia na skutek toczącego 

się procesu zwyrodnieniowego, a przyczyną tego zaniku komórek nerwowych jest odkładanie się 

patologicznych form białek, takich jak: α-synukleina, parkina czy białko tau. Wykazano, że białka te 

tworzą złogi zaburzające metabolizm komórkowy i neuroprzekaźnictwo w obrębie struktur objętych 

chorobą. Wiadomo również,, że zaburzenia w strukturze patologicznych białek mogą być wynikiem 

oddziaływania zarówno czynników środowiskowych, jak i genetycznych. Mimo licznych doniesień w 

piśmiennictwie z zakresu molekularnego podłoża tej choroby, 

wciąż niewiele wiadomo o zachodzących interakcjach miedzy poszczególnymi genami 

odpowiedzialnymi za kodowanie patologicznych białek i ujawnienie się chP. 

Skutkiem braku znajomości mechanizmów patogenezy chP jest również niemożność 

wczesnego, pewnego przyżyciowego rozpoznania tej choroby. Obecnie diagnostyka chP opiera się 

na kryteriach klinicznych, poszerzonych o badania neuroobrazowe i stanowi jedynie prawdopodobne 

rozpoznanie tej choroby. Pewne rozpoznanie chP jest możliwe dopiero po badaniu 

neuropatologicznym na obecność w mózgu chorych zmian typowych dla tej choroby, wykonywanym 

post mortem. 

Jak wiadomo, brak wczesnego, pewnego rozpoznania chP może utrudnić podjęcie skutecznej 

terapii przyczyniając się do postępu choroby oraz do obniżenia komfortu życia chorych. Obecnie uważa 

się, że badania genetyczne mogą stanowić istotny element diagnostyki przyżyciowej chorych z chP, a 

wyjaśnienie mechanizmu wzajemnego oddziaływania pomiędzy genami związanymi z patogenezą 

choroby prawdopodobnie może pomóc w wyjaśnieniu nieznanych dróg selektywnego uszkodzenia 

neuronów dopaminergicznych w przebiegu chP. 
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1.1. CHOROBA PARKINSONA RYS HISTORYCZNY 

„…a kiedy Bóg Ra postarzał się, jego sylwetka pochyliła się, 

zaczął chodzić drobnymi krokami, a z ust wypływała mu ślina…” 
papirus Sterna 

Pierwsze opisy chP pojawiły się już w czasach starożytnych. Za najstarszy z opisów 

uważany jest egipski papirus Sterna pochodzący z XIII wieku p.n.e.. Kolejne opisy choroby 

przynosi biblijna Księga Koheleta czy księgi Ayurvedy [1]. W czasach nowożytnych opisy chP 

pojawiają się na początku XIX wieku. 

Za odkrywcę chP uważa się londyńskiego lekarza Jamesa Parkinsona, 

który w 1817 roku po raz pierwszy opisał podstawowe objawy tej choroby w pracy: 

An Essay on the Shaking Palsy (Ryc. 1) [2]. 

Ryc. 1. Pierwszy opis choroby Parkinsona autorstwa Jamesa Parkinsona z 1817 roku [3]. 

Autor nazwał tę chorobę „drżączką poraźną” i nazwa ta była używana aż do czasu, kiedy 

to francuski neurolog Jean-Martin Charcot zwrócił uwagę na fakt, 

że w przebiegu tego schorzenia nie zawsze występuje drżenie, a ponadto u chorych 

z chP nie obserwuje się porażenia. Jednocześnie Charcot nazwał chorobę od nazwiska odkrywcy, 

chP (Ryc. 2). Ponadto, Charcot i Armand Trousseau uzupełnili pierwotny 

opis kliniczny choroby o nowe objawy, takie jak: sztywność mięśni, bradykinezja, 

propulsja, retropulsja i mikrografia, rozróżniając jednocześnie drżenie zamiarowe 

od drżenia spoczynkowego [4]. Natomiast w latach 80-tych XIX wieku ukazała się 

praca Manual of Diseases of the Nervous System (1886-1888), w której angielski 

neurolog Ser William Gowers przedstawił niemal pełny obraz kliniczny i przebieg chP. 
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Ryc. 2. Chory z chorobą Parkinsona. Rysunek Charcota z Maroco z 1889 roku [5]. 

Pół wieku po odkryciu chP, w 1867 roku, uczeń Charcota, Leopold Ordenstein, zauważył 

zblednięcie istoty czarnej podczas badania autopsyjnego mózgu chorego z chP. Cztery lata 

później, wiedeński psychiatra Meynert wysunął hipotezę, o istotnej roli 

jąder podstawy mózgu w powstawaniu ruchów mimowolnych. Jednak dopiero wiek XX przyniósł 

kluczowe dla poznania chP odkrycia neuropatologiczne. W 1914 roku, 

Frederic Lewy opisał występowanie w jądrach niektórych neuronów dopaminergicznych 

charakterystycznych wtrętów określanych dziś mianem ciał Lewy’ego (ang. Lewy body, LB), 

a w 1919 roku Konstantin Trietiakoff w badaniach będących podstawą jego rozprawy doktorskiej 

potwierdził kluczową rolę uszkodzeń istoty czarnej w patofizjologii 

parkinsonizmu [6]. Kilkanaście lat później, prace Hasslera i Greenberga przyniosły 

opis zmian zwyrodnieniowych również w innych jądrach pnia mózgu [4]. 

Za odkrywcę zmian biochemicznych leżących u podstaw chP, uważany jest szwedzki 

biochemik Arvida Carlsson (Ryc. 3), który w 1957 roku wykazał znaczące obniżenie się poziomu 

dopaminy (DA) w komórkach układu dopaminergicznego, zaburzające funkcjonowanie jąder 

podstawy mózgu, stanowiące jednocześnie przyczynę objawów klinicznych w chP. Za to 

odkrycie Carlsson otrzymał w 2000 roku Nagrodę Nobla 

w dziedzinie medycyny. 

Natomiast rolę DA w patogenezie chP opisali Herbert Ehringer 

i Leopold Hornykiewicz dopiero w 1960 roku [8]. Następstwem tego przełomowego 

odkrycia było wprowadzenie w 1968 roku L-dopy do terapi chP. Mimo, że sześć lat wcześniej 

Watson i Crick odbierali Nagrodę Nobla za odkrycie struktury DNA (w 1962 roku), 

era odkryć w dziedzinie genetyki chP miała dopiero nastąpić. Kluczowe białko 

chP – alfa-synukleina (ang. alpha-synuclein, ASN) zostało odkryte w pęcherzykach 

synaptycznych Torpedo Californica dopiero w 1988 roku [10]. Pierwszą znalezioną 
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we włoskiej rodzinie Contrusi mutację w genie SNCA (ang. synuclein alpha) kodującym 

białko ASN, będącą jednocześnie pierwszą mutacją zidentyfikowaną w chP, 

opisano w 1990 roku [9]. Natomiast w 1998 roku po raz pierwszy opisano mutacje 

w genie dla białka parkiny (ang. parkin, PRKN) [11]. W rzeczywistości przełom wieku XX i XXI 

stał się też przełomem w badaniach nad genetycznym uwarunkowaniem chP. 

Ryc. 3. Arvid Carlsson [7]. 

1.2. DEFINICJA CHOROBY PARKINSONA 

Choroba Parkinsona to samoistna, powoli postępująca, zwyrodnieniowa choroba OUN, 

charakteryzująca się klinicznie: spowolnieniem ruchowym, sztywnością mięśni i drżeniem 

spoczynkowym, będąca następstwem zaniku komórek istoty czarnej śródmózgowia 

oraz dramatycznego zmniejszenia ilości dopaminy w prążkowiu [1]. 
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1.3. EPIDEMIOLOGIA CHOROBY PARKINSONA 

„Ludzie zawsze pytają mnie czy zadaję sobie pytanie: dlaczego ja?  

Odpowiadam im: Dlaczego nie ja?” 

Michael J. Fox 

Choroba Parkinsona jest jedną z najczęstszych chorób zwyrodnieniowych OUN. Według 

danych szacunkowych Światowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) 

na świecie cierpi na nią ok. 5 mln osób. W samej Europie 

problem tej choroby zwyrodnieniowej dotyka ok. 1,2 mln osób. Cierpi na nią 

ok. 1 mln Amerykanów i ok. 100 000 Brytyjczyków [11,12]. Jak wynika z badań 

epidemiologicznych w Stanach Zjednoczonych średnio, co 9 minut diagnozuje się 

nowy przypadek chP, co daje ok. 60 000 zachorowań rocznie. W Polsce liczba 

chorych na chP wynosi ok. 70 000, a rocznie odnotowuje się ok. 8 000 

nowych zachorowań [1]. Mężczyźni chorują na chP nieco częściej niż kobiety. 

Choroba Parkinsona jest zasadniczo chorobą wieku starszego. Przyjmuje się, 

że średni wiek zachorowania na chP wynosi 58 lat. Przypadki chP o wczesnym 

początku (WchP), tzn. ujawniającej się przed 40 r.ż. występują stosunkowo 

rzadko. Jeszcze rzadziej opisywane są przypadki tzw. młodzieńczej chP (MchP), 

z początkiem objawów klinicznych przed 30 r.ż. [13,14]. Uważa się, 

że o ile częstość występowania chP w populacji generalnej wynosi ok. 0,15%, 

to w populacji starszej niż 70 lat, wzrasta dziesięciokrotnie osiągając 1,5%, 

a w grupie osób powyżej 85 r.ż. nawet 2,6% [15,16]. 

Biorąc pod uwagę zjawisko starzenia się społeczeństw sugeruje się, że liczba 

chorych na chP będzie wzrastać na całym świecie i do 2030 roku może ulec 

podwojeniu w stosunku do danych z 2005 (Ryc. 4) [17,18]. 

Ryc. 4. Liczba chorych na chorobę Parkinsona na świecie w 2005 roku i szacunkowa liczba 

chorych na chorobę Parkinsona w 2030 roku (w mln) [17,18]. 
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Szacuje się, że w Polsce w 2020 roku liczba osób po 65 r.ż. może wynieść 

7,9 mln, co jednocześnie oznacza, że ok. 110 000 z nich najprawdopodobniej będzie 

chorować na chP. Choroba ta staje się, więc coraz większym problemem 

nie tylko medycznym, ale również społecznym i ekonomicznym (Ryc. 5). 

Ryc. 5. Liczba chorych na chorobę Parkinsona w Polsce w 2005 roku 

i szacunkowa liczba chorych w 2030 roku [1,17]. 

Problem ekonomiczny dla gospodarki wielu krajów wynika z faktu, że koszt 

opieki zdrowotnej nad chorym z chP obecnie wynosi od 5 000 do 10 000 Euro rocznie. 

Zatem chP kosztuje społeczeństwo Europy blisko 11 bilionów Euro rocznie, 

a niektóre dane wskazują, ze nawet blisko 14 bilionów Euro (Ryc. 6) [19,20]. 

W Stanach Zjednoczonych chP pochłania według danych szacunkowych 

od 6 do 25 miliardów USD rocznie. 

Ryc. 6. Koszty rocznej opieki nad chorym na chorobę Parkinsona w wybranych 

państwach Europy (dane w Euro) [20].  
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1.4. OBJAWY KLINICZNE CHOROBY PARKINSONA 

Jako cztery główne objawy chP wymienia się: 

 drżenie spoczynkowe, 

 spowolnienie ruchowe, 

 sztywność mięśni, 

 zaburzenia stabilności postawy. 

Najczęściej pierwszym objawem klinicznym chP jest drżenie spoczynkowe jednej ręki. 

U chorych mogą pojawić się również zaburzenia równowagi, stabilności postawy 

lub ograniczenie w wykonywaniu prostych czynności, takich jak: wstawanie z krzesła lub łóżka. 

Oprócz drżenia może wystąpić niesprawność jednej kończyny górnej lub jej dystoniczne 

ustawienie przy chodzeniu [1]. Charakterystyczna dla chP jest również pochylona sylwetka ciała 

spowodowana wzmożonym napięciem mięśni przykręgosłupowych, a także chód drobnymi 

krokami (Ryc. 7). 

Ryc. 7. Ilustracja przedstawiająca charakterystyczne cechy postawy ciała u osoby chorej 

na chorobę Parkinsona (autor: Sir William Richard Gowers) [21]. 

Jednocześnie wzmożone napięcie mięśni karku powoduje unoszenie głowy podczas 

leżenia na plecach (tzw. objaw „poduszki powietrznej”). Obserwuje się także ograniczenie 

amplitudy ruchów, objawiające się mikrografią i hipomimią. Charakterystyczna jest też 

monotonna mowa chorego pozbawiona intonacji, co jest związane z ograniczeniem ruchu 

strun głosowych. Z czasem pojawiają się zaburzenia równowagi mogące prowadzić 

do częstych upadków [1,15]. 

Jak wiadomo w chP poza zaburzeniami ruchowymi, występują również zaburzenia 

neuropsychiatryczne, obejmujące m.in. otępienie, stany depresyjne i ujawnienie się 

charakterystycznych cech osobowości oraz dysfunkcje układu autonomicznego. 

http://pl.wikipedia.org/wiki/William_Richard_Gowers
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Otępienie w przebiegu chP występuje u 20-40% chorych. Podstawową skalą 

służącą do oceny funkcji poznawczych jest Krótka Skala Oceny Stanu Umysłowego 

(ang. Mini Mental State Examination, MMSE) obejmująca ocenę m.in. zapamiętywania, 

orientacji w czasie i miejscu, uwagi i iczenia, funkcji językowych, przypominania 

oraz powtarzania [22]. 

W chP uszkodzenie układu autonomicznego obejmuje zmiany o charakterze 

neurodegeneracyjnym oraz występowanie LB w obrębie neuronów ośrodkowych 

(pień mózgu, podwzgórze) i obwodowych (sploty sercowe, sploty śródścienne jelita 

oraz zwoje współczulne) [23]. Wykazano, że u ponad 80% chorych z chP obserwuje się 

występowanie objawów ze strony układu autonomicznego, chociaż u części chorych 

zaburzenia w tym układzie pozostają bezobjawowe. Obecnie, wśród zaburzeń układu 

autonomicznego w przebiegu chP najczęściej wymienia się: zaparcia, zaburzenia węchu, ślinotok 

i łojotok, hipotonię ortostatyczną, arytmię serca czy dysfagię. Co ciekawe, 

według niektórych autorów, część z tych zaburzeń, szczególnie zaparcia 

i zaburzenia węchu oraz smaku, mogą nawet o kilka lat wyprzedzać objawy 

ruchowe w chP [1,24,25]. 

Postęp chP najczęściej oceniany jest w pięciostopniowej skali 

zaproponowanej przez amerykańskich neurologów, Hoehn i Yahra (Tab. 1) [26]. 

Tab. 1. Skala zaawansowania choroby Parkinsona według Hoehn i Yahra (H-Y) [26] 

Stopień zaawansowania 

choroby w skali H-Y 
Objawy kliniczne 

1 
Objawy jednostronne, bez wyraźnego wpływu na codzienne funkcjonowanie 

chorego i upośledzenia czynnościowego. 

2 

Objawy obustronne lub osiowe, wciąż z przewagą objawów 

po jednej stronie ciała. Brak zaburzeń równowagi. 

Obserwuje się prawie wszystkie typowe objawy choroby: hipomimię, hipotonię, 

wolniejszy chód, przodopochylenie, upośledzenie sprawności ruchowej. 

3 

Wyraźne objawy obustronne. Pierwsze objawy upośledzenia 

odruchów postawy. Chory zachowuje niezależność w życiu codziennym, 

choć wiele czynności wykonuje z trudem i znacznie wolniej. 

Przyjmuje również sylwetkę i chód parkinsonowski. 

4 

Występuje znaczne upośledzanie sprawności ruchowej. Chory wymaga pomocy 

przy czynnościach dnia codziennego. Funkcja samodzielnego stania 

i chodzenia jest nadal zachowana, pomimo licznych upadków. 

5 

Przy braku pomocy przywiązanie do łóżka lub wózka inwalidzkiego. 

Chory jest całkowicie zależny od otoczenia (głównie siedzi lub leży). 

Chód jest możliwy jedynie przy pomocy opiekunów. 
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1.5. DIAGNOSTYKA CHOROBY PARKINSONA 

Za względu na brak przeżyciowych testów diagnostycznych w chP, rozpoznanie 

tej choroby neurologicznej opiera się o kliniczne kryteria rozpoznania 

prawdopodobnej chP, według UKPDSBB (ang. United Kingdom Parkinson’s Disease 

Society Brain Bank) [178] i przebiega w kilku etapach. 

W pierwszym etapie rozpoznania chP diagnozuje się zespół parkinsonowski 

jeśli u chorych występuje spowolnienie ruchowe oraz przynajmniej jeden 

z wymienionych objawów: 

 sztywność mięśniowa, 

 drżenie spoczynkowe o częstości 4-6 Hz, 

 zaburzenia stabilności postawy niespowodowane zaburzeniami wzrokowymi, uszkodzeniem 

błędnika lub móżdżku, czy też zaburzeniami czucia głębokiego [27,28]. 

W kolejnym etapie rozpoznania chP przeprowadza się analizę kryteriów wykluczających 

rozpoznanie chP, obejmujących: 

 udar mózgu w wywiadzie ze skokową progresją objawów parkinsonowskich, 

 kilkakrotne urazy głowy w wywiadzie, 

 przebyte zapalenie mózgu, 

 napady „wejrzeniowe”, 

 stosowanie neuroleptyków w momencie pojawienia się objawów parkinsonizmu, 

 występowanie podobnych objawów u więcej niż jednego członka rodziny, 

 długo utrzymującą się remisję, 

 wyłączenie jednostronności objawów przy dłuższym niż 3 lata trwaniu choroby, 

 porażenie skojarzonego ruchu gałek ocznych, 

 objawy móżdżkowe, 

 wczesne pojawienie się poważnych zaburzeń autonomicznych, 

 wczesne pojawienie się znacznego stopnia otępienia z zaburzeniami pamięci, mowy i praksji, 

 obecność objawu Babińskiego, 

 obecność guza mózgu lub wodogłowia normotensyjnego w neuroobrazowaniu, 

 brak reakcji na duże dawki L-dopy po wykluczeniu zaburzeń wchłaniania, 

 kontakt z 1-methyl-4phenyl-1,2,3,6-tetrahydro-pyridine (MPTP) w wywiadzie [1]. 
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Podczas diagnostyki różnicowej chP analizie podlegają również kryteria dodatkowo 

potwierdzające rozpoznanie tej choroby, do których należą: 

 jednostronny początek, 

 obecność drżenia spoczynkowego, 

 postęp choroby, 

 utrzymywanie się asymetrii objawów przy postępie choroby, 

 bardzo dobra reakcja na L-dopę (poprawa rzędu 70-100%) 

 pojawienie się nasilonych dyskinez pląsawiczych w przebiegu leczenia L-dopą, 

 utrzymywanie się dobrej reakcji na L-dopę przez co najmniej 5 lat, 

 długotrwała, powyżej 10 lat, obserwacja kliniczna. 

Rozpoznanie klinicznie pewnej chP odbywa się w oparciu o stwierdzenie obecności 

u chorych, co najmniej 3 spośród dodatkowych kryteriów rozpoznania tej choroby. 

Ponadto, opracowano tzw. uproszczone kryteria diagnostyczne w chP i przyjęto następującą 

terminologię: 

możliwa choroba Parkinsona: charakter postępujący, obecność przynajmniej 2 

z 3 następujących cech: akinezja, sztywność, drżenie spoczynkowe oraz brak cech nietypowych, 

prawdopodobna choroba Parkinsona: kryteria, jak powyżej i 2 cechy z poniższych: 

wyrażona odpowiedzią na L-dopę, występowanie fluktuacji i dyskinez związanych z leczeniem 

L-dopą, asymetria objawów, 

potwierdzona choroba Parkinsona: spełnione kryteria kliniczne i potwierdzenie 

w badaniu neuropatologicznym zwyrodnienia istoty czarnej, obecność LB w istocie czarnej 

oraz brak wtrętów w oligodendrogleju [29]. 

Rozpoznanie chP często jest problematyczne, zwłaszcza na początku choroby, 

a kryteria kliniczne nie zawsze rozwiązują wątpliwości diagnostyczne [30]. 

Szczególnie trudne jest różnicowanie chP oraz zaniku wieloukładowego (ang. multiple system 

atrophy, MSA) i postępującego porażenia nadjądrowego (ang. progressive supranuclear 

palsy, PSP). 

Pomocniczo w chP wykonuje się badania neuroobrazowe: tomografię 

komputerową (KT), rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging, MRI), tomografię 

emisyjną pojedynczych fotonów (ang. single photon emission computed tomography, SPECT) 

oraz pozytonową tomografię emisyjną (ang. positron emission tomography, PET). 

Tomografia komputerowa i MRI znajdują zastosowanie przede wszystkim 

w diagnostyce wtórnych zespołów parkinsonowskich. U chorych wykonuje się również 

badanie PET z zastosowaniem 17-fluorodopy, które pozwala na wykazanie obniżenia 

metabolizmu DA w strukturach dotkniętych procesem chorobowym (Ryc. 8). Jednakże, 
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ze względu na ograniczoną dostępność i bardzo wysoki koszt, badanie 

wykonywane jest głównie w celach naukowych, a jego znaczenie dla celów klinicznych 

jest obecnie ograniczone [1]. Duże nadzieje wiąże się z zastosowaniem metody SPECT 

do rutynowej diagnostyki chP. Metoda ta wykorzystuje znaczniki izotopowe w celu 

wykazania deficytu DA w obrębie prążkowia. Jest tańsza i bardziej dostępna niż PET. 

Jej wadą jest jednak brak możliwości rozróżnienia chP od atypowych zespołów 

parkinsonowskich [31]. 

Ryc. 8. Przykładowy obraz badania pozytonowej tomografii emisyjnej u chorych 

z chorobą Parkinsona w różnym stadium zaawansowania choroby (od1 do 3 stopnia) 

i osoby kontrolnej [32]. 

Pomimo postępów w diagnostyce i leczeniu chP, nadal jedynym badaniem 

potwierdzającym pewne rozpoznanie chP pozostaje ocena neuropatologiczna na obecność 

patologicznych zmian w OUN, wykonywana post mortem [33]. 

1.6. FARMAKOTERAPIA W CHOROBIE PARKINSONA 

Od lat 60-tych XX wieku podstawowym lekiem stosowanym w leczeniu chP 

jest L-dopa. Niestety skuteczność terapii L-dopą u chorych z chP często maleje 

wraz z postępem choroby oraz wiąże się z występowaniem licznych skutków 

ubocznych, głównie zaburzeń ruchowych. Zarówno doniesienia literaturowe 

 z 1969 roku, Yahra i wsp., jak i wyniki badania ELLDOPA [34,35] wykazały, 

że u chorych z chP leczonych L-dopą pojawiają się fluktuacje i dyskinezy zależne 

nie tylko od czasu podawania leku, ale także od jego dawki. Obecnie zalecane jest 

Kontrola 
ChP 

st. 1 H-Y 

ChP 

st. 2 H-Y 

ChP 

st. 3 H-Y 
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stosowanie L-dopy od wczesnych etapów choroby ze zwróceniem szczególnej uwagi 

na stosowanie najniższych skutecznych dawek [36]. 

Terapią alternatywną do terapii L-dopą w chP jest podawanie chorym agonistów 

receptorów dopaminowych, które w bezpośredni sposób pobudzają receptory dopaminowe, 

wykazując jednocześnie dłuższy biologiczny okres półtrwania leku. Badania ostatnich lat 

wykazały, że agoniści receptorów dopaminowych poza działaniem pobudzającym na receptory 

dopaminergiczne komórek nerwowych prążkowia mogą wykazywać również działanie 

neuroprotekcyjne [37] oraz hamować proces agregacji ASN [38]. Jednakże często skuteczność 

działania agonistów receptorów dopaminowych jest mniejsza od L-dopy oraz może powodować 

więcej skutków ubocznych. 

U chorych z chP kwestia wyboru farmakoterapii, L-dopą czy agonistami dopaminy, 

wymaga oceny ryzyka wystąpienia objawów niepożądanych oraz indywidualnego podejścia 

do chorego. Niemniej jednak, obecnie L-dopa pozostaje najskuteczniejszym i najlepiej 

tolerowanym lekiem stosowanym w objawowym leczeniu chP. 

Międzynarodowe wytyczne dotyczące leczenia chP zalecają rozpoczęcie leczenia 

w początkowym okresie choroby jednym lekiem – L-dopą, agonistą receptorów 

dopaminergicznych lub inhibitorem monoaminotransferazy B (ang. monoamine 

oxidase B, MAO-B; selegilina, rasagalina), a w przypadku niewystarczającej odpowiedzi 

na leczenie dopaminergiczne włączenie L-dopy z inhibitorem katecholo-O-metyltransferazy 

(ang. catechol-O-methyltransferase, COMT), zwiększającym penetrację L-dopy do OUN, 

lub dołączenie do leczenia dopaminergicznego, selegiliny, rasagiliny, amantadyny, 

czy cholinolityków. Sugeruje się również rozważenie leczenia chirurgicznego [33,39-41]. 

Na całym świecie prowadzi się badania nad poszukiwaniem skutecznej terapii w chP, 

a zarazem leków o działaniu neuroprotekcyjnym i hamującym proces zwyrodnieniowy w obrębie 

istoty czarnej w śródmózgowiu chorych z chP. 

1.7. ZMIANY NEUROPATOLOGICZNE 

W CHOROBIE PARKINSONA 

W obrazie neuropatologicznym mózgu chorych z chP obserwuje się przede wszystkim 

zanik neuronów dopaminergicznych w obrębie istoty czarnej szczególnie w jej części zbitej, 

co jednocześnie prowadzi do zmniejszenia gęstości dopaminergicznych zakończeń 

nerwowych w prążkowiu. Zanik komórek nerwowych w chP dotyczy nie tylko neuronów 

http://en.wikipedia.org/wiki/Monoamine_oxidase_A
http://en.wikipedia.org/wiki/Monoamine_oxidase_A


Wstęp 

 

 

 
 

13 

dopaminergicznych, ale także serotoninergicznych czy cholinergicznych i jest obserwowany 

również w obrębie innych struktur OUN, takich jak: jądro sinawe, jądra szwu 

oraz jądra podstawne Meynerta. Zanik neuronów stwierdza się także w obrębie jądra 

grzbietowego nerwu błędnego, opuszki węchowej, jąder wzgórza, kory limbicznej 

oraz w obwodowych neuronach współczulnych układu sercowo-naczyniowego 

i pokarmowego [1,39]. 

W obszarach dotkniętych chP, obserwuje się również w cytoplazmie komórek 

nerwowych obecność patologicznych, okrągłych bądź wielopłatowych wtrętów 

komórkowych, zwanych LB. Wykazano, że LB mogą odkładać się w pniu mózgu, 

korze mózgu i podkorowej istocie szarej, a ich lokalizacja zależy od stadium 

rozwoju choroby. 

W okresie bezobjawowym ich obecność obserwowano w rdzeniu przedłużonym, moście 

oraz w miejscu sinawym, a także w obrębie struktur drogi węchowej. 

W stadium 3 i 4 rozwoju choroby, według Braaka pojawiały się w istocie czarnej 

oraz jądrach nerwów językowo-gardłowego i błędnego, a w ostatnich stadiach rozwoju 

choroby (5 i 6) także w obrębie kory mózgu [42]. 

Obecność LB wykazano u większości chorych z chP, ale nie obserwowano ich 

w niektórych postaciach rodzinnej chP (RchP). Jak wiadomo, obecność LB nie jest 

patognomiczna dla chP. Ciała Lewy’ego pojawiają się również w innych schorzeniach 

neurozwyrodnieniowych zaliczanych do alfasynukleinopatii i w przebiegu fizjologicznego 

procesu starzenia [43]. 

U chorych z chP w badaniach immunohistochemicznych wykazano obecność 

dodatkowych patologicznych struktur, charakterystycznych włókienek będących degenerującymi 

wypustkami neuronów, tzw. neurytów Lewy’ego (Ryc. 9) [44]. 

Ryc. 9. Histopatologiczny obraz przedstawiający neuryty i ciała Lewy’ego [45]. 

Z badań struktury LB wynika, że w ich skład wchodzą liczne, ubikwitynowane  

i wolne białka, takie jak: elementy cytoszkieletu komórkowego, fragmenty kompleksu 

ubikwityna-proteasom, monomery ubikwityny, ASN, parkina oraz białko tau [1]. 
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1.8. PODŁOŻE MOLEKULARNE CHOROBY PARKINSONA 

Przyczyna zmian patologicznych w chP, podobnie jak w innych chorobach 

neurozwyrodnieniowych nie jest całkowicie poznana. Wiadomo, że proces zwyrodnieniowy 

w OUN chorych z chP na wiele lat wyprzedza pojawienie się objawów klinicznych. 

Obecnie, procesy patologiczne toczące się w tej chorobie zwyrodnieniowej wyjaśnia się 

w oparciu o kilka hipotez (Ryc. 10). 

Jedna z hipotez zakłada, że przyczyną chP prawdopodobnie może być 

odkładanie się w określonych strukturach OUN patologicznych białek 

o nieprawidłowej konformacji przestrzennej, prowadzące do zaburzenia metabolizmu 

komórek nerwowych i rozwoju procesu zwyrodnieniowego. Uważa się, że w RchP 

patologiczne białka powstają w wyniku mutacji genu je kodującego, natomiast w postaciach 

sporadycznych chP (SchP) są wynikiem posttranslacyjnych modyfikacji [46]. 

Według innej hipotezy w chP dochodzi do uszkodzenia i śmierci neuronów 

na skutek dysfunkcji układu ubikwityna-proteasom. W warunkach fizjologicznych 

układ ten bierze udział w rozpoznaniu nieprawidłowych białek przez komórkowe 

mechanizmy kontrolne, zubikwitynylowaniu i skierowaniu ich na drogę eliminacji 

w proteasomach. Jak wiadomo, do procesu usuwania białek, zarówno do ubikwitynizacji, 

jak i do degradacji w proteasomach, niezbędna jest energia. Sugeruje się, 

że niepełna wydajność układu ubikwityna-proteasom w chP, może być spowodowana 

spadkiem energii wywołanej defektem I kompleksu mitochondrialnego oraz zmniejszoną 

produkcją adenozynotrójfosforanu (ang. adenosine triphosphate, ATP) [1,47,48]. 

Z zaburzeniem energetycznym związana jest też kolejna teoria, wskazująca 

na udział stresu oksydacyjnego w uszkodzeniu komórek nerwowych [1]. Liczne doniesienia 

wskazują również na związek patogenezy chP z procesem apoptozy [49]. 

Przyczyny chP upatruje się także w czynnikach genetycznych. Jak do tej pory 

opisano wiele genów związanych z występowaniem RchP i/lub odpowiadających im 

miejsc genowych oznaczonych jako PARK. Geny PARK oraz ich loci zestawiono 

w tabeli 2 (PARK1–PARK16) [50]. Wykazano, że ich produkty białkowe m.in. ASN 

i parkina należą do istotnych czynników rozwoju zmian zwyrodnieniowych w chP. 
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Tab. 2. Opisane miejsca genowe dla rodzinnej choroby Parkinsona i odpowiadające im geny [50] 

Locus 
Lokalizacja 

na chromosomie 
Gen 

Sposób 

dziedziczenia 

PARK1, PARK4 4q21 SNCA AD 

PARK2 6q25.2-q27 PRKN AR 

PARK3 2p13 Nieznany AD 

PARK5 4p14 UCHL1 AD 

PARK6 1p35-p36 PINK1 AR 

PARK7 1p36 DJ1 AR 

PARK8 12p12 LRRK2 AD 

PARK9 1p36 ATP13A2 AR 

PARK10 1p32 Nieznany AD 

PARK11 2q37.1 GIGYF2 AD 

PARK12 Xq21-q25 Nieznany ? 

PARK13 2p13 HTRA2 ? 

PARK14 22q13.1 PLA2G6 AR 

PARK15 22q12-q13 FBXO7 AR 

PARK16 1q32 SLC41A1 ? 

AR- autosomalnie recesywnie, AD- autosomalnie dominująco. 

Ryc. 10. Schematyczne ujęcie mechanizmów potencjalnie włączonych 

w patomechanizm choroby Parkinsona.  
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1.9. ROLA ALFA-SYNUKLEINY W PATOGENEZIE 

CHOROBY PARKINSONA 

1.9.1. BUDOWA I FUNKCJE ALFA-SYNUKLEINY 

Alfa-synukleina jest białkiem zbudowanym ze 140 aminokwasów i należy 

do wspólnej rodziny białek wraz z β- i γ-synukleiną [51]. W budowie ASN wyróżnia się 

w obrębie N-końca region amfipatyczny zawierający sześć konserwowanych powtórzeń 

KTKEGV, centralny region hydrofobowy, w skład którego wchodzi domena NAC 

(ang. non amyloid-βcomponent), oraz C-końcowy region o charakterze kwasowym (Ryc. 11) 

[52]. 

Ryc. 11. Schemat budowy alfa-synukleiny [52]. 

Przez wiele lat struktura ASN określana była jako ,,niezwinięty” łańcuch 

aminokwasów, przyjmujący postać helikalną jedynie w połączeniu z lipidami błon 

komórkowych. Sądzono, że ASN występuje pod postacią monomerów, 

jednak najnowsze badania wykazały, że ASN w warunkach fizjologicznych 

w znacznej mierze przyjmuje postać tetramerów i może występować pod postacią 

heliakalną bez połączenia z lipidami błonowymi (Ryc. 12) [53]. 
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Ryc. 12. Modele budowy alfa-synukleiny: a) w postaci rozpuszczalnej, b) w postaci 

heliakalnej, c) w postaci tetrameru [54,55]. 

W badaniach immunohistochemicznych wykazano, że ASN zasadniczo występuje 

w postaci związanej zarówno z błoną jądrową, jak i w obrębie pęcherzyków 

synaptycznych [56]. Natomiast w mniejszym stopniu występuje ona w postaci wolnej 

w obrębie cytoplazmy. 

Funkcje ASN nie są w pełni poznane, jednak ze względu na jej lokalizację 

komórkową sugeruje się związek tego białka z transportem synaptycznym, a jej interakcje 

z białkami cytoszkieletu mogą wskazywać na jej udział w aksonalnym transporcie 

pęcherzyków synaptycznych [57]. Wykazano, że ASN może wpływać na wielkość pęcherzyków 

synaptycznych poprzez modulację metabolizmu lipidów i zapobieganie 

ich hydrolizie do zasady i kwasu fosfatydowego, odpowiedzialnego za tworzenie 

pęcherzyków synaptycznych z błon komórkowych. Wykazano również, że ASN 

reguluje czynność pęcherzyków synaptycznych przez wiązanie i transport kwasów tłuszczowych 

[58,59], a także bierze udział w przemianach fosfolipidów błonowych 

poprzez hamowanie aktywności fosfolipazy D2 (ang. phospholipase D2, PLD2) [58]. 

Istnieją również doniesienia wskazujące na udział ASN w procesie różnicowania 

i przeżywalności neuronów dopaminergicznych myszy oraz komórek progenitorowych 

człowieka [60,61], jak również na antyapoptotyczne działanie ASN [62,63]. 

Ponadto wiadomo, że ASN może ulegać degradacji przy udziale 

układu ubikwityna-proteasom lub alternatywnie na drodze lizosomalnej autofagii 

oraz rozkładowi przez cytoplazmatyczne proteazy m.in. kapaniny I [64]. Zaburzenia 

w strukturze i funkcji ASN obserwowane są w szeregu chorób neurodegeneracyjnych, 

takich jak: chP, atrofia wielosystemowa, MSA, czy choroba otępienna z ciałami 

Lewy’ego, nazwanych wspólnie α-synukleinopatiami. 
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1.9.2. CZYNNIKI WPŁYWAJĄCE NA AGREGACJĘ ALFA-SYNUKLEINY 

W CHOROBIE PARKINSONA 

Zaburzenia w strukturze ASN (β-harmonijka) obserwowane w przebiegu chP 

mogą prowadzić do jej agregacji i tworzenia rozpuszczalnych oligomerów, a następnie 

nierozpuszczalnych filamentów i złogów w obrębie komórek nerwowych w postaci LB 

i neurytów Lewy’ego (Ryc. 13) [65]. 

Ryc. 13. Etapy agregacji alfa-synukleiny [66]. 

Nie podlega wątpliwości, że proces agregacji ASN jest zjawiskiem niekorzystnym 

dla komórek nerwowych nie tylko ze względu na dużą toksyczność powstających 

agregatów, ale również z powodu zaburzenia funkcji fizjologicznych ASN 

spowodowanych obniżeniem jej biodostępności [67]. Wykazano, że proces agregacji ASN 

w chP może być modulowany przez wiele czynników m.in. przez stres oksydacyjny, 

inne białka neuronalne, parkinę, neuroprzekaźniki katecholaminowe, a szczególnie DA 

oraz mutacje w genie SNCA. Wydaje się również, że wpływ na proces agregacji ASN 

mogą mieć czynniki prowadzące do destabilizacji tetramerów ASN (Ryc. 14). 

Ryc. 14. Czynniki wpływające na agregację alfa-synukleiny. 

ASN- alfa-synukleina, BSN- beta-synukleina, LRRK2 (ang. Leucine Repeat Rich Kinase 2).  
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1.9.3. MUTACJE W GENIE KODUJĄCYM ALFA-SYNUKLEINĘ, 

A PROCES AGREGACJI ASN 

Gen SNCA zlokalizowany jest na długim ramieniu chromosomu 4 (4q21.3-22). Pierwszą 

z opisanych mutacji punktowych genu SNCA warunkujących ujawnienie się 

chP była transwersja G na A w pozycji 209 eksonu 4 powodująca zamianę alaniny (A) 

na treoninę (T) w pozycji 53 białka ASN [68]. 

Co ciekawe, ewolucyjnie konserwowany gen SNCA u myszy, szczura 

oraz kanarka fizjologicznie zawiera T zamiast A w pozycji 53 kodonu, których zamiana 

u ludzi prowadzi do ujawnienia się chP. Już pierwsze doniesienia literaturowe 

opisujące przypadek sycylijskiej rodziny Contrusi, w której występowała RchP 

wywołana mutacją A53T SNCA wskazywały na szybszy postęp choroby i wczesny 

jej początek. Większość członków rodziny Contrusi z mutacją A53T SNCA 

dotkniętych chP przejawiała jednostronne drżenie spoczynkowe, zaburzenia postawy 

i chodu, spowolnienie ruchowe oraz sztywność mięśni. Często dochodziło u nich 

do rozwoju cech otępienia (z różnym nasileniem). Chorzy dobrze reagowali na terapię 

L-dopą, ale występowały u nich liczne dyskinezy [68]. 

Kolejną mutacją punktową genu SNCA była zidentyfikowana w niemieckiej 

rodzinie transwersja G>C w pozycji 88 w eksonie 3 prowadząca do zamiany A 

na prolinę (P) w pozycji 30 białka ASN. Jak wykazano, w wyniku tej mutacji ASN 

została pozbawiona zdolności łączenia się N-końcową domeną z błoną pęcherzyków 

synaptycznych przenoszonych szybkim transportem aksonalnym, prowadząc do zmiany 

lokalizacji ASN w komórce. Choroba Parkinsona wywołana mutacją A30P SNCA 

wiązała się ze stosunkowo wczesnym wiekiem ujawnienia choroby i charakteryzowała się 

nieco łagodniejszym przebiegiem w porównaniu z chorymi z mutacją A53T SNCA 

[69]. W przypadku obu mutacji opisywano dużą zmienność objawów w obrębie 

poszczególnych rodzin [68,69]. 

Opisano również trzecią mutację punktową genu SNCA wywołującą zamianę 

kwasu glutaminowego (E) na lizynę (K) w pozycji 46 białka [70]. Jak wykazano, 

mutacja E46K SNCA, zmieniając polaryzację ASN, wpływa na występowanie 

znacznych zmian fizykochemicznych i molekularnych w obrębie tego białka. Sugeruje się 

również, iż mutacja E46K SNCA, poprzez modyfikację wiązania z fosfolipidami błon 

komórkowych, może zaburzać uwalnianie neurotransmiterów, również katecholamin, 

oraz powodować bardziej efektywną agregację ASN w porównaniu z mutacjami A53T 

i A30P [71]. W obrazie klinicznym chorych z mutacją E46K SNCA obserwowano 

nie tylko zaburzenia motoryczne i cechy otępienia, ale również halucynacje 
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wzrokowe [70]. Jak wynika z najnowszych doniesień, u chorych z mutacją E46K 

SNCA zaburzenia neuropsychologiczne pojawiają się na wczesnym etapie choroby 

i mogą stanowić odrębną cechę zaburzeń poznawczych [72]. 

Wykazano, że agregacja ASN może być wywołana nie tylko mutacjami 

punktowymi genu SNCA, ale również duplikacją czy triplikacją tego genu. Ponadto, 

wykazano, że triplikacja genu SNCA prowadzi do dwukrotnego zwiększenia 

poziomu ASN, natomiast duplikacja podnosi poziom tego białka półtorakrotnie [73]. 

Obecnie wiadomo, że triplikacja genu SNCA związana jest z występowaniem WchP 

o szybkim postępie choroby, w przebiegu, której często dochodzi do rozwoju 

otępienia i zaburzeń układu autonomicznego [74]. Z kolei, chP wywołana 

duplikacją genu SNCA ujawnia się nieco później, rozwija powoli, bez cech 

otępienia i charakteryzuje obrazem klinicznym podobnym do SchP [75]. 

Obecnie uważa się również, że występująca u chorych z chP warunkowaną 

triplikacją genu SNCA, hipotonia ortostatyczna, której nie opisywano w przypadkach 

duplikacji genu prawdopodobnie może być związana z zaburzeniami powstawania 

pęcherzyków synaptycznych i zachodzącej w nich biosyntezy noradrenaliny i adrenaliny 

wywołanej dysfunkcją ASN [74,75]. Hipoteza ta, wydaje się tłumaczyć wyniki 

szeregu badań patomorfologicznych, w których wykazano, iż w przebiegu chP 

dochodzi nie tylko do zaniku neuronów dopaminergicznych, ale także do utraty 

zakończeń noradrenergicznych, również w obrębie układu sympatycznego serca [76,77]. 

Z doniesień piśmiennictwa wynika, że pojawienie się każdej dodatkowej kopii 

genu SNCA może wpływać na okres ujawnienia się chP i skutkować nasileniem 

objawów klinicznych. Pojawiły się również doniesienia wskazujące na szybszy 

postęp chP u chorych z duplikacją genu SNCA z włoskiej rodziny, u których 

obserwowano wcześniejszy początek choroby (ok. 40 r.ż.), jak również szybki 

postęp z wczesnymi fluktuacjami i dyskinezami oraz rozwijającymi się cechami 

otępienia [78]. W 2008 roku opisano również przypadek chorego z chP z duplikacją 

SNCA nie odpowiadającego na leczenie L-dopą, u którego choroba postępowała 

bardzo szybko (do stopnia 5 w skali Hoehn-Yahra w ciągu kilku lat) [79]. 

Z drugiej strony, w kilku rodzinach z duplikacją SNCA opisywano także przypadki 

bezobjawowych nosicieli mutacji, u których nie wykazano żadnych zmian 

przedklinicznych również w obrazie PET, czy zaburzeń węchu. Te doniesienia 

wskazują na zmienną penetrację duplikacji SNCA, dla której współczynnik wynosi 

ok. 30-40% [80]. Uważa się, że prawdopodobnie zmienna penetracja duplikacji 

SNCA może być związana z udziałem innych czynników genetycznych, 

bądź środowiskowych [81]. 
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Obecnie wiadomo, że nadekspresja ASN w komórce nerwowej ułatwia procesy agregacji 

tego białka nawet w przypadku obecności jego prawidłowej struktury. 

Zaczęto więc podejrzewać, iż nie tylko mutacje w obrębie samego genu SNCA, 

ale być może także inne czynniki wpływające na poziom ekspresji ASN mogą 

przyczyniać się do ujawnienia się SchP. Badania prowadzone przez Chiba-Falek 

i wsp. wykazały, że w regionie NACP-Rep1 odcinka promotorowego genu SNCA, 

znajduje się miejsce polimorficzne różniące się liczbą powtórzeń dwunukleotydowych 

mające wpływ na poziom ekspresji ASN oraz ryzyko wystąpienia chP [82]. Region ten 

zawiera powtórzenia dwunukleotydowe (TC)x(T)2(TC)y(TA)2(CA)z, mogące różnić się 

zarówno liczbą powtórzeń, jak i zawierać zamiany nukleotydów. Udowodniono, 

iż zmiana długości regionu bardziej niż substytucje, wpływa na regulację ekspresji 

ASN [83-85]. Dotychczas opisano, jako najczęściej występujące u człowieka, pięć alleli 

NACP-Rep1 (-1, 0, +1, +2, +3) odcinka promotorowego genu SNCA. Najczęściej 

w populacji europejskiej występował allel +1 regionu NACP-Rep1 promotora 

SNCA [83-85]. Wykazano również, że allel 0 regionu NACP-Rep1 promotora SNCA 

jest o dwie pary zasad krótszy od allelu +1, odpowiednio allel -1, krótszy o 4 pz, 

a +2 i +3 są dłuższe o 2 i 4 pz. Ponadto, allel +1 regionu NACP-Rep1 genu SNCA, 

zawierający 259 pz, w istotnym stopniu redukuje ryzyko wystąpienia chP w populacji 

europejskiej i australijskiej. Wykazano również, że obecność genotypu +1/+1 NACP-Rep1 SNCA 

związana jest z niższym poziomem ASN we krwi u chorych z chP w porównaniu 

z genotypami +2/+2, +1/+2 oraz +1/+3 tego regionu [83,84]. 

Obecnie uważa się, że na proces agregacji ASN u chorych z chP mogą również wpływać 

czynniki takie jak: alternatywny splicing, fosforylacja czy czynniki 

 modyfikujące ekspresję genu SNCA. Jednak znaczenie wymienionych czynników 

nie zostało dotychczas w pełni potwierdzone. Wydaje się, że dokładne zbadanie 

genotypów regionu NACP-Rep1 odcinka promotorowego genu SNCA może 

nie tylko pomóc w wyjaśnieniu patogenezy chP, ale również ułatwić wczesną 

diagnostykę i określić stopień ryzyka zachorowania na tę chorobę zwyrodnieniową. 

Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazują na zróżnicowany rozkład 

genetyczny poszczególnych genotypów w zależności od regionu geograficznego i badanej 

populacji. Ponadto często przynoszą rozbieżne wyniki. O ile ochronne działanie allelu +1 

raczej nie podlega obecnie dyskusjom, o tyle dla alleli 0, +2 i +3 sugerowano zarówno 

brak wpływu, jak i zwiększanie ryzyka ujawnienia się chP, a nawet niekiedy działanie 

ochronne [86-89]. Jak do tej pory badania odcinka NACP-Rep1 regionu promotorowego 

genu SNCA w populacji polskiej nie były prowadzone. 
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1.9.4. ZNACZENIE STABILNOŚCI STRUKTURY TETRAMERÓW 

ALFA-SYNUKLEINY DLA PROCESU JEJ AGREGACJI 

Autorzy opublikowanego w 2011 roku w Nature rewolucyjnego odkrycia, 

wykazali, że proces agregacji ASN musi być poprzedzony rozpadem tetramerów do łatwo 

ulegających agregacji monomerów tego białka oraz że same tetramery ASN w ogóle 

lub w niewielkim stopniu ulegają agregacji. Autorzy pracy sugerują również, 

że w proces agregacji ASN mogą być zaangażowane nowe, nieznane jeszcze czynniki 

wpływające m.in. na destabilizację struktury tetrameru ASN (Ryc. 15) [53]. 

Ryc. 15. Znaczenie destabilizacji struktury tetrameru alfa-synukleiny 

w zapoczątkowaniu procesów jej agregacji [90]. 

1.9.5. PATOLOGICZNE BIAŁKA NEURONALNE, 

A AGREGACJA ALFA-SYNUKLEINY 

Sugeruje się, że ASN ulega interakcji z białkiem tau oraz amyloidogennym 

białkiem β-amyloidu (ang. amyloid beta, Aβ). Jak wykazano w badaniach na modelu 

doświadczalnym chP - myszach transgenicznych z nadekspresją ASN, białko tau 

i ASN mogą na siebie wzajemnie oddziaływać prowadząc do synergistycznej indukcji fibrylizacji 

zarówno ASN, jak i białka tau [91]. Z kolei na modelach doświadczalnych 

zarówno chP, jak i chA (myszy transgeniczne z ekspresją ludzkiej ASN i Aβ), 

wykazano, że ASN może działać jako ,,zarodek nukleacji” zarówno dla samej siebie, 

jak i dla Aβ [92]. Z drugiej strony białka nieamyloidogenne, takie jak β-synukleina 

(ang. beta-synuclein, BSN), najprawdopodobniej chronią ASN przed jej agregacją, 

co zostało potwierdzone w badaniach na myszach transgenicznych z ekspresją ludzkiej 

ASN i BSN [93]. 
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1.9.6. WZAJEMNE ODDZIAŁYWANIE DOPAMINY I ALFA-SYNUKLEINY 

Wykazano, że fizjologicznie ASN może modulować biosyntezę katecholamin 

na drodze obniżenia ekspresji hydroksylazy tyrozynowej (ang. tyrosyne hydroxylase, HT) 

na poziomie białka oraz obniżenia ekspresji czynnika transkrypcyjnego Nurr1 

inicjującego transkrypcję genu HT, jak również obniżenia ekspresji innych genów 

zaangażowanych w syntezę DA [94]. Jak wskazują badania przeprowadzone in vitro 

oraz na komórkach mózgu myszy i szczurów, ASN może prowadzić do obniżenia 

aktywności HT, przez wiązanie się z nieufosforylowaną (nieaktywną) formą HT 

i zwiększenie jej stabilności. Z kolei obniżenie aktywności HT może wpływać 

na zahamowanie biosyntezy DA [95,96]. 

W mózgu poziom DA jest kontrolowany na drodze metabolizmu w obrębie 

przestrzeni synaptycznej. Jednakże DA może również wracać do komórki za pośrednictwem 

transportera DA (ang. dopamine transporter, DAT), gdzie zostaje ,,zamknięta” 

w pęcherzykach synaptycznych [97,98]. Sugeruje się, że ASN hamuje aktywność DAT 

wpływając na szybkość wychwytu DA nie zaś na jego powinowactwo do DA [99]. 

Z drugiej strony, katecholaminy, a szczególnie DA, mogą modulować 

oligomeryzację ASN w komórkach linii PC12 z nadekspresją ASN [100]. Wykazano także, 

iż produkty utleniania DA wpływają na agregację ASN in vitro, oraz że proces ten 

zależy od pH środowiska [100]. Ponadto w badaniach Da Costa i wsp. przeprowadzonych 

na komórkach nerwowych linii TSM1, 6-hydroksydopamina wywołując nasiloną 

agregację ASN może na drodze zmniejszenia biodostępności tego białka hamować 

jej działanie antyapoptotyczne [102]. Natomiast badania prowadzone w komórkach 

linii PC12 z nadekspresją ASN wskazują, że DA i jej utlenione pochodne powodują zahamowanie 

agregacji ASN na poziomie oligomerów (protofibryli) i zapobiegają 

jej dalszej fibrylizacji (Ryc. 16) [100]. 

Ryc. 16. Wpływ dopaminy na wzrost neurotoksyczności alfa-synukleiny [103]. 
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Ponadto wykazano, że pomiędzy DA, a ASN może dochodzić do interakcji 

prowadzącej do utleniania czterech metionin (M) zawartych w regionach C- i N-końca 

ASN. Postuluje się, iż proces ten jest głównym mechanizmem generującym tworzenie 

oligomerów ASN zapobiegających łączeniu się monomerów ASN na zasadzie koniec 

do końca charakterystycznych dla procesu formowania się nierozpuszczalnych 

fibrylli [69]. Natomiast w badaniach prowadzonych zarówno na Drosophila, 

jak i na mysim i szczurzym modelu chP, wykazano, że DA hamuje fibrylizację ASN 

także przez tworzenie adduktów i stabilizację protofibrylli niezdolnych do dalszej 

agregacji i tworzenia fibryli [67]. Ponadto, wykazano, że dopaminochrom, 

produkt oksydacji DA in vitro, hamuje fibrylizację ASN wchodząc w interakcję 

ze specyficznym regionem C-końca białka i indukując tworzenie sferycznych 

oligomerów ASN, które nie ulegają dalszej fibrylizacji na skutek zmian 

konformacji ASN [104]. 

Mimo, że przez wiele lat utrzymywał się pogląd, iż odkładanie się złogów 

ASN w postaci LB jest główną przyczyną zmian neurodegeneracyjnych m.in. w chP, 

obecnie postuluje się, iż LB są formą agresomów i mogą pełnić rolę 

neuroprotekcyjną poprzez odłączanie nieprawidłowych białek oraz zapobieganie 

ich interakcji z innymi składnikami komórek [105]. Co więcej, obecnie raczej 

protofibryle uważa się za wysoce neurotoksyczne, gdyż posiadają one zwiększone 

powinowactwo do fosfolipidów błon pęcherzyków synaptycznych, i w konsekwencji 

przyjmują strukturę β-harmonijki tworząc w ich błonie pory, przez które DA 

i związki toksyczne wydostają się do cytoplazmy [105]. 

Biorąc pod uwagę liczne interakcje między ASN i DA wydaje się oczywistym, 

że inne czynniki wpływające na poziom DA w komórce mogą pośrednio modulować 

również procesy agregacji ASN. Uważa się, że jednym z takich czynników może być 

reduktaza sepiapteryny (ang. sepiapterin reductase, SR). 

1.9.6.1. WPŁYW REDUKTAZY SEPIAPTERYNY NA REGULACJĘ POZIOMU DOPAMINY 

I ROZWÓJ CHOROBY PARKINSONA 

Reduktaza sepiapteryny należy do grupy aldo-ketoreduktaz, katalizujących 

redukcję pochodnych pteryn. Białko SR kodowane przez gen SPR (ang. sepiapterin 

reductase gene) zbudowane jest z 261 aminokwasów o łącznej masie cząsteczkowej 

28,047 Da [106]. W komórce występuje w formie monomeru i ulega aktywacji 

po utworzeniu homodimeru (Ryc. 17) [107,108]. 
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Ryc. 17. Model budowy reduktazy sepiapteryny [108]. 

Wykazano, że białko SR ulega również fosforylacji w miejscu S213 z udziałem 

zależnej od jonów Ca2+ kinaz białkowych i w tej formie podlega degradacji wskutek zwiększonej 

podatności na działanie proteaz [109,110]. 

Ponadto SR jest zaangażowana w regulację poziomu DA i serotoniny 

(5-hydroksytryptamina, 5-HT), poprzez jej udział w biosyntezie tetrahydrobiopteryny 

(ang. tetrahydrobiopterin, BH4) dekarboksylazy aminokwasów aromatycznych 

(ang. amino acid decarboxylase, AADC), hydroksylazy tryptofanu (ang. tryptophane 

hydroxylase, TPH) oraz HT – enzymów zaangażowanych w syntezę amin biogennych 

(Ryc. 18 i 19). 

Ryc. 18. Udział tetrahydrobiopteryny w biosyntezie dopaminy. 

BH4 – tetrahydrobiopteryna, HT- hydroksylaza tyrozyny, AADC – dekarboksylaza 

aminokwasów aromatycznych. 

Ryc. 19. Udział tetrahydrobiopteryny w biosyntezie serotoniny. 

BH4 – tetrahydrobiopteryna, TPH - hydrolaza tryptofany, AADC – dekarboksylaza 

aminokwasów aromatycznych.  
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1.9.6.2. GEN REDUKTAZY SEPIAPTERYNY A PATOGENEZA CHOROBY PARKINSONA 

Gen SPR jest zlokalizowany na krótkim ramieniu chromosomu 2 w regionie 

2p14-p12 i składa się z 3 eksonów [107]. 

W 2001 roku Bonafe i wsp. po raz pierwszy przedstawili opis dwóch 

chorych z wywołaną niedoborem SR dystonią odpowiadającą na leczenie L-dopą 

wraz z postępującym opóźnieniem psychoruchowym [111]. U opisywanych chorych 

występowały obok obniżonego poziomu SR niedobory zarówno 5-HT, jak i DA. 

Obniżony poziom 5-HT wykazano również w chorobie afektywnej dwubiegunowej 

z dysfunkcją SR [112]. 

Ponadto, wykazano, że u obu chorych z dystonią niski poziom SR 

był warunkowany obecnością mutacji w genie SPR (Tab. 3). Przypadki dystonii 

warunkowanej mutacjami w genie SPR zostały w późniejszym czasie opisane 

również przez Steinbergera [113] i Bikkera [114]. 

Tab. 3. Mutacje genu SPR związane z występowaniem dystonii 

Nr. Mutacja dbSNP Zamiana 

aminokwasu 

Homozygota/

heterozygota 

Fenotyp Źródło 

1. c.354-355 

TC>CT; 

g.1303-1304 

TC>CT  

 -  Q119T homozygota Odpowiadająca na terapię 

L-dopą dystonia 

wywołana niedoborem SR 

[111] 

2. 5bp del 1397-

1401  

 -   -  heterozygota Odpowiadająca na terapię 

L-dopą dystonia 

wywołana niedoborem SR 

[111] 

3. 448A>G rs1048936

65 

 R150G homozygota Odpowiadająca na terapię 

L-dopą dystonia 

wywołana niedoborem SR 

[115] 

4. -13G>A  -  - heterozygota Odpowiadająca na terapię 

L-dopą dystonia 

wywołana niedoborem SR 

[113]  

5. 1437C>T  -  P163L homozygota Odpowiadająca na terapię 

L-dopą dystonia 

wywołana niedoborem SR 

[116] 

6. 751A>T rs1048936

66 

K251T homozygota Odpowiadająca na terapię 

L-dopą dystonia 

wywołana niedoborem SR 

[117] 

SR- reduktaza sepiapteryny (ang. sepiapterin reductase).  
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Równolegle do badań prowadzonych nad zaburzeniami poziomu SR w dystonii, 

prowadzono poszukiwania związku pomiędzy genem SPR a chP. Inspiracją 

do tych badań było odkrycie w 1998 roku locus PARK3 w regionie 2p13 obejmującym 

m.in. gen SPR [118]. Jednak badania prowadzone przez West i wsp. nie potwierdziły 

genu SPR jako kandydata dla tego locus [119]. 

W 2006 roku wskazano na związek polimorfizmów DNA w regionie 

obejmującym gen SPR zarówno z RchP – PARK3, jak i SchP [120]. DeStefano 

oraz Karamohamed i wsp. wykazali również zależność pomiędzy wiekiem 

zachorowania na chP, a występowaniem polimorfizmów w regionie otaczającym 

gen SPR [121,122]. Ponadto w badaniach Tobin i wsp. wykazano istotnie wyższą 

ekspresję genu SPR u chorych z chP w porównaniu do osób kontrolnych [123]. 

Najnowsze badania wielopopulacyjne Sharma i wsp. nie wykazały jednak 

związku pomiędzy polimorfizmami w obrębie genu SPR (rs1396107, rs1567230, 

rs2421095, rs1876487 i rs1561244), a zwiększonym ryzykiem zachorowania na chP. 

Autorzy wskazali natomiast na prawdopodobny związek pomiędzy badanymi 

polimorfizmami genu SPR, a ujawnieniem się chP szczególnie w populacji północnoeuropejskiej 

[124]. 

Jak do tej pory nie prowadzono badań obejmujących analizę występowania 

mutacji w obrębie kodonu 213 genu SPR, kodującego jedyne miejsce fosforylacji 

SR (S213), zaangażowanej w procesy biosyntezy amin biogennych wpływających 

na zaburzenia struktury ASN w chP. 

1.9.7. WPŁYW KINAZY LRRK2 NA PROCES AGREGACJI ASN 

Kinaza LRRK2 (ang. leucine-rich repeat kinase-2, LRRK2) nazywana również 

dardaryną od słowa ”dardara” oznaczającego w języku Basków drżenie. To właśnie 

w populacji Basków po raz pierwszy opisano mutacje w genie LRRK2 kodującym 

dardarynę, jako przyczynę RchP – PARK8. 

Białko LRRK2 jest zbudowane z 2527 aminokwasów i kilku domen: domeny 

wiążącej białko-białko typu LRR i WD40 [125], domeny enzymatycznej Ras kompleksu 

GTP-azy oraz domeny kinazy białkowej, połączonych domeną COR [126]. Uważa się, 

że LRRK2 zlokalizowana w obrębie cytoplazmy jest odpowiedzialna za fosforylację 

białek, takich jak: ASN czy białko tau [127]. Uważa się również, że LRRK2 związana 

ze strukturami błonowymi m.in. z zewnętrzną błoną mitochondriów i pęcherzykami 

synaptycznymi może być zaangażowana w transport pęcherzykowy oraz obrót białek 

w komórce, a także w prawidłowe funkcjonowanie mitochondriów. Ponadto wykazano, 
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że nadekspresja LRRK2 lub synergizm z ASN może nasilać procesy destrukcyjne w chP (Ryc. 

20) [128]. 

 

Ryc. 20. Schemat budowy białka LRRK2 oraz jego sugerowane funkcje w neuronie[129]. 

1.9.7.1. UDZIAŁ MUTACJI LRRK2 (PARK8) W PATOGENEZIE CHOROBY PARKINSONA 

Gen LRRK2 jest zlokalizowany na chromosomie 12 w lokus 12p11.2-q13.1 

i składa się z 51 eksonów [130,131]. Jak do tej pory opisano ponad 40 mutacji 

genu LRRK2 zarówno w RchP, jak SchP (Ryc 21). W przypadku SchP, wykazano 

ich występowanie ze zmienną częstością 0,4-1,9% w zależności od badanej populacji 

[132-134]. 

Ryc. 21. Budowa oraz lokalizacja mutacji patogenicznych w obrębie genu LRRK2 [135]. 
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Z danych piśmiennictwa wynika, że chorzy z chP z mutacją punktową w genie LRRK2 

charakteryzują się późnym początkiem choroby, dobrą odpowiedzią na terapię L-dopą 

oraz obrazem choroby podobnym do przebiegu SchP [136]. Niekiedy u tych chorych 

obserwuje się występowanie cech otępienia oraz zaburzeń w układzie autonomicznym [137]. 

Ponadto, wykazano, że najczęściej występującą mutacją w genie LRRK2 

jest G2019S. Mutacja ta jest przyczyną autosomalnie dominującej chP i występuje 

z 10-18% częstością w populacji Żydów Aszkenezyjskich, oraz z 3-13% w populacji europejskiej 

[132,138,139]. Jednakże, badania Białecka i wsp. prowadzone u chorych 

z chP w populacji polskiej nie wykazały obecności żadnej z oznaczonych mutacji 

w genie LRRK2 [140]. 

Mutacje w genie LRRK2 mogą prowadzić do nieprawidłowości w budowie 

białka LRRK2 które wraz z parkiną i białkiem: HTRA2 (ang. high temperature requirement 

protein) jest odpowiedzialne za utrzymanie prawidłowej funkcji mitochondriów. 

1.9.8. BIAŁKO HTRA2 – BUDOWA I FUNKCJE 

Białko HTRA2 określane również, jako Omi jest enzymem zlokalizowanym w obrębie 

mitochondrialnej przestrzeni międzybłonowej [141]. 

Białko HTRA2 kodowane przez gen HTRA2 jest zbudowane z 458 aminokwasów  

i wykazuje najwyższą ekspresję w obrębie mięśnia sercowego, mięśni szkieletowych 

oraz  mózgu, ze zróżnicowanym poziomem w obrębie poszczególnych jego regionów [142]. 

Jak wykazano, białko HTRA2 ulega fosforylacji (Ruc. 2) i aktywacji z udziałem białka 

PINK1 (ang. PTEN induced putative kinase 1) [143]. 

Pierwsze doniesienia dotyczące związku pomiędzy białkiem HTRA2 i procesem 

neurodegeneracji pojawiły się w 2000 roku i wskazywały na interakcję tego białka 

z preseniliną-1 (ang. preseniline-1, PS1) [142]. Jednocześnie, badania na modelu 

zwierzęcym wskazały na udział genu HTRA2 w warunkowaniu fenotypu zespołu 

parkinsonowskiego [144], a badania Strauss i wsp. na obecność białka HTRA2 

w obrębie LB [145]. 

  

http://www.uptodate.com/contents/etiology-and-pathogenesis-of-parkinson-disease/abstract/143,162,169-171
http://ghr.nlm.nih.gov/gene/PINK1
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Ryc. 22. Aktywacja białka HTRA2 w komórce. 

S- seryna, PINK1 (ang. PTEN inducedputative kinase 1) 

1.9.8.1. UDZIAŁ MUTACJI GENU HTRA2 (PARK13) 

W PATOGENEZIE CHOROBY PARKINSONA 

Gen HTRA2 jest zlokalizowany na krótkim ramieniu 2 chromosomu w regionie 2p13 

i składa się z 8 eksonów [142]. W 2005 roku u chorych z chP w populacji niemieckiej oznaczono 

pierwsze mutacje genu HTRA2: G399S z 0,8% oraz A141S z  6,2% częstością występowania. 

Jednakże badania Simon-Sanchez i Singleton na populacji Ameryki Południowej podobnie, jak 

Ross i wsp. w populacji amerykańskiej nie potwierdziły ich występowania. [146,147]. 

Kolejną opisaną mutacją w genie HTRA2 była mutacja P143A, zidentyfikowana 

w populacji Tajwanu zarówno we WchP, jak i w późnej chP (PchP), prowadząca 

do zaburzenia struktury białka HTRA2 (Ryc. 23) [148]. Ponadto w populacji Tajwanu 

u jednego chorego z chP zidentyfikowano także mutację c.906 + 3 G>A w regionie niekodującym 

genu HTRA2. 

Chorzy z wymienionymi mutacjami w genie HTRA2 prezentowali typowy obraz 

kliniczny dla chP: spowolnienie ruchowe, drżenie spoczynkowe oraz sztywność mięśni. 

Natomiast nie obserwowano u tych chorych cech otępienia, zaburzeń psychiatrycznych, 

ataksji móżdżkowej i szybkiego postępu choroby [148]. 
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Ryc. 23. Zmiana struktury białka HTRA2 wywołana mutacją P143A [148]. 

Kilka lat później, u chorego ze SchP w populacji belgijskiej opisano występowanie 

kolejnej mutacji genu HTRA2, R404W c.1210 C>T [149]. Natomiast w badaniach na populacji 

chińskiej, wykazano u jednego chorego z chP obecność mutacji G77A HTRA2 oraz u sześciu 

chorych z chP i jednej osoby kontrolnej IVS5+29T>A HTRA2 (Tab. 4) [150]. 

Tab. 4. Dotychczas opisane mutacje genu HTRA2 

Nr Fenotyp Zmiana 

aminok

wasu 

dbSNP Mutacja Homozygota/ 

heterozygota 

Źródło 

1 chP PARK13 

autosomalnie 

dominująca 

G399S rs72470545 c.1195 G>A heterozygota [145] 

2 chP PARK13 

podatność 

A141S rs72470544 c.421 G>T heterozygota [145] 

3 chP PARK13 

podatność 

P143A  -  c.427 C>G heterozygota [148] 

4 chP PARK13 

podatność 

R404W  c.1210 C>T heterozygota [149] 

5 chP PARK13 

podatność 

G26E  c.77 G>A heterozygota [150] 

Istnieją również prace wskazujące na brak asocjacji genu HTRA2 z chP [151]. 

Poza tym doniesienia piśmiennictwa dotyczące występowania mutacji genu HTRA2 

w chP są rozbieżne. Kruger i wsp. wskazują jednak na konieczność prowadzenia 

dalszych badań w kierunku poznania roli HTRA2 w chP z uwzględnieniem różnic populacyjnych. 

Jak tej pory, badania mutacji w genie HTRA2 nie były wykonywane 

w populacji polskiej. 

Uważa się, że mutacje genu HTRA2 przez zmianę struktury białka HTRA2 mogą 

prowadzić do zaburzeń funkcjonowania mitochondriów podobnie jak inne białka, takie jak 

LRRK2 czy parkina.  

a) b) 
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1.9.9. UDZIAŁ PARKINY W AGREGACJI ALFA-SYNUKLEINY 

Obecnie uważa się, że istotny wpływ na proces fibrylizacji ASN może wywierać również 

sprawność funkcjonowania systemu ubikwityna-proteasom. Jak wykazano, 

zarówno w badaniach na hodowlach komórkowych neuronów, jak i in vivo, w zwierzęcym 

modelu doświadczalnym chP u szczurów, zaburzenia w działaniu tego systemu 

prowadzą, do nasilenia agregacji ASN na skutek jej nieefektywnej eliminacji. 

Białkiem o kluczowym znaczeniu dla prawidłowego funkcjonowania systemu 

ubikwityna-proteasom jest parkina. 

Parkina jest białkiem cytoplazmatycznym zbudowanym z 465 aminokwasów, 

kodowanym przez gen PRKN , zlokalizowany na długim ramieniu chromosomu 6 

(6q25.2-27), zawierający z 12 eksonów (Ryc. 24) [125]. 

Ryc. 24. Model budowy białka parkiny. 

W budowie parkiny wyróżnia się domenę UPD (ang. uniąue parkin domain), 

N-końcową domenę homologiczną z ubikwityną - UBL (ang. N-terminal ubiquitin-like 

domain) oraz C-końcową domenę z dwoma motywami palca RING (ang. RING finger 

motifs), których obecność może wskazywać na jej potencjalną funkcję regulatorową [152]. 

Wykazano, że parkina może regulować transkrypcję i replikację DNA mitochondrialnego 

(mtDNA) w komórkach proliferujących. Parkina funkcjonuje głównie jako ligaza ubikwytynowa 

E3, stymulując wiązanie białek (przeznaczonych do degradacji 

w proteasomie) z ubikwytyną, zapobiegając także apoptozie komórek (Ryc. 25) [152,153]. 

  

http://www.google.pl/imgres?um=1&hl=pl&sa=X&tbo=d&rls=com.microsoft:pl&rlz=1I7SKPB_pl&nfpr=1&biw=1280&bih=548&tbm=isch&tbnid=UM2atRMMBc3duM:&imgrefurl=http://en.wikipedia.org/wiki/Parkinson's_disease&docid=7j68XqXjTZy7HM&itg=1&imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/e/e3/Protein_PARK2_PDB_1iyf.png/220px-Protein_PARK2_PDB_1iyf.png&w=220&h=136&ei=AC_CUMaoLaqD4gSM34CwAQ&zoom=1&iact=hc&vpx=1039&vpy=287&dur=375&hovh=108&hovw=176&tx=63&ty=101&sig=113652333681646635730&page=2&tbnh=108&tbnw=176&start=14&ndsp=19&ved=1t:429,r:6,s:14,i:150
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Ryc. 25. Rola parkiny w degradacji alfa-synukleiny w proteasomie. 

U- ubikwityna, E2 - białko E2, ASN - alfa-synukleina, add.prot. - białka kompleksu parkiny, 

ubi, R1, ibr, R2 - domeny białka parkiny. 

Jak wynika z pracy Zhang i wsp., parkina odpowiada również za własną 

ubikwitynację i degradację w proteasomie [152]. W 2001 roku Shimura i wsp. 

po raz pierwszy opisali występowanie w mózgu człowieka kompleksu zawierającego 

parkinę wraz z glikozylowaną formą ASN (alpha- Sp22), wskazując tym samym 

na zaangażowanie parkiny w procesy degradacji ASN [154]. Ponadto, wykazano, 

że dysfunkcja parkiny może prowadzić do nieefektywnej eliminacji ASN 

i do tworzenia się jej złogów. Istnieją także doniesienia wskazujące na zmniejszoną 

rozpuszczalność zmutowanej parkiny i formowanie przez nią złogów białkowych 

o charakterze agresomów [155]. 

Najnowsze badania wykazały, że parkina może odgrywać decyzyjną rolę 

w ,,wyborze” między dwoma systemami degradacji: aktywnością proteasomu 

przez zdolność promowania związanej z proteasomem ubikwitynacji K48 

i makroautofagią przez ubikwitynację K63 związaną z sygnalizacją komórkową 

oraz tworzeniem LB [156]. 

Obecnie uważa się, że parkina odgrywa również istotną rolę w prawidłowym 

funkcjonowaniu mitochondriów. Większość parkiny zlokalizowana jest w cytoplazmie, 

jednak część cząsteczek tego białka występuje w obrębie mitochondriów [157], 

gdzie wiąże się z mtDNA oraz mitochondrialnym czynnikiem transkrypcyjnym A 

(ang. mitochondrial transcription factor A, TFAM) i kontroluje funkcjonowanie 

mitochondriów wpływając m.in. na transkrypcję i replikację modna [158]. Ponadto, 

sugeruje się, że parkina może uczestniczyć w kierowaniu nieprawidłowych mitochondriów 
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 do degradacjiw fagosomach, oraz może wpływać na aktywność kompleksu 

mitochondrialnego, a także pośrednio na poziom stresu oksydacyjnego [158]. Uważa się, 

że parkina raczej chroni mtDNA przed uszkodzeniami w warunkach stresu 

oksydacyjnego, a nawet indukuje mechanizmy naprawcze [159]. 

Ponadto, z doniesień piśmiennictwa wynika, że w komórce nerwowej 

parkina może również oddziaływać z DA i pośrednio wpływać na agregację ASN [160]. 

W badaniach na myszach transgenicznych z wyciszonym genem Gpr37 wykazano, 

że parkina może regulować stężenie DA zarówno przez modulację aktywności 

tyrozynazy, jak i regulację procesu degradacji DAT należącego do spektrum substratowego 

parkiny oraz poprzez oddziaływanie na receptor GPR37. W badaniach prowadzonych 

na dopaminergicznych komórkach neuroblastomy z nadekspresją parkiny wykazano, 

że może ona również chronić neurony przed apoptozą indukowaną działaniem DA 

i jej pochodnymi [161]. Z drugiej strony udowodniono również, że parkina w hodowlach 

komórkowych szczurzych neuronów podlega działaniu utlenionych pochodnych DA 

oraz kowalencyjnym modyfikacjom przez DA, prowadzącym do zahamowania 

jej aktywności [162]. Jednak główną przyczyną dysfunkcji parkiny wydają się być 

mutacje w genie kodującym to białko (PRKN). 

1.9.9.1. UDZIAŁ  MUTACJI I POLIMORFIZMÓW GENU PRKN (PARK2) 

W PATOGENEZIE CHOROBY PARKINSONA 

Po raz pierwszy mutację genu PRKN opisano w japońskiej rodzinie, 

w której występowała dziedziczona autosomalnie recesywnie MchP [163]. Jak do tej pory 

zidentyfikowano ponad 100 mutacji genu PRKN obejmujących zarówno delecje i insercje 

jednego lub kilku eksonów, jak i mutacje punktowe prowadzące do zmiany ramki odczytu, 

przedwczesnej terminacji translacji, czy też substytucji aminokwasów, a prawie połowa 

opisanych mutacji to mutacje typu missence/nonsence [125,164,165]. Jak wykazano, mutacje 

w genie PRKN są najczęściej występującymi zaburzeniami genetycznymi w rodzinnych 

przypadkach MchP, chociaż ich obecność wykazano również w chP o późnym początku 

(PchP, powyżej 40 r.ż.), zarówno w RchP, jak i SchP [166,167,168]. Mimo, że mutacje 

genu PRKN zidentyfikowano we wszystkich 12 eksonach tego genu, do najczęściej 

występujących należą w eksonach 2, 4, 7, 8, 10 i 11 (Ryc. 26). 

  



Wstęp 

 

 

 
 

35 

 

Ryc. 26. Lokalizacja wybranych mutacji genu PRKN [169]. 

Ponadto wykazano, że mutacje w genie PRKN występują z różną częstością 

zarówno w rasie kaukaskiej (w tym w 19% w SchP w populacji europejskiej), jak i wśród 

populacji krajów afrykańskich i azjatyckich [164]. Dane literaturowe dotyczące częstości 

występowania mutacji PRKN i ich zaangażowania w modulację ryzyka zachorowania 

na chP są bardzo rozbieżne i wykazują duże zróżnicowanie w zależności od badanej 

populacji, oraz wieku osób włączonych do badań. W populacji włoskiej u chorych z WchP 

wykazano występowanie mutacji PRKN w konfiguracji homozygotycznej lub złożonej 

heterozygotycznej u 8,2% przypadków oraz heterozygotycznej u 2,7% przypadków [170], 

podczas gdy w populacji szwedzkiej również u chorych z WchP heterozygotyczna mutacja PRKN 

występowała zaledwie u 1,5% chorych, a postaci homozygotycznej nie wykazano 

u żadnej z badanych osób [171]. W populacji niemieckiej częstość występowania 

mutacji PRKN wynosiła 9% [172], w populacji brazylijskiej 8% [173], w populacji amerykańskiej 

osiągała wartości poniżej 4% [174] natomiast w populacji japońskiej 

sięgała 66% [11]. W populacji polskiej, jak do tej pory przeprowadzono badanie 

na występowania mutacji (sekwecjonowano cały gen) w genie PRKN jedynie u chorych 

z WchP, które wskazywało na niewielki udział tych mutacji w patogenezie chP [175]. 

Wyniki te odbiegały od trędów światowych. 

  

delecje eksonów 

multiplikacje eksonów 

Mutacje punktowe 
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1.10. INNE SCHORZENIA UKŁADU POZAPIRAMIDOWEGO 

Do chorób przebiegających z zaburzeniami układu pozapiramidowego, 

oprócz chP należą również tzw. parkinsonizmy atypowe nazywane również 

parkinsonizmem „plus”. Do tych chorób zaliczamy: PSP, zwyrodnienie korowo- 

podstawne (ang. corticobasal degeneration, CBD), otępienie z ciałami Lewy'ego 

(ang. dementia with Lewy bodies, DLB) oraz MSA. W ich przebiegu zwykle 

klasycznemu zespołowi parkinsonowskiemu towarzyszą inne objawy, takie jak: 

niedowład, spastyczność, otępienie, wyraźne zaburzenia ruchów gałek ocznych, 

czy funkcji autonomicznych [1,177]. Ponadto, w przypadku parkinsonizmu atypowego 

rzadziej występują objawy charakterystyczne dla chP, takie jak: drżenie spoczynkowe 

oraz asymetria objawów występująca od początku i utrzymująca się przez kolejne 

lata choroby [177]. 

Zanik wieloukładowy 

Zanik wieloukładowy należy do rzadkich chorób neurologicznych, a częstość 

jego wystepowania wynosi zaledwie 0,6 przypadków na 100 tys. mieszkańców. 

Jest jednostką chorobową, w której występują zaburzenia autonomiczne, 

objawy zespołu parkinsonowskiego, zespołu móżdżkowego oraz piramidowego, 

z różnym nasileniem i w różnych konfiguracjach (Tab. 5). Obecnie rozróżnia się 

dwie zasadnicze postacie MSA, przebiegające z dominującymi objawami 

parkinsonowskimi (ang. MSA with predominant parkinsonizm, MSA-P) - 80% przypadków 

i móżdżkowymi (ang. MSA with cerebellar atalia, MSA-C) – 20% chorych. 

W obrazie neuropatologicznym u chorych z chP wykazano obecność wtrętów 

cytoplazmatycznych zarówno w oligodendrocytach, jak i w samych neuronach. 

Wykazano również, że składnikami tych form patologicznych w MSA mogą być 

zarówno fragmenty organelli komórkowych (np. mitochondria), jak również: ASN, 

ubikwityna, czy tubulina. Oprócz wtrętów cytoplazmatycznych, w mózgu chorych 

z MSA, obserwowano zanik komórek nerwowych i glejowych w istocie białej 

oraz procesy demielinizacji w tym obszarze [1]. 

  

http://pl.wikipedia.org/wiki/Zwyrodnienie_korowo-podstawne
http://pl.wikipedia.org/wiki/Zwyrodnienie_korowo-podstawne
http://pl.wikipedia.org/wiki/Ot%C4%99pienie_z_cia%C5%82ami_Lewy%27ego
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Tab. 5. Nasilenie różnych objawów klinicznych w chorobie Parkinsona i zaniku wieloukładowym [1] 

Objawy MSA ChP 

symetria objawów +++ + 

sztywność osiowa ++ ++ 

dystonia kończyn + + 

niestabilność postawy ++ ++ 

oftalmoplegia ++ + 

zespół czołowy + + 

zaburzenia autonomiczne ++ + 

Nasilenie objawów oznaczono od (+) do (+++). 

1.11. BADANIA GENETYCZNE, A DIAGNOSTYKA 

I TERAPIA CHOROBY PRKINSONA 

W związku z potrzebą poszerzenia badań diagnostycznych chorób 

zwyrodnieniowych ONU, w tym chP, obecnie na świecie prowadzi się szeroko zakrojone 

badania genetyczne dotyczące poszukiwania mutacji w genach warunkujących 

wystąpienie procesów prowadzących do degradacji neuronów 

w określonych strukturach OUN w chP. 

Coraz częściej pojawiają się sugestie, że jedną z przyczyn bezpośrednio 

związanych z ujawnieniem się chP są czynniki genetyczne. Obecnie wiadomo, 

że szereg genów może być zaangażowanych w modulacją ryzyka chP. Niektóre z nich, 

takie jak: SNCA i PRKN, zostały dość dobrze poznane, o innych m.in. SPR 

czy HTRA2 wiadomo wciąż niewiele. Szczególnie mało jest doniesień obejmujących jednoczesną 

analizę genów PARK (w tym objętych badaniem: SNCA, PRKN, LRRK2, 

HTRA2 i SPR), których produkty białkowe, takie jak: ASN, parkina, LRRK2, 

HTRA2, SR, mogą być ze sobą funkcjonalnie powiązane. 

Niniejsza praca koncentruje się na pięciu genach: SNCA, PRKN, SPR, 

HTRA2 oraz LRRK2, wybranych w oparciu o dane literaturowe i wykazane zależności 

biochemiczne. Prawdopodobne powiązania molekularne między produktami białkowymi 

wybranych analizowanych genów PARK przedstawiono na rycinie 27. 

  



Wstęp 

 

 

 
 

38 

 

Ryc. 27. Rola wybranych genów PARK i ich produktów białkowych w patogenezie 

choroby Parkinsona [64,100,110,128,143,176]. 

ASN- alfa-synukleina, DA- dopamina, BH4- tetrahydrobiopteryna, SR- reduktaza tetrahudrobiopteryny. 
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165017304000554#gr1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165017304000554#gr1
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2. Cel pracy 

Celem pracy była jednoczesna analiza mutacji genów: SNCA, PRKN,  

LRRK2, HTRA2 i SPR oraz ocena częstości ich występowania u chorych 

z zaburzeniami układu pozapiramidowego: z rozpoznaną chP, z zespołem 

parkinsonowskim w przebiegu choroby zwyrodnieniowej, MSA, oraz u kontrolnych 

ochotników w populacji polskiej. 

Uzyskane wyniki badań genetycznych u osób badanych i kontrolnych 

zostały poddane ocenie statystycznej w celu określenia poziomu ryzyka 

wystąpienia choroby, związanego z każdą wykrytą mutacją lub polimorfizmem 

oraz została przeprowadzona analiza interakcji pomiędzy wykrytymi wariantami 

genetycznymi. 

U chorych z chP podjęto również próbę korelacji pomiędzy oznaczonymi 

mutacjami w badanych genach PARK, a postępem choroby w skali Hoehn-Yahra 

i występowanie objawów neuropsychiatrycznych (stopień otępienia w skali MMSE, 

klinicznie rozpoznane objawy depresji), a także z odpowiedzią na stosowaną 

farmakoterapię L-dopą. 
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3. Materiały i metody 

3.1. MATERIAŁY 

3.1.1. GRUPA BADANA 

Do grupy badanej wyselekcjonowano 90 chorych z klinicznie rozpoznaną chP 

w oparciu o kryteria UKPDSBB [178], jako SchP spośród zbadanych 200 osób 

z zaburzeniami układu pozapiramidowego. Dane demograficzne chorych z chP 

zestawiono w tabeli 6. W grupie chorych z chP, w momencie włączenia do badań, 

dwie osoby były w wieku poniżej 40 r.ż. i podobnie jak u pozostałych badanych, 

w ich wywiadzie rodzinnym nie stwierdzono przypadków RchP oraz nie potwierdzono 

w niniejszych badaniach obecności mutacji c.88 G>C genu SNCA warunkującej 

jedną z postaci RchP [69]. 

Szczegółowe kryteria włączenia i wyłączenia do badań w grupie chorych z chP 

zamieszczono w tabeli 7. 

Tab. 6. Dane demograficzne w analizowanych grupach osób 

Dane 

demograficzne 

Grupa 

chorych z 

chP 

Grupa 

chorych  

z MSA 

Grupa chorych  

z zespołem parkinsonowskim 

w przebiegu choroby 

zwyrodnieniowej 

Grupa 

kontrolnych 

ochotników 

badane osoby 

(N) 
90 3 35 113 

kobiety/ 

mężczyźni 

(N) 

43/47 3/0 16/19 79/34 

wiek 

(w latach) 
34-82 53-63 38-86 39-83 

średnia 

wieku±SD 

(w latach) 

62,0±10,2 57,2±4,0 57,8±10,3 55,5±9,5 

N- liczba badanych osób. 

Wśród osób z chP największą grupę stanowili chorzy, u których choroba 

trwała nie dłużej niż 5 lat (41%), a najmniejszą z czasem trwania choroby powyżej 

10 lat (24%), natomiast w przedziale 5-10 lat odsetek chorych wynosił 35%. 

Stopień zaawansowania chP oceniano u chorych w 5 stopniowej skali 

Hoehn-Yahra [26]. Największą liczbę chorych z chP stanowiły osoby z 2 stopniem 
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zaawansowania choroby (53%), następnie z 1 (20%), 3 (19%), 4 (5%), a najmniejszą 

z 5 (2%) stopniem rozwoju tego schorzenia. 

Stopień otępienia u chorych z chP oceniano za pomocą skali MMSE [179]. 

U chorych z chP zespół otępienia stopnia łagodnego (26-24 punkty w skali MMSE) 

stwierdzono u 6%, natomiast łagodne zaburzenia funkcji poznawczych (ang. Mild 

Cognitive Impairment, MCI; 23-19 punktów w skali MMSE) występowały u 9% badanych. 

Tab. 7. Kryteria włączenia i wyłączenia do badań w poszczególnych analizowanych grupach 

Grupa osób Kryteria włączenia do grupy 
Kryteria wyłączenia z 

grupy 

Chorzy  

z chP 

a) Zgoda na udział w badaniach 

b) Kliniczne rozpoznanie chP przez specjalistę 

neurologa zgodnie z obowiązującymi 

kryteriami klinicznego rozpoznania choroby 

c) Nieobecność chP w rodzinie 

d) Odpowiednia ilość i jakość materiału 

do badań 

e) Dostępność danych, takich jak: wiek, płeć, 

czas trwania choroby, historia 

farmakoterapii i odpowiedź na leczenie, 

stopień zaawansowania choroby. 

a) Brak zgody na udział 

w badaniach 

b) Urazy mózgu lub 

infekcja OUN i inne 

choroby 

neurologiczne 

c) Parkinsonizm wtórny 

d) Atypowy 

parkinsonizm. 

Chorzy  

z MSA 

a) Zgoda na udział w badaniach, 

b) Postawienie diagnozy MSA przez lekarza 

specjalistę neurologa, zgodnie 

z obowiązującymi kryteriami klinicznego 

rozpoznania choroby, 

c) Znany wiek i płeć, 

d) Nieobecność innych chorób 

neurologicznych. 

a) Brak zgody na udział 

w badaniach, 

b) Obecność innych 

chorób 

neurologicznych. 

Chorzy  

z zespołem  

parkinsono- 

wskim 

a) Zgoda na udział w badaniach, 

b) Rozpoznanie objawów zespołu 

parkinsonowskiego w przebiegu choroby 

zwyrodnieniowej przez lekarza specjalistę 

neurologa, zgodnie z obowiązującymi 

kryteriami 

c) Znany wiek i płeć, 

d) Nieobecność innych chorób 

neurologicznych. 

a) Brak zgody na udział 

w badaniach, 

b) Obecność innych 

chorób 

neurologicznych. 

Kontrolni  

Ochotnicy 

a) Zgoda na udział w badaniach 

b) Niestwierdzone choroby neurologiczne 

i cechy otępienia 

c) Znany wiek i płeć 

d) Nieobecność chP w rodzinie. 

a) Brak zgody na udział 

w badaniach 

b) Obecność chP 

w rodzinie 

c) Obecność chorób 

neurologicznych 

lub cech otępienia. 
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Chorzy z chP, MSA oraz z rozpoznanym zespołem parkinsonowskim w przebiegu 

choroby zwyrodnieniowej byli hospitalizowani w Klinice Neurologii Uniwersytetu Medycznego 

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2010–2013. 

Chorzy zostali zaklasyfikowani do poszczególnych grup na podstawie klinicznego 

rozpoznania przez specjalistę neurologa. Na przeprowadzenie badań uzyskano zgodę 

Lokalnej Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego 

w Poznaniu (No. 525/10 z dnia 17.06.2010). 

3.1.2. GRUPY CHORYCH Z INNYMI ZABURZENIAMI 

UKŁADU POZAPIRAMIDOWEGO 

Badaniu poddano również 3 chorych z rozpoznanym MSA, oraz 35 chorych 

z rozpoznanym zespołem parkinsonowskim w przebiegu choroby zwyrodnieniowej 

(w oparciu o kryteria ich klinicznego rozpoznania). Dane demograficzne analizowanych 

grup zestawiono w tabeli 6. 

Szczegółowe kryteria włączenia i wyłączenia w grupie chorych z MSA 

oraz z rozpoznanym zespołem parkinsonowskim w przebiegu choroby zwyrodnieniowej, 

zamieszczono w tabeli 7. 

3.1.3. GRUPA KONTROLNYCH OCHOTNIKÓW 

Grupa kontrolnych ochotników obejmowała 113 osób, dobranych pod względem 

wieku bez stwierdzonych chorób neurologicznych oraz cech otępienia. Dane 

demograficzne tej grupy przedstawiono w tabeli 6. 

Szczegółowe kryteria włączenia i wyłączenia w grupie kontrolnych ochotników 

zamieszczono w tabeli 7. 

Wszystkie badane osoby lub ich opiekunowie wyrazili pisemną zgodę na badania 

genetyczne i przetwarzanie danych. 

3.1.4. MATERIAŁ DO BADAŃ GENETYCZNYCH 

Materiał do badań genetycznych stanowiła pełna krew żylna (2 - 5 ml) pobrana 

na wersenian potasu od osób z analizowanych grup. Pobraną krew zamrażano  

w temperaturze -80°C i przechowywano w tych warunkach do czasu izolacji DNA. 
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3.1.5. APARATURA 

W celu pobrania i izolacji materiału do badań genetycznych oraz przeprowadzenia 

wybranych analiz na obecność mutacji i polimorfizmów genów wykorzystano aparaturę 

i sprzęt zestawiony w tabeli 8. 

Tab. 8. Aparatura laboratoryjna i sprzęt używany do izolacji DNA i przeprowadzenia badań genetycznych 

Aparat/sprzęt  Producent 

Termocykler Light Cycler 480 Roche (Szwajcaria) 

Termocykler MJ Mini Bio-Rad (USA) 

Sekwenator 3130xl Genetic Analyzer Applied Biosystems HITACHI (USA) 

Aparat do elektroforezy poziomej Bio-Rad (USA) 

System dokumentacji żeli Photo Doc UVP (Kanada) 

Wirówka Mini Spin Eppendorf (Niemcy) 

Bio Vortex V1 BIOSAN (Polska) 

Waga analityczna Kern (Niemcy) 

Pipety automatyczne Eppendorf (Niemcy) 

Sprzęt jednorazowego użytku Eppendorf (Niemcy) 

Statyw magnetyczny Novazym (Polska) 

3.1.6. ODCZYNNIKI CHEMICZNE 

Badania genetyczne wykonano z zastosowaniem odczynników do badań 

molekularnych o najwyższej, jakości i czystości analitycznej oraz chemicznej, 

renomowanych firm krajowych i zagranicznych (Tab. 9). 

Tab. 9. Odczynniki używane w badaniach molekularnych zastosowane do izolacji DNA i analiz genetycznych 

Odczynnik Producent 

Kit do izolacji – Novabeads Blood  Genomic DNA Kit Novazym (Polska) 

Kit do reakcji HRM Real-Time PCR - LightCycler® 480 

High Resolution Melting Master 
Roche Diagnostics (USA) 

Agaroza Sigma (Niemcy) 

Bufor TBE 10x Bio-Rad (USA) 

Barwnik do żeli agarozowych Gel View/ Midori Green 

DNA Stain 

Novazym(Polska)/ NIPPON Genetics 

(Japonia) 

Polimeraza – Proof High-Fidelity Master Mix Bio-Rad (USA) 

dNTPs MIX, Bufor dla polimerazy 10x Polimeraza - 

Allegro Taq, Roztwór MgCl2 25 µM 
Novazym (Polska) 

Marker wielkości DNA – GeneRuler 100bp DNA Ladder Fermentas (Litwa) 

Oligonukleotydy 
Oligo, Pracownia Sekwencjonowania 

DNA IBB PAN (Polska) 

Enzymy restrykcyjne 

MvaI, MboII, MspI, TaaI, BsuRI, SsiI 
Fermentas (Litwa) 

Bufor obciążający – Orange DNA Loading Dye Fermentas (Litwa) 

Alkohol etylowy 70% Merck (Niemcy) 
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3.1.7. OPROGRAMOWANIE I BAZY DANYCH UŻYWANE 

DO PROJEKTOWANIA ANALIZ GENETYCZNYCH 

ORAZ OBRÓBKI UZYSKANYCH DANYCH 

 BioEdit, 

 Peak Scanner Software v.1.0 – Applied Biosystems, 

 National Center for Biotechnology Information (PubMed, OMIM, SNP, Blast) – 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 

 UCSC Genome Biotransformatics (genome Browser, Blast) – http://genome.ucsc.edu, 

 Ensembl Genome Browser – http://www.ensembl.org, 

 internetowa baza danych enzymów restrykcyjnych - 

http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html, 

 GeneCards Homepage - http://bioinformatics.weizmann.ac.il/cards, 

 Webcutter 2.0, program analizujący miejsca restrykcyjne - http://rna.lundberg.gu.se/cutter2.
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3.2. METODY 

3.2.1. IZOLACJA DNA GENOMOWEGO Z KOMÓREK KRWI OBWODOWEJ 

DNA izolowano z komórek jądrzastych krwi obwodowej z zastosowaniem kitu 

zawierającego cząstki magnetycznego (Tab. 9). 

Metoda opierała się na zastosowaniu syntetycznego kompozytowego złoża 

magnetycznego selektywnie wiążącego kwasy nukleinowe. W celu wyizolowania 

DNA genomowego przeprowadzano lizę komórek, dodając do próbki krwi, buforu 

do lizy w stosunku 1:2. Po 15 min. inkubacji w temperaturze pokojowej do mieszaniny dodawano 

buforu wiążącego w stosunku 2:1 i zawiesiny cząstek magnetycznych 

w stosunku 9:1. Mieszaninę wytrząsano i inkubowano przez 15 min. w temperaturze 

pokojowej. Następnie umieszczano w statywie magnetycznym i usuwano supernatant. 

Osad z cząstkami magnetycznymi przemywano trzykrotnie odpowiednimi buforami 

płuczącymi w celu wymycia zanieczyszczeń. W kolejnym etapie cząstki magnetyczne 

przemywano równoważną ilością 80% etanolu i osuszano. W ostatnim etapie, w celu uwolnienia 

DNA ze złoża, do cząstek magnetycznych dodawano równoważną ilość 

jałowej wody dejonizowanej. Próbki inkubowano przez 15 min. w temperaturze 65°C 

i wytrząsano. Następnie probówki umieszczano w statywie magnetycznym i zbierano supernatant 

zawierający DNA (Ryc. 28). Do dalszych analiz próbki przechowywano 

w temperaturze -20°C. 

Ryc. 28. Proces izolacji DNA z zastosowaniem cząstek magnetycznych. 

Ocenę jakościową i ilościową wyizolowanego DNA wykonano metodą elektroforezy 

w 1% żelu agarozowym oraz metodą spektrofotometryczną przy długości fali 260 nm (maksimum 

bufor lizujący  

i wiążący 

bufor płuczący/ 

etanol 70% 

supernatant 

przenoszony 

do nowych probówek 

H2O 

DNA 

ETAP III 

(elucja) 

ETAP II 

(płukanie) 

ETAP I 

(liza i wiązanie cząstek) 
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absorbancji DNA) oraz 280 nm (maksimum absorbancji białka). Do dalszych badań używano 

próbki, dla których stosunek OD260/OD280 wynosił więcej niż 1,7. 

3.2.2. KRYTERIA WYBORU GENÓW PARK (UZNANYCH I KANDYDACKICH) 

DO BADAŃ GENETYCZNYCH 

Do badań genetycznych wybrano 5 genów PARK: SNCA, PRKN, LRRK2,  

HTRA2, SPR [Tab. 10] o prawdopodobnym związku ze SchP i pewnym związku 

z występowaniem RchP, a także gen SPR kandydujący do lokus PARK3 

o nie całkowicie potwierdzonym związku z chP. Mutacje i polimorfizmy 

w obrębie genów SNCA, PRKN, LRRK2, HTRA2, SPR wybrano kierując się 

następującymi kryteriami: 

 częstością występowania zmian genetycznych w różnych populacjach wynikającą 

z doniesień literaturowych, 

 dostępnością metod analitycznych umożliwiająca badanie danej mutacji/polimorfizmu, 

 położeniem mutacji/polimorfizmu w obrębie eksonów lub regionów regulatorowych genu, 

 funkcjonalnością mutacji/polimorfizmu, 

 brakiem badań lub wstępnymi doniesieniami w populacji polskiej (po jednej pracy dotyczącej 

genu PRKN i LRRK2;) [140,175]. 

Ponadto, ze względu na mnogość możliwych mutacji punktowych w genach 

PRKN i LRRK2 poddano je analizie przesiewowej. Natomiast analizę występowania 

mutacji c.88 G>C genu SNCA przeprowadzono w celu wykluczenia występowania 

RchP warunkowanej tą mutacją. 
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Tab. 10. Wykaz analizowanych genów i mutacji/polimorfizmów 

Gen 
Kodowane 

białko 
Polimorfizm/Mutacja Lokalizacja Allele 

SNCA 

PARK1 

PARK4 

Alfa-synukleina 

NACP-Rep1** Promotor -1, 0, +1, +2, +3 

c.88 G>C Ekson 3 G/C 

PRKN 

PARK2 
Parkina 

Delecja eksonu Ekson 2 D/O* 

c.110 C>T 

c.111G>A 
Ekson 2 

C/T 

G/A 

Delecja eksonu*** Ekson 4 D/O* 

Analiza przesiewowa 

eksonu 
Ekson 4 - 

Analiza przesiewowa 

eksonu 
Ekson 7 - 

c. 930G>C**** Ekson 8 G/C 

Analiza przesiewowa 

eksonu 
Ekson 11 - 

LRRK2 

PARK8 

Kinaza bogata 

w powtórzenia 

leucyny typu 2 

Analiza przesiewowa 

eksonu 
Ekson 41 - 

SPR 

PARK3? 

Reduktaza 

sepiapteryny 

c.637 T>A***** Ekson 3 T/A 

c.637 T>G***** Ekson 3 T/G 

HTRA2 

PARK13 

Proteaza 

serynowa 

HTRA2 

c.421 G>T Ekson 1 G/T 

c.1195 G>A Ekson 7 G/A 

c.1210 C>T Ekson 7 C/T 

*D - delecja eksonu, O - brak delecji w eksonie, 

** nie wykonano analizy dla próbki 174 (rozpoznany zespół parkinsonowski) ze względu na małą ilość materiału genetycznego, 
*** nie wykonano analizy dla próbek: 146, 150 (kontrole), 178, 205-209, 211-215 (rozpoznana chP), 218 (rozpoznany zespół 

parkinsonowski) ze względu na małą ilość materiału genetycznego, 

**** nie wykonano analizy dla próbek 150 (kontrola), 40, 158, 178, 205-209, 211-215 (rozpoznana chP), 174, 217, 218, 254 
(rozpoznany zespół parkinsonowski) ze względu na małą ilość materiału genetycznego, 

***** nie wykonano analizy dla próbki 26 (rozpoznana chP) ze względu na małą ilość materiału genetycznego. 

Analizę mutacji/polimorfizmów wybranych genów PARK przedstawionych 

w tabeli 10 wykonano z wykorzystaniem następujących metod molekularnych: PCR 

(ang. Polimerase Chain Reaction), RT-PCR/HRM (ang. Real Time-PCR/High Resolution 

Mealting), sekwencjonowania oraz analizy restrykcyjnej, w których zastosowano 

odpowiednio dobrane startery (Tab. 11 i Tab. 12). 

3.2.3. WYZNACZANIE STARTERÓW DO ANALIZY GENÓW PARK 

Startery do amplifikacji eksonu 2 genu PRKN oraz regionu promotorowego 

genu SNCA wybrano na podstawie doniesień literaturowych [85,180,181]. Pozostałe zastosowane 

startery zaprojektowano za pomocą programu Primer3+, na podstawie sekwencji genów 

dostępnych w internetowych bazach danych (Ensemble, Genome Browser). Specyficzność 

starterów sprawdzono porównując ich sekwencje z sekwencją genomu ludzkiego z 
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zastosowaniem analizy BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool). Wielkość 

amplikonów dobierano w zależności od zastosowanej metody (krótsze produkty dla analizy HRM 

– ok. 100 pz, oraz dłuższe do analizy RFLP – ok. 400 pz). Sekwencje starterów, wykorzystane 

sekwencje referencyjne oraz wielkość produktów PCR, przedstawiono 

w tabeli 11. 

Tab. 11. Sekwencje starterów stosowanych do analizy mutacji i polimorfizmów wybranych genów PARK 

gen/ 

ekson 

nazwa 

startera 
sekwencja startera 

sekwencja 

referencyjna 
źródło 

metoda 

analizy 

wielkość 

produktu 

SNCA 

promo-tor 

B22 GACTGGCCCAAGATTAACCA 

- [85] 

Elektro-

foreza 

kapilarn

a 

255-263 

pz B35 CCTGGCATATTTGATTGCAA 

SNCA/3 
B25 AAGTGTATTTTATGTTTTCC NG_011851.1 

NM_0011460

55.1 

[180] RFLP 192 pz 
B26 AACTGACATTTGGGGTTTACC 

PRKN/2 
B19 ATGTTGCTATCACCATTTAAG NG_008289.1 

NM_004562.2 
[181] PCR 308 pz 

B20 AGATTGGCAGCGCAGGCGGCA 

PRKN/2* 
B23 TTTCCCAAATATTGCTCTA NG_008289.1 

NM_004562.2 

PRIMER 

3+ 

PCR/ 

RFLP 
475 pz 

B24 GCAGTGTGGAGTAAAGTTCAAGG 

PRKN/4 
B9 GCATTATTAGCCACTTCTTCTGC NG_008289.1 

NM_004562.2 

PRIMER 

3+ 

HRM/ 

PCR 
181 pz 

B10 TGCTGACACTGCATTTCCTT 

PRKN/4* 
B12b AGATTTCACTCTTGGAGCATAAA NG_008289.1 

NM_004562.2 

PRIMER 

3+ 
PCR 

488 pz 

B14 CAAAGGCGCATAAACGAAA 

PRKN/7 
B1 TCCTGGTTTTCCAGTGCAAC NG_008289.1 

NM_004562.2 

PRIMER 

3+ 
HRM 123 pz 

B2 AAGGCAGGGAGTAGCCAAGT 

PRKN/8 
B27 CTAAAGAGGTGCGGTTGGAG NG_008289.1 

NM_004562.2 

PRIMER 

3+ 
RFLP 344 pz 

B28 GGAGCCCAAACTGTCTCATT 

PRKN/11 
B6 CCGACGTACAGGGAACATAAA NG_008289.1 

NM_004562.2 

PRIMER 

3+ 
HRM 167 pz 

B7 GGACAGGGCTTGGTGGTT 

LRRK2/41 

B15 ATACCTCCACTCAGCCATGA 
NG_011709.1 

NM_198578.2 

PRIMER 

3+ 
HRM 200 pz 

B16 
TCCTGAAGATAGAATTATGAGAC

AGA 

SPR/3 
B33 TCCATGTTCAGTGGGCTTTT NG_008234.1 

NM_003124.4 

PRIMER 

3+ 
RFLP 335 pz 

B34 TTTCTGGGCTGACACCTTG 

HTRA2/1 
B29 TATGGGACCCCCAGTCTC NG_012163.1 

NM_013247.4 

PRIMER 

3+ 
RFLP 454 pz 

B30 AAATGGAGGGAAAGCACAGA 

HTRA2/7 
B31 GTCATTTGGTGCCCTCATGT NG_012163.1 

NM_013247.4 

PRIMER 

3+ 
RFLP 466 pz 

B32 TGTACCATCTGCTCCCCAAT 

* startery zewnętrzne. 
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3.2.4. BADANIE WYSTĘPOWANIA DELECJI EKSONÓW 2 I 4 

GENU PRKN METODĄ PCR 

W celu analizy występowania delecji eksonów 2 i 4 genu PRKN przeprowadzono reakcję 

PCR w objętości 25 µl mieszaniny z użyciem ok. 10 ng genomowego DNA, 

w dobranych doświadczalnie warunkach temperaturowych (Tab. 12). W przypadku 

eksonu 2 genu PRKN empirycznie ustalono również optymalne stężenie jonów Mg2+. 

Tab. 12. Wyznaczone temperatury przyłączania starterów oraz wielkości poszczególnych amplikonów 

Gen/ekson Starter F StarterR 
Temperatura 

przyłączenia starterów 

Wielkość 

produktu 

SNCA/promotor B22 B35 67°C 255-263 pz 

SNCA/3 B25 B26 53°C 192 pz 

PRKN/2 B19 B20 50°C 308 pz 

PRKN/2* B23 B24 53°C 475 pz 

PRKN/4 B9 B10 63°C 181 pz 

PRKN/4* B12b B14 60°C 488 pz 

PRKN/7 B1 B2 64°C 123 pz 

PRKN/8 B27 B28 60°C 344 pz 

PRKN/11 B6 B7 64°C 167 pz 

LRRK2/41 B15 B16 63°C 200 pz 

SPR/3 B33 B34 59°C 335 pz 

HTRA2/1 B29 B30 50°C 454 pz 

HTRA2/7 B31 B32 60°C 466 pz 

* startery zewnętrzne. 

Skład mieszaniny reakcyjnej do analizy delecji eksonów 2 i 4 genu PRKN 

podano w tabeli 13. 

Tab. 13. Skład mieszanin reakcyjnych dla metody PCR 

S
k

ła
d

n
ik

 

m
ie

sz
a
n

in
y

 

r
ea

k
c
y
jn

e
j 

S
tę

że
n

ie
 

w
y

jś
c
io

w
e 

Objętość [µl] 

E
x

.3
 

S
N

C
A

 

E
x

.2
 

P
R

K
N

 

E
x

.2
*

 

P
R

K
N

 

E
x

.4
 

P
R

K
N

 

E
x

.4
*

 

P
R

K
N

 

E
x

.7
 

P
R

K
N

 

E
x

.8
 

P
R

K
N

 

E
x

.1
1

 

P
R

K
N

 

E
x

. 
4
1

 

L
R

R
K

2
 

E
x

.1
 

H
T

R
A

2
 

E
x

.7
 

H
T

R
A

2
 

E
x

.3
 

S
P

R
 

Woda - 16,9 16,6 17,6 17,5 17,1 18,15 17,8 17,4 18,75 18 17,8 17,3 

Bufor 

do PCR 10x 
10x 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

MgCl2 25 mM - 1,5 - - - - - - - - - - 

dNTPs mix 10 mM 0,8 0,7 1 0,7 1 0,5 0,8 0,7 0,5 0,6 0,8 0,8 

Starter F 
25 pmol/

µl 
1,2 0,7 1 1 1 0,8 0,8 1 0,5 0,8 0,8 1 

Starter R 
25 

pmol/µl 
1,2 0,7 1 1 1 0,8 0,8 1 0,5 0,8 0,8 1 

Polimeraza 5 U/µl 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,25 0,3 0,4 0,25 0,3 0,3 0,4 

DNA ~5 µg/µl 2 2 1,5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
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W celu potwierdzenia obecności delecji eksonów 2 i 4 genu PRKN uzyskane 

produkty reakcji PCR poddawano elektroforezie w 2% żelu agarozowym według 

standardowej procedury. 

3.2.5. BADANIE MUTACJI PUNKTOWYCH W EKSONACH 4, 7, 11 

GENU PRKN ORAZ EKSONU 41 GENU LRRK2 Z ZASTOWANIEM METOD 

HRM, PCR I SEKWENCJONOWANIA 

3.2.5.1. PRZESIEWOWA ANALIZA HRM EKSONÓW 4, 7, 11 GENU PRKN 

ORAZ EKSONU 41 GENU LRRK2 

Analizę mutacji punktowych w eksonach 4, 7, 11 genu PRKN oraz eksonu 41 

genu LRRK2 wykonano metodą HRM z zastosowaniem zestawu LightCycler 480 

High Resolution Melting Master firmy Roche używając 10 µl mieszaniny reakcyjnej. 

Skład mieszaniny reakcyjnej podano w tabeli 14. 

Tab. 14. Skład mieszaniny reakcyjnej dla reakcji RT-PCR/HRM przeprowadzanej dla genów PRKN i LRRK2 

Optymalizację warunków reakcji HRM dla każdego z badanych fragmentów 

genów PRKN i LRRK2 wykonano dobierając odpowiednie stężenie jonów Mg2+ 

oraz warunki temperaturowe. Reakcję prowadzono w aparacie LightCycler 480 

oraz potwierdzano w aparacie Eco Real Time zgodnie z profilem 

temperaturowo-czasowym zamieszczonym na rycinie 29. 

  

Składnik 

mieszaniny 

reakcyjnej 

Stężenie 

wyjściowe 

Objętość [µl] 

Ex.4  

PRKN 

Ex.7  

PRKN 

Ex.11 

PRKN 

Ex.41 

LRRK2 

Woda - 22 22 22 1,8 

Master mix 2 x 5 5 5 5 

MgCl2 25 mM 1 1 1 1,4 

Starter F 25 pmol/µl 0,4 0,4 0,4 0,4 

Starter R 25 pmol/µl 0,4 0,4 0,4 0,4 

DNA 5 µg/µl 1 1 1 1 
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Ryc. 29. Przykładowy profil temperaturowo-czasowy 

dla przeprowadzanej reakcji RT-PCR/HRM. 

W metodzie HRM przyjęto, że krzywe topnienia dla próbek bez mutacji 

odpowiadały tej samej temperaturze topnienia i miały podobny przebieg na wykresie. 

Jednocześnie próbki z prawdopodobną mutacją posiadały odmienną temperaturę topnienia 

oraz inny przebieg krzywej na wykresie.  

Próbki z prawdopodobną mutacją w genach PRKN oraz LRRK2 wyznaczone 

w metodzie HRM poddawano sekwencjonowaniu.Dla potwierdzenia czułości 

metody HRM sekwencjonowano również losowo wybrane produkty PCR genów PRKN 

oraz LRRK2 o prawidłowym przebiegu krzywej topnienia. 

3.2.5.2. SEKWENCJONOWANIE EKSONÓW 4, 7, 11 

GENU PRKN ORAZ EKSONU 41 GENU LRRK2 

W celu identyfikacji mutacji w genach PRKN oraz LRRK2 badany fragment 

genu amplifikowano metodą PCR (Tab. 8), a następnie oczyszczano z genomowego 

DNA oraz starterów i sekwencjonowano. Analizę sekwencjonowania przeprowadzono 

na sekwenatorze 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems HITACHI, USA) 

w niezależnej Wydziałowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej przy Wydziale 

Biologii UAM w Poznaniu. 

Wyniki sekwencjonowania analizowano za pomocą programu BioEdit 

na podstawie sekwencji referencyjnych dostępnych w internetowych bazach danych 

(Ensemble, Genome Browser). 
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3.2.6. ANALIZA MUTACJI PUNKTOWYCH GENÓW SNCA, PRKN, 

HTRA2 I SPR METODĄ PCR 

I  POLIMORFIZMU DŁUGOŚCI FRAGMENTÓW RESTRYKCYJNYCH RFLP 

W celu oznaczenia mutacji w eksonach: 3 genu SNCA, 2 i 8 genu PRKN, 1 i 7 

genu HTRA2 oraz 3 genu SPR przeprowadzono amplifikację materiału genetycznego 

metodą PCR. Warunki amplifikacji oraz skład mieszaniny reakcyjnej podano w tabeli 13. 

Dla zbadania obecności mutacji w analizowanych genach produkt PCR poddano 

analizie RFLP (skład mieszaniny podano w tabeli 15) z zastosowaniem enzymów restrykcyjnych 

dobranych za pomocą programu NEBcutter v2.0 w oparciu o sekwencje referencyjne. W 

kolejnym etapie produkty reakcji RFLP rozdzielano na 3% żelu 

agarozowym. Wielkości produktów trawienia enzymatycznego odpowiadające próbkom 

z analizowaną mutacją i bez mutacji przedstawiono w tabeli 16. 

Tab. 15. Skład mieszaniny reakcyjnej dla metody RFLP  

Składnik mieszaniny 

reakcyjnej 
Objętość [µl] 

Woda 7 

Produkt PCR 10 

Bufor 2 

Enzym restrykcyjny 1 
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Tab. 16. Enzymy restrykcyjne zastosowane do analizy mutacji genów SNCA, PRKN, HTRA2 i SPR metodą RFLP 

Gen polimorfizm 
Enzym 

restrykcyjny 

Rozpoznawana 

sekwencja 

Temperatura 

inkubacji 

Długość produktu 

RFLP 

SNCA/

3 

c.88 G>C MvaI CC/WGG 37°C Prawidłowy: 

192 pz 

Zmutowany: 

136+56 pz 

PRKN/

2* 

c.110 C>T 

c.111G>A 

HaeIII GG/CC 37°C Prawidłowy: 

273+202 pz 

Zmutowany: 

475 pz 

PRKN/

8 

c. 930G>C MvaI CC/WGG 37°C Prawidłowy: 

23+321 pz 

Zmutowany: 

23+248+73 pz 

SPR/3 c.637 T>A TaaI ACN/GT 65°C Prawidłowy: 

335 pz 

Zmutowany: 

254+81 pz 

SPR/3 c.637 T>G SsiI C/CGC 37°C Prawidłowy: 

335 pz 

Zmutowany: 

250+85 pz 

HTRA

2/1 

c.421 G>T MboII GAAGA(N)8/ 37°C Prawidłowy: 

324+130 pz 

Zmutowany: 

259+65+130 pz 

HTRA

2/7 

c.1195 G>A MvaI CC/WGG 37°C Prawidłowy: 

175+113+139+39 pz 

Zmutowany: 

175+252+39 pz 

HTRA

2/7 

c.1210 C>T MspI C/CGG 37°C Prawidłowy: 

305+161 pz 

Zmutowany: 

466 pz 
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3.2.7 ANALIZA POLIMORFIZMU REGIONU NACP-REP1 

METODĄ PCR I ELEKTROFOREZY KAPILARNEJ 

W celu zbadania polimorfizmu regionu NACP-Rep1 w obrębie promotora genu SNCA 

próbki DNA amplifikowano metodą PCR z zastosowaniem pary specyficznych 

starterów, z których jeden wyznakowano barwnikiem fluorescencyjnym FAM 

(ang. 6-carboxyfluorescein). Skład mieszaniny reakcyjnej dla metody PCR podano 

w tabeli 17. 

Tab. 17. Skład mieszaniny reakcyjnej dla metody PCR 

Składnik mieszaniny 

reakcyjnej 

Stężenie 

wyjściowe 
Objętość [µl] 

Woda - 9,3 

iProof Master Mix 2 x 12,5 

Starter F 25 pmol/µl 0,6 

Starter R 25 pmol/µl 0,6 

DNA ~5 µg /µl 2 

Dla oceny ilości powtórzeń dwunukleotydowych regionu NACP-Rep1, produkt 

PCR poddawano elektroforezie kapilarnej z zastosowaniem wzorca wielkości. Rozdział 

elektroforetyczny prowadzono za pomocą analizatora 3130xl Genetic Analyzer  

w Wydziałowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej przy Wydziele Biologii UAM 

w Poznaniu. Ocenę rozdziałów elektroforetycznych produktów PCR prowadzono 

z zastosowaniem programu Peak Scanner Software v1.0. 

3.2.8 KONTROLA JAKOŚCI PRZEPROWADZONYCH BADAŃ 

W celu kontroli jakości przeprowadzonych badań genetycznych wykonano 

następujące czynności: 

 dla reakcji PCR każdorazowo zastosowano kontrolę pozytywną oraz negatywną, 

 dla reakcji RFLP zastosowano kontrole pozytywne dla enzymów rozpoznających miejsce 

mutacji, 

 dla metody elektroforezy na żelu agarozowym każdorazowo stosowano wzorzec wielkości 

DNA, 

 w przypadku uzyskania wyników niepewnych, szczególnie podczas analizy RFLP, 

oraz HRM próby poddawano sekwencjonowaniu, 
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 w celu potwierdzenia prawidłowo wykonanych analiz genetycznych, każdorazowo losowo 

wybierano 10% prób do powtórnego oznaczenia, 

 w przypadku wykrycia mutacji analizę powtarzano od pierwszego etapu badań, 

 próby badane oraz kontrolne zostały ponumerowane i zakodowane tak, aby podczas badań 

uniemożliwić odróżnienie prób kontrolnych od badanych i zapewnić obiektywizację 

uzyskanych wyników. Próby rozkodowywano po zakończeniu badań. 

3.2.9 ANALIZA STATYSTYCZNA 

W celu oceny statystycznej uzyskanych wyników badań na obecność mutacji 

i polimorfizmów w genach: SNCA, PRKN, HTRA2 oraz SPR zastosowano testy nieparametryczne 

dla zmiennych niepowiązanych: test Chi2, dokładny test Fishera, test 

dla dwóch wskaźników struktury. 

W celu oceny wpływu wykazanych mutacji i polimorfizmów na ryzyko ujawnienia się 

choroby obliczano iloraz szans (ang. Ods Ratio, OR) i przyjęto 95% przedział ufności. 

Stan równowagi Hardy-Weinberga w badanych grupach oceniano z zastosowaniem 

programu www.ihg.gfs.de (Institute of Human Genetics, Technical University Munich 

and Helmholtz Center Munich). 

W celu oceny wpływu wykrytej mutacji na postęp choroby, występowanie cech otępienia, 

objawów depresji oraz odpowiedź na farmakoterapię L-dopą zastosowano korelacje Spearmana. 

Dla zastosowanych testów statystycznych przyjęto poziom istotności α = 0,05. Analizę 

statystyczną przeprowadzono za pomocą oprogramowania Statistica for Windows (StatSoft, 

USA), w Zakładzie Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej Uniwersytetu Medycznego imienia 

Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. 

M        1        2        3        4  
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4. Wyniki 

Badaniu poddano częstość występowania mutacji/polimorfizmów w genach PARK: 

SNCA, PRKN, LRRK2, HTRA2, SPR związanych z RchP i/lub SchP. Wybrane mutacje 

w genach PARK badano zarówno u chorych z zaburzeniami układu pozapiramidowego: 

chP i zespół parkinsonowski oraz MSA, jak i u kontrolnych ochotników. 

4.1. ANALIZA MUTACJI W REGIONIE KODUJĄCYM 

ORAZ ODCINKU PAROMOTOROWYM GENU SNCA 

U chorych z chP mutacje w genie SNCA oznacza się zarówno w części kodującej 

(c.88 G>C), jak i promotorowej tego genu (NACP-Rep1). 

4.1.1. ANALIZA WYSTĘPOWANIA MUTACJI C.88 G>C GENU SNCA 

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano obecności mutacji c.88 G>C 

w eksonie 3 genu SNCA u żadnej z badanych osób, zarówno u chorych, 

jak i kontrolnych ochotników. Przykładowy obraz rozdziału elektroforetycznego produktu reakcji 

PCR/RFLP przedstawiono na rycinie 30, pojedynczy prążek oznacza brak 

analizowanej mutacji. 

Ryc. 30. Przykładowy obraz rozdziału elektroforetycznego produktów reakcji PCR-RFLP 

eksonu 3 genu SNCA z zastosowaniem enzymu MvaI. 

M-marker wielkości DNA, K- kontrola pozytywna działania enzymu, 

1-3 – produkty reakcji, W- kontrola negatywna reakcji PCR. 

  

192 pz 

M   K   1   2   3  W 
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 M    1    2    3    
4   5   6  

4.1.2. ANALIZA POLIMORFIZMU ILOŚCI POWTÓRZEŃ 

DWUNUKLEOTYDOWYCH W OBRĘBIE REGIONU NACP-REP1 

PROMOTORA GENU SNCA 

Na rycinie 31 przedstawiono przykładowe rozdziały elektroforetyczne produktów 

PCR regionu NACP-Rep1 promotora genu SNCA. 

Ryc. 31. Przykładowy obraz rozdziału elektroforetycznego w żelu (a) 

i elektroforezy kapilarnej (b) produktów reakcji PCR promotora genu SNCA. 

M-marker wielkości DNA, 1-3, 5, 6 – produkty reakcji PCR, 

W- kontrola negatywna reakcji PCR. 

Przyjęto następujące oznaczenia najczęściej występujących alleli: -1 (255 pz), 

0 (257 pz), +1 (259 pz), +2 (261 pz), +3 (263 pz). Częstość występowania poszczególnych 

wykazanych alleli regionu promotorowego genu SNCA u osób badanych i kontrolnych 

przestawiono graficznie (Ryc. 32). 

  

ok 259 pz 

0/+1 +1/+2 +2/+3 

a) 

b) 
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Ryc. 32. Częstość występowania poszczególnych alleli regionu NACP-Rep1 

promotora genu SNCA u osób badanych i kontrolnych. 

W nawiasach podano liczebność oznaczonych alleli. Zastosowano test dla dwóch składników struktury, 

statystycznie istotne różnice przy poziomie: * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 w porównaniu z kontrolą. 

W przeprowadzonych badaniach wykazano, że częstość występowania allelu +1 regionu 

NACP-Rep1 promotora genu SNCA była największa u kontrolnych ochotników 

i u tych osób była jednocześnie istotnie wyższa w porównaniu do chorych z chP 

oraz z zespołem parkinsonowskim w przebiegu choroby zwyrodnieniowej (test dla dwóch 

składników struktury, p<0,001). Ponadto częstość występowania tego allelu w grupie 

chorych z chP w porównaniu do osób z zespołem parkinsonowskim nie osiągała 

istotności statystycznej. 

W odróżnieniu od allelu +1, allel +2 występował najczęściej u chorych z zespołem 

parkinsonowskim i z mniejszą częstością u chorych z chP (chP; test dla dwóch 

składników struktury, p<0,01 w porównaniu do kontrolnych ochotników). Ponadto, 

podobnie, jak w przypadku allelu +1, częstość występowania allelu +2 u chorych 

z chP i z zespołem parkinsonowskim nie różniła się istotnie statystycznie. 

Allel +3 występował z jednakową częstością u chorych z chP i zespołem 

parkinsonowskim, i w obu grupach chorych z istotnie wyższą częstością w porównaniu 

do kontrolnych ochotników (test dla dwóch składników struktury, p<0,05). Obecność 

allelu -1 wykazano jedynie u kontrolnych ochotników. 

Ze względu na małą liczebność grupy chorych z MSA, wyników badań 

nie oceniano statystycznie. U tych chorych dokonano jedynie oceny częstości 

-1 0 +1 +2 +3

Kontrolni ochotnicy 1% 5% 53% 40% 2%

Chorzy z chP 0% 6% 33% 54% 7%

Chorzy z MSA 0% 17% 33% 50% 0%

Chorzy z zespołem
parkinsonowskim

0% 6% 28% 59% 7%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

*** 

** 

* * 

*** 
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występowania oznaczonych alleli 0, +1 i +2. Allel +1 u chorych z MSA występował 

z jednakową częstością, w porównaniu z chorymi z chP i z podobną częstością, 

jak u chorych z rozpoznanym zespołem parkinsonowskim, oraz wykazywał tendencję 

spadkową w porównaniu do kontrolnych ochotników. Natomiast częstość występowania 

allelu +2 u chorych z MSA wykazywała tendencję wzrostową w porównaniu 

do kontrolnych ochotników oraz spadkową w stosunku do osób z pozostałych 

analizowanych grup chorych. Natomiast allel 0 u tych chorych występował z trzykrotnie 

wyższą częstością w porównaniu z innymi badanymi osobami z analizowanych 

grup (Ryc. 32). 

W celu weryfikacji uzyskanych wyników badań alleli regionu NACP-Rep1 promotora 

genu SNCA u osób badanych i kontrolnych przeprowadzono również analizę genotypów 

tego regionu (Ryc. 33). 

 

Ryc. 33. Częstość występowania poszczególnych genotypów regionu NACP-Rep1 promotora 

genu SNCA w grupie osób badanych i kontrolnych. Zastosowano test dla dwóch składników 

struktury, statystycznie istotne różnice przy poziomie istotności: 

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 w porównaniu z kontrolą. 

  

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

+1/+1

+1/+2

+1/+3

+1/0

+2/0

+2/+2

+2/+3

-1/+1

+1/+1 +1/+2 +1/+3 +1/0 +2/0 +2/+2 +2/+3 -1/+1

Chorzy z zespołem
parkinsonowskim

3% 47% 0% 3% 9% 24% 15% 0%

Chorzy z MSA 0% 67% 0% 0% 33% 0% 0% 0%

Chorzy z chP 6% 47% 1% 7% 4% 22% 13% 0%

Kontrolni ochotnicy 23% 50% 0% 7% 3% 12% 4% 2%

* 
* 

*** 
** 
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W przeprowadzonych badaniach wykazano, że u kontrolnych ochotników 

genotyp +1/+1 regionu NACP-Rep1 promotora genu SNCA występował z wielokrotnie 

większą częścią niż u chorych z chP i z zespołem parkinsonowskim (test dla dwóch 

składników struktury; chP, p<0,001; zespół parkinsonowski, p<0,01). Natomiast 

u badanych chorych z MSA nie wykazano obecności tego genotypu. 

Częstość występowania genotypu +1/+2 tego genu miała tendencję wzrostową 

jedynie u chorych z MSA w porównaniu do kontrolnych ochotników, natomiast u osób 

z pozostałych analizowanych grup chorych była na podobnym poziomie. Jednocześnie, 

u chorych z MSA nie wykazano obecności genotypów zarówno +1/0, +2/+2, 

jak i +2/+3. Genotyp +1/0 występował z mniejszą częstością jedynie u osób 

z zespołem parkinsonowskim, a genotyp +2/+2 dwukrotnie częściej u chorych 

z zespołem parkinsonowskim i prawie dwukrotnie częściej w chP w porównaniu 

do kontrolnych ochotników, osiągając w tych grupach chorych poziomy bliskie 

istotności statystycznej (test dla dwóch składników struktury, p=0,056). Natomiast 

genotyp +2/+3 występował z ponad trzykrotnie większą częstością zarówno u chorych 

z chP (test dla dwóch składników struktury, p<0,05), jak i z zespołem parkinsonowskim 

(test dla dwóch składników struktury, p<0,05) w porównaniu do kontrolnych 

ochotników. Ponadto, obecność genotypu +1/+3 wykazano jedynie u jednego chorego 

z chP, natomiast obecność genotypu -1/+1 jedynie u dwóch kontrolnych ochotników. 

4.2. ANALIZA DELECJI I MUTACJI PUNKTOWYCH GENU PRKN 

Najczęściej u chorych z chP wykonuje się badania na obecność mutacji punktowych  

i delecji w genie PRKN. 

4.2.1. ANALIZA CZĘSTOŚCI WYSTĘPOWANIA DELECJI 

EKSONÓW 2 I 4 GENU PRKN 

Przykładowy wynik analizy występowania delecji eksonów 2 i 4 genu PRKN przedstawia 

rycina 34. 

W wyniku przeprowadzonych badań nie wykryto obecności delecji eksonów 2 

i 4 genu PRKN u żadnej z osób badanych i kontrolnych. 
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Ryc. 34. Przykładowe rozdziały elektroforetyczne produktów reakcji PCR przeprowadzonej 

z zastosowaniem starterów wewnętrznych i zewnętrznych dla eksonów 2 i 4 genu PRKN. 

M- marker wielkości DNA, 1-4 produkty reakcji PCR, prążek odpowiadający produktowi o większej 

masie stanowi produkt reakcji z zastosowaniem starterów zewnętrznych, prążek odpowiadający 

produktowi o mniejszej masie – produkt reakcji z zastosowaniem starterów wewnętrznych,  

W- kontrola ujemna reakcji PCR. 

4.2.2. ANALIZA CZĘSTOŚCI WYSTĘPOWANIA MUTACJI PUNKTOWYCH 

W EXONACH 2, 4, 7, 8, 11 GENU PRKN 

W wyniku przeprowadzonych analiz na obecność mutacji punktowych 

w exonach 2, 4, 7, 8, 11 genu PRKN wykazano prawie czterokrotnie większą częstość 

występowania tych mutacji u chorych z chP w porównaniu do kontrolnych 

ochotników (test Chi2, p<0,001) [Ryc. 35]. Jednocześnie nie wykazano obecności 

żadnej z analizowanych mutacji punktowych genu PRKN u pozostałych chorych 

z zaburzeniami układu pozapiramidowego. 

Ponadto, wszystkie oznaczone mutacje w genie PRKN były mutacjami 

typu zmiany sensu związanej z substytucjami aminokwasów i występowały 

w konfiguracji heterozygotycznej. 

  

M     1     2      3     4     W     1     2      3     4     W 

488 pz 

181 pz 

475 pz 
308 pz 

 M    1    2     3    4    W     1    2    3     4   W   M 
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Kontrolni chotnicy 8%

Chorzy z chP 30%

Chorzy z MSA 0%

Chorzy z zespołem
parkinsonowskim
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35%

 

Ryc. 35. Odsetek mutacji punktowych wykrytych w genie PRKN 

u osób badanych i kontrolnych, 

statystycznie istotne różnice przy poziomie istotności - ***p<0,001. 

Uwzględniając częstość występowania mutacji w genie PRKN, analizę 

eksonów 4, 7 i 11 oraz 2 i 8 tego genu przeprowadzono różnymi technikami. 

4.2.2.1 ANALIZA MUTACJI W EKSONACH 4, 7 I 11 GENU PRKN 

Przykładowe wyniki analizy przesiewowej mutacji w eksonach 4, 7 i 11 genu PRKN 

dla metody HRM przedstawiono na rycinie 36 oraz dla sekwencjonowania na rycinach 37-40. 

 

Ryc. 36. Przykładowe wyniki analizy HRM dla eksonu 4 genu PRKN. Strzałkami zaznaczono 

krzywe wskazujące na obecność mutacji w analizowanym eksonie. 

W wyniku przeprowadzonych badań zidentyfikowano dwie mutacje w obrębie 

eksonu 4, mutacje do tej pory opisaną (c.500G>A PRKN) i nieopisaną (c.520C>T PRKN) 

w piśmiennictwie oraz po jednej mutacji w obrębie eksonów: 7 (c.823 C>T PRKN) 

i 11 (c.1180 G>A PRKN) genu kodującego białko parkinę (PRKN). 

*** 
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Częstość występowania zidentyfikowanych mutacji w genie PRKN oraz oczekiwaną 

częstość ich występowania obliczoną zgodnie z prawem Hardy-Weinberga zestawiono 

tabeli 18 oraz na rycinie 41. 

Jak wynika z tabeli 18 oznaczona w eksonie 4 genu PRKN tranzycja G>A 

w pozycji c.500 związana była z zamianą aminokwasu seryny (S) na asparaginę (A) 

w kodonie 167 (AGCAAC) białka parkiny (Ryc. 37). Ponadto, wykazano, że mutacja ta 

występowała z 7% częstością u chorych z chP i pojawiała się u tych chorych 

siedmiokrotnie częściej w porównaniu do kontrolnych ochotników (dokładny test 

Fishera, p<0,05). 

 

Ryc. 37. Przykładowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 4 

genu PRKN a) mutację c.500 G>A PRKN zaznaczono strzałką, b) wynik prawidłowy. 

Ponadto u 2% chorych z chP wykazano obecność tranzycji C>T w pozycji c.520 

genu PRKN w eksonie 4 związanej z zamianą aminokwasu leucyny (L) na fenyloalaninę (F) 

w kodonie 174 (CTCTTC) białka parkiny (Ryc. 38). Mutacja ta występowała jedynie 

w tej grupie chorych. 

Ryc. 38. Przykładowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania 

eksonu 4 genu PRKN a) mutację c.520 C>T zaznaczono strzałką, b) wynik prawidłowy. 

U 1% chorych z chP wykazano obecność tranzycji C>T w pozycji c.823 

genu PRKN eksonu 7 powodującej substytucję aminokwasu argininy (R) 

przez tryptofan (T) w kodonie 275 (CGGTGG) [Ryc. 39]. Podobnie jak mutacje 

oznaczone w eksonie 4, mutacja c.823 C>T PRKN w eksonie 7 występowała jedynie 

u chorych z chP.  

c.500 G>A 

c.520 C>T 

a) b) 

a) b) 
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Ryc. 39. Przykładowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania 

eksonu 7 genu PRKN a) mutację c.823 C>T zaznaczono strzałką, b) wynik prawidłowy. 

Ponadto w eksonie 11 genu PRKN zidentyfikowano tranzycję G>A w pozycji 

c.1180 związaną z zamianą aminokwasów: asparaginianu (D) na N w kodonie 394 (GATAAT) 

[Ryc. 40]. Wykazano, że mutacja ta występowała u 11% chorych 

z chP oraz u tych osób z ponad pięciokrotnie większą częstością w porównaniu 

do kontrolnych ochotników (test Chi2, p<0,01). 

 

 

 

Ryc. 40. Przykładowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania 

eksonu 11 genu PRKN a) mutację c.1180 G>A zaznaczono strzałką, b) wynik prawidłowy. 

Tab. 18. Liczba mutacji w eksonach 4, 7 i 11 genu PRKN w poszczególnych analizowanych grupach osób, stwierdzona 

i obliczona z prawa Hardy-Weinberga 

Nomenklaturę mutacji podano w odniesieniu do sekwencji referencyjnych: NM_004562, NG_004562, NP_004553 

[http://www.ensembl.org]. 
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273 pz 
202 pz 

   1      2      3     4      5      6     7     8      9    10    11   12     M 

321 pz 
248 pz 

M    1     2     3     4     5     6    W c.930 G>C 

c.500
G>A

c.520 C>T c.823 C>T
c.1180

G>A

Kontrolni ochotnicy 1% 0% 0% 2%

Chorzy z chP 7% 2% 1% 11%

Chorzy z MSA 0% 0% 0% 0%

Chorzy z zespołem
parkinsonowskim

0% 0% 0% 0%
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Ryc. 41. Odsetek osób z poszczególnymi mutacjami genu PRKN 

w eksonach 4, 7 i 11 w poszczególnych grupach osób badanych i kontrolnych, 

statystycznie istotne różnice przy poziomie istotności: *p<0,05; **p<0,001 w porównaniu z kontrolą. 

4.2.2.2 ANALIZA WYSTĘPOWANIA MUTACJI PUNKTOWYCH W EKSONACH 

2 I 8 GENU PRKN 

W badanej grupie osób nie wykazano obecności mutacji c.110 C>T i c.111 G>A 

w eksonie 2 genu PRKN oraz stwierdzono obecność mutacji c. 930G>C w eksonie 8 tego genu.  

Przykładowe wyniki analizy restrykcyjnej mutacji c.110 C>T i c.111 G>A w eksonie 2 

oraz mutacji c. 930G>C w eksonie 8 genu PRKN wraz z wynikiem sekwencjonowania  

(w eksonie 8) przedstawiono na rycinie 42. 

  

 

 

 

Ryc. 42. Przykładowe wyniki analizy mutacji w eksonach 2 i 8 genu PRKN: a) rozdział 

elektroforetyczny produktów reakcji PCR/RFLP eksonu 2 z zastosowaniem enzymu HaeIII  

b) rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR/RFLP eksonu 8 z zastosowaniem 

enzymu MvaI, M- marker, 1-12, 1-6 – produkty reakcji, W kontrola ujemna reakcji 

c) fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 8 genu PRKN, 

mutacja c.930 G>C zaznaczona strzałką.  

* 

** 

a) 

b) c) 
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c.930 G>C

Kontrolni ochotnicy 5%

Chorzy z chP 18%

Chorzy z MSA 0%

Chorzy z zespołem
parkinsonowskim
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20%

 

Ryc. 43. Częstość występowania mutacji c.930 G>C genu PRKN 

u osób badanych i kontrolnych, 

statystycznie istotne różnice przy poziomie istotności -**p<0,001 w porównaniu z kontrolą. 

Tab. 19. Liczba osób z mutacjami w eksonach 2 i 8 w poszczególnych grupach badanych stwierdzona empirycznie 

i obliczona z prawa Hardego-Weinberga 
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Kontrolni 

ochotnicy 
0 0 0 0 6 5,84 113 (112) 

Chorzy z chP 0 0 0 0 14 12,73 90 (77) 

Chorzy z MSA 0 0 0 0 0 0 3 (2) 

Chorzy z zespołem 

parkinsonowskim 
0 0 0 0 0 0 35 (31) 

U 18% chorych z chP wykazano obecność mutacji c. 930G>C genu PRKN 

związanej z zamianą aminokwasów: glutaminianu (E) na D w kodonie 310 

(GAGGAC). Mutacja ta występowała z ponad trzykrotnie większą częstością 

u chorych z chP w porównaniu do kontrolnych ochotników (test Chi2, p<0,01). 
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4.3. ANALIZA MUTACJI PUNKTOWYCH W OBRĘBIE 

EKSONU 41 GENU LRRK2 

Badania mutacji w eksonie 41 genu LRRK2 przeprowadzono ze względu 

na pojawiające się w piśmiennictwie rozbieżności w częstości ich występowania 

na świecie i w Polsce. 

Przykładowe wyniki analizy mutacji w eksonie 41 genu LRRK2 przedstawiono 

na rycinie 44. 

 

Ryc. 44. Przykładowe wyniki analizy HRM eksonu 41 genu LRRK2. 

Nie odnotowano występowania krzywych odbiegających od normy. 

W wyniku przeprowadzonych badań nie wykryto obecności mutacji punktowych 

w eksonie 41 genu LRRK2 u żadnej osoby badanej i kontrolnej. 

4.4. ANALIZA WYSTĘPOWANIA MUTACJI 

PUNKTOWYCH GENU HTRA2 

Analizie poddano mutacje c.421 G>T, c.1195 G>A, c.1210 C>T genu HTRA2 

charakterystyczne dla rasy kałkaskiej [145]. 

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano obecności mutacji c.1210 C>T 

genu HTRA2. Jednocześnie u badanych osób wykazano obecność mutacji: c.421 G>T, 

c.1195 G>A w tym genie. Przykładowe rozdziały elektroforetyczne oraz fluor ogramy 

z przebiegu sekwencjonowania genu HTRA2 przedstawiono na rycinach 45- 47, a częstość 

występowania oznaczonych mutacji przedstawiono na rycinie. 48. 
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Ryc. 45. a) Rozdział elektroforetycznproduktów reakcji PCR/RFLP eksonu 7 genu HTRA2, 

b) Fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 7 genu HTRA2 

chorego z mutacją c.1195 G>A zaznaczoną strzałką. 

M - marker wielkości DNA, 1-3,5-9 - próbki bez mutacji c.1195 G>A, 4- próbka z mutacją c.1195 G>A, 

W - kontrola ujemna 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 46. Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR/RFLP eksonu 7 genu HTRA2. 

M - marker wielkości DNA, 1-11 - próbki bez  mutacji c.1210 C>T, W - kontrola ujemna. 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 47. a) Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR/RFLP eksonu 1 genu HTRA2. 

b) Fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 1 genu HTRA2 

chorego z mutacją c.421 G>T zaznaczoną strzałką. 

M – marker wielkości DNA, 1, 2, 4, 5– próbki bez mutacji c.421 G>T, 6- próbka z mutacją c.421 G>T, 

W – kontrola ujemna 

  

113 pz 
139 pz 
175 pz 
252 pz 

    1     2      3      4      5      6      7      8      9      W     M 

c.1195 G>A 

161 pz 
305 pz 

     1      2      3     4     5      6      7     8      9    10   11    W    M 

c.421 G>T 

a) b) 

a) b) 

259 pz 
324 pz 

130 pz 

  M     1        2       W       4        5        6 
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c.421 G>T c.1195 G>A

Kontrolni ochotnicy 0% 0%

Chorzy z chP 1% 2%

Chorzy z zanikiem
wieloukładowym

0% 0%

Chorzy z zespołem
parkinsonowskim

0% 0%

0,0%

0,5%

1,0%

1,5%

2,0%

2,5%  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 48. Odsetek mutacji c.421 G>T i c.1195 G>A u chorych z chP. 

U 1% chorych z chP wykazano obecność mutacji c.421 G>T HTRA2 

związanej z substytucją A na S w pozycji 141, a u kolejnych 2% osób z chP 

stwierdzono obecność mutacji c.1195 G>A HTRA2 związanej z zamianą aminokwasów 

G na S w pozycji 399. 

4.5. ANALIZA WYSTĘPOWANIA MUTACJI 

W OBRĘBIE KODONU SPR 

Analizie poddano mutacje w kodonie 213 genu SPR, ze względu na najbardziej 

prawdopodobne miejsce wystąpienia mutacji. 

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano obecności mutacji c.637 T>G genu SPR. 

Jednocześnie u 4% chorych z chP i 2% kontrolnych ochotników wykazano obecność nieopisanej 

do tej pory w piśmiennictwie mutacji: c.637 T>A SPR związanej z zamianą S na T w kodonie 

213. Przykładowy rozdział elektroforetyczny oraz fluorogram z przebiegu sekwencjonowania 

genu SPR przedstawiono na rycinie 49 A i B, a częstość występowania oznaczonej mutacji 

przedstawiono na rycinie 50. 
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c.637 T>A

Kontrolni
ochotnicy

2%

Chorzy z chP 4%

Chorzy z MSA 0%

Chorzy z zespołem
parkinsonowskim

0%

0,0%
0,5%
1,0%
1,5%
2,0%
2,5%
3,0%
3,5%
4,0%
4,5%

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 49. a) Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR/RFLP genu SPR, 

b) Fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 3 genu SPR 

chorego z mutacją c.637 T>A zaznaczoną strzałką. 

M – marker wielkości DNA, 1– próbka bez mutacji c.637 T>A, 2- próbka z mutacją c.637 T>A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 50. Odsetek osób z wykrytą mutacją w genie SPR u osób badanych i kontrolnych. 

  

c.637 T>A 

a) b) 

254 pz 
335 pz 

  1      2       M 
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70%

5%

1%

11%

8%

1%

1%

2%
1%

30%

Chorzy bez mutacji 

Chorzy z mutacją c.500 G>A 

Chorzy z mutacją c.520 C>T 

Chorzy z mutacją c.930 G>C 

Chorzy z mutacją c.1180 G>A 

Chorzy z mutacją podwójną c.823 C>T i c.930 G>C 

Chorzy z mutacją podwójną c.823 C>T i c.1180 G>A 

Chorzy z mutacją podwójną c.500G>A i c.520 C>T 

Chorzy z mutacją potrójną c.500 G>A, c.930 G>C i c.1180 G>A 

4.6. WSPÓŁWYSTĘPOWANIE MUTACJI PUNKTOWYCH 

W ANALIZOWANYCH GENACH PARK 

4.6.1. ANALIZA WSPÓŁWYSTĘPOWANIA WIĘCEJ NIŻ JEDNEJ MUTACJI 

PUNKTOWEJ W GENIE PRKN 

W wyniku przeprowadzonych badań wykazano, że u pięciu chorych  

z chP (5%) w genie PRKN występowały mutacje wielokrotne (Ryc. 51). U czterech 

z nich były to mutacje podwójne, u dwóch osób obie występowały w eksonie 4 

(c.500 G>A i c.520 C>T) [Ryc. 52]; u jednej, w eksonach 7 (c.823 C>T) 

i 8 (c.930 G>C); u kolejnej w eksonach 7 (c.823 C>T) i 11 (c.1180 G>A). Natomiast 

u jednej osoby wykazano obecność trzech mutacji genu PRKN (c.500 G>A, c.930 G>C, 

c.1180 G>A), kolejno w eksonach 4, 8, 11 (Tab. 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 51. Odsetek chorych z chP, u których wykazano obecność mutacji PRKN. 
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Ryc. 52. Przykładowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania 

eksonu 4 u chorego z podwójną mutacją genu PRKN. 

Strzałkami zaznaczono miejsca substytucji nukleotydów. 

4.6.2. ANALIZA WSPÓŁWYSTĘPOWANIA MUTACJI PUNKTOWYCH 

GENU PRKN I POLIMORFIZMU REGIONU NACP-REP1 PROMOTORA 

GENU SNCA 

Jednoczesna analiza mutacji genu PRKN i polimorfizmu regionu 

NACP-Rep1 genu SNCA wykazała, że zarówno u chorych z chP (17%), 

jak i u osób kontrolnych (6%) mutacjom w genie PRKN najczęściej towarzyszyła 

obecność genotypu +1/+2. W chP, pozostałe oznaczone genotypy analizowanego 

odcinka promotorowego występowały z wielokrotnie niższą częstością wynosiły 

od 4%, dwukrotnie 3% do 2%, dla genotypów +2/+2, +2/+3 i +1/0 oraz +1/+1, 

odpowiednio. Natomiast u osób kontrolnych nie wykazano współistnienia mutacji 

genu PRKN z genotypami +2/+2,  +2/+3. Szczegółowe dane dotyczące rodzaju 

oznaczonych mutacji w genie PRKN współistniejących z poszczególnymi genotypami 

u chorych z chP i u kontrolnych ochotników zamieszczono w tabelach 

(Tab. 20 i Tab. 21). 

  

c.500 G>A c.520 C>T 
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Tab. 20. Genotyp regionu NACP-Rep1 promotora genu SNCA u osób, u których wykazano współistnienie mutacji 

punktowych w genach PARK 

Grupa Gen 

z mutacją 

punktową 

Genotyp NACP-

Rep1 

Liczba osób /(odsetek) 

chP 

PRKN +2/+3 3 (3%) 

PRKN +2/+2 4 (4%) 

PRKN +1/0 3 (3%) 

PRKN +1/+1 2 (2%) 

PRKN +1/+2 15 (17%) 

K 

PRKN +1/0 1 (1%) 

PRKN +1/+1 1 (1%) 

PRKN +1/+2 7 (6%) 

chP SPR +1/+2 4 (4%) 

K SPR +1/+2 2 (2%) 

chP 
HTRA2 +1/0 1 (1%) 

HTRA2 +1/+2 2 (2%) 

chP – chorzy z chorobą Parkinsona, 

K – kontrolni ochotnicy. 
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Tab. 21. Genotyp regionu NACP-Rep1 u osób u których wykazano obecność mutacji punktowych 

Nr próby Płeć Wiek 
Genotyp 

NACP-Rep1 
Mutacja punktowa 

C
h

o
rz

y
 z

 c
h

P
 

1 K 66 +2/+3 c. 930G>C (PRKN) 

2 K 76 +2/+3 c. 930G>C (PRKN) 

3 K 59 +1/+1 c. 930G>C (PRKN) 

4 M 69 +2/+2 c. 930G>C (PRKN) 

5 K 71 +1/+2 c.500 G>A (PRKN) 

6 M 51 +1/+2 c. 930G>C (PRKN) 

7 M 55 +2/+2 c. 930G>C (PRKN) 

8 K 62 +1/+2 c. 930G>C (PRKN) 

9 K 65 +1/+2 c. 930G>C (PRKN) 

10 M 66 +1/+2 c. 930G>C (PRKN) 

11 M 59 +1/+2 c.500 G>A (PRKN) 

12 M 68 +1/+2 c.500 G>A (PRKN) 

13 K 46 +1/+2 c.520 C>T (PRKN) 

14 K 59 +1/+2 c. 1180G>A (PRKN) 

15 M 61 +2/+3 c. 1180G>A (PRKN) 

16 M 41 +1/0 c. 930G>C (PRKN) 

17 K 57 +1/+2 c. 930G>C (PRKN) 

18 K 68 +1/+1 c. 1180G>A (PRKN) 

19 K 73 +1/+2 c. 930G>C (PRKN) 

20 M 67 +1/+2 c. 637T>A (SPR) 

21 M 62 +1/+2 c. 637T>A (SPR) 

22 K 65 +1/+2 c. 637T>A (SPR) 

23 M 69 +1/+2 c.1195 G>A (HTRA2) 

24 K 62 +1/+2 
c.500 G>A, c. 930G>C, c. 1180G>A 

(PRKN) 

25 K 63 +2/+2 c. 823C>T, c. c. 930G>C (PRKN) 

26 K 49 +1/0 c. 930G>C, c. 1180G>A (PRKN) 

27 M 73 +1/+2 c. 930G>C, c. 1180G>A (PRKN) 

28 M 46 +2/+2 c.500 G>A, c.520 C>T (PRKN) 

29 K 54 +1/+2 c.500 G>A (PRKN), c. 637T>A (SPR) 

30 M 67 +1/+2 c. 930G>C (PRKN), c.1195 G>A (HTRA2) 

31 K 51 +1/0 c. 930G>C (PRKN), c.421 G>T (HTRA2) 

K
o

n
tr

o
ln

i 
o

ch
o

tn
ic

y
 

32 K 52 +1/+2 c. 930G>C (PRKN) 

33 K 40 +1/+2 c. 1180G>A (PRKN) 

34 K 52 +1/+2 c. 930G>C (PRKN) 

35 M 50 +1/+2 c. 930G>C (PRKN), c. 637T>A (SPR) 

36 M 47 +1/+2 c. 637T>A (SPR) 

37 K 66 +1/+2 c.500 G>A (PRKN) 

38 K 39 +1/+1 c. 930G>C (PRKN) 

39 M 70 +1/+2 c. 930G>C (PRKN) 

40 M 69 +1/0 c. 930G>C (PRKN) 

41 M 61 +1/+2 c. 1180G>A (PRKN) 
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4.6.3. ANALIZA WSPÓŁWYSTĘPOWANIA POLIMORFIZMU 

REGIONU NACP-REP1 GENU SNCA Z MUTACJAMI 

W GENIE HTRA2 LUB SPR 

Jednoczesna analiza mutacji genu SPR i polimorfizmu regionu NACP-Rep1 

genu SNCA wykazała, że zarówno u chorych z chP (4%), jak i u osób 

kontrolnych (2%) mutacjom w genie SPR, niezależnie czy współwystępowała 

z nimi mutacja w genie PRKN zawsze towarzyszyła obecność genotypu +1/+2. 

W przypadku genu HTRA2 u chorych z chP współwystępowanie genotypu 

NACP-Rep1 genu SNCA było zależne od rodzaju występującej mutacji HTRA2, 

mutacja c.1195G>A współistniała, podobnie jak w przypadku genu SPR 

z genotypem +1/+2 (niezależnie czy współwystępowała z nimi mutacja 

w genie PRKN), natomiast c.421G>T (z c.1180 G>A PRKN) współwystępowała 

z genotypem +1/0 (Tab. 20). 

Współistnienie mutacji w genach PRKN i HTRA2 lub SPR zarówno u chorych 

z chP, jak i osób kontrolnych do tej pory nie było opisywane w piśmiennictwie. 

4.7. OCENA WPŁYWU MUTACJI W ANALIZOWANYCH GENACH 

PARK NA RYZYKO UJAWNIENIA SIĘ CHOROBY PARKINSONA 

Zestawienie wpływu oznaczonych mutacji w badanych genach PARK 

na ryzyko ujawnienia się chP wyznaczone w oparciu o analizę regresji logistycznej przedstawiono 

w tabeli 22. 

Tab. 22. Wpływ oznaczonych mutacji punktowych genów PRKN, HTRA2 i SPR na ryzyko ujawnienia się 

choroby Parkinsona wyrażone ilorazem szans 

Substytucja P OR 

c.500 G>A PRKN 0,025 8,000 

c.520 C>T PRKN 0,111 6,412 

c.823 C>T PRKN 0,261 3,804 

c.930 G>C PRKN 0,005 3,926 

c.1180 G>A PRKN 0,005 6,938 

PRKN <0,001 6,059 

c.421 G>T HTRA2 0,261 3,804 

c.1195 G>A HTRA2 0,111 6,412 

HTRA2 0,050 9,080 

c.637 T>A SPR 0,257 2,612 
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OR- iloraz szans, p- poziom istotności w teście dokładnym Fishera. 

Wyniki badań statystycznych wskazują, że na ryzyko wystąpienia chP 

w populacji polskiej najsilniej wpływa obecność mutacji w genie PRKN 

(dokładny test Fischera, p<0,001; OR=6,059) i jest ona zasadniczo zależna 

od lokalizacji mutacji w genie. Największe ryzyko chP wiąże się z lokalizacją 

w eksonie: 4 (dokładny test Fischera, p<0,05; OR=8,000), następnie 11 (dokładny 

test Fischera, p<0,001; OR=6,938) i 8 (dokładny test Fischera, p<0,001; OR=3,926) 

tego genu. 

Mutacje w genie HTRA2 (dokładny test Fischera, p=0,05; OR=9,080) 

mogą wskazywać na wystąpienie jedynie predyspozycji do zachorowania na chP. 

4.7.1. OCENA ZALEŻNOŚCI POMIĘDZY MUTACJAMI W ANALIZOWANYCH 

GENACH PARK  A ROZWOJEM CHOROBY PARKINSONA 

W wyniku przeprowadzonej analizy korelacji pomiędzy występowaniem 

pojedynczej lub wielokrotnej mutacji w analizowanych genach PARK, a stopniem 

zaawansowania choroby chP wykazano ujemną korelację u osób chorujących 

powyżej 10 lat, między występowaniem substytucji c.930 G>C genu PRKN, a stopniem 

zaawansowania choroby w skali Hoehn–Yahra (1 i 2 stopień rozwoju choroby) 

[korelacja Spearmana, R-0,458; p<0,05]. Podobną zależność u osób z chP chorujących 

dłużej niż 10 lat, wykazano dla allelu 0 regionu NACP-Rep1 promotora genu SNCA 

(korelacja Spearmana, R -0,507; p<0,05) oraz dla mutacji c.1195 G>A genu HTRA2 

w populacji ogólnej (korelacja Spearmana, R -0,237; p<0,05) [Tab. 23]. Jednocześnie 

u pozostałych badanych chorych z chP posiadających mutacje PRKN zasadniczo 

obserwowano tendencję do wolniejszego postępu choroby w skali Hoehn–Yahra 

(mutacja w eksonie 4: 71% chorych z 2 stopniem; w eksonie 7: 100% z 1 stopniem; 

w eksonie 8: 29% z 1 stopniem i 57%  z 2 stopniem; oraz w eksonie 11: 22% 

z 1 stopniem i 56% z 2 stopniem). 

Ponadto u chorych z chP z genotypem +1/+1 regionu NACP-Rep1 promotora 

SNCA obserwowano wolniejszy postęp choroby w skali Hoehn-Yahra (40% z 1 stopniem 

i 40% z 2 stopniem) a u osób z genotypem +2/+2 choroba postępowała najszybciej 

(40% z 3-4 stopniem). 
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Tab. 23. Korelacja pomiędzy obecnością oznaczonych mutacji/polimorfizmów w genach PARK i stopniem 

zaawansowania choroby Parkinsona w skali Hoehn-Yahra  

Chorzy z chorobą Parkinsona 

Oznaczona 

mutacja/polimorfizm 

Czas trwania choroby Poziom 

istotności (p) poniżej5 lat od 5do10 lat powyżej10 lat 

c.930 G>C PRKN - - R -0,458 0,049 

allel 0 NACP-Rep1 - - R -0,507 0,019 

R- współczynnik korelacji Spearmana podany dla p<0,05 

U chorych z chP chorujących dłużej niż 10 lat wykazano dodatnią korelację 

między występowaniem substytucji c.500 G>A w genie PRKN, a odpowiedzią 

na farmakoterapię L-dopą, natomiast dla substytucji c.930 G>C PRKN zależność ta 

mieściła się jedynie na granicy istotności statystycznej. Jednocześnie stwierdzono, 

że obecność polimorfizmu c.1180 G>A PRKN  u chorych z chP dodatnio korelowała 

z odpowiedzią na farmakoterapię L-dopą już we wczesnym okresie trwania choroby 

(poniżej 5 lat) [Tab. 24]. Wykazano również, że obecność więcej niż jednej mutacji 

w genie PRKN nie wpływała znacząco na skuteczność terapii L-dopą (wysokość 

stosowanych dawek L-dopy). 

U chorych z chP z genotypem regionu NACP-Rep1 wykazano, że wysokość stosowanych 

u tych chorych dawek L-dopy była najniższa u chorych z genotypem 

+1/+1 niezależnie od czasu trwania choroby i wiązała się z dobrą odpowiedzią 

na terapię, w odróżnieniu od chorych z genotypem +2/+3, którzy najgorzej reagowali 

na terapię tym prekursorem DA (różnice nieistotne statystycznie). Ponadto bardzo dobrą 

odpowiedź na terapię L-dopą wykazano u 16% chorych z chP z genotypem +2/+2 

w okresie trwania choroby poniżej 5 lat. 

Tab. 24. Korelacja pomiędzy obecnością oznaczonych mutacji w genie PRKN i odpowiedzią na farmakoterapię  

L-dopą u chorych z chorobą Parkinsona 

Chorzy z chorobą Parkinsona 

Oznaczona 

mutacja/polimorfizm 

Czas trwania choroby Poziom 

istotności (p) poniżej5 lat od 5do10 lat powyżej10 lat 

c.500 G>A  PRKN - - R +0,554 0,017 

c.930 G>C PRKN  - - * 0,05 

c.1180 G>A PRKN R+0,385 - - 0,047 

* wynik bliski istotności statystycznej 

R- współczynnik korelacji Spearmana podany dla p<0,05. 
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U chorych z chP uwzględniono również występowanie objawów 

neuro-psychiatrycznych (objawy depresji i stopień otępienia). Objawy depresji 

stwierdzono u 14% przebadanych osób, większość z nich, 69% stanowili chorzy 

z mutacjami punktowymi  (korelacja Spearmana dla genu SPR, R+0,371; p<0,001), 

w tym 46% w genie PRKN (6 chorych), 15% w genie SPR (2 chorych), 

oraz 8% w genach SPR i PRKN jednocześnie (1 chory). W grupie chorych z chP 

wykazano również u osób bez mutacji w analizowanych genach otępienie stopnia 

łagodnego (u 6%) oraz zarówno u chorych z mutacjami, jak i bez oznaczonych 

mutacji MCI (u 9%). U chorych z MCI z mutacjami punktowymi, przewagą stanowiły 

mutacje w genie PRKN w porównaniu do mutacji w SPR i PRKN jednocześnie. 
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5. Dyskusja 

Przyczyny chP upatruje się zarówno w czynnikach środowiskowych, 

jak i genetycznych. Uważa się, że czynniki środowiskowe, takie jak: MPTP, 

jony metali m.in. ołowiu, manganu i żelaza, pestycydy i rozpuszczalniki 

organiczne oraz niektóre leki [1,169] mogą wpływać na wystąpienie objawów 

parkinsonizmu. Zdaniem wielu autorów substancje toksyczne zawarte w środowisku 

wywołują objawy parkinsonizmu jedynie u osób z predyspozycjami genetycznymi 

do zachorowania na chP. Jednocześnie uważa się, że czynniki genetyczne zasadniczo 

warunkują występowanie RchP [75,83,129,145,164]. 

Wykazano, że ok. 5-10% przypadków chorych z chP stanowią osoby z RchP, 

uwarunkowaną monogenowo i dziedziczoną klasycznie recesywnie lub dominująco, 

różniącą się od SchP zasadniczo wiekiem zachorowania [1,169]. Chorzy z RchP, 

w większości chorują wcześniej w porównaniu do osób ze SchP. Obecnie uważa się, 

że mechanizmy molekularne odpowiedzialne za wystąpienie RchP, odgrywają również 

ważną rolę w patogenezie SchP. 

Przyjmuje się, że ujawnienie się SchP następuje wskutek wpływu różnych 

czynników, w tym genetycznych na procesy zachodzące w komórce, m.in. transdukcję 

sygnału, transport pęcherzykowy, proces autofagii oraz funkcje mitochondrialne 

[169]. Sugeruje się także, że kliniczna heterogenność chP, w tym SchP 

może wiązać się z interakcjami nie tylko genetyczno-środowiskowymi, ale również 

z wzajemnymi oddziaływaniami między genami, takimi jak: SNCA, PRKN, LRRK2, 

PINK1 oraz ich produktami białkowymi: ASN, parkina, LRRK2, PINK1, 

odpowiednio [64,100,110,128,143,165,168]. 

Szczególnie istotny dla patogenezy chP jest produkt genu SNCA, białko ASN. 

Jego zaburzona struktura oraz podwyższona ekspresja powstaje najprawdopodobniej 

zarówno w wyniku mutacji punktowych, multiplikacji całego genu, 

jak i polimorfizmu promotora genu SNCA. Spośród trzech do tej pory opisanych 

mutacji punktowych genu SNCA, jedynie mutacja c.88 G>C występująca 

w populacji niemieckiej, o charakterze RchP z obrazem choroby bardzo podobnym 

do przebiegu SchP wskazywała na prawdopodobieństwo jej wystąpienia 

w populacji polskiej [69,70]. Zatem uzasadnionym wydawało się włączenie analizy 

tej mutacji do niniejszych badań. W wyniku przeprowadzonej analizy genetycznej 

nie wykazano jednak obecności mutacji c.88 G>C genu SNCA u żadnej z 241 

przebadanych osób, w tym 90 chorych z chP z ujemnym wywiadem rodzinnym. 
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Uzyskane wyniki badań pozwoliły jednocześnie sądzić, że w populacji polskiej 

najprawdopodobniej ta mutacja nie występuje oraz wskazywały na homogenność 

grupy badanej (wykluczenie przypadków RchP). 

Z pracy Chiba-Falek i wsp. wynika, że w patogenezę SchP w odróżnieniu 

od mutacji punktowych i multiplikacji genu SNCA jest zaangażowany polimorfizm 

w odcinku promotorowym tego genu obejmujący 5 najczęściej występujących 

alleli (-1, 0, +1, +2, +3) [82]. Z doniesień piśmiennictwa wynika także, że w chP 

rozkład genetyczny alleli regionu NACP-Rep1 promotora genu SNCA 

jest zróżnicowany w poszczególnych populacjach. Genotyp +1/+1 regionu NACP-Rep1 

promotora genu SNCA, w populacjach: Włoch, Japonii i Singapuru [83-85,87-89] 

występował z podobną częstością zarówno u osób zdrowych, jak i chorych z chP.  

Natomiast zarówno w populacji europejskiej, w tym również polskiej 

(polimorfizm oznaczony po raz pierwszy w przeprowadzonych badaniach), 

jak i australijskiej oraz amerykańskiej genotyp +1/+1 występował częściej u osób 

kontrolnych, niż u chorych z chP. Ponadto z doniesień piśmiennictwa 

i przeprowadzonych badań wynika, że genotyp ten istotnie zmniejszał 

ryzyko wystąpienia chP, a także wpływał na łagodniejszy przebieg 

tej choroby zwyrodnieniowej, najprawdopodobniej przez obniżenie ekspresji ASN [82,165,168]. 

Uważa się, że obniżony poziom ASN u chorych z chP 

warunkowany obecnością tego genotypu może spowalniać postęp choroby, 

najprawdopodobniej przez zmniejszoną jej agregację i utrzymywanie homeostazy 

DA (przez regulację ekspresji HT i aktywności DA) w OUN [182,183]. Ponadto, 

wykazano, że obecność genotypu +1/+1 u chorych z chP w populacji polskiej 

wiązała się z lepszą odpowiedzią na farmakoterapię L-dopą i stosowaniem 

u chorych niższych dawek tego leku (ok. 500 mg/dobę). 

Z niniejszej pracy wynika także, że genotyp +1/+1 regionu NACP-Rep1 

promotora genu SNCA występujący z mniejszą czstością u chorych z chP 

w porównaniu z osobami kontrolnymi posiadał również mniejszą częstość 

występowania u chorych z MSA niż u osób kontrolnych, najprawdopodobniej 

ze względu na podobieństwo lokalizacji uszkodzeń w OUN w obydwu 

analizowanych chorobach układu pozapiramidowego. Jednocześnie wykazana  

w przeprowadzonych badaniach,  mniejsza częstość występowania genotypu +1/+1 

u chorych z rozpoznanym zespołem parkinsonowskim w przebiegu 

choroby zwyrodnieniowej w porównaniu z osobami kontrolnymi, może wskazywać  

na prawidłowe wstępne rozpoznanie zaburzeń w układzie pozapiramidowym [188]. 
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Wykazano, że częstość występowania pozostałych oznaczonych alleli 

regionu NACP-Rep1 genu SNCA i ich wpływ na rozwój chP są bardziej zróżnicowane 

niż allelu +1 [86-89]. Badania na populacjach: niemieckiej, włoskiej, japońskiej, 

jak i badania wielopopulacyjne, wskazują na zwiększone ryzyko wystąpienia chP 

w przypadku obecności alleli +2, +3, a nawet 0 [85,87,184]. W niniejszej pracy 

potwierdzono istotnie większą częstość występowania alleli +2 i +3 u chorych 

z chP oraz wzrost ryzyka zachorowania na chP w przypadku ich obecności. 

Uważa się, że wpływ obecności genotypów +2/+2 i +2/+3 na ryzyko ujawnienia się 

chP najprawdopodobniej może wiązać się z warunkowanym przez te warianty 

podwyższonym poziomem ekspresji ASN, prowadzącym do zwiększonej agregacji 

ASN i nasilenia jej efektu neurotoksycznego [65,82,83,186,187]. Uważa się także, 

że w chP w proces agregacji ASN zaangażowana jest DA, której poziom ulega 

obniżeniu w przebiegu tej choroby zwyrodnieniowej. Wykazano, że u chorych 

z chP przed pojawieniem się objawów klinicznych, kiedy jeszcze nie dochodzi 

do obniżenia poziomu DA, proces agregacji ASN może ulegać nasileniu. Udział DA 

w nasileniu agregacji ASN może również potwierdzać ograniczenie występowania 

procesu zwyrodnieniowego w OUN w chP do obszarów obejmujących istotę czarną 

śródmózgowia [101]. 

Ponadto w przeprowadzonych badaniach wykazano, że obecność genotypów 

+2/+2 i +2/+3 u chorych z chP wiązała się z szybszym postępem choroby, 

a w przypadku genotypu +2/+3 również z gorszą odpowiedzią na terapię L-dopą. 

Z pracy Ritz i wsp. [189] wynika, że u chorych z chP z allelem +3 

regionu NACP-Rep1 promotora genu SNCA czterokrotnie wzrasta ryzyko 

wystąpienia szybko postępującego zaburzenia funkcji ruchowych, często połączonych 

z gorszą odpowiedzią na leczenie L-dopą. Ponadto, badania Kay i wsp. [185] 

wskazują, że obecność alleli +2, a szczególnie +3 najprawdopodobniej 

wpływa również na obniżenie wieku zachorowania na chP [190]. Natomiast, 

w niniejszej pracy nie obserwowano takiej zależności. 

W niniejszej pracy, podobnie jak w badaniach de Marco i wsp. [191], u chorych 

z chP nie wykazano związku między obecnością poszczególnych genotypów regionu 

NACP-Rep1, a występowaniem MCI lub otępienia (w skali MMSE). 

W odróżnieniu od wyników opublikowanych przez Kay i wsp. [185] w niniejszej 

pracy nie wykazano związku między występowaniem allelu 0, a ryzykiem 

zachorowania na chP. W pracy Maraganore obejmującej metaanalizę 11 populacji 

chorych z chP wskazuje się na brak związku allelu +2 w przeciwieństwie 

do allelu +3 ze zwiększonym ryzykiem zachorowania na tę chorobę [86]. Jednocześnie 
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prace prowadzone u chorych z chP na populacjach Singapuru i Włoch podważają 

jakikolwiek związek alleli regionu NACP-Rep1 genu SNCA, warunkującego 

poziom ASN z tą chorobą [85,88]. 

Wiadomo, że na poziom ASN w komórce może wpływać nieefektywna 

eliminacja tego białka przez układ ubikwityna-proteasom [192], w którym białko 

parkina kodowane przez gen PRKN, odgrywa ważną rolę. W piśmiennictwie 

ukazało się wiele doniesień wskazujących na udział mutacji punktowych 

(najczęściej w eksonach 2, 4, 7, 8, 10, 11) oraz delecji i duplikacji poszczególnych 

eksonów (najczęściej 2, 3, 4) genu PRKN w patogenezie zarówno RchP, 

jak i SchP, a w szczególności we WchP. Jednakże uzyskiwane wyniki badań mutacji 

i polimorfizmów genu PRKN  w poszczególnych analizowanych populacjach 

były rozbieżne [78,165,168,174,175]. 

Wiele doniesień wskazywało na istotną rolę w patogenezie SchP delecji 

eksonów 2 i 4 genu PRKN [193-195]. Jednakże w przebadanej grupie osób w niniejszej 

pracy, podobnie jak w populacji amerykańskiej i brazylijskiej [171,201] 

nie wykazano obecności delecji eksonów 2 i 4. Nie można jednak wykluczyć 

u chorych z chP w populacji polskiej udziału innych, rzadziej opisywanych 

delecji eksonów genu PRKN (z wyjątkiem homozygotycznych delecji eksonów 7, 8 i 11). 

Praca wymaga jednak dalszych badań na obecność delecji pozostałych fragmentów 

genu PRKN. 

W piśmiennictwie opisano również udział w patogenezie chP mutacji 

punktowych w obrębie genu PRKN. Wiadomo, że mutacje te w konfiguracji 

homozygotycznej są przyczyną występowania dziedziczonej autosomalnie 

recesywnie RchP. Natomiast jest niejednoznaczny udział heterozygotycznych mutacji 

tego genu w ujawnieniu się lub zwiększeniu ryzyka wystąpienia chP, 

w tym SchP [105,196]. Część prac wskazuje, że mutacje heterozygotyczne 

genu PRKN nie wykazują związku z występowaniem SchP [194,166], 

jednak w populacji Europy, w tym Polski, Ameryki oraz w badaniach 

wielopopulacyjnych wykazano istotny związek mutacji PRKN z występowaniem 

SchP [105,197]. Wydaje się, że wykazana w doniesieniach piśmiennictwa różna 

częstość występowania mutacji genu PRKN najprawdopodobniej wynikała 

z ich zróżnicowanego rozkładu genetycznego w poszczególnych analizowanych 

 populacjach. 

W niniejszej pracy oznaczono pięć substytucji genu PRKN (c.500 G>A, 

c.520 C>T, c.823 C>T, c.930 G>C, c.1180 G>A) z czego po raz pierwszy  

w populacji polskiej oznaczono substytucje: c.823 C>T, c.930 G>C PRKN, 
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a także po raz pierwszy na świecie mutację c.520 C>T PRKN. Z pracy 

Koziorowskiego i wsp. [175] wynika, że w populacji polskiej mogą również 

występować polimorfizmy: c.500 G>A, potwierdzony w niniejszej pracy 

oraz c.1138 C>T, c.11854 C>T PRKN. 

Z przeprowadzonych badań wynika także, że u chorych z chP (w wieku 

zasadniczo po 40 r.ż.) częstość występowania wszystkich oznaczonych substytucji 

genu PRKN w populacji polskiej wzrastała prawie czterokrotnie i wynosi 30% 

chorych z chP w porównaniu do osób kontrolnych (8%) [210]. Wyników tych 

nie potwierdzono w badaniach Koziorowskiego i wsp. we WchP, 

najprawdopodobniej ze względu na wiek osób kontrolnych poniżej 40 r.ż., 

u których w przypadku nosicielstwa mutacji PRKN wystąpienie chP w przyszłości 

mogło być prawdopodobne. W niniejszej pracy wykazano również, że obecność 

substytucji genu PRKN prowadzi do ponad sześciokrotnego wzrostu ryzyka 

ujawnienia się chP. Jednocześnie wykazano, że w przebadanej w niniejszej pracy 

grupie osób najczęściej występują trzy polimorfizmy: c.500 G>A, c.930 G>C 

oraz c.1180 G>A genu PRKN, wpywającego na strukturę  białka parkiny. 

Pierwszy z nich, tranzycja c.500 G>A zlokalizowana jest w regionie 

domeny UPD charakterystycznej dla parkiny. W piśmiennictwie wskazywano zarówno 

na brak związku tego polimorfizmu z patogenezą chP [198], jak i jego wpływ 

na podwyższone ryzyko zachorowania na chP  [165,168,194]. Z przeprowadzonych 

badań wynika, że w populacji polskiej u chorych z chP, substytucja 

c.500 G>A PRKN zwiększała ryzyko ujawnienia się choroby, podobnie jak druga 

z oznaczonych substytucji w tej grupie chorych, tranzycja c.1180 G>A zlokalizowana 

pomiędzy domenami IBR i RING2. Jak wykazano tranzycja c.1180 G>A występowała 

z różną częstością m.in. w populacjach: Europy (z podobną częstością w przebadanej 

populacji polskiej), Ameryki i Meksyku i nie wykazano jej obecności w populacji 

Japonii [167,169,173,198,199]. 

Natomiast zlokalizowana pomiędzy domenami RING1 i IBR, trans wersja 

c.930 G>C PRKN opisana po raz pierwszy u dwojga rodzeństwa z RPA, u jednego 

z nich ujawniła się jako WchP, a u drugiego, w wieku 51 lat nie dawała objawów 

klinicznych chP [200]. Jej występowanie potwierdzono w populacji Ameryki Północnej 

jedynie u chorych ze SchP oraz nie wykazano jej obecności u osób kontrolnych 

[194]. Natomiast w populacji polskiej (badania własne) substytucja c.930 G>C PRKN 

występowała trzykrotnie częściej u chorych z chP z ujemnym wywiadem 

rodzinnym i pojawiała się u chorych z chP w wieku od 41 (czas trwania choroby 

krótszy niż 5 lat) do 76 lat (czas trwania choroby nie dłuższy niż 10 lat) i u osób 
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kontrolnych. U badanych osób mutacja ta niemal czterokrotnie zwiększała ryzyko 

zachorowania na chP. Z przeprowadzonych badań oraz z pracy Bardien i wsp. [200] 

wynika, że oznaczona substytucja może wykazywać niepełną penetrację 

lub prowadzić do zmian w OUN przed pojawieniem się objawów klinicznych 

oraz zwiększać ryzyko PchP prawdopodobnie w połączeniu z innymi czynnikami 

genetycznymi lub środowiskowymi. 

Pozostałe dwie oznaczone w niniejszej pracy mutacje genu PRKN (c.823 C>T, 

c.520 C>T) występowały jedynie u chorych z chP. W przeprowadzonych badaniach 

podobnie jak w populacji amerykańskiej, mutację c.823 C>T wykazano tylko 

u jednego chorego z chP [201]. Zdaniem Sinha i wsp. mutacja ta jest charakterystyczna 

dla chP i cechuje się wysoką penetracją [201], najprawdopodobniej ze względu 

na swoją lokalizację w obrębie regionu kodującego domenę RING1. Jak wykazano, 

mutacje zmiany sensu w obrębie domeny RING mogą wpływać na aktywność 

parkiny oraz jej agregację i nasilać proces neurotoksyczny [202]. 

Kolejną wykrytą mutacją genu PRKN powodującą zamianę aminokwasów 

w białku parkina była substytucja c.520 C>T w kodonie 174.  Do tej pory w kodonie 

174 opisywano jedynie mutację cichą c.522 C>T nie posiadającą patogennego 

charakteru [203]. Natomiast oznaczona w niniejszej pracy mutacja c.520 C>T PRKN, 

nie opisywana do tej pory w piśmiennictwie, o charakterze zmiany sensu w obrębie 

tego samego kodonu genu PRKN występowała jedynie u dwóch badanych chorych 

z chP. Jednocześnie wykazano, że wykryta mutacja c. 520 C>T prowadziła u obydwu 

chorych z chP do stosunkowo wczesnego ujawnienia się choroby, przed 40 r.ż. 

(w wywiadzie). Wydaje się, że oznaczona w niniejszej pracy mutacja c.520 C>T 

umiejscowiona w obrębie domeny UPD, ze względu na swoją lokalizację 

prawdopodobnie nie wpływa na aktywność parkiny i w innym mechanizmie 

może zwiększać ryzyko wystąpienia chP. Hipoteza ta wymaga jednak dalszych badań.  

Obecnie przyjmuje się, że jednoznacznie za ujawnienie się chP są odpowiedzialne 

mutacje homozygotyczne genu PRKN. W piśmiennictwie pojawiły się prace sugerujące, 

że obecność więcej niż jednej mutacji heterozygotycznej genu PRKN może również 

prowadzić do ujawnienia się chP [199]. W niniejszych badaniach wykazano, 

że u 5% chorych z chP obecność wielokrotnych mutacji heterozygotycznych 

genu PRKN (dwukrotnych, trzykrotnych) mogła być związana z ujawnieniem się choroby.  

Wydaje się również, że ujawnienie się chP, u osób z pojedynczą mutacją 

heterozygotyczną (25% chorych z PchP w niniejszej pracy) może wynikać z obecności 

dodatkowych nieoznaczonych mutacji w innym regionie tego genu, chociaż 

niewykluczone jest, że pojedyncze mutacje heterozygotyczne PRKN mogą być 
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wystarczające, do zwiększenia ryzyka zachorowania na chP wskutek wywoływania 

uszkodzeń w układzie czarno-prążkowiowym. Z pracy Khan i wsp. wynika, 

że u bezobjawowych heterozygot PRKN, mogą występować zaburzenia w obrębie 

szlaku czarno-prążkowiowym i prowadzić do ujawnienia się PchP [204]. 

W badaniach przeprowadzonych u osób z heterozygotyczną mutacją PRKN 

z wykorzystaniem metody PET, stwierdzono istotne zmniejszenie wychwytu 

F-18-dopy w tym obszarze OUN w porównaniu z grupą kontrolną. Natomiast 

wykazana w niniejszej pracy obecność mutacji heterozygotycznych w genie PRKN 

u osób kontrolnych może wskazywać na prawdopodobieństwo ujawnienie się 

choroby u tych osób w późniejszym wieku lub na jej nosicielstwo. 

W niniejszej pracy u chorych z chP z oznaczonymi mutacjami w genie PRKN, 

a szczególnie z substytucją c. 930 G>C PRKN, obserwowano wolniejszy postęp choroby 

w porównaniu z chorymi bez wykazanej w tym genie mutacji. Z przeprowadzonych 

badań wynika także, że mutacje punktowe genu PRKN najprawdopodobniej wpływały 

na opóźnienie postępu chP, z różnym nasileniem w zależności od ich położenia 

(szczególnie spowalniały eksony 8 a następnie 4). U czterech osób spośród 27 chorych 

z chP z mutacjami w genie PRKN, u których choroba trwała powyżej 10 lat, 

obserwowano początkowe stadium zaawansowania choroby (1 lub 2 stopień 

w skali H-Y) związane najprawdopodobniej z obecnością przynajmniej jednej 

mutacji w eksonie 8 i/lub 4 tego genu. 

Ponadto wykazano, że u badanych w niniejszej pracy chorych z chP oznaczone 

mutacje w genie PRKN w zróżnicowany sposób warunkowały odpowiedź na terapię 

L-dopą. Jak wykazano, substytucja c.1180 G>A PRKN dawała dobrą odpowiedź 

na farmakoterapię L-dopą już na początku trwania choroby (poniżej 5 lat stosowania), 

natomiast substytucje c.500 G>A  PRKN i c.930 G>C PRKN podczas długotrwałej 

terapii (powyżej 10 lat leczenia) tym preparatem. Obserwacje te są zasadniczo 

zgodne z dotychczasowymi doniesieniami piśmiennictwa, chociaż w piśmiennictwie 

wskazuje się również, że chorzy z mutacją PRKN są bardziej narażeni na wczesne występowanie 

powikłań ruchowych [105,199,205]. Ponadto, zarówno w populacji amerykańskiej, jak i u 

chorych z chP badanych w niniejszej pracy, nie wykazano 

związku między obecnością mutacji w genie PRKN, a występowaniem MCI 

lub otępienia (w skali MMSE) [206]. 

Z doniesień piśmiennictwa wynika, że mutacje i polimorfizmy genu PRKN 

[207,208] prawdopodobnie mogą wpływać na ujawnienie się chP przez obniżenie 

ekspresji białka parkiny, odpowiedzialnego za prawidłową degradację ASN [205,209]. 

Z prac Dorszewskiej i wsp. oraz Białek i wsp. wynika, że w chP wraz z jej postępem 
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dochodzi do obniżenia poziomu osoczowej parkiny i ASN. Jednocześnie wykazano, 

że u chorych z chP z mutacjami w genie PRKN dochodzi do obniżenia stężenia 

krążącej ASN, najprawdopodobniej przez jej zwiększone odkładanie się w OUN 

[83,187,205]. 

Ponadto, wskazuje się, że w chP nadekspresja ASN będąca 

najprawdopodobniej skutkiem polimorfizmów genu SNCA lub ich współistnienia 

z innymi mutacjami m.in. w genie PRKN może prowadzić do zwiększonej agregacji 

tego białka i ujawnienia się chP [187]. Jak wynika z przeprowadzonych badań 

współistnienie wariantów +2/+2 i +2/+3 promotora genu SNCA  z  mutacjami 

w genie PRKN może odpowiadać za ujawnienie się chP. Natomiast współistnienie 

wariantów promotora genu SNCA +1/0 , +1/+1, +1/+2 wraz z mutacjami 

w genie PRKN, najprawdopodobniej przez zmiany poziomu lub struktury parkiny 

może się wiązać zarówno z ujawnieniem choroby, jak i z jej nosicielstwem. 

Wiadomo również, że nieprawidłowości w budowie parkiny mogą nie tylko 

zaburzać systemem ubikwityna-proteasom, ale również wpływać na prawidłowe funkcjonowanie 

mitochondriów m.in. z udziałem białka LRRK2 oraz regulację 

stresu oksydacyjnego z udziałem m.in. białka HTRA2. 

W piśmiennictwie pojawiły się liczne doniesienia wskazujące na istotny 

związek mutacji i polimorfizmów genu LRRK2 szczególnie w eksonie 41 

z podwyższonym ryzykiem wystąpienia chP [131-134,138]. Jednakże 

w przeprowadzonych badaniach nie wykazano obecności mutacji/polimorfizmów 

w eksonie 41 genu LRRK2 u żadnej z 241 badanych osób. Uzyskane wyniki 

badań są zarazem zgodne z badaniami prowadzonymi wcześniejszej w populacji 

Polski przez Białecką i wsp. na grupie liczącej ok. 300 osób [140] i pozwalają 

przypuszczać, że mutacje w eksonie 41 genu LRRK2 nie są istotnym czynnikiem 

ryzyka wystąpienia chP dla naszej populacji. 

W odróżnieniu od genu LRRK2, doniesienia dotyczące zaangażowania 

genu HTRA2 w patogenezę chP są nieliczne, a mutacje w tym genie są mało 

zbadane [145,146,148,151]. W pracy Sancheza i Singleton [146] w populacji Ameryki Północnej 

opisano dwie mutacje c.1195 G>A i c.421 G> T występujące z podobną 

częstością u chorych z chP i osób kontrolnych. 

W niniejszej pracy wykazano obecność, opisanych w populacji amerykańskiej 

mutacji c.1195 G>A i c.421 G>T genu HTRA, do tej pory nie opisywanych w populacji 

polskiej występujących jedynie u chorych z chP. Jednocześnie wykazano, 

że w populacji polskiej mutacja c.1195 G>A (pojedyncza lub w połączeniu 

z mutacją PRKN) wiązała się z późnym początkiem ujawnienia się choroby. 
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W niniejszej pracy pojawiła się u dwóch chorych z chP, w wieku 67 i 69 lat 

chorujących krócej niż 5 lat. Natomiast substytucja c.421 G>T genu HTRA 

(w połączeniu z mutacją PRKN) wiązała się z wcześniejszym ujawnieniem się 

chP. W przeprowadzonych badaniach wykazano ją u chorego z chP w wieku 51 lat, 

chorującego od ponad 10 lat. Ponadto w niniejszej pracy u chorych z chP 

z mutacją HTRA2 obserwowano wolniejszy postęp choroby (1 stopniu zaawansowania 

choroby w skali H-Y) a chorzy charakteryzowali się dobrą odpowiedzią na terapię 

L-dopą, niezależnie od rodzaju oznaczonej substytucji. 

W pracy Strauss i wsp. w populacji niemieckiej oraz w populacji polskiej 

wykazano, że mutacje c.1195 G>A i c.421 G>T genu HTRA2 pojawiały się 

z podobną częstością [145]. Wydaje się zatem, że oznaczone mutacje w genie HTRA2, 

modyfikujące strukturę białka HTRA2  mogą być jednym z czynników ryzyka 

rozwoju chP zwłaszcza, że w pracy Strauss i wsp. wykazano występowanie zaburzeń 

węchu u bezobjawowego nosiciela mutacji HTRA2 [145]. 

Uważa się, że oprócz białek ASN, parkina i HTRA2 w patogenezę chP może być 

zaangażowane również białko SR kodowane przez gen SPR. 

W piśmiennictwie pojawiły się doniesienia wskazujące, że gen SPR 

jest jednym z możliwych genów kandydackich do locus PARK3 [124]. Jednak 

w badaniach asocjacyjnych West i wsp. nie wykazano związku tego genu z locus 

PARK3 [119]. Natomiast w pracy Tobin i wsp. [123], w mózgu chorych z chP 

wykazano zwiększoną ekspresję SPR na poziomie mRNA najprawdopodobniej 

związaną z ujawnieniem się chP. Ponadto wykazano, że niektóre markery 

mikrosatelitarne w obrębie genu SPR były związane z wiekiem zachorowania 

na chP [121,122]. 

Jak do tej pory mutacje w genie SPR wykazano w dystonii związanej 

z niedoborem SR i w zaburzeniach psychiatrycznych (m.in. choroba afektywna dwubiegunowa), 

ale nie badano ich w chP [112,123]. Wydawało się, że w chP 

najbardziej prawdopodobnym miejscem dla wystąpienia mutacji w tym genie 

mógł być kodon 213, ze względu na występującą w tym miejscu fosforylację S213, 

związaną z regulacją aktywności białka SR zaangażowanego w biosyntezę DA [130]. 

W przeprowadzonych badaniach w kodonie 213 wykazano u chorych z chP 

obecność nie opisywanej do tej pory w piśmiennictwie mutacji c.637 T>A genu SPR, 

z dwukrotnie większą częstością niż w grupie kontrolnej. Jednocześnie wydawało się 

prawdopodobne, że mutacja c.637 T>A uwzględniając jej lokalizację w genie SPR, 

może wpływać na fosforylację SR i w różnym stopniu regulować biosyntezę DA 
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i 5-HT. Hipoteza ta wymaga dalszych badań w kierunku oznaczenia ekspresji genu 

i przeprowadzenia testów funkcjonalnych białka SR. 

Ponadto, wykazano, że u badanych chorych z chP, mutacja c.637 T>A SPR 

nie wpływała zarówno na postęp choroby i odpowiedź na leczenie L-dopą, 

jak i na wystąpienie u chorych zaburzeń funkcji poznawczych czy otępienia. 

Natomiast u badanych chorych wykazano, że mutacja ta istotnie wpływała 

na występowaniem objawów depresji, które klinicznie rozpoznano u trzech 

spośród czterech badanych chorych z chP z mutacją w genie SPR (z pojedynczą 

lub podwójną w połączeniu z genem PRKN). Wydaje się zatem prawdopodobne, 

że zmutowana forma produktu białkowego genu SPR, mogła wpływać na zmianę 

poziomu 5-HT. Wiadomo, że poziom 5-HT ulega obniżeniu w przebiegu 

m.in. depresji, prawdopodobnie przez zaburzenie procesu transkrypcji wywołane 

obecnością polimorfizmów genu SPR [112,123]. 

Wydaje się, że coraz częściej pojawiająca się w piśmiennictwie jednoczesna 

analiza genów PARK (w tym będących przedmiotem niniejszego opracowania: PRKN, 

SNCA) na obecność mutacji punktowych, delecji i polimorfizmów może mieć 

w przyszłości istotne znaczenie dla diagnostyki różnicowej chP i innych chorób przebiegających 

z zaburzeniami w układzie pozapiramidowym. Przeprowadzone 

badania wskazują, że polimorfizm promotora genu SNCA wydaje się warunkować 

podatność na występowanie zaburzeń układu pozapiramidowego towarzyszących 

nie tylko chP, natomiast mutacje punktowe w pozostałych analizowanych 

genach PARK (PRKN, SPR i HTRA2) najprawdopodobniej wiążą się wyłącznie 

z patogenezą chP przez ich wpływ na ryzyko wystąpienia, czas ujawnienia się, 

przebieg oraz pojawienie się objawów neuropsychiatrycznych u tych chorych. 

Jednocześnie wydaje się, że uzyskane wyniki badań mogą w przyszłości 

stać się podstawą do opracowania metody diagnostycznej pozwolajacej 

na rozpoznanie chP na długo przed pojawieniem się charakterystycznych objawów 

klinicznych, a tym samym umożliwić wcześniejsze i skuteczniejsze leczenie chorych 

 Ponadto, wykazane w niniejszej pracy u badanych osób zmiany na poziomie 

genomu mogą wnosić ważne informacje do patogenezy chP zarówno w populacji 

polskiej, jak i w populacjach o podobnym rozkładzie genetycznym. 

Jak do tej pory, w Polsce chP nie znalazła wśród chorób neurologicznych, 

dla których wyznaczono geny istotne dla diagnostyki. Wydaje się, że w przyszłości 

warte byłoby rozważenia włączenie analizy mutacji i polimorfizmów genów PARK 

do diagnostyki chP w populacji polskiej. 
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6. Wnioski 

1. W populacji polskiej występują pojedyncze, dwukrotne i trzykrotne mutacje 

i/lub polimorfizmy w genach zarówno o uznanej roli w patogenezie choroby 

Parkinsona: PRKN (c.500 G>A, c.520 C>T, c.823 C>T, c.930 G>C, c.1180 G>A ), 

jak i w genach kandydackich: SPR (c.637 T>A) i HTRA2 (c.421 G>T, c.1195 G>A). 

 

2. Mutacje punktowe w genie PRKN (c.823 C>T, c.930 G>C, c.1180 G>A) w przypadku 

współistnienia genotypów +2/+2 lub +2/+3 genu SNCA wydają się zwiększać 

ryzyko ujawnienia choroby Parkinsona a w obecności genotypu +1/+1 SNCA 

osłabiać jego ochronne działanie. 

 

3. Nieopisane do tej pory w piśmiennictwie mutacje c.520 C>T PRKN 

i c.637 T>A SPR wydają się być włączone w patogenezę choroby Parkinsona 

w populacji polskiej. 

 

4. W chorobie Parkinsona polimorfizm promotora SNCA jest prawdopodobnie 

związany jedynie z podatnością na zachorowanie, natomiast mutacje  

 genach PRKN, HTRA2, SPR wydają się wpływać na ujawnienie się i przebieg tej choroby. 

 

5. W populacji polskiej najprawdopodobniej nie występują mutacje eksonu 41 

genu LRRK2. 

 

6. Wydaje się, że jednoczesna analiza genów PRKN, HTRA2, SPR i regionu 

promotorowego genu SNCA może stanowić dodatkowy czynnik diagnostyczny 

i prognostyczny w chorobie Parkinsona. 
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7. Streszczenie 

Wydłużenie średniej długości życia przyczyniło się do zwiększonej liczby 

zachorowań na schorzenia typowe dla wieku starczego, w tym na chorobę Parkinsona (chP) 

Uważa się, że na ujawnienie się chP wpływają zarówno czynniki genetyczne, 

jak i środowiskowe. Do genów związanych z chP, zarówno z rodzinną, jak i sporadyczną 

zalicza się geny z rodziny PARK. Niektóre z nich, takie jak: SNCA i PRKN zostały 

dość dobrze poznane, o innych m.in. SPR czy HTRA2 wiadomo wciąż niewiele. Szczególnie 

mało jest doniesień obejmujących jednoczesną analizę genów PARK, których produkty 

białkowe, takie jak: ASN, parkina, LRRK2, HTRA2, SR mogą przyczyniać do rozwoju patologicznych 

zmian w mózgu chorych z chP. 

Celem pracy była jednoczesna analiza mutacji genów: SNCA, PRKN, LRRK2, 

HTRA2 i SPR oraz ocena częstości ich występowania u chorych z chP, zanikiem 

wieloukładowym (ang. multiple system atrophy, MSA), z zespołem parkinsonowskim 

w przebiegu choroby zwyrodnieniowej oraz u kontrolnych ochotników w populacji 

polskiej. U chorych z chP podjęto również próbę korelacji pomiędzy oznaczonymi 

mutacjami w badanych genach PARK, a postępem choroby i wybranymi objawami 

neuropsychiatrycznymi, a także odpowiedzią na stosowaną farmakoterapię L-dopą. 

Badaniu poddano 90 chorych z chP (w wieku 34-82 lat), 3 chorych z MSA 

(w wieku 53-63 lat), 35 chorych z zespołem parkinsonowskim w przebiegu choroby 

zwyrodnieniowej (w wieku 38-86 lat) oraz 113 kontrolnych ochotników (w wieku 39-83 lat). 

DNA izolowano z komórek krwi obwodowej pobranej od badanych osób według 

standardowej procedury. Analizę genetyczną przeprowadzono z zastosowaniem metod: PCR, 

HRM, RFLP, elektroforezy kapilarnej i sekwencjonowania. Uzyskane wyniki badań poddano 

ocenie statystycznej. 

W wyniku przeprowadzonych badaniach wykazano, że u chorych z chP 

genotyp +2/+2 lub +2/+3 regionu NACP-REP1 SNCA zwiększał ryzyko wystąpienia 

choroby, nasilone współistnieniem mutacji w genie PRKN, natomiast genotyp +1/+1 

wykazywał rolę ochronną, osłabioną obecnością mutacji w genie PRKN. Ponadto, 

genotyp +1/+1 posiadał mniejszą częstość występowania u wszystkich chorych 

z zaburzeniami w układzie pozapiramidowym, u chorych z chP (p<0,001), MSA, 

jak i z rozpoznanym zespołem parkinsonowskim (p<0,001) w porównaniu z kontrolą. 

Ponadto, wykazano, że mutacje punktowe i polimorfizmy PRKN w badanej populacji 

występowały częściej u chorych z chP w porównaniu z grupą kontrolną (p<0,001) 

i zwiększały ryzyko ujawnienia się choroby. Jednocześnie oznaczone substytucje 
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w genie PRKN (szczególnie c.500 G>A, c.930 G>C i c.1180 G>A) wiązały się 

z wolniejszym postępem choroby i lepszą odpowiedzią na farmakoterapię L-dopą. 

U żadnej z badanych osób nie wykazano obecności mutacji w eksonie 41 w genu LRRK2. 

Natomiast po raz pierwszy w populacji polskiej u chorych z chP wykazano 

obecność mutacji punktowych c.421 G>T oraz c.1195 G>A genu HTRA2, wskazując 

na udział tego genu w modulacji ryzyka chP. Ponadto opisano dwie nowe mutacje 

c.520 C>T PRKN związanej prawdopodobnie ze zwiększeniem ryzyka zachorowania 

na chP oraz obniżeniem wieku ujawnienia się choroby oraz c.637 T>A w kodonie 213 

genu z SPR, zwiększającej ryzyko wystąpienia chP i pojawienie się u chorych z chP 

objawów depresji (p<0,001). 

Wydaje się, że jednoczesna analiza genów PRKN, SPR, HTRA2 oraz SNCA 

może mieć znaczenie dla usprawnienia procesów diagnostycznych i prognostycznych 

zaburzeń układu pozapiramidowego oraz może się przyczynić do wprowadzenia 

skuteczniejszej farmakoterapii. 
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8. Abstract 

Extending the life expectancy contributed to the increased number of cases 

of diseases typical for old age, including Parkinson's disease (PD), which is one 

of the most common degenerative diseases of the central nervous system (CNS). 

It is believed that in pathogenesis of PD are involved genetic and environmental factors. 

It is known that several genes may modulate risk of PD. Some of them, such as SNCA 

and PRKN are fairly well understood, the other including SPR and HTRA2 are still 

little known. Moreover there are only few reports involving the simultaneous analysis 

of PARK genes whose protein products, such as ASN, Parkin, LRRK2, HTRA2, SR may 

contribute to the development of pathological changes in the brain of patients with PD 

The aim of the study was the simultaneous analysis of mutations in SNCA, PRKN, 

LRRK2, HTRA2 and SPR genes and estimate their frequency in patients with PD, 

multisystem atrophy (multiple system atrophy called, MSA), with a parkinsonian 

syndrome in degenerative disease and in control subjects in the Polish population. In patients 

with PD, it was also analysed correlation between detected mutations of PARK genes 

and the progression of the disease, neuropsychiatric symptoms (degree of dementia, 

clinically recognized symptoms of depression), and response to pharmacotherapy 

used L-dopa. 

The study involved 90 patients with PD (age 34-82 years), 3 patients with MSA 

(age 53-63 years), 35 patients with parkinsonian syndrome in osteoarthritis (age 38-86 years) 

and 113 control subjects ( age 39-83 years). DNA was extracted from peripheral blood cells 

taken from the subjects according to a standard procedure. Genetic analysis was performed 

using methods: PCR, HRM, RFLP, capillary electrophoresis and sequencing. The results 

were evaluated statistically. 

In present study it have been shown that PD patients with genotype +2/+2 or +2/+3 

of the region NACP-Rep1 of SNCA increased risk of illness, severe coexisting mutations PRKN, 

while genotype +1/+1 showed a protective role , weakened by the presence of mutations 

in the PRKN gene. In addition, genotype +1/+1 had a lower incidence of all patients 

with extrapyramidal system disorders in patients with PD (P <0.0001), MSA, 

and diagnosed as parkinsonian syndrome (p<0.001) compared to the control. It have been 

also shown that point mutations and polymorphisms of PRKN in the study population 

occurred more frequently in PD patients compared with the control group (p<0.0001) 

and increased the risk of onset. Moreover, it have been indicated, that substitutions 

in the gene PRKN (especially c.500 G> A, c.930 G> C and c.1180 G> A) were associated 
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with a slower progression of the disease and a better response to L-dopa pharmacotherapy. 

None of the subjects did not show the presence of mutations in exon 41 in the gene LRRK2. 

However, for the first time in the Polish population of patients with PD it have been demonstrated 

the presence of point mutations c.421 G>T and c.1195 G>A HTRA2, pointing to the participation 

of this gene in modulating the risk of PD. It have been also described two new mutations 

c.520 C>T PRKN probably associated with an increased risk of developing PD and lowering 

the age of onset and c.637 T>A mutation in codon 213 of the gene SPR, increasing the risk 

of PD, and the appearance of patients with PD symptoms of depression (p<0.0001). It seems 

that the simultaneous analysis of gene PRKN, SPR, HTRA2 and SNCA may be important 

to improve diagnostic and prognostic processes in extrapyramidal system disorders 

and can contribute to the introduction of more effective therapy. 
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Ryc. 42. Przykładowe wyniki analizy mutacji w eksonach 2 i 8 genu PRKN ………………….. 

Ryc. 43. Częstość występowania mutacji c.930 G>C PRKN  
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 w poszczególnych grupach badanych…………………………………………………... 

Ryc. 44. Przykładowe wyniki analizy HRM eksonu 41 genu LRRK2. ……………………………… 

Ryc. 45. Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR/RFLP eksonu 7 genu HTRA2 

Fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 7 genu HTRA2  

 chorego z mutacją c.1195 G>A………………………………………………………… 

Ryc. 46. Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR/RFLP eksonu 7 genu HTRA2. ….. 

Ryc. 47. Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR/RFLP eksonu 1 genu HTRA2. 

Fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 1 genu HTRA2  

 chorego z mutacją c.421 G>T…………………………………………………………... 

Ryc. 48. Odsetek mutacji c421 G>T i c.1195 G>A wśród chorych z chP………………………... 

Ryc. 49. Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR/RFLP genu SPR. Fluorogram 

uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 3 genu SPR chorego z mutacją  

 c.637 T>A………………………………………………………………………………. 

Ryc. 50. Odsetek osób z wykrytą mutacją w genie SPR  u osób badanych i kontrolnych………... 

Ryc. 51. Odsetek chorych z chP, u których wykazano obecność mutacji PRKN……………….... 

Ryc. 52. Przykładowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 4  

 u chorego z podwójną mutacją genu PRKN. Strzałkami zaznaczono miejsca 

substytucji………………………………………………………………………………. 
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11. Spis tabel 

Tab. 1. Skala zaawansowania choroby Parkinsona według Hoehn i Yahra………………………  

Tab. 2. Opisane miejsca genowe dla rodzinnej choroby Parkinsona  

 i odpowiadające im geny ………………………………………………………………… 

Tab. 3. Dotychczas opisane mutacje genu SPR związane z występowaniem dystonii………….. 

Tab. 4. Dotychczas opisane mutacje genu HTRA2…………………………………………………….. 

Tab. 5. Nasilenie różnych objawów klinicznych w chorobie Parkinsona  

 i zaniku wieloukładowym ……………………………………………………………….. 

Tab. 6. Dane demograficzne w analizowanych grupach osób…………………………………… 

Tab. 7. Kryteria włączenia i wyłączenia do badań w poszczególnych grupach…………………. 

Tab. 8. Aparatura laboratoryjna i sprzęt używany do izolacji DNA i przeprowadzenia  

 badań genetycznych………………………………………………………………………. 

Tab. 9. Odczynniki używane w badaniach molekularnych zastosowane do izolacji DNA  

 i analiz genetycznych…………………………………………………………………….. 

Tab. 10. Wykaz analizowanych genów i mutacji/polimorfizmów……………………………….. 

Tab. 11. Sekwencje starterów stosowanych do analizy mutacji i polimorfizmów  

 wybranych genów PARK………………………………………………………………. 

Tab. 12. Wyznaczone temperatury przyłączania starterów oraz wielkości  

 poszczególnych amplikonów…………………………………………………………… 

Tab. 13. Skład mieszanin reakcyjnych dla metody PCR………………………………………… 

Tab. 14. Skład mieszaniny reakcyjnej dla reakcji Real Time-PCR/High Resolution Mealting 

przeprowadzanej dla genów PRKN i LRRK2………………………………………….. 

Tab. 15. Skład mieszaniny reakcyjnej dla metody RFLP ………………………………………. 

Tab. 16. Enzymy restrykcyjne zastosowane do analizy mutacji genów  

 SNCA, PRKN, HTRA2 i SPR  …………………………………………………………. 

Tab. 17. Skład mieszaniny reakcyjnej dla metody PCR  

 metodą RFLP…………………………………………………………………………… 

Tab. 18. Liczba mutacji w eksonach 4, 7 i 11 genu PRKN w poszczególnych analizowanych 

grupach osób, stwierdzona i obliczona z prawa Hardy-Weinberga……………………. 

Tab. 19. Liczba osób z mutacjami w eksonach 2 i 8 w poszczególnych grupach badanych 

stwierdzona empirycznie i obliczona z prawa Hardego-Weinberga……………………. 

Tab. 20. Genotyp regionu NACP-Rep1 promotora genu SNCA u osób, u których wykazano 

 współistnienie mutacji punktowych w genach PARK……………………….…………. 
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Tab. 21. Genotyp regionu NACP-Rep1 u osób u których wykazano obecność mutacji 

punktowych……………………………………………………………………………... 

Tab. 22. Wpływ oznaczonych mutacji punktowych genów PRKN, HTRA2 i SPR na ryzyko 

ujawnienia się chP wyrażone ilorazem szans OR………………………………………. 

Tab. 23. Korelacja pomiędzy obecnością oznaczonych mutacji/polimorfizmów w genach PARK 

i stopniem zaawansowania choroby Parkinsona w skali Hoehn-Yahra ……….. 

Tab. 24. Korelacja pomiędzy obecnością oznaczonych mutacji w genie PRKN i odpowiedzią  

 na farmakoterapię L-dopą u chorych z chorobą Parkinsona……………………………. 

 


