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Wykaz stosowanych skrotow:

5-HT - serotonina, 5-hydroksytryptamina

A -alanina

AADC - dekarboksylaza aminokwaséw aromatycznych (ang. amino acid decarboxylase)
ASN - alfa-synukleina (ang. alpha-synuclein)

ATP - adenozynotrojfosforan (ang. adenosine triphosphate)

AP - B-amyloid (ang. amyloid beta)

BH4 - tetrahydrobiopteryna (ang. tetrahydrobiopterin)

BLAST (ang.basic local alignment search tool)

BSN - beta-synukleina (ang. beta-synuclein)

chA - choroba Alzheimera

chP - choroba Parkinsona

COMT - katecholo-O-metyltransferaza (ang. catechol-O-methyltransferase)

DA - dopamina

DAT - transporter dopaminy (ang. dopamine transporter, DAT)

E - kwas glutaminowy

HTRA2 (ang. high temperature requirement protein)

ICD-10 (ang. International Classification of Diseases)

K - lizyna

KT - tomografia komputerowa

LB - ciala Lewy’ego (ang. Lewy body)

LRRK?2 (ang. leucine-rich repeat kinase-2)

M - metiona

MAO-B - monoaminotransferaza B (ang. monoamine oxidase B)

MchP - mtodzienczej choroba Parkinsona

MCI - tagodne zaburzenia funkcji poznawczych (ang. mild cognitive impairment)
MMSE - Krotkia Skala Oceny Stanu Umystowego (ang. Mini Mental State Examination)

MPTP - 1-metylo-4fenylo-1,2,3,6-tetrahydro-pirydyna (ang. 1-methyl-4phenyl-1,2,3,6-
tetrahydro-pyridine)

MRI - rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging,)


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

Wykaz stosowanych skrétéw

MSA - zanik wielouktadowy (ang. multiple system atrophy)

MSA-C - MSA z dominujgcymi objawami mézdzkowymi

MSA-P - MSA z dominujacymi objawami parkinsonowskimi

mMtDNA - mitochondrialne DNA

NAC (ang. non amyloid-fcomponent)

OR - iloraz szans (ang. Ods Ratio)

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

P - prolina

PchP - choroba Parkinsona o p6znym poczatku

PCR — tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polimerase chain reaction)

PET - pozytonowa tomografia emisyjna (ang. positron emission tomography)
PINK1 (ang. PTEN induced putative kinase 1)

PLD2 - fosfolipaza D2 (ang. phospholipase D2)

PRKN - gen parkiny (ang. parkin)

PS1- presenilina-1 (ang. preseniline-1)

PSP - postepujace porazenie nadjadrowe (ang. progressive supranuclear palsy)
RchP - rodzinna choroba Parkinsona

RFLP — polimorfizm dhugos$ci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragment length
polymorphism)

RT-PCR/HRM - (ang. real time-PCR/high resolution mealting)
SchP — sporadyczna choroba Parkinsona
SNCA - gen kodujacy alfa- synukleine (ang. synuclein alpha)

SPECT - tomografia emisyjna pojedynczych fotonow (ang. single photon emission computed
tomography)

SPR - gen reduktazy sepiapteryny (ang. sepiapterin reductase)
SR - reduktaza sepiapteryny (ang. sepiapterin reductase)
T - treonina

TFAM - mitochondrialny czynnik transkrypcyjnym A (ang. Mitochondrial
transcription factor A)


http://ghr.nlm.nih.gov/gene/PINK1

Wykaz stosowanych skrétéw

HT - hydroksylaza tyrozyny (ang. tyrosyne hydroxylase)

TPH - hydroksylaza tryptofanu (ang. tryptophane hydroxylase)

UBL - domena homologiczna z ubikwityng (ang. N-terminal ubiquitin-like domain)
UKPDSBB (ang. United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank)

UPD (ang. unique parkin domain)

WochP - choroba Parkinsona o wczesnym poczatku

WHO - Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization)



Wstep

1. Wstep

Rozwdj nauki i techniki w drugiej pofowie XX wieku doprowadzif do wydtuzenia Sredniej
dtugosci Zycia, Rtore przyczynito si¢ do zwigRszonej liczby zachorowatri na schorzenia typowe
dla wieku starczego, w tym takze na chorobg Parkinsona (ch®P). Obecnie ch® jest jednq z najczesciej
wystepujgcych choréb zwyrodnieniowych osrodRowego ukfadu nerwowego (OUN) i dotyczy niemal
2% populacji w wieku powyzej 65 r.2. oraz 5% w wieRu powyzej 85 r.2.. Co wigce], z danych
szacunRowych wynika, Ze w obliczu starzenia sig spofeczetistw, liczba chorych na te chorobe
neurozwyrodnieniowq bedzie utrzymywata tendencje wzrostowq.

Chociaz ch® zostata opisana po raz pierwszy blisko 200 lat temu, nadal pozostaje chorobg
nieuleczalng, a jej przyczyna nie jest w pefni poznana. Obecnie wiadomo, ze w przebiegu ch® dochodzi
do zaniku neuronéw dopaminergicznych w obrebie istoty czarnej Srodmézgowia na skutek toczqcego
sig procesu zwyrodnieniowego, a przyczyng tego zaniku RoméreR, nerwowych jest odkfadanie sig
patologicznych form biatek, takich jak; «-synuRleina, parkina czy biatko tau. Wykazano, Ze biatka te
tworzq zfogi zaburzajgce metabolizm komérkowy i neuroprzeRaZnictwo w obrebie struktur objetych
chorobq. Wiadomo réwniez,, ze zaburzenia w struRturze patologicznych biateR mogq byé wynikjem
oddziatywania zaréwno czynnikgw SrodowisRowych, jak i genetycznych. Mimo licznych doniesieri w
pismiennictwie z zaKresu moleRularnego podtoza tej choroby,
wcigz  niewiele wiadomo o zachodzqcych interakcjach miedzy poszczegolnymi genami
odpowiedzialnymi za Rodowanie patologicznych biatek i ujawnienie sig chP.

Skutkiem braku znajomosci mechanizmow patogenezy ch® jest réwnieZ niemoznosc
wczesnego, pewnego przyzyciowego rozpoznania tej choroby. Obecnie diagnostyRa ch® opiera sig
na Rryteriach Rlinicznych, poszerzonych o badania neuroobrazowe i stanowi jedynie prawdopodobne
rogpoznanie tej choroby. Pewne rozpoznanie chP jest mozliwe dopiero po badaniu
neuropatologicznym na obecnos¢ w moézgu chorych zmian typowych dla tej choroby, wykonywanym
post mortem.

Jak wiadomo, brak wczesnego, pewnego rozpoznania chP moze utrudni¢ podjecie sRutecznej
terapii przyczyniajqc sig do postgpu choroby oraz do obniZenia Romfortu Zycia chorych. Obecnie uwaza
sig, ze badania genetyczne mogq stanowic istotny element diagnostyki przyZyciowej chorych z ch®, a
wyjasnienie mechanizmu wzajemnego oddziatywania pomiedzy genami zwigzanymi z patogenezq
choroby prawdopodobnie moze pomdc w wyjasnieniu nieznanych drég seleRtywnego uszkodzenia

neuronéw dopaminergicznych w przebiegu ch®.
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1.1. CHOROBA PARKINSONA RYS HISTORYCZNY

,...a Riedy Bog Ra postarzaf sig, jego sylwetka pochylita sig,
zaczqt chodzi¢ drobnymi Rrokami, a z ust wypfywata mu slina...”
papirus Sterna

Pierwsze opisy chP pojawity si¢ juz w czasach starozytnych. Za najstarszy z opisow
uwazany jest egipski papirus Sterna pochodzacy z XIII wieku p.n.e.. Kolejne opisy choroby
przynosi biblijna Ksiega Koheleta czy ksiegi Ayurvedy [1]. W czasach nowozytnych opisy chP
pojawiaja si¢ na poczatku XIX wieku.

Za odkrywce chP uwaza si¢ londynskiego lekarza Jamesa Parkinsona,
ktory w 1817 roku po raz pierwszy opisal 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 nazwal t¢ chorobe ,,drzgczkq porazng” i nazwa ta byta uzywana az do czasu, kiedy
to  francuski neurolog  Jean-Martin ~ Charcot ~ zwrocit  uwage na  fakt,
ze W przebiegu tego schorzenia nie zawsze wystepuje drzenie, a ponadto u chorych
Z chP nie obserwuje si¢ porazenia. Jednoczes$nie Charcot nazwat chorobe od nazwiska odkrywcy,
chP  (Ryc. 2). Ponadto, Charcot i Armand Trousseau uzupetnili pierwotny
opis kliniczny choroby o nowe objawy, takie jak: sztywno$¢ mieéni, bradykinezja,
propulsja, retropulsja i mikrografia, rozrézniajagc jednocze$nie drzenie zamiarowe
od drzenia spoczynkowego [4]. Natomiast w latach 80-tych XIX wieku ukazata sie
praca Manual of Diseases of the Nervous System (1886-1888), w ktorej angielski

neurolog Ser William Gowers przedstawil niemal pelny obraz kliniczny i przebieg chP.

N e
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Ryc. 2. Chory z chorobg Parkinsona. Rysunek Charcota z Maroco z 1889 roku [5].

P6t wieku po odkryciu chP, w 1867 roku, uczen Charcota, Leopold Ordenstein, zauwazyt
zbledniecie istoty czarnej podczas badania autopsyjnego moézgu chorego z chP. Cztery lata
pozniej, wiedenski  psychiatra  Meynert  wysunat  hipotezg, o istotnej roli
jader podstawy mozgu w powstawaniu ruchow mimowolnych. Jednak dopiero wiek XX przyniost
kluczowe dla poznania chP  odkrycia neuropatologiczne. W 1914  roku,
Frederic Lewy opisal wystgpowaniec w jadrach niektorych neurondéw dopaminergicznych
charakterystycznych wtretow okreslanych dzi§ mianem ciat Lewy’ego (ang. Lewy body, LB),
aw 1919 roku Konstantin Trietiakoff w badaniach bedacych podstawg jego rozprawy doktorskiej
potwierdzit kluczowa role uszkodzen istoty czarnej w patofizjologii
parkinsonizmu [6]. Kilkanascie lat pozniej, prace Hasslera i Greenberga przyniosty
opis zmian zwyrodnieniowych roéwniez w innych jadrach pnia moézgu [4].

Za odkrywce zmian biochemicznych lezacych u podstaw chP, uwazany jest szwedzki
biochemik Arvida Carlsson (Ryc. 3), ktory w 1957 roku wykazat znaczace obnizenie si¢ poziomu
dopaminy (DA) w komorkach uktadu dopaminergicznego, zaburzajace funkcjonowanie jader
podstawy mozgu, Stanowigce jednoczesnie przyczyng objawdéw klinicznych w chP. Za to
odkrycie Carlsson otrzymat w 2000 roku Nagrode Nobla
w dziedzinie medycyny.

Natomiast role DA w  patogenezie chP  opisali  Herbert  Ehringer
i Leopold Hornykiewicz dopiero w 1960 roku [8]. Nastepstwem tego przetomowego
odkrycia byto wprowadzenie w 1968 roku L-dopy do terapi chP. Mimo, ze sze$¢ lat wczesniej
Watson i Crick odbierali Nagrode Nobla za odkrycie struktury DNA (w 1962 roku),
era odkry¢ w dziedzinie genetyki chP miala dopiero nastapi¢. Kluczowe biatko
chP — alfa-synukleina (ang. alpha-synuclein, ASN) =zostatlo odkryte w pecherzykach

synaptycznych Torpedo Californica dopiero w 1988 roku [10]. Pierwsza znaleziona
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we wiloskiej rodzinie Contrusi mutacje W genie SNCA (ang. synuclein alpha) kodujacym
biatko ASN, bedaca jednoczesnie pierwsza mutacja zidentyfikowana w  chP,
opisano w 1990 roku [9]. Natomiast w 1998 roku po raz pierwszy opisano mutacje
w genie dla biatka parkiny (ang. parkin, PRKN) [11]. W rzeczywistos$ci przetom wieku XX i XXI

stat si¢ tez przetomem w badaniach nad genetycznym uwarunkowaniem chP.

Ryc. 3. Arvid Carlsson [7].

1.2. DEFINICJA CHOROBY PARKINSONA

Choroba Parkinsona to samoistna, powoli postepujaca, zwyrodnieniowa choroba OUN,
charakteryzujaca si¢ klinicznie: spowolnieniem ruchowym, sztywnos$cig mie$ni i drzeniem
spoczynkowym, bedaca nastgpstwem zaniku komorek istoty czarnej $rodmoézgowia

oraz dramatycznego zmniejszenia ilosci dopaminy w prazkowiu [1].

Ko
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1.3. EPIDEMIOLOGIA CHOROBY PARKINSONA

,Ludzie zawsze pytajq mnie czy zadaje sobie pytanie: dlaczego ja?
Odpowiadam im: Dlaczego nie ja?”
Michael 9. Fox

Choroba Parkinsona jest jedna z najczestszych chordéb zwyrodnieniowych OUN. Wedtug
danych szacunkowych Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO)
na $wiecie cierpi na nig ok 5 mln os6b. W  samej  Europie
problem tej choroby zwyrodnieniowej dotyka ok. 1,2 mln oséb. Cierpi na nia
ok. 1 mln Amerykanoéw i ok. 100 000 Brytyjczykow [11,12]. Jak wynika z badan
epidemiologicznych w Stanach Zjednoczonych $rednio, co 9 minut diagnozuje si¢
nowy przypadek chP, co daje ok. 60 000 zachorowan rocznie. W Polsce liczba
chorych na chP wynosi ok. 70 000, a rocznie odnotowuje si¢ ok. 8 000
nowych zachorowan [1]. Mgzczyzni Chorujg na chP nieco czesciej niz kobiety.

Choroba Parkinsona jest zasadniczo choroba wieku starszego. Przyjmuje sig,
ze $redni wiek zachorowania na chP wynosi 58 lat. Przypadki chP o wczesnym
poczatku  (WchP), tzn. ujawniajacej sie przed 40 r.z. wystepuja stosunkowo
rzadko. Jeszcze rzadziej opisywane sg przypadki tzw. miodzienczej chP (MchP),
Z poczatkiem  objawow  Klinicznych  przed 30 r.z.  [13,14]. Uwaza sie,
7ze o ile czestos¢ wystepowania chP  w populacji generalnej wynosi ok. 0,15%,
to w populacji starszej niz 70 lat, wazrasta dziesieciokrotnie osiagajac  1,5%,
a w grupie osob powyzej 85 r.z. nawet 2,6% [15,16].

Bioragc pod uwage zjawisko starzenia si¢ spoteczenstw sugeruje sie, ze liczba
chorych na chP bedzie wzrasta¢é na calym S$wiecie i do 2030 roku moze ulec

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

8,7

10

2005
W 2030

8
6
4 /
2
0

Ryc. 4. Liczba chorych na chorobg Parkinsona na §wiecie w 2005 roku i szacunkowa liczba

chorych na chorobe Parkinsona w 2030 roku (w min) [17,18].
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Szacuje si¢, ze w Polsce w 2020 roku liczba 0séb po 65 r.z. moze wynies¢
7,9 min, co jednocze$nie oznacza, ze ok. 110 000 z nich najprawdopodobniej bedzie
chorowa¢ na chP. Choroba ta staje si¢, wigc coraz wigkszym problemem

nie tylko medycznym, ale rowniez spotecznym i ekonomicznym (Ryc. 5).

150000 110000
2005
100000
m 2020
50000
0

Ryc. 5. Liczba chorych na chorobg Parkinsona w Polsce w 2005 roku
i szacunkowa liczba chorych w 2030 roku [1,17].

Problem ekonomiczny dla gospodarki wielu krajow wynika z faktu, ze koszt
opieki zdrowotnej nad chorym z chP obecnie wynosi od 5 000 do 10 000 Euro rocznie.
Zatem chP Kosztuje spoteczenstwo Europy blisko 11 bilionow Euro rocznie,
a niektore dane wskazuja, ze nawet blisko 14 bilionow Euro (Ryc. 6) [19,20].
W  Stanach  Zjednoczonych  chP  pochtania  wedlug  danych  szacunkowych
od 6 do 25 miliardow USD rocznie.

20000 B Wielka Brytania
Francja

15000 Szwecja
B Niemcy

10000 Wtochy
B Portugalia

5000 B Rosja
B Czechy
0

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

panstwach Europy (dane w Euro) [20].

e
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1.4. OBJAWY KLINICZNE CHOROBY PARKINSONA

Jako cztery gtowne objawy chP wymienia sig:
v" drzenie spoczynkowe,
v" spowolnienie ruchowe,
v’ sztywno$¢ miesni,
v' zaburzenia stabilnosci postawy.

Najczgsciej pierwszym objawem klinicznym chP jest drzenie spoczynkowe jednej reki.
U chorych moga pojawi¢ si¢ rowniez zaburzenia roéwnowagi, stabilnosci postawy
lub ograniczenie w wykonywaniu prostych czynnosci, takich jak: wstawanie z krzesta lub t6zka.
Oprocz drzenia moze wystapi¢ niesprawnos$¢ jednej konczyny gornej lub jej dystoniczne
ustawienie przy chodzeniu [1]. Charakterystyczna dla chP jest rowniez pochylona sylwetka ciata
spowodowana wzmozonym napi¢ciem migsni przykregostupowych, a takze chod drobnymi
krokami (Ryc. 7).

Ryc. 7. Tlustracja przedstawiajgca charakterystyczne cechy postawy ciata u 0soby chorej

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

Jednoczesnie wzmozone napigcie migéni karku powoduje unoszenie glowy podczas
lezenia na plecach (tzw. objaw ,,poduszki powietrznej”). Obserwuje sie¢ takze ograniczenie
amplitudy ruchow, objawiajace si¢ mikrografia i hipomimig. Charakterystyczna jest tez
monotonna mowa chorego pozbawiona intonacji, co jest zwigzane z ograniczeniem ruchu
strun glosowych. Z czasem pojawiajg si¢ zaburzenia rownowagi mogace prowadzié
do czestych upadkéw [1,15].

Jak wiadomo w chP poza zaburzeniami ruchowymi, wystepuja rowniez zaburzenia
neuropsychiatryczne, obejmujace m.in. otgpienie, stany depresyjne i ujawnienie si¢

charakterystycznych cech osobowosci oraz dysfunkcje uktadu autonomicznego.
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Otepienie w przebiegu chP wystepuje u 20-40% chorych. Podstawowg skalg
stuzaca do oceny funkcji poznawczych jest Krotka Skala Oceny Stanu Umystowego
(ang. Mini Mental State Examination, MMSE) obejmujgca ocen¢ m.in. zapamigtywania,
orientacji w czasie 1 miejscu, uwagi 1 iczenia, funkcji jezykowych, przypominania
oraz powtarzania [22].

W chP uszkodzenie uktadu autonomicznego obejmuje zmiany o charakterze
neurodegeneracyjnym oraz wystegpowanie LB w obrgbie neuronow osrodkowych
(pien mozgu, podwzgorze) i obwodowych (sploty sercowe, sploty S$rodscienne jelita
oraz zwoje wspotczulne) [23]. Wykazano, ze u ponad 80% chorych z chP obserwuje si¢
wystepowanie objawow ze strony ukladu autonomicznego, chociaz u cze$ci chorych
zaburzenia w tym uktadzie pozostaja bezobjawowe. Obecnie, wsérod zaburzen uktadu
autonomicznego w przebiegu chP najczesciej wymienia sig: zaparcia, zaburzenia wechu, $linotok
i tojotok, hipotoni¢ ortostatyczna, arytmi¢ serca czy dysfagiec. Co ciekawe,
wedlug  niektorych  autorow, czes¢ z tych  zaburzen, szczegdlnie  zaparcia
i zaburzenia wechu oraz smaku, moga nawet o kilka lat wyprzedza¢ objawy
ruchowe w chP [1,24,25].

Postep  chP  najczgsciej oceniany  jest ~w  pigciostopniowej skali

zaproponowanej przez amerykanskich neurologow, Hoehn i Yahra (Tab. 1) [26].

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

Stopien zaawansowania

Objawy kliniczne

choroby w skali H-Y

Objawy jednostronne, bez wyraznego wptywu na codzienne funkcjonowanie

chorego i uposledzenia czynno$ciowego.

Objawy obustronne lub osiowe, wciaz z przewaga objawow
po jednej stronie ciata. Brak zaburzen rownowagi.
Obserwuje si¢ prawie wszystkie typowe objawy choroby: hipomimige, hipotonie,

wolniejszy chod, przodopochylenie, uposledzenie sprawnosci ruchowe;j.

Wyrazne objawy obustronne. Pierwsze objawy uposledzenia
odruchow postawy. Chory zachowuje niezalezno$¢ w zyciu codziennym,
cho¢ wiele czynnosci wykonuje z trudem i znacznie wolniej.

Przyjmuje rowniez sylwetke i chod parkinsonowski.

Wystepuje znaczne uposledzanie sprawnosci ruchowej. Chory wymaga pomocy
4 przy czynnosciach dnia codziennego. Funkcja samodzielnego stania

i chodzenia jest nadal zachowana, pomimo licznych upadkéw.

Przy braku pomocy przywiazanie do t6zka lub wozka inwalidzkiego.

5 Chory jest catkowicie zalezny od otoczenia (gldwnie siedzi lub lezy).

Chod jest mozliwy jedynie przy pomocy opiekunow.
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1.5. DIAGNOSTYKA CHOROBY PARKINSONA

Za wzgledu na brak przezyciowych testow diagnostycznych w chP, rozpoznanie
tej  choroby  neurologicznej opiera si¢ 0  kliniczne  kryteria  rozpoznania
prawdopodobnej chP, wedlug UKPDSBB (ang. United Kingdom Parkinson’s Disease
Society Brain Bank) [178] i przebiega w kilku etapach.

W pierwszym etapie rozpoznania chP diagnozuje si¢ zespot parkinsonowski
jesli - u  chorych  wystepuje  spowolnienie  ruchowe oraz  przynajmniej jeden
z wymienionych objawow:

v’ sztywno$¢ migsniowa,

v' drzenie spoczynkowe o czestosci 4-6 Hz,

v’ zaburzenia stabilno$ci postawy niespowodowane zaburzeniami wzrokowymi, uszkodzeniem
blednika lub mozdzku, czy tez zaburzeniami czucia giebokiego [27,28].

W kolejnym etapie rozpoznania chP przeprowadza si¢ analiz¢ kryteriow wykluczajacych

rozpoznanie chP, obejmujacych:
udar mozgu w wywiadzie ze skokowa progresja objawow parkinsonowskich,
kilkakrotne urazy gtowy w wywiadzie,
przebyte zapalenie mozgu,
napady ,,wejrzeniowe”,
stosowanie neuroleptykéw w momencie pojawienia si¢ objawow parkinsonizmu,
wystepowanie podobnych objawdw u wiecej niz jednego cztonka rodziny,
dtugo utrzymujaca si¢ remisje,
wylaczenie jednostronnos$ci objawow przy dtuzszym niz 3 lata trwaniu choroby,
porazenie skojarzonego ruchu gatek ocznych,
objawy mézdzkowe,
wczesne pojawienie si¢ powaznych zaburzen autonomicznych,
WCzesne pojawienie si¢ znacznego stopnia otepienia z zaburzeniami pamigci, mowy i praksji,
obecnos$¢ objawu Babinskiego,
obecnos¢ guza mézgu lub wodoglowia normotensyjnego w neuroobrazowaniu,

brak reakcji na duze dawki L-dopy po wykluczeniu zaburzen wchlaniania,

AN NN N N U N N N U N U N N NN

kontakt z 1-methyl-4phenyl-1,2,3,6-tetrahydro-pyridine (MPTP) w wywiadzie [1].
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Podczas diagnostyki roznicowej cChP analizie podlegajg réwniez kryteria dodatkowo
potwierdzajace rozpoznanie tej choroby, do ktorych naleza:
jednostronny poczatek,
obecnos¢ drzenia spoczynkowego,

postep choroby,

v

v

v

v’ utrzymywanie si¢ asymetrii objawow przy postepie choroby,

v"bardzo dobra reakcja na L-dope (poprawa rzedu 70-100%)

V' pojawienie si¢ nasilonych dyskinez plagsawiczych w przebiegu leczenia L-dopa,
V' utrzymywanie si¢ dobrej reakcji na L-dope przez co najmniej 5 lat,

v

dlugotrwata, powyzej 10 lat, obserwacja kliniczna.

Rozpoznanie klinicznie pewnej chP odbywa si¢ w oparciu o stwierdzenie obecno$ci
u chorych, co najmniej 3 sposréd dodatkowych kryteriow rozpoznania tej choroby.
Ponadto, opracowano tzw. uproszczone kryteria diagnostyczne w chP i przyjeto nastepujaca
terminologie:

mozliwa choroba Parkinsona: charakter postepujacy, obecnos¢ przynajmniej 2

z 3 nastepujacych cech: akinezja, sztywno$é, drzenie spoczynkowe oraz brak cech nietypowych,

prawdopodobna choroba Parkinsona: kryteria, jak powyzej i 2 cechy z ponizszych:

wyrazona odpowiedzig na L-dope, wystepowanie fluktuacji i dyskinez zwigzanych z leczeniem

L-dopa, asymetria objawow,

potwierdzona choroba Parkinsona: spenione kryteria kliniczne i potwierdzenie

w badaniu neuropatologicznym zwyrodnienia istoty czarnej, obecnos¢ LB w istocie czarnej

oraz brak wtretow w oligodendrogleju [29].

Rozpoznanie chP czesto jest problematyczne, zwlaszcza na poczatku choroby,
a kryteria Kkliniczne nie zawsze rozwigzuja watpliwosci  diagnostyczne  [30].
Szczegodlnie trudne jest roznicowanie chP oraz zaniku wielouktadowego (ang. multiple system
atrophy, MSA) i postepujacego porazenia nadjadrowego (ang. progressive supranuclear
palsy, PSP).

Pomocniczo w chP  wykonuje si¢ badania neuroobrazowe: tomografie
komputerowa (KT), rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging, MRI), tomografie
emisyjnag pojedynczych fotonow (ang. single photon emission computed tomography, SPECT)
oraz pozytonowsa tomografie emisyjna (ang. positron emission tomography, PET).

Tomografia komputerowa i MRI znajdujg =zastosowanie przede wszystkim
w diagnostyce wtornych zespotéw parkinsonowskich. U chorych wykonuje si¢ rowniez
badanie PET z zastosowaniem 17-fluorodopy, ktore pozwala na wykazanie obnizenia

metabolizmu DA w strukturach dotknietych procesem chorobowym (Ryc. 8). Jednakze,
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ze wzglgdu na  ograniczong dostegpnos¢ 1 bardzo wysoki  koszt, badanie
wykonywane jest gtownie w celach naukowych, a jego znaczenie dla celéw klinicznych
jest obecnie ograniczone [1]. Duze nadzieje wigze si¢ z zastosowaniem metody SPECT
do rutynowej diagnostyki chP. Metoda ta wykorzystuje znaczniki izotopowe w celu
wykazania deficytu DA w obrgbie prazkowia. Jest tansza i bardziej dostgpna niz PET.
Jej wada jest jednak brak mozliwos$ci rozroznienia chP od atypowych zespolow
parkinsonowskich [31].

ChP ChP ChP
st. 1 H-Y st. 2 H-Y st. 3 H-Y

Kontrola

Ryc. 8. Przyktadowy obraz badania pozytonowej tomografii emisyjnej u chorych
z chorobg Parkinsona w r6znym stadium zaawansowania choroby (0d1 do 3 stopnia)

i osoby kontrolnej [32].

Pomimo postepow W diagnostyce i leczeniu chP, nadal jedynym badaniem
potwierdzajacym pewne rozpoznanie chP pozostaje ocena neuropatologiczna na obecno$é
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 skuteczno$¢ terapii L-dopa u chorych z chP czgsto maleje
wraz z postgpem choroby oraz wigze si¢ z wystgpowaniem licznych skutkow
ubocznych,  glownie  zaburzen  ruchowych.  Zaréwno  doniesienia  literaturowe
z 1969 roku, Yahra i wsp., jak i wyniki badania ELLDOPA [34,35] wykazatly,
ze U chorych z chP leczonych L-dopa pojawiaja si¢ fluktuacje i dyskinezy zalezne

nie tylko od czasu podawania leku, ale takze od jego dawki. Obecnie zalecane jest
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stosowanie L-dopy od wczesnych etapow choroby ze zwroceniem szczegdlnej uwagi
na stosowanie najnizszych skutecznych dawek [36].

Terapiag alternatywna do terapii L-dopa w chP jest podawanie chorym agonistow
receptoréw dopaminowych, ktore w bezposredni sposdb pobudzajg receptory dopaminowe,
wykazujac jednocze$nie dtuzszy biologiczny okres pottrwania leku. Badania ostatnich lat
wykazaty, ze agonisci receptorow dopaminowych poza dziataniem pobudzajacym na receptory
dopaminergiczne komorek nerwowych prazkowia moga wykazywaé rowniez dziatanie
neuroprotekcyjne [37] oraz hamowac proces agregacji ASN [38]. Jednakze czesto skuteczno$é
dziatania agonistow receptoréw dopaminowych jest mniejsza od L-dopy oraz moze powodowac
wiecej skutkéw ubocznych.

U chorych z chP kwestia wyboru farmakoterapii, L-dopa czy agonistami dopaminy,
wymaga oceny ryzyka wystgpienia objawow niepozadanych oraz indywidualnego podejscia
do chorego. Niemniej jednak, obecnie L-dopa pozostaje najskuteczniejszym i najlepiej
tolerowanym lekiem stosowanym w objawowym leczeniu chP.

Miedzynarodowe wytyczne dotyczace leczenia chP zalecaja rozpoczgcie leczenia
W poczatkowym okresie choroby jednym lekiem — L-dopa, agonista receptorow
dopaminergicznych  lub inhibitorem  monoaminotransferazy B (ang. monoamine
oxidase B, MAO-B; selegilina, rasagalina), a w przypadku niewystarczajacej odpowiedzi
na leczenie dopaminergiczne wiaczenie L-dopy z inhibitorem katecholo-O-metyltransferazy
(ang. catechol-O-methyltransferase, COMT), zwiekszajagcym penetracje L-dopy do OUN,
lub dotaczenie do leczenia dopaminergicznego, selegiliny, rasagiliny, amantadyny,
czy cholinolitykdéw. Sugeruje si¢ rowniez rozwazenie leczenia chirurgicznego [33,39-41].

Na calym $wiecie prowadzi si¢ badania nad poszukiwaniem skutecznej terapii w chP,
a zarazem lekow 0 dziataniu neuroprotekcyjnym i hamujgcym proces zwyrodnieniowy W obrebie

istoty czarnej w srodmézgowiu chorych z chP.

1.7. ZMIANY NEUROPATOLOGICZNE

W CHOROBIE PARKINSONA

W obrazie neuropatologicznym moézgu chorych z chP obserwuje si¢ przede wszystkim
zanik neurondéw dopaminergicznych w obrebie istoty czarnej szczegodlnie w jej czeSci zbitej,
Cco jednoczesnie prowadzi do zmniejszenia gestosci dopaminergicznych zakonczen

nerwowych w prazkowiu. Zanik komorek nerwowych w chP dotyczy nie tylko neurondow
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dopaminergicznych, ale takze serotoninergicznych czy cholinergicznych i jest obserwowany
rowniez w obrgbie innych struktur OUN, takich jak: jadro sinawe, jadra szwu
oraz jadra podstawne Meynerta. Zanik neurondéw stwierdza si¢ takze w obrgbie jadra
grzbietowego nerwu biednego, opuszki wechowej, jader wzgdrza, kory limbicznej
oraz w obwodowych neuronach  wspétczulnych uktadu sercowo-naczyniowego
i pokarmowego [1,39].

W obszarach dotknietych chP, obserwuje si¢ réwniez w cytoplazmie komorek
nerwowych  obecno$¢  patologicznych, okraglych badz  wieloptatowych — wtrgtow
komoérkowych, zwanych LB. Wykazano, ze LB moga odktada¢ sie¢ w pniu mozgu,
korze mozgu i podkorowej istocie szarej, a ich lokalizacja =zalezy od stadium
rozwoju choroby.

W okresie bezobjawowym ich obecnos¢ obserwowano w rdzeniu przedtuzonym, moscie
oraz W miejscu sinawym, a takze w obrgbie struktur drogi wechowe;.
W stadium 3 i 4 rozwoju choroby, wedlug Braaka pojawialy si¢ w istocie czarnej
oraz jadrach nerwéw jezykowo-gardtowego i btednego, a w ostatnich stadiach rozwoju
choroby (5 i 6) takze w obrebie kory mozgu [42].

Obecno$¢ LB wykazano u wigkszosci chorych z chP, ale nie obserwowano ich
w niektérych postaciach rodzinnej chP (RchP). Jak wiadomo, obecnos¢ LB nie jest
patognomiczna dla chP. Ciala Lewy’ego pojawiajg sie réwniez w innych schorzeniach
neurozwyrodnieniowych zaliczanych do alfasynukleinopatii i w przebiegu fizjologicznego
procesu starzenia [43].

U chorych z chP w badaniach immunohistochemicznych wykazano obecnos¢
dodatkowych patologicznych struktur, charakterystycznych wiokienek bedacych degenerujacymi
wypustkami neuronéw, tzw. neurytow Lewy’ego (Ryc. 9) [44].
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Ryc. 9. Histopatologiczny obraz przedstawiajacy neuryty i ciata Lewy’ego [45].

Z badan struktury LB wynika, ze w ich sktad wchodza liczne, ubikwitynowane
i wolne bialka, takie jak: elementy cytoszkieletu komoérkowego, fragmenty kompleksu

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

Przyczyna zmian patologicznych w chP, podobnie jak w innych chorobach
neurozwyrodnieniowych nie jest catkowicie poznana. Wiadomo, ze proces zwyrodnieniowy
w OUN chorych z chP na wiele lat wyprzedza pojawienie si¢ objawow klinicznych.
Obecnie, procesy patologiczne toczace si¢ w tej chorobie zwyrodnieniowej wyjasnia si¢
w oparciu o kilka hipotez (Ryc. 10).

Jedna z hipotez zaktada, ze przyczyng chP prawdopodobnie moze by¢
odktadanie = si¢ ~w  okreSlonych  strukturach  OUN  patologicznych  biatek
o nieprawidtowej konformacji przestrzennej, prowadzace do zaburzenia metabolizmu
komoérek nerwowych i rozwoju procesu zwyrodnieniowego. Uwaza si¢, ze W RchP
patologiczne biatka powstaja w wyniku mutacji genu je kodujacego, natomiast w postaciach
sporadycznych chP (SchP) sg wynikiem posttranslacyjnych modyfikacji [46].

Wedhug innej hipotezy w chP dochodzi do uszkodzenia i $mierci neuronéw
na skutek dysfunkcji uktadu ubikwityna-proteasom. W warunkach fizjologicznych
uktad ten bierze wudzial w rozpoznaniu nieprawidlowych bialek przez komorkowe
mechanizmy kontrolne, zubikwitynylowaniu i skierowaniu ich na droge eliminacji
w proteasomach. Jak wiadomo, do procesu usuwania biatek, zarowno do ubikwitynizacji,
jak i do degradacji w proteasomach, niezbedna jest energia. Sugeruje sie,
7ze niepelna wydajno$¢ uktadu ubikwityna-proteasom w chP, moze by¢ spowodowana
spadkiem energii wywotanej defektem | kompleksu mitochondrialnego oraz zmniejszona
produkcijg adenozynotrojfosforanu (ang. adenosine triphosphate, ATP) [1,47,48].

Z zaburzeniem energetycznym zwigzana jest tez kolejna teoria, wskazujaca
na udziat stresu oksydacyjnego w uszkodzeniu komoérek nerwowych [1]. Liczne doniesienia
wskazuja rowniez na zwigzek patogenezy chP z procesem apoptozy [49].

Przyczyny chP upatruje si¢ takze w czynnikach genetycznych. Jak do tej pory
opisano wiele genow zwigzanych z wystepowaniem RchP i/lub odpowiadajacych im
miejsc genowych oznaczonych jako PARK. Geny PARK oraz ich loci zestawiono
w tabeli 2 (PARK1-PARK16) [50]. Wykazano, ze ich produkty biatkowe m.in. ASN

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

Lokalizacja

na chromosomie

Sposob

dziedziczenia

PARK1, PARK4 4021 SNCA AD
PARK?2 6025.2-927 PRKN AR
PARK3 2pl13 Nieznany AD
PARKS5 4p14 UCHL1 AD
PARK6 1p35-p36 PINK1 AR
PARKY 1p36 DJ1 AR
PARKS 12p12 LRRK2 AD
PARK9 1p36 ATP13A2 AR

PARK10 1p32 Nieznany AD
PARK11 2037.1 GIGYF2 AD
PARK12 Xq21-925 Nieznany ?
PARK13 2p13 HTRA2 ?
PARK14 22013.1 PLA2G6 AR
PARK15 22912-913 FBXO7 AR
PARK16 1932 SLC41A1 ?

AR- autosomalnie recesywnie, AD- autosomalnie dominujgco.

Agregacja
patologicznych
biatek

Obnizona
wydolnos¢
systemu
ubikwytyna-
proteasom

N

Stres
oksydacyjny

Choroba \".‘
Parkinsona

Substancje
o dziataniu
neurotoksy-
cznym

Apoptoza

Zaburzenia \
|

energetyczne

w komoérce

Ryc. 10. Schematyczne ujgcie mechanizméw potencjalnie wiaczonych

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 biatkiem zbudowanym ze 140 aminokwasow 1 nalezy
do wspdlnej rodziny bialek wraz z - i y-synukleing [51]. W budowie ASN wyré6znia si¢
w obrebie N-konca region amfipatyczny zawierajacy sze$¢ konserwowanych powtorzen
KTKEGV, centralny region hydrofobowy, w sklad ktérego wchodzi domena NAC
(ang. non amyloid-fcomponent), oraz C-koncowy region o charakterze kwasowym (Ryc. 11)
[52].

/ Domena N-koncowa Domena NAC Domena C-koricowa
65 95 140
CHNNN ] -
| |
A30P A53T

Y S Y Y
125 129 133 136
Miejsca fosforylacji

Domena amfipatyczna, Region kluczowy Domena
alfa-helikalna dla agregacji rozpuszczalna

Wiazanie z fosfolipidami Fibrylizacja Aktywnos¢ biatka
\\ pecherzykow opiekunczego /

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

Przez wiele lat struktura ASN okreslana byla jako ,,niezwiniety” ‘tancuch
aminokwasow, przyjmujacy postaé helikalng jedynie w potaczeniu z lipidami blon
komoérkowych.  Sadzono, ze  ASN  wystepuje pod  postacia ~ monomerow,
jednak najnowsze badania wykazaly, ze ASN w warunkach fizjologicznych
W znacznej mierze przyjmuje postaé tetrameroOw 1 moze wystepowaC pod postacig

heliakalng bez potaczenia z lipidami btonowymi (Ryc. 12) [53].
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b) c)

Ryc. 12. Modele budowy alfa-synukleiny: a) w postaci rozpuszczalnej, b) w postaci
heliakalnej, c) w postaci tetrameru [54,55].

W badaniach immunohistochemicznych wykazano, ze ASN zasadniczo wystgpuje
W postaci zwigzanej zaréwno z blong jadrowa, jak 1 w obrgbie pecherzykow
synaptycznych [56]. Natomiast w mnigjszym stopniu wystepuje ona w postaci wolnej
w obrgbie cytoplazmy.

Funkcje ASN nie sa w pelni poznane, jednak ze wzgledu na jej lokalizacje
komoérkowa sugeruje sie zwiazek tego biatka z transportem synaptycznym, a jej interakcje
z biatkami cytoszkieletu mogg wskazywa¢ na jej udziat w aksonalnym transporcie
pecherzykow synaptycznych [57]. Wykazano, ze ASN moze wplywac na wielko$¢ pecherzykow
synaptycznych poprzez modulacje metabolizmu lipidow i zapobieganie
ich hydrolizie do zasady i kwasu fosfatydowego, odpowiedzialnego za tworzenie
pecherzykow  synaptycznych z bton komodrkowych. Wykazano réwniez, ze ASN
reguluje czynno$¢ pecherzykoéw synaptycznych przez wigzanie i transport kwasow ttuszczowych
[58,59], a takze bierze udziat w  przemianach  fosfolipidow  btonowych
poprzez hamowanie aktywnosci fosfolipazy D2 (ang. phospholipase D2, PLD2) [58].
Istniejg réwniez doniesienia wskazujgce na udziat ASN w procesie rdéznicowania
i przezywalnosci neuronow dopaminergicznych myszy oraz komorek progenitorowych
cztowieka [60,61], jak rowniez na antyapoptotyczne dziatanie ASN [62,63].

Ponadto  wiadomo, ze ASN moze wulega¢ degradacji przy udziale
uktadu ubikwityna-proteasom lub alternatywnie na drodze lizosomalnej autofagii
oraz rozktadowi przez cytoplazmatyczne proteazy m.in. kapaniny | [64]. Zaburzenia
w strukturze i1 funkcji ASN obserwowane sa w szeregu chordéb neurodegeneracyjnych,
takich jak: chP, atrofia wielosystemowa, MSA, czy choroba otgpienna z cialami

Lewy’ego, nazwanych wspolnie a-synukleinopatiami.
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1.9.2. CZYNNIKI WPLYWAJACE NA AGREGACJE ALFA-SYNUKLEINY

W _CHOROBIE PARKINSONA

Zaburzenia w strukturze ASN (B-harmonijka) obserwowane w przebiegu chP
mogg prowadzi¢ do jej agregacji i tworzenia rozpuszczalnych oligomerow, a nastegpnie
nierozpuszczalnych filamentow i ztogow w obrebie komorek nerwowych w postaci LB

i neurytow Lewy’ego (Ryc. 13) [65].

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

Nie podlega watpliwosci, ze proces agregacji ASN jest zjawiskiem niekorzystnym
dla komérek nerwowych nie tylko ze wzgledu na duzg toksyczno$¢ powstajagcych
agregatow, ale rowniez z powodu zaburzenia funkcji  fizjologicznych  ASN
spowodowanych obnizeniem jej biodostepnosci [67]. Wykazano, ze proces agregacji ASN
w chP moze by¢ modulowany przez wiele czynnikow m.in. przez stres oksydacyjny,
inne biatka neuronalne, parking, neuroprzekazniki katecholaminowe, a szczegélnie DA
oraz mutacje w genie SNCA. Wydaje si¢ roéwniez, ze wplyw na proces agregacji ASN

moga mie¢ czynniki prowadzace do destabilizacji tetramerow ASN (Ryc. 14).

MitarhAanAdri )]
Stres Destabilizacj

Tau ) Parkin )
BSN ) LRRK2

Dopamin )

Ryc. 14. Czynniki wpltywajace na agregacj¢ 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 KODUJACYM ALFA-SYNUKLEINE,

A PROCES AGREGACJI ASN

Gen SNCA zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 4 (4q21.3-22). Pierwszg
z opisanych mutacji punktowych genu SNCA warunkujacych ujawnienie  si¢
chP byta transwersja G na A w pozycji 209 eksonu 4 powodujaca zamiang alaniny (A)
na treoning (T) w pozycji 53 biatka ASN [68].

Co ciekawe, ewolucyjnie konserwowany gen SNCA u myszy, szczura
oraz kanarka fizjologicznie zawiera T zamiast A w pozycji 53 kodonu, ktorych zamiana
u ludzi prowadzi do wujawnienia si¢ chP. Juz pierwsze doniesienia literaturowe
opisujace przypadek sycylijskiej rodziny Contrusi, w ktorej wystepowata RchP
wywotana mutacja A53T SNCA wskazywaly na szybszy postgp choroby i wczesny
jej poczatek. Wigkszos¢ cztonkéw rodziny Contrusi z mutacja AS53T SNCA
dotknietych chP przejawiala jednostronne drzenie spoczynkowe, zaburzenia postawy
i chodu, spowolnienie ruchowe oraz sztywno$¢ migéni. Czesto dochodzito u nich
do rozwoju cech otgpienia (z réznym nasileniem). Chorzy dobrze reagowali na terapig¢
L-dopa, ale wystepowaty u nich liczne dyskinezy [68].

Kolejng mutacja punktowa genu SNCA byla zidentyfikowana w niemieckiej
rodzinie transwersja G>C w pozycji 88 w eksonie 3 prowadzaca do zamiany A
na proling (P) w pozycji 30 biatka ASN. Jak wykazano, w wyniku tej mutacji ASN
zostata pozbawiona zdolnosci laczenia si¢ N-koncowa domeng z btong pecherzykow
synaptycznych przenoszonych szybkim transportem aksonalnym, prowadzac do zmiany
lokalizacji ASN w komoérce. Choroba Parkinsona wywotana mutacja A30P SNCA
wigzala si¢ ze stosunkowo wczesnym wiekiem ujawnienia choroby i charakteryzowala si¢
nieco tagodniejszym przebiegiem w poréwnaniu z chorymi z mutacja AS3T SNCA
[69]. W przypadku obu mutacji opisywano duza zmienno$¢ objawow w obrebie
poszczegodlnych rodzin [68,69].

Opisano rowniez trzeciag mutacj¢ punktowg genu SNCA wywolujacg zamiang
kwasu glutaminowego (E) na lizyne (K) w pozycji 46 biatka [70]. Jak wykazano,
mutacja E46K SNCA, zmieniajac polaryzacje ASN, wplywa na wystgpowanie
znacznych zmian fizykochemicznych i molekularnych w obrebie tego biatka. Sugeruje sig¢
rowniez, iz mutacja E46K SNCA, poprzez modyfikacje¢ wigzania z fosfolipidami blon
komoérkowych, moze zaburza¢ uwalnianie neurotransmiterow, roéwniez katecholamin,
oraz powodowa¢ bardziej efektywna agregacjc ASN w pordwnaniu z mutacjami AS53T
i A30P [71]. W obrazie klinicznym chorych z mutacja E46K SNCA obserwowano

nie tylko zaburzenia motoryczne 1 cechy otgpienia, ale rowniez halucynacje
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wzrokowe [70]. Jak wynika z najnowszych doniesien, u chorych z mutacja E46K
SNCA zaburzenia neuropsychologiczne pojawiaja si¢ na wczesnym etapie choroby
i mogg stanowi¢ odrgbng ceche zaburzen poznawczych [72].

Wykazano, ze agregacja ASN moze by¢é wywotana nie tylko mutacjami
punktowymi genu SNCA, ale rowniez duplikacja czy triplikacja tego genu. Ponadto,
wykazano, ze triplikacja genu SNCA prowadzi do dwukrotnego zwickszenia
poziomu ASN, natomiast duplikacja podnosi poziom tego biatka pottorakrotnie [73].
Obecnie wiadomo, ze triplikacja genu SNCA zwigzana jest z wystepowaniem WchP
o szybkim postepie choroby, w przebiegu, ktorej czesto dochodzi do rozwoju
otgpienia i zaburzen ukladu autonomicznego [74]. Z kolei, chP wywotana
duplikacja genu SNCA ujawnia si¢ nieco podzniej, rozwija powoli, bez cech
otepienia i charakteryzuje obrazem klinicznym podobnym do SchP [75].

Obecnie uwaza si¢ rowniez, ze wystepujaca u chorych z chP warunkowana
triplikacjg genu SNCA, hipotonia ortostatyczna, ktorej nie opisywano w przypadkach
duplikacji genu prawdopodobnie moze by¢ zwigzana z zaburzeniami powstawania
pecherzykow synaptycznych i1 zachodzacej w nich biosyntezy noradrenaliny i adrenaliny
wywotane] dysfunkcja ASN [74,75]. Hipoteza ta, wydaje si¢ tlumaczy¢ wyniki
szeregu badan patomorfologicznych, w ktérych wykazano, iz w przebiegu chP
dochodzi nie tylko do zaniku neurondéw dopaminergicznych, ale takze do utraty
zakonczen noradrenergicznych, rowniez w obrebie uktadu sympatycznego serca [76,77].

Z doniesien piSmiennictwa wynika, ze pojawienie si¢ kazdej dodatkowej kopii
genu SNCA moze wplywa¢ na okres ujawnienia si¢ chP i skutkowa¢ nasileniem
objawow klinicznych. Pojawily si¢ rowniez doniesienia wskazujace na szybszy
postep chP u chorych z duplikacja genu SNCA =z wiloskiej rodziny, u ktorych
obserwowano wczesniejszy poczatek choroby (ok. 40 r.z), jak rowniez szybki
postep z wczesnymi fluktuacjami i dyskinezami oraz rozwijajacymi si¢ cechami
otepienia [78]. W 2008 roku opisano roéwniez przypadek chorego z chP z duplikacja
SNCA nie odpowiadajagcego na leczenie L-dopg, u ktorego choroba postgpowala
bardzo szybko (do stopnia 5 w skali Hoehn-Yahra w ciaggu kilku lat) [79].
Z drugiej strony, w kilku rodzinach z duplikacja SNCA opisywano takze przypadki
bezobjawowych nosicieli mutacji, u ktorych nie wykazano Zadnych zmian
przedklinicznych rowniez w obrazie PET, czy =zaburzen wechu. Te doniesienia
wskazuja na zmienng penetracj¢ duplikacji SNCA, dla ktérej wspolczynnik wynosi
ok. 30-40% [80]. Uwaza si¢, ze prawdopodobnie zmienna penetracja duplikacji
SNCA moze by¢é zwigzana z udziatem innych  czynnikdw  genetycznych,

badz srodowiskowych [81].

20



Wstep

Obecnie wiadomo, ze nadekspresja ASN w komorce nerwowej utatwia procesy agregacji
tego  biatka nawet w  przypadku obecnosci  jego  prawidtowej  struktury.
Zaczgto wigc podejrzewaé, iz nie tylko mutacje w obrebie samego genu SNCA,
ale by¢ moze takze inne czynniki wplywajace na poziom ekspresji ASN moga
przyczynia¢ si¢ do ujawnienia si¢ SchP. Badania prowadzone przez Chiba-Falek
i wsp. wykazaty, ze w regionie NACP-Repl odcinka promotorowego genu SNCA,
znajduje si¢ miejsce polimorficzne rdéznigce si¢ liczbg powtdrzen dwunukleotydowych
majace wplyw na poziom ekspresji ASN oraz ryzyko wystgpienia chP [82]. Region ten
zawiera powtdrzenia dwunukleotydowe (TC)x(T)2(TC)y(TA)2(CA)z, mogace rdzni¢ sie
zarbwno liczba powtorzen, jak 1 zawiera¢ =zamiany nukleotydow. Udowodniono,
iz zmiana dhlugosci regionu bardziej niz substytucje, wplywa na regulacje ekspresji
ASN [83-85]. Dotychczas opisano, jako najczesciej wystepujace u cztowicka, pie¢ alleli
NACP-Repl (-1, 0, +1, +2, +3) odcinka promotorowego genu SNCA. Najczesciej
w populacji europejskiej wystepowal allel +1 regionu NACP-Repl promotora
SNCA [83-85]. Wykazano rowniez, ze allel O regionu NACP-Repl promotora SNCA
jest o dwie pary zasad krotszy od allelu +1, odpowiednio allel -1, krotszy o 4 pz,
a +2 i +3 sa dluzsze o 2 i 4 pz. Ponadto, allel +1 regionu NACP-Repl genu SNCA,
zawierajacy 259 pz, w istotnym stopniu redukuje ryzyko wystapienia chP w populacji
europejskiej i australijskiej. Wykazano réwniez, ze obecno$¢ genotypu +1/+1 NACP-Repl SNCA
zwigzana jest z nizszym poziomem ASN we krwi u chorych z chP w poroéwnaniu
Z genotypami +2/+2, +1/+2 oraz +1/+3 tego regionu [83,84].

Obecnie uwaza sig, ze na proces agregacji ASN u chorych z chP moga réwniez wptywac
czynniki takie jak: alternatywny splicing, fosforylacja czy czynniki
modyfikujace ekspresje genu SNCA. Jednak znaczenie wymienionych czynnikow
nie zostalo dotychczas w pelni potwierdzone. Wydaje si¢, ze dokladne zbadanie
genotypow  regionu NACP-Repl odcinka promotorowego genu SNCA  moze
nie tylko pomoéc w wyjasnieniu patogenezy chP, ale roéwniez ulatwi¢ wczesna
diagnostyke 1 okresli¢ stopien ryzyka zachorowania na t¢ chorobe zwyrodnieniowg.

Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja na zroéznicowany rozktad
genetyczny poszczegodlnych genotypéow w zalezno$ci od regionu geograficznego i badanej
populacji. Ponadto czgsto przynosza rozbiezne wyniki. O ile ochronne dziatanie allelu +1
raczej nie podlega obecnie dyskusjom, o tyle dla alleli 0, +2 i +3 sugerowano zar6wno
brak wptywu, jak i zwiekszanie ryzyka ujawnienia si¢ chP, a nawet niekiedy dziatanie
ochronne [86-89]. Jak do tej pory badania odcinka NACP-Repl regionu promotorowego
genu SNCA w populacji polskiej nie byty prowadzone.
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1.9.4. ZNACZENIE STABILNOSCI STRUKTURY TETRAMEROW

ALFA-SYNUKLEINY DLA PROCESU JEJ AGREGACJI

Autorzy opublikowanego w 2011 roku w Nature rewolucyjnego odkrycia,
wykazali, ze proces agregacji ASN musi by¢ poprzedzony rozpadem tetrameréw do tatwo
ulegajacych agregacji monomeréw tego bialka oraz ze same tetramery ASN w ogole
lub w niewielkim stopniu ulegaja agregacji. Autorzy pracy sugeruja roéwniez,
ze w proces agregacji ASN mogg by¢ zaangazowane nowe, nieznane jeszcze czynniki

wplywajace m.in. na destabilizacje struktury tetrameru ASN (Ryc. 15) [53].

Ciato
Lewy’ego

Destabilizacja
i agregacja

Ryc. 15. Znaczenie destabilizacji struktury tetrameru alfa-synukleiny

w zapoczatkowaniu procesoéw jej agregacji [90].

1.9.5. PATOLOGICZNE BIALKA NEURONALNE,

A AGREGACJA ALFA-SYNUKLEINY

Sugeruje si¢, ze ASN ulega interakcji z bialkiem tau oraz amyloidogennym
biatkiem fB-amyloidu (ang. amyloid beta, AP). Jak wykazano w badaniach na modelu
doswiadczalnym chP - myszach transgenicznych z nadekspresja ASN, biatko tau
i ASN mogg na siebie wzajemnie oddziatywa¢ prowadzac do synergistycznej indukcji fibrylizacji
zarbwno ASN, jak 1 biatka tau [91]. Z kolei na modelach doswiadczalnych
zarbwno CchP, jak i chA (myszy transgeniczne z ekspresja ludzkiej ASN i Ap),
wykazano, ze ASN moze dziata¢ jako ,,zarodek nukleacji” zaréwno dla samej siebie,
jak 1 dla AP [92]. Z drugiej strony bialka nieamyloidogenne, takie jak [-synukleina
(ang. beta-synuclein, BSN), najprawdopodobniej chronia ASN przed jej agregacja,
co zostalo potwierdzone w badaniach na myszach transgenicznych z ekspresja ludzkiej
ASN i BSN [93].
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1.9.6. WZAJEMNE ODDZIALYWANIE DOPAMINY I ALFA-SYNUKLEINY

Wykazano, ze fizjologicznie ASN moze modulowa¢ biosynteze katecholamin
na drodze obnizenia ekspresji hydroksylazy tyrozynowej (ang. tyrosyne hydroxylase, HT)
na poziomie biatka oraz obnizenia ekspresji czynnika transkrypcyjnego Nurrl
inicjujacego transkrypcje genu HT, jak réwniez obnizenia ekspresji innych genéow
zaangazowanych w synteze DA [94]. Jak wskazuja badania przeprowadzone in vitro
oraz na komorkach moézgu myszy i1 szczuréw, ASN moze prowadzi¢ do obnizenia
aktywnosci HT, przez wigzanie si¢ z nieufosforylowana (nieaktywng) formg HT
i zwigkszenie jej stabilnosci. Z kolei obnizenie aktywnosci HT moze wptywac
na zahamowanie biosyntezy DA [95,96].

W moézgu poziom DA jest kontrolowany na drodze metabolizmu w obrgbie
przestrzeni synaptycznej. Jednakze DA moze rowniez wraca¢ do komorki za posrednictwem
transportera DA (ang. dopamine transporter, DAT), gdzie zostaje ,,zamknieta”
w pecherzykach synaptycznych [97,98]. Sugeruje si¢, ze ASN hamuje aktywnos¢ DAT
wplywajac na szybkos¢ wychwytu DA nie za$ na jego powinowactwo do DA [99].

Z drugiej strony, katecholaminy, a szczegdlnie DA, moga modulowaé
oligomeryzacj¢ ASN w komorkach linii PC12 z nadekspresja ASN [100]. Wykazano takze,
iz produkty utleniania DA wptywaja na agregacje ASN in vitro, oraz ze proces ten
zalezy od pH s$rodowiska [100]. Ponadto w badaniach Da Costa i wsp. przeprowadzonych
na komoérkach nerwowych linii TSMI, 6-hydroksydopamina wywotujgc nasilong
agregacjc ASN moze na drodze zmniejszenia biodostepnosci tego biatka hamowac
jej dziatanie antyapoptotyczne [102]. Natomiast badania prowadzone w komorkach
linii PC12 z nadekspresja ASN wskazuja, ze DA i jej utlenione pochodne powoduja zahamowanie
agregacji ASN na poziomie oligomerow (protofibryli) i zapobiegaja
jej dalszej fibrylizacji (Ryc. 16) [100].

e

é”\ éj%ﬁ —

Protofibrylle \\
Natywna

ASN \
+DA

Addukty DA

k Fibrylle /

Ryc. 16. Wptyw dopaminy na wzrost neurotoksyczno$ci alfa-synukleiny [103].

Toksyczne
oligomery
tworzace pory

ASN- alfa-synukleina, DA- dopamina
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Ponadto wykazano, ze pomigdzy DA, a ASN moze dochodzi¢ do interakcji
prowadzacej do utleniania czterech metionin (M) zawartych w regionach C- i N-konca
ASN. Postuluje si¢, iz proces ten jest glownym mechanizmem generujacym tworzenie
oligomerow ASN zapobiegajacych laczeniu si¢ monomerow ASN na zasadzie koniec
do konca charakterystycznych dla procesu formowania si¢ nierozpuszczalnych
fibrylli  [69]. Natomiast w badaniach prowadzonych zaréwno na Drosophila,
jak i na mysim i szczurzym modelu chP, wykazano, ze DA hamuje fibrylizacjec ASN
takze przez tworzenie adduktéw 1 stabilizacje protofibrylli niezdolnych do dalszej
agregacji i tworzenia fibryli [67]. Ponadto, wykazano, ze dopaminochrom,
produkt oksydacji DA in vitro, hamuje fibrylizacic ASN wchodzagc w interakcje
ze specyficznym regionem C-konca biatka i indukujagc tworzenie sferycznych
oligomeréw ASN, ktore nie wulegaja dalszej fibrylizacji na skutek zmian
konformacji ASN [104].

Mimo, ze przez wiele lat utrzymywal si¢ poglad, iz odkladanie si¢ zlogéw
ASN w postaci LB jest gldwnag przyczyng zmian neurodegeneracyjnych m.in. w chP,
obecnie postuluje sig, iz LB s3 formg agresoméw 1 mogg peti¢ rolg
neuroprotekcyjng  poprzez  odlgczanie nieprawidlowych bialek oraz  zapobieganie
ich interakcji z innymi sktadnikami komoérek [105]. Co wigcej, Obecnie raczej
protofibryle uwaza si¢ za wysoce neurotoksyczne, gdyz posiadaja one zwigkszone
powinowactwo do fosfolipidow bton pecherzykow synaptycznych, i w konsekwencji
przyjmuja struktur¢ fB-harmonijki tworzac w ich blonie pory, przez ktore DA
i zwiagzki toksyczne wydostajg sie do cytoplazmy [105].

Biorac pod uwage liczne interakcje migdzy ASN i DA wydaje si¢ oczywistym,
ze inne czynniki wplywajace na poziom DA w komoérce moga posrednio modulowaé
rowniez procesy agregacji ASN. Uwaza si¢, ze jednym z takich czynnikdw moze by¢

reduktaza sepiapteryny (ang. sepiapterin reductase, SR).

1.9.6.1. WPLYW REDUKTAZY SEPIAPTERYNY NA REGULACJE POZIOMU DOPAMINY

I ROZWOJ CHOROBY PARKINSONA

Reduktaza sepiapteryny nalezy do grupy aldo-ketoreduktaz, Kkatalizujacych
redukcj¢ pochodnych pteryn. Biatko SR kodowane przez gen SPR (ang. sepiapterin
reductase gene) zbudowane jest z 261 aminokwasow O tacznej masie czasteczkowej
28,047 Da [106]. W komoérce wystepuje 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, ze biatko SR ulega réwniez fosforylacji w miejscu S213 z udzialem
zaleznej od jonéw Ca2+ kinaz biatkowych i w tej formie podlega degradacji wskutek zwigkszone;j
podatno$ci na dziatanie proteaz [109,110].

Ponadto SR jest zaangazowana w regulacje poziomu DA i serotoniny
(5-hydroksytryptamina, 5-HT), poprzez jej udzial w Dbiosyntezie tetrahydrobiopteryny
(ang.  tetrahydrobiopterin, BH4)  dekarboksylazy = aminokwaséw  aromatycznych
(ang. amino acid decarboxylase, AADC), hydroksylazy tryptofanu (ang. tryptophane
hydroxylase, TPH) oraz HT — enzyméw zaangazowanych w synteze amin biogennych
(Ryc. 181 19).

4 N

BH4 BH4

HT AAD
HO—@—(HI-(IH -c:'(‘))H =>K0 ~Q—(Hz—(ﬁ -(f’& ==> Ho —Q-Cﬂz-gﬂz
NH, HO NH, HO NH)

k L-DOPA Dopamina j

Ryc. 18. Udziat tetrahydrobiopteryny w biosyntezie dopaminy.

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

aminokwasOw aromatycznych.
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Ryc. 19. Udziat tetrahydrobiopteryny w biosyntezie serotoniny.

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

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

Gen SPR jest zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu 2 w regionie
2p14-p12 i sktada si¢ z 3 eksonow [107].

W 2001 roku Bonafe i wsp. po raz pierwszy przedstawili opis dwoch
chorych z wywotang niedoborem SR dystoniag odpowiadajaca na leczenie L-dopa
wraz z postgpujacym opdznieniem psychoruchowym [111]. U opisywanych chorych
wystepowaly obok obnizonego poziomu SR niedobory zarowno 5-HT, jak i DA.
Obnizony poziom 5-HT wykazano réwniez w chorobie afektywnej dwubiegunowej
z dysfunkcja SR [112].

Ponadto, wykazano, ze u obu chorych =z dystonia niski poziom SR
byt warunkowany obecnosciag mutacji w genie SPR (Tab. 3). Przypadki dystonii
warunkowanej mutacjami w genie SPR zostaly w pdzniejszym czasie opisane

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

Tab. 3. Mutacje genu SPR zwigzane z wystepowaniem dystonii

Nr. Mutacja Zamiana Homozygota/ | Fenotyp Zrédlo

aminokwasu | heterozygota

1. €.354-355 Q119T homozygota Odpowiadajaca na terapi¢ | [111]
TC>CT,; L-dopa dystonia
0.1303-1304 wywotana niedoborem SR
TC>CT
2. 5bp del 1397- | - - heterozygota Odpowiadajaca na terapi¢ | [111]
1401 L-dopa dystonia
wywolana niedoborem SR
3. 448A>G rs1048936 | R150G homozygota Odpowiadajaca na terapi¢ | [115]
65 L-dopa dystonia

wywotana niedoborem SR

4, -13G>A - - heterozygota Odpowiadajaca na terapie | [113]
L-dopa dystonia
wywolana niedoborem SR

5. 1437C>T - P163L homozygota Odpowiadajaca na terapi¢ | [116]

L-dopa dystonia
wywotana niedoborem SR

6. 751A>T rs1048936 | K251T homozygota Odpowiadajaca na terapi¢ | [117]
66 L-dopa dystonia
wywotana niedoborem SR

SR- reduktaza sepiapteryny (ang. sepiapterin reductase).
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Roéwnolegle do badan prowadzonych nad zaburzeniami poziomu SR w dystonii,
prowadzono poszukiwania zwigzku pomigdzy genem SPR a chP. Inspiracjg
do tych badan bylo odkrycie w 1998 roku locus PARK3 w regionie 2pl3 obejmujacym
m.in. gen SPR [118]. Jednak badania prowadzone przez West i wsp. nie potwierdzily
genu SPR jako kandydata dla tego locus [119].

W 2006 roku wskazano na zwigzek polimorfizméw DNA w regionie
obejmujacym gen SPR zarowno z RchP — PARKS3, jak i SchP [120]. DeStefano
oraz Karamohamed i wsp. wykazali rowniez zalezno$¢ pomigdzy  wiekiem
zachorowania na chP, a wystepowaniem polimorfizméw w regionie otaczajagcym
gen SPR [121,122]. Ponadto w badaniach Tobin i wsp. wykazano istotnie wyzsza
ekspresje genu SPR u chorych z chP w poréwnaniu do 0s6b kontrolnych [123].

Najnowsze badania wielopopulacyjne Sharma i wsp. nie wykazaly jednak
zwigzku pomigdzy polimorfizmami w obrgbie genu SPR (rs1396107, rs1567230,
rs2421095, rs1876487 i rs1561244), a zwigkszonym ryzykiem zachorowania na chP.
Autorzy wskazali natomiast na prawdopodobny zwigzek pomigedzy  badanymi
polimorfizmami genu SPR, a ujawnieniem si¢ chP szczegdlnie w populacji potnocnoeuropejskiej
[124].

Jak do tej pory nie prowadzono badan obejmujacych analize wystgpowania
mutacji w obrebie kodonu 213 genu SPR, kodujacego jedyne miejsce fosforylacji
SR (S213), zaangazowanej W procesy biosyntezy amin biogennych wplywajgcych

na zaburzenia struktury ASN w chP.

1.9.7. WrPrYW KINAZY LRRK?2 NA PROCES AGREGACJI ASN

Kinaza LRRK2 (ang. leucine-rich repeat kinase-2, LRRK2) nazywana rowniez
dardaryng od stowa “dardara” oznaczajacego w jezyku Baskow drzenie. To wiasnie
w populacji Baskéw po raz pierwszy opisano mutacje w genie LRRK2 kodujacym
dardaryne, jako przyczyng RchP — PARKS.

Biatko LRRK2 jest zbudowane z 2527 aminokwasow i kilku domen: domeny
wigzacej biatko-biatko typu LRR i WD40 [125], domeny enzymatycznej Ras kompleksu
GTP-azy oraz domeny kinazy biatkowej, polaczonych domena COR [126]. Uwaza sig,
ze LRRK2 zlokalizowana w obrgbie cytoplazmy jest odpowiedzialna za fosforylacje
biatek, takich jak: ASN czy biatko tau [127]. Uwaza si¢ réwniez, ze LRRK2 zwigzana
ze strukturami blonowymi m.in. z zewngtrzng btong mitochondriow 1 pgcherzykami
synaptycznymi moze by¢ zaangazowana w transport pecherzykowy oraz obrot biatek

w komorce, a takze w prawidlowe funkcjonowanie mitochondriéw. Ponadto wykazano,

27



Wstep

ze nadekspresja LRRK2 lub synergizm z ASN moze nasila¢ procesy destrukcyjne w chP (Ryc.

20) [128].
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Ryc. 20. Schemat budowy biatka LRRK?2 oraz jego sugerowane funkcje W neuronie[129].

1.9.7.1. UDZIAL MUTACJI LRRK2 (PARKS8) W PATOGENEZIE CHOROBY PARKINSONA

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

i sktada sie z 51 eksonéw [130,131]. Jak do tej pory opisano ponad 40 mutacji

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

ich wystepowanie ze zmienng czestoscig 0,4-1,9% w zaleznosci od badanej populacji

[132-134].
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Ryc. 21. Budowa oraz lokalizacja mutacji patogenicznych w obrebie genu LRRK2 [135].

28




Wstep

Z danych pismiennictwa wynika, ze chorzy z chP z mutacja punktowa w genie LRRK2
charakteryzuja si¢ poznym poczatkiem choroby, dobra odpowiedzia na terapi¢ L-dopa
oraz obrazem choroby podobnym do przebiegu SchP [136]. Niekiedy u tych chorych
obserwuje si¢ wystepowanie cech otgpienia oraz zaburzen w uktadzie autonomicznym [137].

Ponadto, wykazano, ze najczeSciej wystepujaca mutacja W genie LRRK2
jest G2019S. Mutacja ta jest przyczyna autosomalnie dominujacej chP i wystepuje
z 10-18% czestoécia w populacji Zydow Aszkenezyjskich, oraz z 3-13% w populacji europejskiej
[132,138,139]. Jednakze, badania Bialecka 1 wsp. prowadzone u chorych
z chP w populacji polskiej nie wykazaly obecnosci zadnej z oznaczonych mutacji
w genie LRRK2 [140].

Mutacje w genie LRRK2 moga prowadzi¢ do nieprawidtlowosci w budowie
biatka LRRK2 ktore wraz z parking i biatkiem: HTRAZ2 (ang. high temperature requirement

protein) jest odpowiedzialne za utrzymanie prawidtowej funkcji mitochondriow.

1.9.8. BiaALtkO HTRA2 — BUDOWA I FUNKCJE

Biatko HTRA2 okreslane roéwniez, jako Omi jest enzymem zlokalizowanym w obrebie
mitochondrialnej przestrzeni migdzybtonowej [141].

Biatko HTRA2 kodowane przez gen HTRAZ2 jest zbudowane z 458 aminokwasoéw
i wykazuje najwyzsza ekspresjc w obrgbie mig$nia sercowego, mies$ni szkieletowych
oraz moézgu, ze zréoznicowanym poziomem w obrebie poszczegdlnych jego regionow [142].
Jak wykazano, biatko HTRA2 ulega fosforylacji (Ruc. 2) i aktywacji z udzialem biatka
PINK1 (ang. PTEN induced putative kinase 1) [143].

Pierwsze doniesienia dotyczace zwigzku pomiedzy biatkiem HTRAZ2 i procesem
neurodegeneracji pojawily si¢ w 2000 roku i wskazywaly na interakcje tego biatka
z preseniling-1 (ang. preseniline-1, PS1) [142]. Jednoczeénie, badania na modelu
zwierzecym wskazaty na wudzial genu HTRA2 w warunkowaniu fenotypu zespotu
parkinsonowskiego [144], a badania Strauss i wsp. na obecnos¢ biatka HTRAZ2
w obrebie LB [145].
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Ryc. 22. Aktywacja biatka HTRA2 w komorce.
S- seryna, PINK1 (ang. PTEN inducedputative kinase 1)

1.9.8.1. UDZIAL MUTACJI GENU HTRA2 (PARK13)

W PATOGENEZIE CHOROBY PARKINSONA

Gen HTRAZ jest zlokalizowany na krotkim ramieniu 2 chromosomu w regionie 2p13
i sktada si¢ z 8 eksonow [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% czesto$cig wystepowania.
Jednakze badania Simon-Sanchez i Singleton na populacji Ameryki Potudniowej podobnie, jak
Ross i wsp. w populacji amerykanskiej nie potwierdzity ich wystepowania. [146,147].

Kolejng opisang mutacja w genie HTRA2 byla mutacja P143A, zidentyfikowana
w populacji Tajwanu zarowno we WchP, jak i w pdznej chP (PchP), prowadzaca
do zaburzenia struktury biatka HTRA2 (Ryc. 23) [148]. Ponadto w populacji Tajwanu
u jednego chorego z chP zidentyfikowano takze mutacje ¢.906 + 3 G>A w regionie niekodujgcym
genu HTRA2.

Chorzy z wymienionymi mutacjami w genie HTRA2 prezentowali typowy obraz
kliniczny dla chP: spowolnienie ruchowe, drzenie spoczynkowe oraz sztywno$¢ migsni.
Natomiast nie obserwowano u tych chorych cech otgpienia, zaburzen psychiatrycznych,

ataksji mozdzkowej i szybkiego postgpu choroby [148].
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- J
Ryc. 23. Zmiana struktury biatka HTRA2 wywotana mutacjg P143A [148].

Kilka lat p6zniej, u chorego ze SchP w populacji belgijskiej opisano wystepowanie
kolejnej mutacji genu HTRA2, R404W ¢.1210 C>T [149]. Natomiast w badaniach na populacji
chinskiej, wykazano u jednego chorego z chP obecnos¢ mutacji G77A HTRA2 oraz u szeéciu
chorych z chP i jednej osoby kontrolnej IVS5+29T>A HTRA2 (Tab. 4) [150].

Tab. 4. Dotychczas opisane mutacje genu HTRA2

Nr | Fenotyp Zmiana | dbSNP Mutacja Homozygota/ | Zrédto
aminok heterozygota

wasu

1 chP PARK13 rs72470545 | ¢.1195 G>A | heterozygota [145]
autosomalnie
dominujgca

2 chP PARK13 | A141S rs72470544 | c.421 G>T heterozygota [145]
podatnosé

3 chP PARK13 | P143A - €.427 C>G heterozygota [148]
podatnos¢

4 chP PARK13 | R404W €.1210 C>T | heterozygota [149]
podatnos¢

5 chP PARK13 | G26E c.77 G>A heterozygota [150]
podatnos¢

Istniejg rowniez prace wskazujace na brak asocjacji genu HTRA2 z chP [151].
Poza tym doniesienia pi$miennictwa dotyczace wystepowania mutacji genu HTRA2
w chP sg rozbiezne. Kruger i wsp. wskazujg jednak na konieczno$¢ prowadzenia
dalszych badan w kierunku poznania roli HTRA2 w chP z uwzglgdnieniem rdznic populacyjnych.
Jak tej pory, Dbadania mutacji w genie HTRA2 nie byly wykonywane
w populacji polskiej.

Uwaza si¢, ze mutacje genu HTRAZ2 przez zmiang struktury biatka HTRA2 moga
prowadzi¢ do zaburzen funkcjonowania mitochondriow podobnie jak inne biatka, takie jak

LRRK?2 czy parkina.
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1.9.9. UDZIAL PARKINY W AGREGACJI ALFA-SYNUKLEINY

Obecnie uwaza sig, ze istotny wptyw na proces fibrylizacji ASN moze wywiera¢ rOwniez
sprawnos¢ funkcjonowania systemu ubikwityna-proteasom. Jak wykazano,
zarowno w badaniach na hodowlach komoérkowych neuronow, jak i in vivo, w zwierzecym
modelu doswiadczalnym chP u szczurow, =zaburzenia w dziatlaniu tego systemu
prowadzg, do nasilenia agregacji ASN na skutek jej nieefektywnej eliminacji.
Biatkiem o kluczowym znaczeniu dla prawidlowego funkcjonowania systemu
ubikwityna-proteasom jest parkina.

Parkina jest biatkiem cytoplazmatycznym zbudowanym =z 465 aminokwasow,
kodowanym przez gen PRKN , zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 6
(6025.2-27), zawierajacy z 12 eksonow (Ryc. 24) [125].

/s
Pl

\ /

Ryc. 24. Model budowy biatka parkiny.

W budowie parkiny wyrdéznia si¢ domen¢ UPD (ang. unique parkin domain),
N-koncowsg domeng¢ homologiczng z ubikwityng - UBL (ang. N-terminal ubiquitin-like
domain) oraz C-konicowa domen¢ z dwoma motywami palca RING (ang. RING finger
motifs), ktorych obecno$¢ moze wskazywaé na jej potencjalng funkcje regulatorowa [152].
Wykazano, ze parkina moze regulowaé transkrypcje i replikacje DNA mitochondrialnego
(mtDNA) w komorkach proliferujacych. Parkina funkcjonuje gtownie jako ligaza ubikwytynowa
E3, stymulujac wigzanie biatek (przeznaczonych do degradacji

w proteasomie) z ubikwytyna, zapobiegajac takze apoptozie komorek (Ryc. 25) [152,153].
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Ryc. 25. Rola parkiny w degradacji alfa-synukleiny w proteasomie.

U- ubikwityna, E2 - biatko E2, ASN - alfa-synukleina, add.prot. - biatka kompleksu parkiny,
ubi, R1, ibr, R2 - domeny biatka parkiny.

Jak wynika z pracy Zhang i wsp., parkina odpowiada réwniez za wlasng
ubikwitynacje¢ i degradacj¢ w proteasomie [152]. W 2001 roku Shimura i wsp.
po raz pierwszy opisali wystgpowanie w mozgu cziowieka kompleksu zawierajacego
parking wraz z glikozylowang formg ASN (alpha- Sp22), wskazujac tym samym
na zaangazowanie parkiny w procesy degradacji ASN [154]. Ponadto, wykazano,
ze  dysfunkcja parkiny moze prowadzi¢c do nieefektywnej eliminacji ASN
i do tworzenia si¢ jej zlogow. Istniejg takze doniesienia wskazujace na zmniejszona
rozpuszczalno$¢ zmutowanej parkiny i formowanie przez nig zlogéow biatkowych
o0 charakterze agresoméw [155].

Najnowsze badania wykazaty, ze parkina moze odgrywa¢ decyzyjng role
w ,wyborze” miedzy dwoma systemami degradacji: aktywnos$cig  proteasomu
przez  zdolno$¢  promowania  zwigzanej z  proteasomem  ubikwitynacji = K48
i makroautofagia przez ubikwitynacje K63 zwigzang =z sygnalizacja komorkowg
oraz tworzeniem LB [156].

Obecnie uwaza si¢, ze parkina odgrywa rowniez istotng role w prawidtowym
funkcjonowaniu mitochondriow. Wigkszo§¢ parkiny zlokalizowana jest w cytoplazmie,
jednak czgs¢ czasteczek tego Dbiatka wystepuje w obregbie mitochondriow [157],
gdzie wigze si¢ z MtDNA oraz mitochondrialnym czynnikiem transkrypcyjnym A
(ang. mitochondrial transcription factor A, TFAM) i kontroluje funkcjonowanie
mitochondriow wplywajac m.in. na transkrypcje i replikacje modna [158]. Ponadto,

sugeruje si¢, ze parkina moze uczestniczy¢ w kierowaniu nieprawidtowych mitochondriéw
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do degradacjiw fagosomach, oraz moze wplywa¢ na aktywnos¢ kompleksu
mitochondrialnego, a takze posrednio na poziom stresu oksydacyjnego [158]. Uwaza sig,
ze parkina raczej chroni mtDNA przed uszkodzeniami w warunkach stresu
oksydacyjnego, a nawet indukuje mechanizmy naprawcze [159].

Ponadto, z doniesien piSmiennictwa Wwynika, ze w komodrce nerwowej
parkina moze réwniez oddziatywa¢ z DA i posrednio wptywaé na agregacje ASN [160].
W badaniach na myszach transgenicznych z wyciszonym genem Gpr37 wykazano,
ze parkina moze regulowaé stezenie DA zardwno przez modulacje aktywnosci
tyrozynazy, jak i regulacje procesu degradacji DAT nalezacego do spektrum substratowego
parkiny oraz poprzez oddziatywanie na receptor GPR37. W badaniach prowadzonych
na dopaminergicznych komodrkach neuroblastomy 2z nadekspresja parkiny wykazano,
7ze moze ona rowniez chroni¢ neurony przed apoptoza indukowang dzialaniem DA
i jej pochodnymi [161]. Z drugiej strony udowodniono roéwniez, ze parkina w hodowlach
komoérkowych szczurzych neuronéw podlega dziataniu utlenionych pochodnych DA
oraz kowalencyjnym modyfikacjom przez DA, prowadzagcym do zahamowania
jej aktywno$ci [162]. Jednak gtéwnag przyczyng dysfunkcji parkiny wydaja si¢ by¢
mutacje w genie kodujagcym to biatko (PRKN).

1.9.9.1. UDZIAL MUTACJI I POLIMORFIZMOW GENU PRKN (PARK?2)

W PATOGENEZIE CHOROBY PARKINSONA

Po raz pierwszy mutacje genu PRKN opisano w japonskiej rodzinie,
w ktorej wystgpowala dziedziczona autosomalnie recesywnie MchP [163]. Jak do tej pory
zidentyfikowano ponad 100 mutacji genu PRKN obejmujacych zaré6wno delecje i insercje
jednego lub kilku eksonéw, jak i mutacje punktowe prowadzace do zmiany ramki odczytu,
przedwczesnej terminacji translacji, czy tez substytucji aminokwaséw, a prawie potowa
opisanych mutacji to mutacje typu missence/nonsence [125,164,165]. Jak wykazano, mutacje
w genie PRKN s3a najczg$ciej wystepujacymi zaburzeniami genetycznymi w rodzinnych
przypadkach MchP, chociaz ich obecno$¢ wykazano rowniez w chP o pdéznym poczatku
(PchP, powyzej 40 r.z.), zarowno w RchP, jak i SchP [166,167,168]. Mimo, Ze mutacje
genu PRKN zidentyfikowano we wszystkich 12 eksonach tego genu, do najczeSciej

wystepujacych nalezg w eksonach 2, 4, 7, 8, 10 i 11 (Ryc. 26).
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Ryc. 26. Lokalizacja wybranych mutacji genu PRKN [169].

Ponadto wykazano, ze mutacje w genie PRKN wystepuja z rdézng czestoscia
zarowno w rasie kaukaskiej (w tym w 19% w SchP w populacji europejskiej), jak 1 wsrdd
populacji krajow afrykanskich i azjatyckich [164]. Dane literaturowe dotyczace czestosci
wystepowania mutacji PRKN i ich zaangazowania w modulacje ryzyka zachorowania
na chP sa bardzo rozbiezne i wykazuja duze zréznicowanie w zalezno$ci od badanej
populacji, oraz wieku 0sob wiaczonych do badan. W populacji wioskiej u chorych z WchP
wykazano wystgpowanie mutacji PRKN w konfiguracji homozygotycznej lub ztozonej
heterozygotycznej u 8,2% przypadkdéw oraz heterozygotycznej u 2,7% przypadkow [170],
podczas gdy w populacji szwedzkiej rowniez u chorych z WchP heterozygotyczna mutacja PRKN
wystepowata zaledwie u 1,5% chorych, a postaci homozygotycznej nie wykazano
u zadnej z badanych os6b [171]. W populacji niemieckiej czesto$¢ wystepowania
mutacji PRKN wynosita 9% [172], w populacji brazylijskiej 8% [173], w populacji amerykanskiej
osiggata  wartoSci  ponizej 4%  [174] natomiast w  populacji  japonskiej
siegata 66% [11]. W populacji polskiej, jak do tej pory przeprowadzono badanie
na wystepowania mutacji (sekwecjonowano caty gen) w genie PRKN jedynie u chorych
z WchP, ktore wskazywato na niewielki udzial tych mutacji w patogenezie chP [175].
Wyniki te odbiegaty od tredow $wiatowych.
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1.10. INNE SCHORZENIA UKLADU POZAPIRAMIDOWEGO

Do choréb przebiegajagcych z  zaburzeniami ukladu pozapiramidowego,
oprocz chP naleza roéwniez tzw. parkinsonizmy atypowe nazywane rOwniez
parkinsonizmem ,,plus”. Do tych choréb zaliczamy: PSP, zwyrodnienie korowo-
podstawne (ang. corticobasal degeneration, CBD), otg¢pienie z cialami Lewy'ego
(ang. dementia with Lewy bodies, DLB) oraz MSA. W ich przebiegu zwykle
klasycznemu  zespotowi parkinsonowskiemu towarzysza inne objawy, takie jak:
niedowtad, spastyczno$¢, otepienie, wyrazne zaburzenia ruchoéw galek ocznych,
czy funkcji autonomicznych [1,177]. Ponadto, w przypadku parkinsonizmu atypowego
rzadziej wystgpuja objawy charakterystyczne dla chP, takie jak: drzenie spoczynkowe
oraz asymetria objawow wystepujaca od poczatku i utrzymujaca si¢ przez kolejne
lata choroby [177].

Zanik wieloukladowy

Zanik wielouktadowy nalezy do rzadkich choréb neurologicznych, a czestos¢
jego wystepowania wynosi zaledwie 0,6 przypadkow na 100 tys. mieszkancow.

Jest jednostka chorobowa, w ktorej wystepuja zaburzenia autonomiczne,
objawy zespotu parkinsonowskiego, zespolu moézdzkowego oraz piramidowego,
z roéznym nasileniem i w réznych konfiguracjach (Tab. 5). Obecnie rozréznia sig¢
dwie zasadnicze  postacie  MSA, przebiegajace z  dominujgcymi  objawami
parkinsonowskimi (ang. MSA with predominant parkinsonizm, MSA-P) - 80% przypadkoéw
i mézdzkowymi (ang. MSA with cerebellar atalia, MSA-C) — 20% chorych.

W obrazie neuropatologicznym u chorych z chP wykazano obecno$¢ wtretow
cytoplazmatycznych zaréwno W oligodendrocytach, jak i w samych neuronach.
Wykazano réwniez, ze sktadnikami tych form patologicznych w MSA moga byé
zarowno fragmenty organelli komorkowych (np. mitochondria), jak réwniez: ASN,
ubikwityna, czy tubulina. Oprécz wtretow cytoplazmatycznych, w moézgu chorych
z MSA, obserwowano zanik komorek nerwowych i glejowych w istocie bialej

oraz procesy demielinizacji w tym obszarze [1].
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Tab. 5. Nasilenie roznych objawow klinicznych w chorobie Parkinsona i zaniku wielouktadowym [1]

Objawy ‘ MSA ‘ ChP
symetria objawow +++ +
sztywnos$¢ osiowa ++ ++
dystonia konczyn + +
niestabilno$¢ postawy ++ ++
oftalmoplegia ++ +
zespol czolowy + +
zaburzenia autonomiczne ++ +

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

1.11. BADANIA GENETYCZNE, A DIAGNOSTYKA

I TERAPIA CHOROBY PRKINSONA

W  zwigzku z potrzeba poszerzenia badan diagnostycznych chordb
zwyrodnieniowych ONU, w tym chP, obecnie na $wiecie prowadzi si¢ szeroko zakrojone
badania genetyczne dotyczace poszukiwania mutacji w genach warunkujacych
wystapienie procesoOw prowadzacych do degradacji neuronéw
w okreslonych strukturach OUN w chP.

Coraz czgéciej pojawiaja si¢ sugestie, ze jedng z przyczyn bezposrednio
zwigzanych z ujawnieniem si¢ chP sa czynniki genetyczne. Obecnie wiadomo,
7ze szereg genow moze by¢ zaangazowanych w modulacja ryzyka chP. Niektore z nich,
takie jak: SNCA i PRKN, =zostaly dos¢ dobrze poznane, o innych m.in. SPR
czy HTRA2 wiadomo wcigz niewiele. Szczegdlnie mato jest doniesien obejmujacych jednoczesna
analiz¢ genow PARK (w tym objetych badaniem: SNCA, PRKN, LRRK2,
HTRA2 i SPR), ktorych produkty biatkowe, takie jak: ASN, parkina, LRRK2,
HTRAZ2, SR, moga by¢ ze sobg funkcjonalnie powigzane.

Niniejsza praca koncentruje si¢ na pigciu genach: SNCA, PRKN, SPR,
HTRA2 oraz LRRK2, wybranych w oparciu o dane literaturowe i wykazane zaleznosci
biochemiczne. Prawdopodobne powigzania molekularne miedzy produktami biatkowymi

wybranych analizowanych genéw PARK przedstawiono na rycinie 27.
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Ryc. 27. Rola wybranych genow PARK i ich produktow biatkowych w patogenezie
choroby Parkinsona [64,100,110,128,143,176].
ASN- alfa-synukleina, DA- dopamina, BH4- tetrahydrobiopteryna, SR- reduktaza tetrahudrobiopteryny.
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Cel pracy

2. Cel pracy

Celem pracy byla jednoczesna analiza mutacji genéw: SNCA, PRKN,
LRRK2, HTRA2 i SPR oraz ocena czgstosci ich wystgpowania u chorych
z zaburzeniami ukladu pozapiramidowego: z rozpoznang chP, z zespolem
parkinsonowskim w przebiegu choroby zwyrodnieniowej, MSA, oraz u kontrolnych
ochotnikéw w populacji polskie;.

Uzyskane wyniki badan genetycznych u o0s6b badanych i kontrolnych
zostaly poddane ocenie statystycznej w celu okre$lenia poziomu ryzyka
wystapienia choroby, zwigzanego z kazda wykryta mutacja lub polimorfizmem
oraz zostata przeprowadzona analiza interakcji pomiedzy wykrytymi wariantami
genetycznymi.

U chorych z chP podjeto rowniez probe korelacji pomiedzy 0znaczonymi
mutacjami w badanych genach PARK, a postepem choroby w skali Hoehn-Yahra
I wystgpowanie objawOw neuropsychiatrycznych (stopien otgpienia w skali MMSE,
klinicznie rozpoznane objawy depresji), a takze z odpowiedzig na stosowang

farmakoterapi¢ L-dopa.
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3. Materialy i metody

3.1. MATERIALY

3.1.1. GRUPA BADANA

Do grupy badanej wyselekcjonowano 90 chorych z klinicznie rozpoznang chP
w oparciu o kryteria UKPDSBB [178], jako SchP spo$rod zbadanych 200 o0sob
z zaburzeniami uktadu pozapiramidowego. Dane demograficzne chorych z chP
zestawiono w tabeli 6. W grupie chorych z chP, w momencie wlaczenia do badan,
dwie osoby byly w wieku ponizej 40 r.z. i podobnie jak u pozostalych badanych,
w ich wywiadzie rodzinnym nie stwierdzono przypadkéw RchP oraz nie potwierdzono
w niniejszych badaniach obecnosci mutacji ¢.88 G>C genu SNCA warunkujacej
jedng z postaci RchP [69].

Szczegotowe kryteria wilaczenia i wyltaczenia do badan w grupie chorych z chP

zamieszczono w tabeli 7.

Tab. 6. Dane demograficzne w analizowanych grupach osob

Grupa chorych

Dane Cnl(ee Cnl(ee espolem parkinsonowskim Crlee
demograficzne GNORENZ || - Croren & VE rzetl;ie uchoro:)V el
g chP z MSA przeblegu choroby ochotnikéw
zwyrodnieniowej
badane osoby
90 3 35 113
(N)
kobiety/
mezezyZzni 43/47 3/0 16/19 79/34
(N)
wiek 34-82 53-63 38-86 39-83
(w latach)
Srednia
wieku£SD 62,0+10,2 57,2+4,0 57,8+10,3 55,549,5
(w latach)

N- liczba badanych osdb.

Wséréd oséb z chP najwigksza grupe stanowili chorzy, u ktérych choroba
trwata nie dluzej niz 5 lat (41%), a najmniejszg z czasem trwania choroby powyzej
10 lat (24%), natomiast w przedziale 5-10 lat odsetek chorych wynosit 35%.

Stopien zaawansowania chP oceniano u chorych w 5 stopniowej skali

Hoehn-Yahra [26]. Najwiekszg liczbe chorych z chP stanowily osoby z 2 stopniem
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zaawansowania choroby (53%), nastgpnie z 1 (20%), 3 (19%), 4 (5%), a najmniejszg
z 5 (2%) stopniem rozwoju tego schorzenia.

Stopien otgpienia u chorych z chP oceniano za pomocg skali MMSE [179].
U chorych z chP zespot otgpienia stopnia tagodnego (26-24 punkty w skali MMSE)
stwierdzono u 6%,

natomiast tagodne zaburzenia funkcji poznawczych (ang. Mild

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

Tab. 7. Kryteria wlaczenia i wytaczenia do badan w poszczegdlnych analizowanych grupach

Grupa os6b

Kryteria wlaczenia do grupy

Kryteria wylaczenia z
grupy

a) Zgoda na udziat w badaniach a) Brak zgody na udziat
b) Kliniczne rozpoznanie chP przez specjaliste w badaniach
neurologa zgodnie z obowigzujacymi b) Urazy mozgu lub
kryteriami klinicznego rozpoznania choroby infekcja OUN i inne
Chorzy ¢) Nieobecnos¢ chP w rodzinie choroby
s d) Odpowiednia ilo$¢ i jako$¢ materiatu neurologiczne
Z Cl
do badan ¢) Parkinsonizm wtorny
e) Dostepnos¢ danych, takich jak: wiek, ptec, d) Atypowy
czas trwania choroby, historia parkinsonizm.
farmakoterapii i odpowiedz na leczenie,
stopien zaawansowania choroby.
a) Zgoda na udziat w badaniach, a) Brak zgody na udziat
b) Postawienie diagnozy MSA przez lekarza w badaniach,
Chorzy specjaliste neurologa, zgodnie b) Obecnos¢ innych
Z obowigzujacymi kryteriami klinicznego chordb
z MSA rozpoznania choroby, neurologicznych.
¢) Znany wiek i pte¢,
d) Nieobecnos¢ innych chordob
neurologicznych.
a) Zgoda na udziat w badaniach, a) Brak zgody na udziat
Chorzy b) Rozpoznanie objawow zespotu w badaniach,
parkinsonowskiego w przebiegu choroby b) Obecnos¢ innych
z zespolem zwyrodnieniowej przez lekarza specjaliste chordb
parkinsono- neurol_oga_, zgodnie z obowigzujacymi neurologicznych.
kryteriami
wskim C) Znany wiek i pte¢,
d) Nieobecno$¢ innych chordb
neurologicznych.
a) Zgoda na udzial w badaniach a) Brak zgody na udziat
) b) Niestwierdzone choroby neurologiczne w badaniach
Kontrolni i cechy otepienia b) Obecnosé chP
. ¢) Znany wiek i pte¢ w rodzinie
Ochotnic . .
y d) Nieobecnos¢ chP w rodzinie. ¢) Obecno$é¢ chorob
neurologicznych
lub cech otepienia.
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Chorzy z chP, MSA oraz z rozpoznanym zespolem 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 poszczegdlnych grup na podstawie Kklinicznego
rozpoznania przez specjalist¢ neurologa. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode
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

UKYADU POZAPIRAMIDOWEGO

Badaniu poddano rowniez 3 chorych z rozpoznanym MSA, oraz 35 chorych
z rozpoznanym zespotem parkinsonowskim w przebiegu choroby zwyrodnieniowej
(w oparciu o kryteria ich klinicznego rozpoznania). Dane demograficzne analizowanych
grup zestawiono w tabeli 6.

Szczegblowe kryteria wlaczenia 1 wylaczenia w grupie chorych z MSA
oraz z rozpoznanym zespotem parkinsonowskim w przebiegu choroby zwyrodnieniowej,

zamieszczono w tabeli 7.

3.1.3. GRUPA KONTROLNYCH OCHOTNIKOW

Grupa kontrolnych ochotnikow obejmowata 113 osob, dobranych pod wzgledem
wieku bez stwierdzonych choréb neurologicznych oraz cech otgpienia. Dane
demograficzne tej grupy przedstawiono w tabeli 6.

Szczegdlowe kryteria wlaczenia i wylaczenia w grupie kontrolnych ochotnikow
zamieszczono w tabeli 7.

Wszystkie badane osoby lub ich opieckunowie wyrazili pisemng zgod¢ na badania

genetyczne i przetwarzanie danych.

3.1.4. MATERIAL DO BADAN GENETYCZNYCH

Materiat do badan genetycznych stanowita pelna krew zylna (2 - 5 ml) pobrana
na wersenian potasu od os6éb z analizowanych grup. Pobrang krew zamrazano

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 materialu do badan genetycznych oraz przeprowadzenia
wybranych analiz na obecno$¢ mutacji 1 polimorfizméw gendéw wykorzystano aparature

i sprzet zestawiony w tabeli 8.

Tab. 8. Aparatura laboratoryjna i sprz¢t uzywany do izolacji DNA i przeprowadzenia badan genetycznych

Aparat/sprzet Producent

Termocykler Light Cycler 480 Roche (Szwajcaria)
Termocykler MJ Mini Bio-Rad (USA)
Sekwenator 3130xI Genetic Analyzer Applied Biosystems HITACHI (USA)
Aparat do elektroforezy poziomej Bio-Rad (USA)
System dokumentacji zeli Photo Doc UVP (Kanada)
Wiréwka Mini Spin Eppendorf (Niemcy)
Bio Vortex V1 BIOSAN (Polska)
Waga analityczna Kern (Niemcy)
Pipety automatyczne Eppendorf (Niemcy)
Sprzet jednorazowego uzytku Eppendorf (Niemcy)
Statyw magnetyczny Novazym (Polska)

3.1.6. ODCZYNNIKI CHEMICZNE

Badania genetyczne wykonano z zastosowaniem odczynnikow do badan
molekularnych o najwyzszej, jakosci 1 czystosci analitycznej oraz chemicznej,

renomowanych firm krajowych i zagranicznych (Tab. 9).

Tab. 9. Odczynniki uzywane 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 zeli agarozowych Gel View/ Midori Green Novazym(Polska)/ NIPPON Genetics
DNA Stain (Japonia)
Polimeraza — Proof High-Fidelity Master Mix Bio-Rad (USA)

dNTPs MIX, Bufor dla polimerazy 10x Polimeraza -
Allegro Taq, Roztwor MgClI2 25 pM

Marker wielko$ci DNA — GeneRuler 100bp DNA Ladder Fermentas (Litwa)

Oligo, Pracownia Sekwencjonowania
DNA IBB PAN (Polska)

Novazym (Polska)

Oligonukleotydy

Enzymy restrykcyjne .
Mval, Mboll, Mspl, Taal, BRI, Ssil iuBES ()
Bufor obcigzajacy — Orange DNA Loading Dye Fermentas (Litwa)
Alkohol etylowy 70% Merck (Niemcy)
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3.1.7. OPROGRAMOWANIE I BAZY DANYCH UZYWANE

DO PROJEKTOWANIA ANALIZ GENETYCZNYCH

ORAZ OBROBKI 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 enzymoéw restrykcyjnych -

http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html,
GeneCards Homepage - http://bioinformatics.weizmann.ac.il/cards,

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

3.2.1. IzoLACJA DNA GENOMOWEGO Z KOMOREK KRWI OBWODOWEJ

DNA izolowano z komorek jadrzastych krwi obwodowej z zastosowaniem Kkitu
zawierajacego czastki magnetycznego (Tab. 9).

Metoda opierata si¢ na zastosowaniu syntetycznego kompozytowego zloza
magnetycznego selektywnie wigzacego kwasy nukleinowe. W celu wyizolowania
DNA genomowego przeprowadzano liz¢ komorek, dodajac do probki krwi, buforu
do lizy w stosunku 1:2. Po 15 min. inkubacji w temperaturze pokojowej do mieszaniny dodawano
buforu  wigzgcego w  stosunku  2:1 i  zawiesiny czastek  magnetycznych
w stosunku 9:1. Mieszaning wytrzasano i inkubowano przez 15 min. w temperaturze
pokojowej. Nastepnie umieszczano w Statywie magnetycznym i usuwano supernatant.
Osad z czgstkami magnetycznymi przemywano trzykrotnie odpowiednimi buforami
pluczacymi w celu wymycia zanieczyszczen. W Kkolejnym etapie czastki magnetyczne
przemywano rownowazng iloscig 80% etanolu i osuszano. W ostatnim etapie, w celu uwolnienia
DNA ze zloza, do «czastek magnetycznych dodawano réwnowazna  ilo$¢
jalowej wody dejonizowanej. Probki inkubowano przez 15 min. w temperaturze 65°C
1 wytrzasano. Nastgpnie probowki umieszczano w statywie magnetycznym i zbierano supernatant
zawierajgcy DNA  (Ryc. 28). Do dalszych analiz  probki  przechowywano
w temperaturze -20°C.

3 13 4 1 ta] a2t 1
—28- stosowantem-ezgstelcmagnetyeznyeh:
[ - supernatanx
bufor lizujgcy bufor ptuczacy/

H20 przenoszony
do nowych probéwek

} | J

ETAP | ETAP Il ETAP IlI

i wigzacy etanol 70%

DNA

(liza i wigzanie czastek) (ptukanie) (elucja)

\_

w 1% zelu agarozowym oraz metodg spektrofotometryczng przy dtugosci fali 260 nm (maksimum

/

Oceng jakosciowa i ilosciowa wyizolowanego DNA wykonano metoda elektroforezy
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absorbancji DNA) oraz 280 nm (maksimum absorbancji biatka). Do dalszych badan uzywano

probki, dla ktorych stosunek OD260/0D280 wynosit wigcej niz 1,7.

3.2.2. KRYTERIA WYBORU GENOW PARK (UZNANYCH I KANDYDACKICH)

DO BADAN GENETYCZNYCH

Do badan genetycznych wybrano 5 genow PARK: SNCA, PRKN, LRRK2,
HTRA2, SPR [Tab. 10] o prawdopodobnym zwigzku ze SchP i pewnym zwigzku
z wystepowaniem RchP, a takze gen SPR kandydujacy do Ilokus PARK3
0 nie calkowicie potwierdzonym zwigzku =z chP. Mutacje i polimorfizmy
w obrebie genow SNCA, PRKN, LRRK2, HTRA2, SPR wybrano kierujac sie
nastepujacymi kryteriami:

v czestosciag wystepowania zmian genetycznych w roznych populacjach wynikajaca
z doniesien literaturowych,

dostepnoscia metod analitycznych umozliwiajaca badanie danej mutacji/polimorfizmu,
polozeniem mutacji/polimorfizmu w obrebie eksonéw lub regionéw regulatorowych genu,

funkcjonalno$cig mutacji/polimorfizmu,

NSRRI

brakiem badan lub wstepnymi doniesieniami w populacji polskiej (po jednej pracy dotyczace;j
genu PRKN i LRRK2;) [140,175].

Ponadto, ze wzgledu na mnogo$¢ mozliwych mutacji punktowych w genach
PRKN i LRRK2 poddano je analizie przesiewowej. Natomiast analize wystepowania
mutacji ¢.88 G>C genu SNCA przeprowadzono w celu wykluczenia wystepowania

RchP warunkowanej ta mutacja.
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Tab. 10. Wykaz analizowanych gendéw i mutacji/polimorfizméw

Kodowane
bialko

Polimorfizm/Mutacja Lokalizacja Allele

SNCA NACP-Repl** Promotor -1,0, +1, +2, +3
PARK1 Alfa-synukleina
PARKA c.88 G>C Ekson 3 G/C
Delecja eksonu Ekson 2 D/O*
c.110 C>T CIT
c.111G>A Ekson 2 GIA
Delecja eksonu*** Ekson 4 D/O*
PARK?2 Analiz =
aliza przesiewowa Ekson 7 )
eksonu
C. 930G>C**** Ekson 8 G/C
Analiza przesiewowa Ekson 11 i
eksonu
Ki . .
LRRK2 Wms‘ii:rzgitiz Analiza przesiewowa Ekson 41 i
PARKS v eksonu
leucyny typu 2
SPR Reduktaza C.637 T>A***** Ekson 3 T/IA
PARK3? sepiapteryny C.637 T>G***** Ekson 3 TIG
c.421 G>T Ekson 1 GIT
HTRA2 Proteaza
PARK13 serynowa €.1195 G>A Ekson 7 G/A
HTRA2 c.1210 C>T Ekson 7 CIT

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

** nie wykonano analizy dla probki 174 (rozpoznany zesp6t parkinsonowski) ze wzgledu na mata ilo§¢ materiatu genetycznego,
*** nie wykonano analizy dla probek: 146, 150 (kontrole), 178, 205-209, 211-215 (rozpoznana chP), 218 (rozpoznany zesp6t
parkinsonowski) ze wzglgdu na matg ilo$¢ materiatu genetycznego,

**** nie wykonano analizy dla probek 150 (kontrola), 40, 158, 178, 205-209, 211-215 (rozpoznana chP), 174, 217, 218, 254
(rozpoznany zesp6t parkinsonowski) ze wzgledu na mala ilo$¢ materiatu genetycznego,

***** nie wykonano analizy dla probki 26 (rozpoznana chP) ze wzgledu na malg ilo$¢ materialu genetycznego.

Analize mutacji/polimorfizméw  wybranych genow PARK  przedstawionych
w tabeli 10 wykonano z wykorzystaniem nastepujagcych metod molekularnych: PCR
(ang. Polimerase Chain Reaction), RT-PCR/HRM (ang. Real Time-PCR/High Resolution
Mealting), sekwencjonowania oraz analizy restrykcyjnej, w ktorych zastosowano

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

3.2.3. WYZNACZANIE STARTEROW DO ANALIZY GENOW PARK

Startery do amplifikacji eksonu 2 genu PRKN oraz regionu promotorowego
genu SNCA wybrano na podstawie doniesien literaturowych [85,180,181]. Pozostate zastosowane
startery zaprojektowano za pomocg programu Primer3+, na podstawie sekwencji genow
dostepnych w internetowych bazach danych (Ensemble, Genome Browser). Specyficznosé¢

starterOw sprawdzono porownujac ich sekwencje z sekwencja genomu ludzkiego z
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zastosowaniem analizy BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool). Wielkos¢

amplikonéw dobierano w zalezno$ci od zastosowanej metody (krotsze produkty dla analizy HRM

— ok. 100 pz, oraz dtuzsze do analizy RFLP — ok. 400 pz). Sekwencje starterow, wykorzystane

sekwencje

w tabeli 11.

referencyjne

oraz wielko$¢

produktow

PCR,

Tab. 11. Sekwencje starteréw stosowanych do analizy mutacji i polimorfizméw wybranych genow PARK

przedstawiono

gen/ nazwa . sekwencja , metoda | wielko$¢
sekwencja startera : zrédlo .
ekson startera referencyjna analizy | produktu
B22 GACTGGCCCAAGATTAACCA Elektro-
SNCA ) [85] foreza 255-263
promo-tor B35 CCTGGCATATTTGATTGCAA kapilarn pz
a
B25 AAGTGTATTTTATGTTTTCC NG_011851.1
SNCA/3 NM_0011460 [180] RFLP 192 pz
B26 AACTGACATTTGGGGTTTACC 551
SRR B19 ATGTTGCTATCACCATTTAAG NG_008289.1 [181] e 308 pz
B20 AGATTGGCAGCGCAGGCGGCA | NM_004562.2
PRIN/2* B23 TTTCCCAAATATTGCTCTA NG_008289.1 PRIMER PCR/ 475 pz
B24 GCAGTGTGGAGTAAAGTTCAAGG | NM_004562.2 3+ RFLP
SRR B9 GCATTATTAGCCACTTCTTCTGC NG_008289.1 PRIMER HRM/ 181 pz
B10 TGCTGACACTGCATTTCCTT NM_004562.2 3+ PCR
RN/ B12b AGATTTCACTCTTGGAGCATAAA | NG 0082891 | PRIMER oeR 488 pz
B14 CAAAGGCGCATAAACGAAA NM_004562.2 3+
B Bl TCCTGGTTTTCCAGTGCAAC NG_008289.1 | PRIMER Y] 123 pz
B2 AAGGCAGGGAGTAGCCAAGT NM_004562.2 3+
PRKN/S B27 CTAAAGAGGTGCGGTTGGAG NG_008289.1 | PRIMER RELP 344 pz
B28 GGAGCCCAAACTGTCTCATT NM_004562.2 3+
B B6 CCGACGTACAGGGAACATAAA NG_008289.1 PRIMER Y] 167 pz
B7 GGACAGGGCTTGGTGGTT NM_004562.2 3+
B15 ATACCTCCACTCAGCCATGA
NG _011709.1 | PRIMER
LRRK2/41 B16 TCCTGAAGATAGAATTATGAGAC | NM_198578.2 3+ HRM 200 pz
AGA
B B33 TCCATGTTCAGTGGGCTTTT NG_008234.1 PRIMER e 335 pz
B34 TTTCTGGGCTGACACCTTG NM_003124.4 3+
HTRA2/1 B29 TATGGGACCCCCAGTCTC NG_012163.1 PRIMER RELP 454 pz
B30 AAATGGAGGGAAAGCACAGA NM_013247.4 3+
A B31 GTCATTTGGTGCCCTCATGT NG_012163.1 PRIMER LR 466 pz
B32 TGTACCATCTGCTCCCCAAT NM_013247.4 3+

* startery zewnetrzne.
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3.2.4. BADANIE WYSTEPOWANIA DELECJI EKSONOW 2 14
GENU PRKN METODA PCR

W celu analizy wystgpowania delecji eksonow 2 i 4 genu PRKN przeprowadzono reakcje
PCR w objetosci 25 pl mieszaniny z uzyciem ok. 10 ng genomowego DNA,
w dobranych do$wiadczalnie warunkach temperaturowych (Tab. 12). W przypadku

eksonu 2 genu PRKN empirycznie ustalono rowniez optymalne stgzenie jonow Mg2-+.

Tab. 12. Wyznaczone temperatury przytaczania starterow oraz wielkosci poszezegdlnych amplikonéw

Gen/ekson Starter F StarterR przy;‘; ixﬁiﬁi‘;ﬁeréw g;ﬂﬁﬁ:ﬁ

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 Bl 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 zewnetrzne.

Sktad mieszaniny reakcyjnej do analizy delecji eksonow 2 i 4 genu PRKN

podano w tabeli 13.

Tab. 13. Skfad mieszanin reakcyjnych dla metody PCR

Objetos¢ [pl]

) e 2 '
c .= 5.2
s N 2
EQ =
Woda - 169 | 16,6 | 176 | 175 | 171 | 1815 | 178 | 174 | 1875 | 18 | 178 | 17.3
Bufor
do PCR 10x — 25 | 25 | 25 [ 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25
MgCI2 25 mM - s |- ; ; ; ] ] ; ; ; ;
dNTPs mix 1omM | 08 [ 07 | 1 |07 | 1 o5 | 08 | 07 | o5 | 06 | 08 | 08
Starter F zsrﬂ'o" 12 | o7 | 1 1 1 08 | 08 | 1 05 | 08 | 08 1
Starter R - 12 o7 | 1| 1| 1| o8 |08 1 05 | 08 | 08 | 1
pmol/pl
Polimeraza sum | 04 | 03 | 04 | 03 | 04 | 025 | 03 | 04 | 025 | 03 | 03 | 04
DNA Sugul | 2 2 |15 | 2 2 2 2 2 2 2 2 2
[ 3N N ]
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W celu potwierdzenia obecnosci delecji eksonéw 2 i 4 genu PRKN uzyskane
produkty reakcji PCR poddawano elektroforezie w 2% zelu agarozowym wedlug
standardowej procedury.

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

GENU PRKN ORAZ EKSONU 41 GENU LRRK?2 7 ZASTOWANIEM METOD

HRM, PCR I SEKWENCJONOWANIA

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

ORAZ EKSONU 41 GENU LRRK2

Analize mutacji punktowych w eksonach 4, 7, 11 genu PRKN oraz eksonu 41
genu LRRK2 wykonano metoda HRM 1z zastosowaniem zestawu LightCycler 480
High Resolution Melting Master firmy Roche uzywajac 10 pl mieszaniny reakcyjnej.
Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w tabeli 14.

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

Woda - 22 22 22 1,8
Master mix 2 X 5 5 5 5
MgCI2 25 mM 1 1 1 1,4
Starter F 25 pmol/pl 0,4 0,4 0,4 04
Starter R 25 pmol/pl 0,4 0,4 0,4 0,4
DNA 5 ug/ul 1 1 1 1

Optymalizacj¢ warunkow reakcji HRM dla kazdego z badanych fragmentow
genow PRKN i LRRK2 wykonano dobierajac odpowiednie stezenie jonow Mg2+
oraz warunki temperaturowe. Reakcje prowadzono w aparacie LightCycler 480
oraz  potwierdzano w  aparacie Eco Real Time zgodnie z  profilem

temperaturowo-czasowym zamieszczonym na rycinie 29.
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Cycle: 45 of 45

| l _siep3

Ryc. 29. Przyktadowy profil temperaturowo-czasowy
dla przeprowadzanej reakcji RT-PCR/HRM.

W metodzie HRM przyjeto, ze krzywe topnienia dla probek bez mutacji
odpowiadaly tej samej temperaturze topnienia i mialy podobny przebieg na wykresie.
Jednoczesnie probki z prawdopodobng mutacjg posiadaty odmienng temperature¢ topnienia
oraz inny przebieg krzywej na wykresie.

Probki z prawdopodobng mutacja w genach PRKN oraz LRRK2 wyznaczone
w  metodzie HRM poddawano  sekwencjonowaniu.Dla  potwierdzenia  czuto$ci
metody HRM sekwencjonowano rowniez losowo wybrane produkty PCR genéw PRKN
oraz LRRK2 o prawidlowym przebiegu krzywej topnienia.

3.2.5.2. SEKWENCJONOWANIE EKSONOW 4, 7, 11

GENU PRKN ORAZ EKSONU 41 GENU LRRK2

W celu identyfikacji mutacji w genach PRKN oraz LRRK2 badany fragment
genu amplifikowano metodg PCR (Tab. 8), a nastepnie oczyszczano z genomowego
DNA oraz starterow 1 sekwencjonowano. Analiz¢ sekwencjonowania przeprowadzono
na sekwenatorze 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems HITACHI, USA)
w niezaleznej Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej przy Wydziale
Biologii UAM w Poznaniu.

Wyniki  sekwencjonowania  analizowano za pomoca  programu  BioEdit
na podstawie sekwencji referencyjnych dostepnych w internetowych bazach danych

(Ensemble, Genome Browser).
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3.2.6. ANALIZA MUTACJI PUNKTOWYCH GENOW SNCA, PRKN,
HTRA21 SPR METODA PCR

I POLIMORFIZMU DLUGOSCI FRAGMENTOW 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 amplifikacje materialu genetycznego
metodg PCR. Warunki amplifikacji oraz sktad mieszaniny reakcyjnej podano w tabeli 13.
Dla zbadania obecnosci mutacji w analizowanych genach produkt PCR poddano
analizie RFLP (sktad mieszaniny podano w tabeli 15) z zastosowaniem enzymow restrykcyjnych
dobranych za pomoca programu NEBcutter v2.0 w oparciu o sekwencje referencyjne. W
kolejnym etapie produkty reakcji RFLP rozdzielano na 3% zelu
agarozowym. Wielkosci produktow trawienia enzymatycznego odpowiadajace probkom

z analizowana mutacjg i bez mutacji przedstawiono w tabeli 16.

Tab. 15. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla metody RFLP

Skladnik mieszaniny

Objetosé [pl]

reakcyjnej
Woda 7
Produkt PCR 10
Bufor
Enzym restrykcyjny
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Tab. 16. Enzymy restrykcyjne zastosowane do analizy mutacji genow SNCA, PRKN, HTRA2 i SPR metodg RFLP

Enzym Rozpoznawana Temperatura  Dlugos¢ produktu

Gen  polimorfizm

restrykcyjny sekwencja inkubacji RFLP
SNCA/  ¢.88G>C Mval CC/WGG 37°C Prawidtowy:
3 192 pz
Zmutowany:
136+56 pz
PRKN/  ¢.110 C>T Haelll GG/CC 37°C Prawidtowy:

2* 273+202 pz
c.111G>A

Zmutowany:
475 pz
PRKN/  ¢.930G>C Mval CC/WGG 37°C Prawidtowy:
8 23+321 pz
Zmutowany:
23+248+73 pz
SPR/3 C.637 T>A Taal ACN/GT 65°C Prawidtowy:
335 pz
Zmutowany:
254+81 pz
SPR/I3  ¢.637 T>G Ssil CICGC 37°C Prawidtowy:
335 pz
Zmutowany:
250+85 pz
HTRA  ¢.421 G>T Mboll GAAGA(N)s/ 37°C Prawidtowy:
21 324+130 pz
Zmutowany:
259+65+130 pz
HTRA ¢.1195 G>A Mval CC/WGG 37°C Prawidtowy:
175+113+139+39 pz
Zmutowany:
175+252+39 pz
HTRA  ¢.1210 C>T Mspl C/ICGG 37°C Prawidtowy:
305+161 pz
Zmutowany:
466 pz

2/7
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3.2.7 ANALIZA POLIMORFIZMU REGIONU NACP-REP1

METODA PCR I ELEKTROFOREZY KAPILARNEJ

W celu zbadania polimorfizmu regionu NACP-Repl w obrebie promotora genu SNCA
probki DNA amplifikowano metoda PCR z zastosowaniem pary specyficznych
starterow, z ktorych jeden wyznakowano barwnikiem fluorescencyjnym FAM
(ang. 6-carboxyfluorescein). Skiad mieszaniny reakcyjnej dla metody PCR podano
w tabeli 17.

Tab. 17. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla metody PCR

Skladnik mi'esz_aniny Stf;’ie‘nie Objetosé [ul]
reakcyjnej wyjSciowe
Woda - 9,3
iProof Master Mix 2 X 12,5
Starter F 25 pmol/ul 0,6
Starter R 25 pmol/pl 0,6
DNA ~5 pg /ul 2

Dla oceny ilosci powtorzen dwunukleotydowych regionu NACP-Repl, produkt
PCR poddawano elektroforezie kapilarnej z zastosowaniem wzorca wielkosci. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzono za pomocg analizatora 3130xI Genetic  Analyzer
w Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej przy Wydziele Biologii UAM
w  Poznaniu. Oceng¢ rozdziatow elektroforetycznych produktow PCR prowadzono

z zastosowaniem programu Peak Scanner Software v1.0.

3.2.8 KONTROLA JAKOSCI PRZEPROWADZONYCH BADAN

W celu kontroli jakosci przeprowadzonych badan genetycznych wykonano
nastepujace czynnosci:
v" dla reakcji PCR kazdorazowo zastosowano kontrolg pozytywng oraz negatywna,
v dla reakcji RFLP zastosowano kontrole pozytywne dla enzymdw rozpoznajgcych miejsce
mutacji,
v dla metody elektroforezy na zelu agarozowym kazdorazowo stosowano wzorzec wielko$ci
DNA,
v w przypadku uzyskania wynikow niepewnych, szczegdlnie podczas analizy RFLP,

oraz HRM proby poddawano sekwencjonowaniu,
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v"w celu potwierdzenia prawidtowo wykonanych analiz genetycznych, kazdorazowo losowo
wybierano 10% prob do powtoérnego oznaczenia,

v' w przypadku wykrycia mutacji analize powtarzano od pierwszego etapu badan,

v proby badane oraz kontrolne zostaly ponumerowane i zakodowane tak, aby podczas badanh
uniemozliwi¢ odrdéznienie préb kontrolnych od badanych i zapewni¢ obiektywizacje

uzyskanych wynikoéw. Proby rozkodowywano po zakonczeniu badan.

3.2.9 ANALIZA STATYSTYCZNA

W celu oceny statystycznej uzyskanych wynikoéw badan na obecno$¢ mutacji
i polimorfizméw w genach: SNCA, PRKN, HTRA2 oraz SPR zastosowano testy nieparametryczne
dla  zmiennych  niepowigzanych: test Chi2, dokladny test Fishera, test
dla dwoch wskaznikow struktury.

W celu oceny wptywu wykazanych mutacji i polimorfizméw na ryzyko ujawnienia si¢
choroby obliczano iloraz szans (ang. Ods Ratio, OR) i przyjeto 95% przedziat ufnosci.

Stan réwnowagi 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 wptywu wykrytej mutacji na postep choroby, wystepowanie cech otepienia,
objawow depresji oraz odpowiedz na farmakoterapi¢ L-dopag zastosowano korelacje Spearmana.

Dla zastosowanych testow statystycznych przyjeto poziom istotnosci a = 0,05. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania Statistica for Windows (StatSofft,
USA), w Zaktadzie Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej Uniwersytetu Medycznego imienia

Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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4. Wyniki

Badaniu poddano czestos¢ wystepowania mutacji/polimorfizméw w genach PARK:
SNCA, PRKN, LRRK2, HTRA2, SPR zwigzanych z RchP i/lub SchP. Wybrane mutacje
w genach PARK badano zaréwno u chorych z zaburzeniami uktadu pozapiramidowego:

chP i zespot parkinsonowski oraz MSA, jak i u kontrolnych ochotnikow.

4.1. ANALIZA MUTACJI W REGIONIE KODUJACYM

ORAZ ODCINKU PAROMOTOROWYM GENU SNCA

U chorych z chP mutacje w genie SNCA oznacza si¢ zarowno w cze$ci kodujacej
(c.88 G>C), jak i promotorowej tego genu (NACP-Repl).

4.1.1. ANALIZA WYSTEPOWANIA MUTACJI ¢.88 G>C GENU SNCA

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano obecnosci mutacji ¢.88 G>C
w eksonie 3 genu SNCA u zadnej z badanych o0s6b, zar6wno wu chorych,
jak i kontrolnych ochotnikow. Przyktadowy obraz rozdziatu elektroforetycznego produktu reakcji
PCR/RFLP  przedstawiono na rycinie 30, pojedynczy prazek oznacza brak

analizowanej mutaciji.

192 pz e—)

Ryc. 30. Przyktadowy obraz rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji PCR-RFLP
eksonu 3 genu SNCA z zastosowaniem enzymu Mval.

M-marker wielkosci DNA, K- kontrola pozytywna dziatania enzymu,
1-3 — produkty reakcji, W- kontrola negatywna reakcji PCR.
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4.1.2. ANALIZA POLIMORFIZMU ILOSCI POWTORZEN

DWUNUKLEOTYDOWYCH W OBREBIE REGIONU NACP-REP1

PROMOTORA GENU SNCA

Na rycinie 31 przedstawiono przyktadowe rozdzialy -elektroforetyczne produktow
PCR regionu NACP-Repl promotora genu SNCA.

a)

0k 259 pz =mp ¥ SRR

/ \

L

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

Ryc. 31. Przyktadowy obraz rozdziatu elektroforetycznego w zelu (a)
i elektroforezy kapilarnej (b) produktow reakcji PCR promotora genu SNCA.
M-marker wielkosci DNA, 1-3, 5, 6 — produkty reakcji PCR,
W- kontrola negatywna reakcji PCR.

Przyjeto nastepujace oznaczenia najczeSciej wystepujacych alleli: -1 (255 pz),
0 (257 pz), +1 (259 pz), +2 (261 pz), +3 (263 pz). Czestos¢ wystgpowania poszczegolnych
wykazanych alleli regionu promotorowego genu SNCA u oso6b badanych i kontrolnych

przestawiono graficznie (Ryc. 32).
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70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% -
-1 0 +1 +2 +3
L1 Kontrolni ochotnicy 1% (2) 5% (11) 53%(119) 40%(90) 2% (4)
H Chorzy z chP 0% (0) 6% (10) 33%(59) 54% (98) 7% (13)
M Chorzy z MSA 0% (0) 17% (1) 33% (2) 50% (3) 0% (0)
Ch i
W Chorzy z zespolem 0% (0) 6% (4) | 28%(19)| 59%0)| 7% (5)
parkinsonowskim

Ryc. 32. Czgstos¢ wystgpowania poszczegolnych alleli regionu NACP-Repl
promotora genu SNCA u oséb badanych i kontrolnych.

W nawiasach podano liczebnos$¢ oznaczonych alleli. Zastosowano test dla dwoch sktadnikow struktury,

statystycznie istotne roznice przy poziomie: * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 w poréwnaniu z kontrola.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze czgsto$¢ wystepowania allelu +1 regionu

NACP-Repl promotora genu SNCA byla najwigksza u kontrolnych ochotnikow
i u tych osob byla jednoczesnie istotnie wyzsza w pordéwnaniu do chorych z chP
oraz z zespotem parkinsonowskim w przebiegu choroby zwyrodnieniowej (test dla dwoch
sktadnikow struktury, p<0,001). Ponadto czestos¢ wystepowania tego allelu w grupie
chorych z chP w porownaniu do oséb z zespolem parkinsonowskim nie osiggata
istotno$ci statystyczne;j.

W odréznieniu od allelu +1, allel +2 wystepowat najczesciej u chorych z zespotem
parkinsonowskim i

sktadnikow

z mniejszg czgstoscig u chorych z chP (chP; test dla dwodch
struktury, p<0,01 w pordwnaniu do kontrolnych ochotnikéw). Ponadto,
podobnie, jak w przypadku allelu +1, czesto§¢ wystepowania allelu +2 u chorych
z chP i z zespotem parkinsonowskim nie roznila si¢ istotnie statystycznie.

Allel +3 wystgpowal z jednakowa czestoscia u chorych z chP 1 zespolem
parkinsonowskim, i w obu grupach chorych z istotnie wyzsza czgstoscia w poréwnaniu
do kontrolnych ochotnikow (test dla dwoch sktadnikéw  struktury, p<0,05). Obecnosé
allelu -1 wykazano jedynie u kontrolnych ochotnikow.

Ze wzgledu na malg liczebno$¢ grupy chorych z MSA, wynikow badan
nie oceniano statystycznie. U tych czestosci

chorych dokonano jedynie oceny
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wystepowania oznaczonych alleli 0, +1 i +2. Allel +1 u chorych z MSA wystgpowat
z jednakowg czgstoscig, w poréwnaniu z chorymi z chP i z podobng czestoscia,
jak u chorych z rozpoznanym zespotem parkinsonowskim, oraz wykazywatl tendencje
spadkowa w porownaniu do kontrolnych ochotnikoéw. Natomiast czestos¢ wystepowania
allelu +2 u chorych z MSA wykazywata tendencj¢ wzrostowa w porOwnaniu
do kontrolnych ochotnikéw oraz spadkowa w stosunku do o0s6b z pozostalych
analizowanych grup chorych. Natomiast allel 0 u tych chorych wystepowat z trzykrotnie
wyzszg czestoscig w poréOwnaniu z innymi badanymi osobami z analizowanych
grup (Ryc. 32).

W celu weryfikacji uzyskanych wynikow badan alleli regionu NACP-Repl promotora
genu SNCA u oséb badanych i kontrolnych przeprowadzono réwniez analize genotypoéw

tego regionu (Ryc. 33).

-1/+1 o

+2/+3

+2/+2

+2/0 i
+1/0

+1/+3

+1/+2

Y=

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

H Chorzy z zespotem
parkinsonowskim

H Chorzy z MSA 0% | 67% | 0% | 0% |[33% | 0% | 0% | 0%
H Chorzy z chP 6% | 47% | 1% | 7% | 4% | 22% | 13% | 0%
L1 Kontrolni ochotnicy | 23% [ 50% | 0% | 7% | 3% | 12% | 4% | 2%

3% [ 47% | 0% | 3% | 9% | 24% | 15% | 0%

Ryc. 33. Czestos¢ wystgpowania poszczegolnych genotypdw regionu NACP-Repl promotora
genu SNCA w grupie 0s6b badanych i kontrolnych. Zastosowano test dla dwoch sktadnikéw
struktury, statystycznie istotne rdznice przy poziomie istotnosci:

* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 w poréwnaniu z kontrolg.
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W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze u kontrolnych ochotnikow
genotyp +1/+1 regionu NACP-Repl promotora genu SNCA wystgpowal z wielokrotnie
wigksza czeScig niz u chorych z chP i z zespotem parkinsonowskim (test dla dwoch
sktadnikow  struktury; chP, p<0,001; =zespét parkinsonowski, p<0,01). Natomiast
u badanych chorych z MSA nie wykazano obecnosci tego genotypu.

Czgsto§¢ wystepowania genotypu +1/+2 tego genu miata tendencje wzrostows
jedynie u chorych z MSA w poroéwnaniu do kontrolnych ochotnikow, natomiast u 0sob
z pozostatych analizowanych grup chorych byla na podobnym poziomie. Jednocze$nie,
u chorych z MSA nie wykazano obecno$ci genotypéw zaré6wno +1/0, +2/+2,
jak i +2/+3. Genotyp +1/0 wystgpowal z mniejsza czgstoscia jedynie u 0sob
z zespotem parkinsonowskim, a genotyp +2/+2 dwukrotnic czg¢sciej u chorych
z zespotem parkinsonowskim i prawie dwukrotnie czeSciej W chP w porownaniu
do kontrolnych ochotnikéw, osiagajac w tych grupach chorych poziomy bliskie
istotno$ci statystycznej (test dla dwoch sktadnikow  struktury, p=0,056). Natomiast
genotyp +2/+3 wystepowal z ponad trzykrotnie wigkszg czestoscig zaréwno u chorych
z chP (test dla dwoch sktadnikéw struktury, p<0,05), jak i z zespolem parkinsonowskim
(test dla dwoch  sktadnikow — struktury, p<0,05) w poroéwnaniu do kontrolnych
ochotnikow. Ponadto, obecno$¢ genotypu -+1/+3 wykazano jedynie u jednego chorego

z chP, natomiast obecnos¢ genotypu -1/+1 jedynie u dwoch kontrolnych ochotnikow.

4.2. ANALIZA DELECJI I MUTACJI PUNKTOWYCH GENU PRKN

Najczesciej u chorych z chP wykonuje si¢ badania na obecno$¢ mutacji punktowych

i delecji w genie PRKN.

4.2.1. ANALIZA CZESTOSCI WYSTEPOWANIA DELECJI

EKSONOW 2 14 GENU PRKN

Przyktadowy wynik analizy wystepowania delecji eksonow 2 i 4 genu PRKN przedstawia
rycina 34.
W wyniku przeprowadzonych badan nie wykryto obecnosci delecji eksonow 2

i 4 genu PRKN u zadnej z 0s6b badanych i kontrolnych.
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34 W 12 3 4WM

475 pz —
308 pz  —

488 pz —
181 PZ e——)

Ryc. 34. Przyktadowe rozdzialy elektroforetyczne produktow reakcji PCR przeprowadzonej
z zastosowaniem starterow wewnetrznych i zewnetrznych dla eksonow 2 i 4 genu PRKN.
M- marker wielkosci DNA, 1-4 produkty reakcji PCR, prazek odpowiadajacy produktowi o wigkszej

masie stanowi produkt reakcji z zastosowaniem starterow zewnetrznych, prazek odpowiadajacy
produktowi 0 mniejszej masie — produkt reakcji z zastosowaniem starterow wewnetrznych,

W- kontrola ujemna reakcji PCR.

4.2.2. ANALIZA CZESTOSCI WYSTEPOWANIA MUTACJI PUNKTOWYCH
W EXONACH 2, 4,7, 8, 11 GENU PRKN

W wyniku przeprowadzonych analiz na obecno$¢ mutacji punktowych
w exonach 2, 4, 7, 8, 11 genu PRKN wykazano prawie czterokrotnie wigksza czesto$é
wystepowania tych mutacji u chorych z chP w porownaniu do kontrolnych
ochotnikoéw (test Chi2, p<0,001) [Ryc. 35]. Jednocze$nie nie wykazano obecnoSci
zadnej z analizowanych mutacji punktowych genu PRKN u pozostalych chorych
z zaburzeniami uktadu pozapiramidowego.

Ponadto, wszystkie oznaczone mutacje w genie PRKN byly mutacjami
typu zmiany sensu zwigzanej] z substytucjami aminokwasow i  wystepowaty

w konfiguracji heterozygotycznej.
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35%
%k %k k
30%
25%
20%
15%
10%
5% ——
0%
LI Kontrolni chotnicy 8%
H Chorzy z chP 30%
i Chorzy z MSA 0%
M Chorzy z zespotem
. ) 0%
parkinsonowskim

Ryc. 35. Odsetek mutacji punktowych wykrytych w genie PRKN
u 0s6b badanych i kontrolnych,

statystycznie istotne roznice przy poziomie istotnosci - ***p<0,001.
Uwzgledniajac  czgsto$¢  wystgpowania mutacji w  genie PRKN, analiz¢
eksonow 4, 71 11 oraz 2 i § tego genu przeprowadzono réoznymi technikami.

4.2.2.1 ANALIZA MUTACJI W EKSONACH 4, 7111 GENU PRKN

Przyktadowe 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.

SN | f .
/\ | \

Ryc. 36. Przyktadowe wyniki analizy HRM dla eksonu 4 genu PRKN. Strzatkami zaznaczono

krzywe wskazujace na obecno$¢ mutacji w analizowanym eksonie.

W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano dwie mutacje w obrebie
eksonu 4, mutacje do tej pory opisang (c.500G>A PRKN) i nieopisang (€¢.520C>T PRKN)
w pi$miennictwie oraz po jednej mutacji w obrgbie eksonow: 7 (c.823 C>T PRKN)

i 11 (c.1180 G>A PRKN) genu kodujacego biatko parking (PRKN).
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Czesto$¢ wystepowania zidentyfikowanych mutacji w genie PRKN oraz oczekiwang
czestos¢ ich wystepowania obliczong 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 ¢.500 zwigzana byla z zamiang aminokwasu seryny (S) na asparaging (A)
w kodonie 167 (AGC—>AAC) biatka parkiny (Ryc. 37). Ponadto, wykazano, ze mutacja ta
wystepowata z 7% czgstoscig u chorych z chP i pojawiata si¢ u tych chorych
siedmiokrotnie cze$ciej w porownaniu do kontrolnych ochotnikéw (doktadny test
Fishera, p<0,05).

a) b)

\/\l\ /*{&di,‘/&_d fi:.u"f=_.";",‘"“'_‘f:‘"*,""'/ﬂ.\-'J \’

\ foo)

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

genu PRKN a) mutacj¢ ¢.500 G>A PRKN zaznaczono strzatka, b) wynik prawidlowy.

Ponadto u 2% chorych z chP wykazano obecno$¢ tranzycji C>T w pozycji ¢.520
genu PRKN w eksonie 4 zwigzanej z zamiang aminokwasu leucyny (L) na fenyloalanine (F)
w kodonie 174 (CTC>TTC) biatka parkiny (Ryc. 38). Mutacja ta wystepowata jedynie
w tej grupie chorych.

a) b)

' c.520 C>T

Ryc. 38. Przyktadowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania
eksonu 4 genu PRKN a) mutacj¢ ¢.520 C>T zaznaczono strzatka, b) wynik prawidtowy.

U 1% chorych z chP wykazano obecno$¢ tranzycji C>T w pozycji ¢.823
genu  PRKN eksonu 7 powodujacej substytucje aminokwasu argininy (R)
przez tryptofan (T) w kodonie 275 (CGG—>TGG) [Ryc. 39]. Podobnie jak mutacje
oznaczone W eksonie 4, mutacja ¢.823 C>T PRKN w eksonie 7 wystepowata jedynie
u chorych z chP.
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¢.823 C>T

Ryc. 39. Przyktadowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania

eksonu 7 genu PRKN a) mutacj¢ ¢.823 C>T zaznaczono strzatka, b) wynik prawidtowy.

Ponadto w eksonie 11 genu PRKN zidentyfikowano tranzycj¢ G>A w pozycji
€.1180 zwigzang z zamiang aminokwasow: asparaginianu (D) na N w kodonie 394 (GAT>AAT)
[Ryc. 40]. Wykazano, ze mutacja ta  wystgpowata u 11%  chorych
z chP oraz u tych o0s6b z ponad pigciokrotnie wigkszg czestoscia w poroOwnaniu

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

a)

=3 - i

c.1180 G>A

\/\/\' vy

Ryc. 40. Przyktadowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania

eksonu 11 genu PRKN a) mutacj¢ ¢.1180 G>A zaznaczono strzatka, b) wynik prawidtowy.

Tab. 18. Liczba mutacji w eksonach 4, 7 i 11 genu PRKN w poszczego6lnych analizowanych grupach osob, stwierdzona
i obliczona z prawa Hardy-Weinberga

¢.500 G>A, c.520 C>T c.823 C>T c.1180 G>A
0.0531638 G>A, 0.0531658 C>T | ¢.0946983 C>T | ¢.1372610 G>A
rs 1801474, L174F rs 34424986 rs 1801334
S167N R275W D394N

Liczba badanych osob

o
g &
o O
o N
o T
S S
a5

Liczebnosé
oczekiwana
Liczebnosé
stwierdzona
Liczebno$é
oczekiwana
Liczebno$é
stwierdzona
Liczebnosé
oczekiwana
Liczebnosé
stwierdzona
Liczebnosé
oczekiwana

Kontrolni 1 1 0 0 0 0 2 | 198 | 113
ochotnicy
Chorzy z chP 6 5,80 2 1,98 1 0,99 10 9,44 90
Chorzy z MSA 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Chorzy z zespolem |, 0 0 0 0 0 0 0 35
parkinsonowskim

Nomenklatur¢ mutacji podano w odniesieniu do sekwencji referencyjnych: NM_004562, NG_004562, NP_004553
[http://www.ensembl.org].
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12% 5
10%
8% *
6%
4%
2% i
0% 500 - 1180
c. [
GoA c.520C>T | ¢.823 C>T GoA
LI Kontrolni ochotnicy 1% 0% 0% 2%
H Chorzy z chP 7% 2% 1% 11%
i Chorzy z MSA 0% 0% 0% 0%
[~ Chor?y z zespoh.em 0% 0% 0% 0%
parkinsonowskim

Ryc. 41. Odsetek 0s6b z poszczegdlnymi mutacjami genu PRKN
w eksonach 4, 7 i 11 w poszczegdlnych grupach osoéb badanych i kontrolnych,

statystycznie istotne roznice przy poziomie istotnosci: *p<0,05; **p<0,001 w poréwnaniu z kontrola.

4.2.2.2 ANALIZA WYSTEPOWANIA MUTACJI PUNKTOWYCH W EKSONACH
218 GENU PRKN

W badanej grupie osob nie wykazano obecnosci mutacji ¢.110 C>T i ¢.111 G>A
w eksonie 2 genu PRKN oraz stwierdzono obecno$¢ mutacji ¢. 930G>C w eksonie 8 tego genu.

Przyktadowe wyniki analizy restrykcyjnej mutacji ¢.110 C>T i ¢.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.

a) 9 10 11 12 ™M

273 pz )
202 pz w—)

b) () I verare—
€.930 G>C

321 pz m— A *\l \
Br = LAY

Ryc. 42. Przyktadowe wyniki analizy mutacji w eksonach 2 i 8 genu PRKN: a) rozdziat
elektroforetyczny produktow reakcji PCR/RFLP eksonu 2 z zastosowaniem enzymu Haelll
b) rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR/RFLP eksonu 8 z zastosowaniem
enzymu Mval, M- marker, 1-12, 1-6 — produkty reakcji, W kontrola ujemna reakcji
¢) fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 8 genu PRKN,
mutacja ¢.930 G>C zaznaczona strzatka.
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20%
18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%
4%
2%
0%

k%

€.930G>C

L1 Kontrolni ochotnicy

5%

H Chorzy z chP

18%

i Chorzy z MSA

0%

M Chorzy z zespotem
parkinsonowskim

0%

Ryc. 43. Czgstos¢ wystepowania mutacji ¢.930 G>C genu PRKN

u os6b badanych i kontrolnych,

statystycznie istotne roznice przy poziomie istotnosci -**p<0,001 w poréwnaniu z kontrola.

Tab. 19. Liczba 0s6b z mutacjami w eksonach 2 i 8 w poszczegolnych grupach badanych stwierdzona empirycznie

i obliczona z prawa Hardego-Weinberga

€.110 C>T ex.2 c.111 G>A ex.2 €.930 G>C ex.8 =
=
(&)
=
w S w © w © o © © © “© <
25 (25 %5 |%s5 |E5 ft& E
£® |EZ £° 52 |5t £Z2 | =
g e 23 Qe 2 R e s =
2F |2y 2% | 20X | 2% 2N |8
' — D — O — D — O — D - O _
Kontrolni 0 0 0 0 6 584 | 113 (112)
ochotnicy
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 zespolem |, 0 0 0 0 0 35 (31)
parkinsonowskim

U 18% chorych z chP wykazano obecno$§¢ mutacji c. 930G>C genu PRKN

zwigzanej z

(GAG>GACQ).

zamiang

Mutacja

aminokwasow:

glutaminianu

ta wystepowata

V4

(E)

ponad trzykrotnie

na D w kodonie

310

wigkszg czestoscia

u chorych z chP w poréwnaniu do kontrolnych ochotnikéw (test Chi2, p<0,01).
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4.3. ANALIZA MUTACJI PUNKTOWYCH W OBREBIE

EKSONU 41 GENU LRRK2

Badania mutacji w eksonie 41 genu LRRK2 przeprowadzono ze wzglgdu
na pojawiajace si¢ w piSmiennictwie rozbiezno$ci w czestosci ich wystepowania
na $wiecie i w Polsce.

Przyktadowe wyniki analizy mutacji w eksonie 41 genu LRRK2 przedstawiono

na rycinie 44.

N IR ma ATt
- "]

Ryc. 44. Przyktadowe wyniki analizy HRM eksonu 41 genu LRRK2.
Nie odnotowano wystepowania krzywych odbiegajacych od normy.

W wyniku przeprowadzonych badan nie wykryto obecno$ci mutacji punktowych

w eksonie 41 genu LRRK2 u zadnej osoby badanej i kontrolne;j.

4.4. ANALIZA WYSTEPOWANIA MUTACJI

PUNKTOWYCH GENU HTRA2

Analizie poddano mutacje c.421 G>T, ¢.1195 G>A, ¢.1210 C>T genu HTRA2
charakterystyczne dla rasy katkaskiej [145].

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano obecnosci mutacji €.1210 C>T
genu HTRAZ2. Jednocze$nie u badanych os6b wykazano obecnos$¢ mutacji: ¢.421 G>T,
€.1195 G>A w tym genie. Przykladowe rozdzialy elektroforetyczne oraz fluor ogramy
z przebiegu sekwencjonowania genu HTRA2 przedstawiono na rycinach 45- 47, a czgstos¢

wystepowania oznaczonych mutacji przedstawiono na rycinie. 48.
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252 pz
175 pz
139 pz
113 pz

Ryc. 45. a) Rozdziat elektroforetycznproduktow reakcji PCR/RFLP eksonu 7 genu HTRAZ2,
b) Fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 7 genu HTRA2
chorego z mutacja ¢.1195 G>A zaznaczong strzatka.

M - marker wielkosci DNA, 1-3,5-9 - probki bez mutacji ¢.1195 G>A, 4- probka z mutacjg ¢.1195 G>A,

W - kontrola ujemna

9 10 11 W M

305 pz wmp
161 pz w=—p

Ryc. 46. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR/RFLP eksonu 7 genu HTRAZ.
M - marker wielko$ci DNA, 1-11 - probki bez mutacji ¢.1210 C>T, W - kontrola ujemna.

a) b) rCI CLU c C N Cc T T 731

c.421 G>T
324 pz w— \ l /
259 py m— | [\f\f \ f\.

/ rl"\
Vo

130 pz "—)

Ryc. 47. a) Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR/RFLP eksonu 1 genu HTRA2.
b) Fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 1 genu HTRA2
chorego z mutacja c.421 G>T zaznaczong strzatka.

M — marker wielko$ci DNA, 1, 2, 4, 5— probki bez mutacji c.421 G>T, 6- probka z mutacja c.421 G>T,
W — kontrola ujemna
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1,5%
1,0%
0,5% I
0,0%
€421 G>T €.1195 G>A
M Kontrolni ochotnicy 0% 0%
H Chorzy z chP 1% 2%
il Chorzy z zanikiem
wieloz ktadowym 0% 0%
[~ Chor?y z zespoh.em 0% 0%
parkinsonowskim

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

U 1% chorych z chP wykazano obecno$¢ mutacji c.421 G>T HTRA2
zwigzane] z substytucja A na S w pozycji 141, a u kolejnych 2% o0séb z chP
stwierdzono obecno$¢ mutacji €.1195 G>A HTRA2 zwigzanej z zamiang aminokwasow

G na S w pozycji 399.

4.5. ANALIZA WYSTEPOWANIA MUTACJI

W OBREBIE KODONU SPR

Analizie poddano mutacje w kodonie 213 genu SPR, ze wzgledu na najbardziej
prawdopodobne miegjsce wystgpienia mutacji.

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano obecnosci mutacji ¢.637 T>G genu SPR.
Jednoczesnie u 4% chorych z chP i 2% kontrolnych ochotnikow wykazano obecnos$¢ nicopisanej
do tej pory w pismiennictwie mutacji: ¢.637 T>A SPR zwigzanej z zamiang S na T w kodonie
213. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny oraz fluorogram z przebiegu sekwencjonowania
genu SPR przedstawiono na rycinie 49 A i B, a czesto$¢ wystepowania oznaczonej mutacji

przedstawiono na rycinie 50.
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'd T
b) A CC HOC C O

Ryc. 49. a) Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR/RFLP genu SPR,
b) Fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania eksonu 3 genu SPR
chorego z mutacja ¢.637 T>A zaznaczong strzatka.

M — marker wielko$ci DNA, 1- probka bez mutacji ¢.637 T>A, 2- probka z mutacja ¢.637 T>A.

1,5%
1,0% ———
0,5% ———
0,0%

c.637 T>A

LI Kontrolni
ochotnicy

H Chorzy z chP 4%
i Chorzy z MSA 0%

M Chorzy z zespotem
parkinsonowskim

2%

0%

Ryc. 50. Odsetek osob z wykryta mutacjg w genie SPR u 0s6b badanych i kontrolnych.

70



Wyniki

4.6. WSPOLWYSTEPOWANIE MUTACJI PUNKTOWYCH

W ANALIZOWANYCH GENACH PARK

4.6.1. ANALIZA WSPOLWYSTEPOWANIA WIECEJ NIZ JEDNEJ MUTACJI

PUNKTOWEJ W GENIE PRKN

W  wyniku przeprowadzonych badan wykazano, 2Ze u pigciu chorych
z chP (5%) w genie PRKN wystepowaly mutacje wielokrotne (Ryc. 51). U czterech
z nich byly to mutacje podwdjne, u dwoch osoéb obie wystepowaly w eksonie 4
(500 G>A i ¢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 obecno$¢ trzech mutacji genu PRKN (c.500 G>A, ¢.930 G>C,
€.1180 G>A), kolejno w eksonach 4, 8, 11 (Tab. 21).

5%

1%

11%

8%

1%
1%
2%
1%

H Chorzy bezmutadi
H Chorzyzmutagg c500G>A
i Chorzyzmutaggc520CT
M Chorzyzmutaggc930G>C
H Chorzyzmutagac.1180G>A

i Chorzyz mutada podwdjng 823 CTic930G>C

i Chorzyz mutada podwdjngc.823 CTic1180G>A

id Chorzyz mutacja podwdjng c.500G>Aic.520CT

Ld Chorzyz mutacjg potrdjngc.500G>A, 930G>Cic1180G>A

Ryc. 51. Odsetek chorych z chP, u ktorych wykazano obecno$¢ mutacji PRKN.
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Ryec. 52. Przyktadowy fluorogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania
eksonu 4 u chorego z podwdjna mutacja genu PRKN.

Strzatkami zaznaczono miejsca substytucji nukleotydow.

4.6.2. ANALIZA WSPOLWYSTEPOWANIA MUTACJI PUNKTOWYCH

GENU PRKN 1 POLIMORFIZMU REGIONU NACP-REP1 PROMOTORA

GENU SINCA

Jednoczesna  analiza  mutacji genu  PRKN i  polimorfizmu  regionu
NACP-Repl genu SNCA wykazata, ze zaré6wno u chorych z chP (17%),
jak i u os6b kontrolnych (6%) mutacjom w genie PRKN najczes$ciej towarzyszyla
obecnos¢ genotypu +1/42. W chP, pozostale oznaczone genotypy analizowanego
odcinka promotorowego wystepowaly z wielokrotnie nizsza czesto$cia wynosity
od 4%, dwukrotnie 3% do 2%, dla genotypow +2/+2, +2/+3 i +1/0 oraz +1/+1,
odpowiednio. Natomiast u o0so6b kontrolnych nie wykazano wspotistnienia mutacji
genu PRKN z genotypami +2/+2, +2/+3. Szczegétowe dane dotyczace rodzaju
oznaczonych mutacji w genie PRKN wspotistniejagcych z poszczegdlnymi genotypami

u chorych z chP i wu kontrolnych ochotnikow zamieszczono w tabelach

(Tab. 20 i Tab. 21).
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Tab. 20. Genotyp regionu NACP-Repl promotora genu SNCA u 0s6b, u ktorych wykazano wspolistnienie mutacji
punktowych w genach PARK

Grupa Gen Genotyp NACP- Liczba os6b /(odsetek)
Z mutacja Repl
punktowa
PRKN +2/+3 3 (3%)
PRKN +2/+2 4 (4%)
chP PRKN +1/0 3 (3%)
PRKN +1/+1 2 (2%)
PRKN +1/42 15 (17%)
PRKN +1/0 1 (1%)
K PRKN +1/+1 1 (1%)
PRKN +1/+2 7 (6%)
chpP SPR +1/42 4 (4%)
K SPR +1/+2 2 (2%)
chP HTRA2 +1/0 1 (1%)
HTRA2 +1/42 2 (2%)

chP — chorzy z chorobg Parkinsona,

K — kontrolni ochotnicy.
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Tab. 21. Genotyp regionu NACP-Rep1 u 0s6b u ktorych wykazano obecno$¢ mutacji punktowych

Genotyp .
Nr proby Ple¢ | Wiek | NACP-Repl | Mutacja punktowa

1 +2/+3 ¢. 930G>C (PRKN)
2 K 76 +2/+3 ¢. 930G>C (PRKN)
3 K 59 +1/+1 ¢. 930G>C (PRKN)
4 M 69 +2/+2 c. 930G>C (PRKN)
5 K 71 +1/+2 ¢.500 G>A (PRKN)
6 M 51 +1/+2 ¢. 930G>C (PRKN)
7 M 55 +2/+2 c. 930G>C (PRKN)
8 K 62 +1/+2 ¢. 930G>C (PRKN)
9 K 65 +1/+2 ¢. 930G>C (PRKN)
10 M 66 +1/+2 ¢. 930G>C (PRKN)
11 M 59 +1/+2 ¢.500 G>A (PRKN)
12 M 68 +1/+2 ¢.500 G>A (PRKN)
13 K 46 +1/+2 ¢.520 C>T (PRKN)
14 K 59 +1/+2 c. 1180G>A (PRKN)
% 15 M 61 +2/+3 c. 1180G>A (PRKN)
N 16 M 41 +1/0 ¢. 930G>C (PRKN)
S 17 K 57 +1/+2 ¢. 930G>C (PRKN)
&) 18 K 68 +1/+1 c. 1180G>A (PRKN)
19 K 73 +1/+2 ¢. 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)
¢.500 G>A, c. 930G>C, ¢. 1180G>A
24 K 62 +1/+2 (PRKN)
25 K 63 +2/+2 . 823C>T, c. ¢. 930G>C (PRKN)
26 K 49 +1/0 c. 930G>C, ¢. 1180G>A (PRKN)
27 M 73 +1/+2 c. 930G>C, ¢. 1180G>A (PRKN)
28 M 46 +2/+2 €.500 G>A, ¢.520 C>T (PRKN)
29 K 54 +1/+2 ¢.500 G>A (PRKN), c. 637T>A (SPR)
30 M 67 +1/+2 c. 930G>C (PRKN), ¢.1195 G>A (HTRA2)
31 K 51 +1/0 c. 930G>C (PRKN), c.421 G>T (HTRA2)
32 K 52 +1/+2 ¢. 930G>C (PRKN)
33 K 40 +1/+2 c. 1180G>A (PRKN)
2z 34 K 52 +1/+2 ¢. 930G>C (PRKN)
£ 35 M 50 +1/+2 c. 930G>C (PRKN), c. 637T>A (SPR)
E 36 | M 47 +1/+2 c. 637T>A (SPR)
% 37 K 66 +1/+2 ¢.500 G>A (PRKN)
= 38 K 39 +1/+1 ¢. 930G>C (PRKN)
< 39 M 70 S5 c. 930G>C (PRKN)
40 M 69 +1/0 ¢. 930G>C (PRKN)
41 M 61 +1/+2 c. 1180G>A (PRKN)
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4.6.3. ANALIZA WSPOLWYSTEPOWANIA POLIMORFIZMU

REGIONU NACP-REP1 GENU SNCA Z MUTACJAMI
W GENIE HTRA2 LUB SPR

Jednoczesna analiza mutacji genu SPR i polimorfizmu regionu NACP-Repl
genu SNCA wykazala, ze zarowno u chorych z chP (4%), jak 1 u o0sob
kontrolnych  (2%) mutacjom w genie SPR, niezaleznie czy wspolwystepowata
z nimi mutacja w genie PRKN zawsze towarzyszyla obecno$¢ genotypu -+1/42.
W przypadku genu HTRA2 u chorych z chP wspolwystegpowanie genotypu
NACP-Repl genu SNCA bylo zalezne od rodzaju wystepujacej mutacji HTRAZ,
mutacja ¢.1195G>A  wspdtistniata, podobnie jak w  przypadku genu SPR
z genotypem  +1/42  (niezaleznie czy  wspOlwystepowata z nimi  mutacja
w genie PRKN), natomiast c.421G>T (z ¢.1180 G>A PRKN) wspotwystgpowala
z genotypem +1/0 (Tab. 20).

Wspotistnienie mutacji w genach PRKN i HTRA2 lub SPR zaréwno u chorych

z chP, jak i 0s6b kontrolnych do tej pory nie byto opisywane w pis$miennictwie.

4.7. OCENA WPLYWU MUTACJI W ANALIZOWANYCH GENACH

PARK NA RYZYKO UJAWNIENIA SIE CHOROBY PARKINSONA

Zestawienie wplywu oznaczonych mutacji w badanych genach PARK
na ryzyko ujawnienia si¢ chP wyznaczone w oparciu o analize regresji logistycznej przedstawiono
w tabeli 22.

Tab. 22. Wptyw oznaczonych mutacji punktowych genow PRKN, HTRA2 i SPR na ryzyko ujawnienia si¢

choroby Parkinsona wyrazone ilorazem szans

Substytucja ‘ P ‘ OR
¢.500 G>A PRKN 0,025 8,000
¢.520 C>T PRKN 0,111 6,412
€.823 C>T PRKN 0,261 3,804
€.930 G>C PRKN 0,005 3,926

€.1180 G>A PRKN 0,005 6,938
PRKN <0,001 6,059

c.421 G>T HTRA2 0,261 3,804
€.1195 G>A HTRA? 0,111 6,412
HTRA2 0,050 9,080

€.637 T>A SPR 0,257 2,612
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OR- iloraz szans, p- poziom istotnosci w tescie doktadnym Fishera.

Wyniki badan statystycznych wskazuja, ze na ryzyko wystapienia chP
w  populacji  polskiej najsilniej wptywa oObecno$¢ mutacji w genie PRKN
(doktadny test Fischera, p<0,001; OR=6,059) i jest ona zasadniczo zalezna
od lokalizacji mutacji w genie. Najwigcksze ryzyko chP wigze si¢ z lokalizacja
w eksonie: 4 (dokladny test Fischera, p<0,05; OR=8,000), nastgpnie 11 (doktadny
test Fischera, p<0,001; OR=6,938) i 8 (doktadny test Fischera, p<0,001; OR=3,926)
tego genu.

Mutacje w genie HTRA2 (doktadny test Fischera, p=0,05; OR=9,080)

mogg wskazywac na wystapienie jedynie predyspozycji do zachorowania na chP.

4.7.1. OCENA ZALEZNOSCI POMIEDZY MUTACJAMI W ANALIZOWANYCH

GENACH PARK A ROZWOJEM CHOROBY PARKINSONA

W  wyniku przeprowadzonej analizy korelacji pomigdzy wystepowaniem
pojedynczej lub wielokrotnej mutacji w analizowanych genach PARK, a stopniem
zaawansowania choroby chP wykazano ujemng korelacie u o0s6b chorujacych
powyzej 10 lat, migdzy wystepowaniem substytucji ¢.930 G>C genu PRKN, a stopniem
zaawansowania choroby w skali Hoehn—Yahra (1 i 2 stopien rozwoju choroby)
[korelacja Spearmana, R-0,458; p<0,05]. Podobng zalezno$¢ u osdb z chP chorujgcych
dtuzej niz 10 lat, wykazano dla allelu 0 regionu NACP-Repl promotora genu SNCA
(korelacja Spearmana, R -0,507; p<0,05) oraz dla mutacji ¢.1195 G>A genu HTRA2
w populacji ogolnej (korelacja Spearmana, R -0,237; p<0,05) [Tab. 23]. Jednocze$nie
U pozostatych badanych chorych z chP posiadajacych mutacje PRKN zasadniczo
obserwowano tendencj¢ do Wolniejszego postepu 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-Repl promotora
SNCA obserwowano wolniejszy postep choroby w skali Hoehn-Yahra (40% z 1 stopniem
i 40% z 2 stopniem) a u oséb z genotypem +2/+2 choroba postepowata najszybciej
(40% z 3-4 stopniem).
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Tab. 23. Korelacja pomi¢dzy obecnoscia 0znaczonych mutacji/polimorfizméw w genach PARK i stopniem
zaawansowania choroby Parkinsona w skali Hoehn-Yahra

Chorzy z choroba Parkinsona
Oznaczona Czas trwania choroby Poziom
mutacja/polimorfizm | ponize;js lat od 5do10 lat powyzej10 lat istotnosci (p)
€.930 G>C PRKN - - R -0,458 0,049
allel 0 NACP-Repl - - R -0,507 0,019

R- wspotezynnik korelacji Spearmana podany dla p<0,05

U chorych z chP chorujacych dluzej niz 10 lat wykazano dodatnig korelacje
miedzy wystepowaniem substytucji ¢.500 G>A w genie PRKN, a odpowiedzia
na farmakoterapi¢ L-dopg, natomiast dla substytucji ¢.930 G>C PRKN zalezno$¢ ta
miescita si¢ jedynie na granicy istotnosci statystycznej. Jednoczesnie Stwierdzono,
ze obecnos¢ polimorfizmu ¢.1180 G>A PRKN u chorych z chP dodatnio korelowata
z odpowiedzig na farmakoterapic L-dopg juz we wczesnym okresie trwania choroby
(ponizej 5 lat) [Tab. 24]. Wykazano rowniez, ze obecno$¢ wiecej niz jednej mutacji
w genie PRKN nie wplywata znaczaco na skuteczno$¢ terapii L-dopa (wysoko$é
stosowanych dawek L-dopy).

U chorych z chP z genotypem regionu NACP-Repl wykazano, ze wysokos¢ stosowanych
u tych chorych dawek L-dopy ©byla najnizsza u chorych z genotypem
+1/+1 niezaleznie od czasu trwania choroby 1 wigzata si¢ z dobra odpowiedzig
na terapi¢, w odroznieniu od chorych z genotypem +2/+3, ktorzy najgorzej reagowali
na terapi¢ tym prekursorem DA (roznice nieistotne statystycznie). Ponadto bardzo dobra
odpowiedz na terapi¢ L-dopg wykazano u 16% chorych z chP z genotypem +2/+2

w okresie trwania choroby ponizej 5 lat.

Tab. 24. Korelacja pomiedzy obecno$cig 0znaczonych mutacji w genie PRKN i odpowiedzig na farmakoterapie

L-dopa u chorych z choroba Parkinsona

Chorzy z choroba Parkinsona
Oznaczona Czas trwania choroby Poziom
mutacja/polimorfizm |  ponize;js lat od 5do10 lat powyzej10 lat istotnosci (p)
¢.500 G>A PRKN = - R +0,554 0,017
€.930 G>C PRKN - - * 0,05
€.1180 G>A PRKN R+0,385 = = 0,047

* wynik bliski istotnosci statystycznej
R- wspoétczynnik korelacji Spearmana podany dla p<0,05.
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U chorych z chP uwzgledniono réwniez  wystepowanie  objawow
neuro-psychiatrycznych  (objawy depresji i stopien otepienia). Objawy  depresji
stwierdzono u 14% przebadanych osob, wigkszos¢ 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 jednocze$nie (1 chory). W grupie chorych z chP
wykazano réwniez u o0sOb bez mutacji w analizowanych genach otgpienie stopnia
tagodnego (u 6%) oraz zarowno u chorych z mutacjami, jak i bez oznaczonych
mutacji MCI (u 9%). U chorych z MCI z mutacjami punktowymi, przewaga stanowily

mutacje w genie PRKN w poréwnaniu do mutacji w SPR i PRKN jednoczesnie.
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5. Dyskusja

Przyczyny chP  upatruje si¢ zarowno w  czynnikach  $rodowiskowych,
jak 1 genetycznych. Uwaza si¢, ze czynniki $rodowiskowe, takie jak: MPTP,
jony metali m.in. ofowiu, manganu i zZelaza, pestycydy 1 rozpuszczalniki
organiczne oraz niektore leki [1,169] moga wplywaé na wystgpienie objawow
parkinsonizmu. Zdaniem wielu autorow substancje toksyczne zawarte w $rodowisku
wywotuja objawy parkinsonizmu jedynie u o0s6b z predyspozycjami genetycznymi
do zachorowania na chP. Jednocze$nie uwaza si¢, ze czynniki genetyczne zasadniczo
warunkuja wystepowanie RchP [75,83,129,145,164].

Wykazano, ze ok. 5-10% przypadkéw chorych z chP stanowig osoby z RchP,
uwarunkowang monogenowo i dziedziczong klasycznie recesywnie lub dominujaco,
réznigca sie od SchP zasadniczo wiekiem zachorowania [1,169]. Chorzy z RchP,
w wigkszo$ci choruja wczesniej w poroéwnaniu do osob ze SchP. Obecnie uwaza sig,
ze mechanizmy molekularne odpowiedzialne za wystapienie RchP, odgrywaja rowniez
wazng role w patogenezie SchP.

Przyjmuje si¢, ze ujawnienie si¢ SchP nastepuje wskutek wptywu roznych
czynnikow, w tym genetycznych na procesy zachodzace w komorce, m.in. transdukcje
sygnatlu, transport pecherzykowy, proces autofagii oraz funkcje mitochondrialne
[169]. Sugeruje si¢ takze, ze kliniczna heterogenno$¢ chP, w tym SchP
moze wigzaC si¢ z interakcjami nie tylko genetyczno-srodowiskowymi, ale réwniez
z wzajemnymi oddzialywaniami migdzy genami, takimi jak: SNCA, PRKN, LRRK2,
PINK1 oraz ich produktami biatlkowymi: ASN, parkina, LRRK2, PINKI,
odpowiednio [64,100,110,128,143,165,168].

Szczegolnie istotny dla patogenezy chP jest produkt genu SNCA, biatko ASN.
Jego zaburzona struktura oraz podwyzszona ekspresja powstaje najprawdopodobniej
zarOwno w wyniku mutacji punktowych, multiplikacji catego genu,
jak i polimorfizmu promotora genu SNCA. Sposrod trzech do tej pory opisanych
mutacji  punktowych genu SNCA, jedynie mutacja c¢.88 G>C wystepujaca
w populacji niemieckiej, o charakterze RchP z obrazem choroby bardzo podobnym
do  przebiegu SchP  wskazywata na  prawdopodobienstwo  jej  wystapienia
w populacji polskiej [69,70]. Zatem wuzasadnionym wydawato si¢ wiaczenie analizy
tej mutacji do niniejszych badan. W wyniku przeprowadzonej analizy genetycznej
nie wykazano jednak obecno$ci mutacji ¢.88 G>C genu SNCA u zadnej z 241

przebadanych os6b, w tym 90 chorych z chP z ujemnym wywiadem rodzinnym.
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Uzyskane wyniki badan pozwolily jednoczesnie sadzi¢, ze w populacji polskiej
najprawdopodobniej ta mutacja nie wystepuje oraz wskazywaly na homogennos¢
grupy badanej (wykluczenie przypadkow RchP).

Z pracy Chiba-Falek i wsp. wynika, Zze w patogeneze SchP w odroznieniu
od mutacji punktowych i multiplikacji genu SNCA jest zaangazowany polimorfizm
w odcinku promotorowym tego genu obejmujacy 5 najczeSciej wystepujacych
alleli (-1, 0, +1, +2, +3) [82]. Z doniesien piSmiennictwa wynika takze, ze W chP
rozklad  genetyczny  alleli  regionu =~ NACP-Repl  promotora  genu  SNCA
jest zréznicowany w poszczegdlnych populacjach. Genotyp +1/+1 regionu NACP-Repl
promotora genu SNCA, w populacjach: Wtoch, Japonii i Singapuru [83-85,87-89]
wystepowat z podobna czestoscig zard6wno u 0so6b zdrowych, jak i chorych z chP.

Natomiast zarowno w populacji europejskiej, w tym rowniez polskiej
(polimorfizm  oznaczony po raz pierwszy W  przeprowadzonych badaniach),
jak 1 australijskiej oraz amerykanskiej genotyp +1/+1 wystgpowal czesSciej u 0sob
kontrolnych, niz u chorych z chP. Ponadto 2z doniesien pi$miennictwa
i przeprowadzonych  badan  wynika, Ze genotyp ten istotnie  zmniejszat
ryzyko  wystgpienia chP, a  takze  wplywal na  lagodniejszy  przebieg
tej choroby zwyrodnieniowej, najprawdopodobniej przez obnizenie ekspresji ASN [82,165,168].
Uwaza sie, ze obnizony poziom ASN u chorych z chpP
warunkowany  obecno$cig  tego  genotypu moze  spowalniaC  postegp  choroby,
najprawdopodobniej przez zmniejszong jej agregacje 1 utrzymywanie homeostazy
DA (przez regulacje eckspresji HT i aktywnosci DA) w OUN [182,183]. Ponadto,
wykazano, ze obecno$¢ genotypu +1/+1 u chorych z chP w populacji polskiej
wigzata sie z lepsza odpowiedzia na farmakoterapi¢ L-dopa 1 stosowaniem
u chorych nizszych dawek tego leku (ok. 500 mg/dobe).

7Z niniejszej pracy wynika takze, ze genotyp +1/+1 regionu NACP-Repl
promotora genu SNCA wystepujacy =z mniejsza czstoscia u chorych z chP
w porownaniu z osobami kontrolnymi posiadal rowniez mniejsza  czgstosé
wystgpowania u chorych z MSA niz u o0s6b kontrolnych, najprawdopodobnigj
ze wzgledu na podobienstwo lokalizacji uszkodzen w OUN w  obydwu
analizowanych  chorobach  ukladu  pozapiramidowego.  Jednoczesnie  wykazana
w przeprowadzonych badaniach, mniejsza czesto$¢ wystepowania genotypu +1/+1
u chorych z rozpoznanym zespotem parkinsonowskim W przebiegu
choroby zwyrodnieniowej w poréwnaniu z osobami kontrolnymi, moze wskazywac

na prawidtowe wstepne rozpoznanie zaburzen w uktadzie pozapiramidowym [188].
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Wykazano, Ze  czgstoS¢  wystepowania  pozostatych  oznaczonych  alleli
regionu NACP-Repl genu SNCA i ich wplyw na rozwdj chP sa bardziej zrdznicowane
niz allelu +1 [86-89]. Badania na populacjach: niemieckiej, wtoskiej, japonskiej,
jak 1 badania wielopopulacyjne, wskazuja na zwigkszone ryzyko wystapienia chP
w przypadku obecnosci alleli +2, +3, a nawet 0 [85,87,184]. W niniejszej pracy
potwierdzono istotnie wigkszg czgstos¢ wystepowania alleli +2 i +3 u chorych
z chP oraz wzrost ryzyka zachorowania na chP w przypadku ich obecnosci.
Uwaza sie, ze wplyw obecnosci genotypow +2/+2 i +2/+3 na ryzyko ujawnienia si¢
chP najprawdopodobniej moze wigza¢ si¢ z warunkowanym przez te warianty
podwyzszonym poziomem ekspresji ASN, prowadzacym do zwigkszonej agregacji
ASN i nasilenia jej efektu neurotoksycznego [65,82,83,186,187]. Uwaza sie takze,
ze w chP w proces agregacji ASN zaangazowana jest DA, ktorej poziom ulega
obnizeniu w przebiegu tej choroby zwyrodnieniowej. Wykazano, ze u chorych
z chP przed pojawieniem si¢ objawoéw Kklinicznych, kiedy jeszcze nie dochodzi
do obnizenia poziomu DA, proces agregacji ASN moze ulega¢ nasileniu. Udzial DA
w nasileniu agregacji ASN moze réwniez potwierdzaé ograniczenie wystgpowania
procesu zwyrodnieniowego w OUN w chP do obszaré6w obejmujacych istote czarna
srodmozgowia [101].

Ponadto w przeprowadzonych badaniach wykazano, Ze obecno$¢ genotypoéw
+2/42 i +2/+3 u chorych z chP wigzata sie¢ z szybszym postepem choroby,
a w przypadku genotypu +2/+3 rowniez z gorsza odpowiedzia na terapi¢ L-dopa.
Z pracy Ritz i wsp. [189] wynika, ze u chorych z chP z allelem +3
regionu  NACP-Repl promotora genu SNCA  czterokrotnie  wzrasta ryzyko
wystapienia szybko postepujacego zaburzenia funkcji ruchowych, czgsto potaczonych
z gorszg odpowiedzia na leczenie L-dopg. Ponadto, badania Kay i wsp. [185]
wskazuja, ze  obecnos¢ alleli +2, a  szczegblnie +3  najprawdopodobniej
wptywa rowniez na obnizenie wieku zachorowania na chP [190]. Natomiast,
W niniejszej pracy nie obserwowano takiej zalezno$ci.

W niniejszej pracy, podobnie jak w badaniach de Marco i wsp. [191], u chorych
z chP nie wykazano zwiazku migdzy obecnoscia poszczegdlnych genotypdéw regionu
NACP-Rep1, a wystgpowaniem MCI lub otepienia (w skali MMSE).

W odréznieniu od wynikow opublikowanych przez Kay i wsp. [185] w niniejszej
pracy nie wykazano zwigzku migdzy wystepowaniem allelu 0, a ryzykiem
zachorowania na chP. W pracy Maraganore obejmujacej metaanaliz¢ 11 populacji
chorych z chP wskazuje si¢ na brak zwigzku allelu +2 w przeciwienstwie

do allelu +3 ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na t¢ chorobe [86]. Jednoczesnie

81



Dyskusja

prace prowadzone u chorych z chP na populacjach Singapuru i Wiloch podwazaja
jakikolwiek  zwigzek alleli regionu NACP-Repl genu SNCA, warunkujacego
poziom ASN z ta chorobg [85,88].

Wiadomo, ze na poziom ASN w komoérce moze wpltywaé nieefektywna
eliminacja tego biatka przez uklad ubikwityna-proteasom [192], w ktorym biatko
parkina kodowane przez gen PRKN, odgrywa wazng rolg. W piSmiennictwie
ukazato si¢ wiele doniesien wskazujacych na udzial ~mutacji  punktowych
(najczegsciej w eksonach 2, 4, 7, 8, 10, 11) oraz delecji 1 duplikacji poszczegélnych
eksonéw (najczesciej 2, 3, 4) genu PRKN w patogenezie =zar6wno RchP,
jak 1 SchP, a w szczegdlnosci we WchP. Jednakze uzyskiwane wyniki badan mutacji
i polimorfizméw genu PRKN w poszczeg6lnych analizowanych populacjach
byly rozbiezne [78,165,168,174,175].

Wiele doniesien wskazywalo na istotng role w patogenezie SchP delecji
eksonow 2 i 4 genu PRKN [193-195]. Jednakze w przebadanej grupie oséb w niniejszej
pracy, podobnie jak w populacji amerykanskiej i  brazylijskiej [171,201]
nie wykazano obecnosci delecji eksonow 2 i 4. Nie mozna jednak wykluczy¢
u chorych z chP w populacji polskiej wudziatu innych, rzadziej opisywanych
delecji eksonow genu PRKN (z wyjatkiem homozygotycznych delecji eksonow 7, 8 i 11).
Praca wymaga jednak dalszych badan na obecno$¢ delecji pozostatych fragmentow
genu PRKN.

W piSmiennictwie opisano rowniez udzial w patogenezie chP mutacji
punktowych w obrgbie genu PRKN. Wiadomo, ze mutacje te w konfiguracji
homozygotycznej sa przyczyna wystepowania dziedziczonej autosomalnie
recesywnie RchP. Natomiast jest niejednoznaczny udzial heterozygotycznych mutacji
tego genu w  ujawnieniu sie¢ lub  zwickszeniu ryzyka  wystapienia  chP,
w tym SchP [105,196]. Cze$¢ prac wskazuje, ze mutacje heterozygotyczne
genu  PRKN nie wykazujg zwiagzku z  wystgpowaniem  SchP  [194,166],
jednak w populacji Europy, w tym Polski, Ameryki oraz w badaniach
wielopopulacyjnych  wykazano istotny zwigzek mutacji PRKN z  wystepowaniem
SchP [105,197]. Wydaje si¢, ze wykazana w doniesieniach piSmiennictwa rdézna
czestos¢  wystepowania  mutacji  genu  PRKN  najprawdopodobniej =~ wynikata
z ich zroznicowanego rozktadu genetycznego w  poszczegdlnych analizowanych
populacjach.

W niniejszej pracy oznaczono pie¢ substytucji genu PRKN (c.500 G>A,
c.520 C>T, ¢823 C>T, ¢930 G>C, ¢.l1180 G>A) z czego po raz pierwszy
w populacji  polskiej oznaczono substytucje: ¢.823 C>T, ¢.930 G>C PRKN,
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a takze po raz pierwszy na Swiecie mutacje €520 C>T PRKN. Z pracy
Koziorowskiego i wsp. [175] wynika, Zze w populacji polskiej moga roéwniez
wystgpowa¢  polimorfizmy:  ¢.500 G>A, potwierdzony w  ninigjszej  pracy
oraz c.1138 C>T, ¢.11854 C>T PRKN.

Z przeprowadzonych badan wynika takze, ze u chorych z chP (w wieku
zasadniczo po 40 r.z.)) czesto§¢ wystgpowania wszystkich oznaczonych substytucji
genu PRKN w populacji polskiej wzrastala prawie czterokrotnie 1 wynosi 30%
chorych z chP w porownaniu do os6b kontrolnych (8%) [210]. Wynikéw tych
nie potwierdzono ~ w  badaniach Koziorowskiego i wsp. we  WchP,
najprawdopodobniej ze wzgledu na wiek os6b kontrolnych ponizej 40 r.z,
u ktorych w przypadku nosicielstwa mutacji PRKN wystapienie chP w przysziosci
mogto by¢ prawdopodobne. W niniejszej pracy wykazano réwniez, ze obecnos¢
substytucji genu PRKN prowadzi do ponad szesciokrotnego wzrostu ryzyka
ujawnienia si¢ chP. Jednoczes$nie wykazano, ze w przebadanej w niniejszej pracy
grupie o0so6b najczesciej wystgpujg trzy polimorfizmy: ¢.500 G>A, ¢.930 G>C
oraz ¢.1180 G>A genu PRKN, wpywajacego na strukture biatka parkiny.

Pierwszy z nich, tranzycja ¢.500 G>A zlokalizowana jest w regionie
domeny UPD charakterystycznej dla parkiny. W piSmiennictwie wskazywano zaroéwno
na brak zwigzku tego polimorfizmu 2z patogeneza chP [198], jak i jego wplyw
na podwyzszone ryzyko zachorowania na chP  [165,168,194]. Z przeprowadzonych
badan wynika, ze w populacji polskieg u chorych z chP, substytucja
¢c.500 G>A PRKN zwigkszata ryzyko wujawnienia si¢ choroby, podobnie jak druga
Z oznaczonych substytucji w tej grupie chorych, tranzycja ¢.1180 G>A zlokalizowana
pomigdzy domenami IBR i RING2. Jak wykazano tranzycja ¢.1180 G>A wyst¢powala
z ro6zng czestoscia m.in. W populacjach: Europy (z podobna czegstoscia w przebadanej
populacji polskiej), Ameryki i Meksyku i nie wykazano jej obecnosci w populacji
Japonii [167,169,173,198,199].

Natomiast zlokalizowana pomigdzy domenami RING1 i IBR, trans wersja
c.930 G>C PRKN opisana po raz pierwszy u dwojga rodzenstwa z RPA, u jednego
z nich ujawnita si¢ jako WchP, a u drugiego, w wieku 51 lat nie dawata objawow
Klinicznych chP [200]. Jej wystgpowanie potwierdzono w populacji Ameryki Poénocnej
jedynie u chorych ze SchP oraz nie wykazano jej obecnosci u o0so6b kontrolnych
[194]. Natomiast w populacji polskiej (badania wiasne) substytucja ¢.930 G>C PRKN
wystepowata trzykrotnie czgsciej u  chorych z c¢hP  z ujemnym wywiadem
rodzinnym 1 pojawiala si¢ u chorych z chP w wieku od 41 (czas trwania choroby

krotszy niz 5 lat) do 76 lat (czas trwania choroby nie dluzszy niz 10 lat) i u osob
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kontrolnych. U badanych o0s6b mutacja ta niemal czterokrotnie zwickszala ryzyko
zachorowania na chP. Z przeprowadzonych badan oraz z pracy Bardien i wsp. [200]
wynika, Ze  oznaczona  substytucja moze  wykazywaé  niepelng  penetracje
lub prowadzi¢ do zmian w OUN przed pojawieniem si¢ objawow klinicznych
oraz zwigkszaé ryzyko PchP prawdopodobnie w polaczeniu z innymi czynnikami
genetycznymi lub srodowiskowymi.

Pozostate dwie oznaczone w niniejszej pracy mutacje genu PRKN (c.823 C>T,
c.520 C>T) wystepowaly jedynie u chorych z chP. W przeprowadzonych badaniach
podobnie jak w populacji amerykanskiej, mutacje ¢.823 C>T wykazano tylko
u jednego chorego z chP [201]. Zdaniem Sinha i wsp. mutacja ta jest charakterystyczna
dla chP 1 cechuje si¢ wysoka penetracja [201], najprawdopodobniej ze wzgledu
na swoja lokalizacjc w obrebie regionu kodujacego domen¢ RINGI. Jak wykazano,
mutacje zmiany sensu W obrebie domeny RING mogag wplywa¢ na aktywnosé
parkiny oraz jej agregacje i nasila¢ proces neurotoksyczny [202].

Kolejng wykryta mutacja genu PRKN powodujagcg zamiang aminokwasow
w bialku parkina byta substytucja ¢.520 C>T w kodonie 174. Do tej pory w kodonie
174 opisywano jedynie mutacje cicha ¢.522 C>T nie posiadajagcg patogennego
charakteru [203]. Natomiast oznaczona w niniejszej pracy mutacja ¢.520 C>T PRKN,
nie opisywana do tej pory w piSmiennictwie, o charakterze zmiany sensu w obrgbie
tego samego kodonu genu PRKN wystepowata jedynie u dwoch badanych chorych
z chP. Jednoczesnie wykazano, ze wykryta mutacja c¢. 520 C>T prowadzita u obydwu
chorych z chP do stosunkowo wczesnego ujawnienia si¢ choroby, przed 40 r.z
(w wywiadzie). Wydaje si¢, ze oznaczona w niniejszej pracy mutacja c¢.520 C>T
umiejscowiona w  obrebie domeny UPD, =ze wzgledu na swoja lokalizacje
prawdopodobnie nie wplywa na aktywnos¢ parkiny i w innym mechanizmie
moze zwigkszaé ryzyko wystapienia chP. Hipoteza ta wymaga jednak dalszych badan.

Obecnie przyjmuje si¢, ze jednoznacznie za ujawnienie si¢ chP sa odpowiedzialne
mutacje homozygotyczne genu PRKN. W pismiennictwie pojawily si¢ prace sugerujace,
ze obecnos¢ wigcej niz jednej mutacji heterozygotycznej genu PRKN moze rowniez
prowadzi¢ do wujawnienia si¢ chP [199]. W niniejszych badaniach wykazano,
ze u 5% chorych z chP obecnos¢ wielokrotnych mutacji heterozygotycznych
genu PRKN (dwukrotnych, trzykrotnych) mogta by¢ zwiazana z ujawnieniem si¢ choroby.

Wydaje si¢ rowniez, ze ujawnienie si¢ chP, u o0s6b z pojedyncza mutacjg
heterozygotyczng (25% chorych z PchP w niniejszej pracy) moze wynikaé z obecnos$ci
dodatkowych nieoznaczonych mutacji w innym regionie tego genu, chociaz

niewykluczone jest, ze pojedyncze mutacje heterozygotyczne PRKN mogg by¢
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wystarczajace, do zwickszenia ryzyka zachorowania na chP wskutek wywotywania
uszkodzen w ukladzie czarno-prazkowiowym. Z pracy Khan i wsp. wynika,
7ze u bezobjawowych heterozygot PRKN, moga wystegpowaé zaburzenia w obrgbie
szlaku  czarno-prazkowiowym i prowadzi¢ do wujawnienia si¢ PchP  [204].
W  Dbadaniach przeprowadzonych u o0s6b z heterozygotyczng mutacja PRKN
z wykorzystaniem metody PET, stwierdzono istotne zmniejszenie  wychwytu
F-18-dopy w tym obszarze OUN w poréwnaniu z grupa kontrolng. Natomiast
wykazana w niniejszej pracy obecno$¢ mutacji heterozygotycznych w genie PRKN
u oso6b kontrolnych moze wskazywa¢ na prawdopodobienstwo ujawnienie si¢
choroby u tych osob w pdzniejszym wieku lub na jej nosicielstwo.

W niniejszej pracy u chorych z chP z oznaczonymi mutacjami w genie PRKN,
a szczegOlnie z substytucja c. 930 G>C PRKN, obserwowano wolniejszy postep choroby
W porownaniu z chorymi bez wykazanej w tym genie mutacji. Z przeprowadzonych
badan wynika takze, ze mutacje punktowe genu PRKN najprawdopodobniej wptywaty
na opdznienie postepu chP, z réznym nasileniem w zaleznosci od ich potozenia
(szczegoblnie spowalniatly eksony 8 a nastgpnie 4). U czterech oséb sposrod 27 chorych
z chP z mutacjami w genie PRKN, u ktorych choroba trwata powyzej 10 lat,
obserwowano poczatkowe stadium zaawansowania choroby (1 lub 2 stopien
w skali H-Y) zwigzane najprawdopodobniej =z obecnoscig przynajmniej jednej
mutacji w eksonie 8 i/lub 4 tego genu.

Ponadto wykazano, ze u badanych w niniejszej pracy chorych z chP oznaczone
mutacje w genie PRKN w zroéznicowany sposob warunkowaly odpowiedz na terapig
L-dopa. Jak wykazano, substytucja ¢.1180 G>A PRKN dawata dobra odpowiedz
na farmakoterapi¢ L-dopa juz na poczatku trwania choroby (ponizej 5 lat stosowania),
natomiast substytucje ¢.500 G>A  PRKN i ¢.930 G>C PRKN podczas dlugotrwatej
terapii (powyzej 10 lat leczenia) tym preparatem. Obserwacje te sa zasadniczo
zgodne z dotychczasowymi doniesieniami pismiennictwa, chociaz w pismiennictwie
wskazuje si¢ rowniez, ze chorzy z mutacjg PRKN sg bardziej narazeni na wczesne wystgpowanie
powiktan ruchowych [105,199,205]. Ponadto, zarowno W populacji amerykanskiej, jak i u
chorych z chpP badanych w niniejszej pracy, nie wykazano
zwigzku migdzy obecnoscia mutacji w genie PRKN, a wystgpowaniem MCI
lub otepienia (w skali MMSE) [206].

Z doniesien piSmiennictwa wynika, ze mutacje i polimorfizmy genu PRKN
[207,208] prawdopodobnie moga wplywa¢ na ujawnienie si¢ chP przez obnizenie
ekspresji biatka parkiny, odpowiedzialnego za prawidtowg degradacje ASN [205,209].

Z prac Dorszewskiej i wsp. oraz Bialek 1 wsp. wynika, ze w chP wraz z jej postgpem
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dochodzi do obnizenia poziomu osoczowej parkiny i ASN. Jednoczesnie wykazano,
ze u chorych z chP z mutacjami w genie PRKN dochodzi do obnizenia stgzenia
krazacej ASN, najprawdopodobniej przez jej zwigkszone odkladanie si¢ w OUN
[83,187,205].

Ponadto, wskazuje sie, ze w chP  nadekspresjia =~ ASN  bedaca
najprawdopodobniej skutkiem polimorfizméw genu SNCA Iub ich wspdtistnienia
z innymi mutacjami m.in. w genie PRKN moze prowadzi¢ do zwigkszonej agregacji
tego biatka i wujawnienia si¢ chP [187]. Jak wynika z przeprowadzonych badan
wspolistnienie wariantow  +2/+2 1 +2/+3 promotora genu SNCA z mutacjami
w genie PRKN moze odpowiada¢ za ujawnienie si¢ chP. Natomiast wspoétistnienie
wariantow  promotora genu SNCA +1/0 , +1/+1, +1/+2 wraz z mutacjami
w genie PRKN, najprawdopodobniej przez zmiany poziomu lub struktury parkiny
moze si¢ wigzaé zarowno z ujawnieniem choroby, jak i z jej nosicielstwem.

Wiadomo réwniez, ze nieprawidlowosci w budowie parkiny moga nie tylko
zaburza¢ systemem ubikwityna-proteasom, ale rowniez wplywac na prawidlowe funkcjonowanie
mitochondriow m.in. z udziatem biatka LRRK2 oraz regulacje
stresu oksydacyjnego z udzialem m.in. biatka HTRA2.

W piSmiennictwie pojawily si¢ liczne doniesienia wskazujace na istotny
zwigzek mutacji 1 polimorfizméw genu LRRK2 szczegélnie w eksonie 41
z podwyzszonym ryzykiem wystapienia chP [131-134,138]. Jednakze
w  przeprowadzonych badaniach nie wykazano obecnosci mutacji/polimorfizmow
w eksonie 41 genu LRRK2 u zadnej z 241 badanych osob. Uzyskane wyniki
badan sa zarazem zgodne z badaniami prowadzonymi wczeSniejszej w populacji
Polski przez Biateckg i wsp. na grupie liczacej ok. 300 oséb [140] i pozwalaja
przypuszcza¢, ze mutacje W eksonie 41 genu LRRK2 nie sg istotnym czynnikiem
ryzyka wystapienia chP dla naszej populacji.

W odréznieniu od genu LRRK2, doniesienia dotyczace zaangazowania
genu HTRA2 w patogeneze¢ chP sa nieliczne, a mutacje w tym genie sg malo
zbadane [145,146,148,151]. W pracy Sancheza i Singleton [146] w populacji Ameryki Potnocne;j
opisano dwie mutacje ¢.1195 G>A i c421 G> T wystepujace z podobna
czestoscig U chorych z chP i 0s6b kontrolnych.

W niniejszej pracy wykazano obecnos¢, opisanych w populacji amerykanskiej
mutacji ¢.1195 G>A i c.421 G>T genu HTRA, do tej pory nie opisywanych w populacji
polskiej  wystepujacych  jedynie u chorych z chP. Jednoczesnie  wykazano,
ze w populacji polskiej mutacja ¢.1195 G>A (pojedyncza lub w polgczeniu

z mutacja PRKN) wigzata si¢ z péznym poczatkiem ujawnienia si¢ choroby.
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W niniejszej pracy pojawita si¢ u dwoch chorych z chP, w wieku 67 1 69 Ilat
chorujacych krécej niz 5 lat. Natomiast substytucja c.421 G>T genu HTRA
(w potaczeniu z mutacja PRKN) wigzala si¢ z wczesniejszym ujawnieniem si¢
chP. W przeprowadzonych badaniach wykazano ja u chorego z chP w wieku 51 Iat,
chorujagcego od ponad 10 lat. Ponadto w niniejszej pracy u chorych z chP
z mutacja HTRA2 obserwowano wolniejszy postep choroby (1 stopniu zaawansowania
choroby w skali H-Y) a chorzy charakteryzowali si¢ dobra odpowiedziag na terapig
L-dopa, niezaleznie od rodzaju oznaczonej substytucji.

W pracy Strauss i wsp. w populacji niemieckiej oraz w populacji polskiej
wykazano, ze mutacje c.1195 G>A 1 c421 G>T genu HTRA2 pojawialy sie
z podobng czgstoscia [145]. Wydaje si¢ zatem, Zze oznaczone mutacje W genie HTRA2,
modyfikujace strukture biatka HTRA2 moga by¢ jednym =z czynnikow ryzyka
rozwoju chP zwlaszcza, ze w pracy Strauss i wsp. wykazano wyst¢powanie zaburzen
wechu u bezobjawowego nosiciela mutacji HTRA2 [145].

Uwaza si¢, ze oprocz bialek ASN, parkina i HTRA2 w patogenezg¢ chP moze by¢
zaangazowane rowniez biatko SR kodowane przez gen SPR.

W  piSmiennictwie pojawily si¢ doniesienia wskazujace, ze gen SPR
jest jednym =z mozliwych gendéw kandydackich do locus PARK3 [124]. Jednak
w badaniach asocjacyjnych West i wsp. nie wykazano zwigzku tego genu z locus
PARK3 [119]. Natomiast w pracy Tobin i wsp. [123], w mozgu chorych z chP
wykazano zwiekszong ekspresje SPR na poziomie mRNA najprawdopodobniej
zwigzang z ujawnieniem si¢ chP. Ponadto wykazano, ze niektore markery
mikrosatelitarne  w obrebie genu SPR byly zwigzane z wiekiem zachorowania
na chP [121,122].

Jak do tej pory mutacje w genie SPR wykazano w dystonii zwigzanej
z niedoborem SR i w zaburzeniach psychiatrycznych (m.in. choroba afektywna dwubiegunowa),
ale nie badano ich w chP [112,123]. Wydawato si¢, ze w chP
najbardziej prawdopodobnym miejscem dla wystgpienia mutacji w tym genie
moégt by¢ kodon 213, ze wzgledu na wystgpujaca w tym miejscu fosforylacje S213,
zwigzang z regulacja aktywnosci biatka SR zaangazowanego w biosynteze DA [130].

W przeprowadzonych badaniach w kodonie 213 wykazano u chorych z chP
obecno$¢ nie opisywanej do tej pory w piSmiennictwie mutacji €.637 T>A genu SPR,
z dwukrotnie wigksza czestoscia niz w grupie kontrolnej. Jednoczesnie wydawato sig
prawdopodobne, ze mutacja €.637 T>A uwzgledniajac jej lokalizacje w genie SPR,

moze wplywaé¢ na fosforylacjc SR i w roéznym stopniu regulowaé biosynteze DA
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i 5-HT. Hipoteza ta wymaga dalszych badan w kierunku oznaczenia ekspresji genu
1 przeprowadzenia testow funkcjonalnych biatka SR.

Ponadto, wykazano, ze u badanych chorych z chP, mutacja ¢.637 T>A SPR
nie wplywala zaré6wno na postep choroby 1 odpowiedz na leczenie L-dopa,
jak 1 na wystapienie u chorych zaburzen funkcji poznawczych czy otepienia.
Natomiast u badanych chorych wykazano, ze mutacja ta istotnie wplywata
na wystegpowaniem objawow  depresji, ktore klinicznie rozpoznano u  trzech
sposrod czterech badanych chorych z chP z mutacja w genie SPR (z pojedyncza
lub podwdjng w polaczeniu z genem PRKN). Wydaje si¢ zatem prawdopodobne,
ze zmutowana forma produktu biatkowego genu SPR, mogla wplywaé na zmiang
poziomu 5-HT. Wiadomo, ze poziom 5-HT ulega obnizeniu w przebiegu
m.in. depresji, prawdopodobnie przez zaburzenie procesu transkrypcji  wywotane
obecnoscig polimorfizmow genu SPR [112,123].

Wydaje sie, ze coraz czeS$ciej pojawiajgca si¢ w pisSmiennictwie jednoczesna
analiza genéw PARK (w tym bedacych przedmiotem niniejszego opracowania: PRKN,
SNCA) na obecno$¢ mutacji punktowych, delecji i polimorfizméw moze miec
w przyszto$ci istotne znaczenie dla diagnostyki roznicowej chP i innych chordb przebiegajacych
z zaburzeniami w uktadzie pozapiramidowym. Przeprowadzone
badania wskazujg, ze polimorfizm promotora genu SNCA wydaje si¢ warunkowaé
podatno$¢ na wystgpowanie zaburzen uktadu pozapiramidowego towarzyszacych
nie tylko chP, natomiast mutacje punktowe w  pozostalych analizowanych
genach PARK (PRKN, SPR i HTRA2) najprawdopodobniej wiaza si¢ wylacznie
z patogeneza chP przez ich wplyw na ryzyko wystapienia, czas ujawnienia sie,
przebieg oraz pojawienie si¢ objawOw neuropsychiatrycznych u tych chorych.

Jednoczesnie wydaje si¢, ze uzyskane wyniki badan moga w przysziosci
sta¢c sig  podstawa do  opracowania metody  diagnostycznej  pozwolajacej
na rozpoznanie chP na dlugo przed pojawieniem si¢ charakterystycznych objawow
klinicznych, a tym samym umozliwi¢ wczesniejsze i skuteczniejsze leczenie chorych
Ponadto, wykazane w niniejszej pracy u badanych oso6b zmiany na poziomie
genomu moga wnosi¢ wazne informacje do patogenezy chP zarowno w populacji
polskiej, jak i w populacjach o podobnym rozktadzie genetycznym.

Jak do tej pory, w Polsce chP nie znalazta wérod choréb neurologicznych,
dla ktorych wyznaczono geny istotne dla diagnostyki. Wydaje si¢, ze w przysztosci
warte byloby rozwazenia wlaczenie analizy mutacji 1 polimorfizméw genow PARK

do diagnostyki chP w populacji polskiej.
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. W populacji polskiej wystepuja pojedyncze, dwukrotne i trzykrotne mutacje
i/lub polimorfizmy w genach =zaréwno o0 uznanej roli w patogenezie choroby
Parkinsona: PRKN (c.500 G>A, c¢.520 C>T, ¢.823 C>T, ¢.930 G>C, c.1180 G>A ),
jak i w genach kandydackich: SPR (c.637 T>A) i HTRA2 (c.421 G>T, ¢.1195 G>A).

. Mutacje punktowe w genie PRKN (c.823 C>T, ¢.930 G>C, c.1180 G>A) w przypadku
wspotistnienia  genotypow +2/+2 lub +2/+3 genu SNCA wydaja si¢ zwigkszac
ryzyko ujawnienia choroby Parkinsona a w obecnosci genotypu +1/+1 SNCA

ostabia¢ jego ochronne dzialanie.

. Nieopisane do tej pory w pisSmiennictwie mutacje ¢520 C>T PRKN
i €637 T>A SPR wydajag si¢ by¢ wilaczone w patogeneze choroby Parkinsona
w populacji polskiej.

. W chorobie Parkinsona polimorfizm promotora SNCA jest prawdopodobnie
zwigzany  jedynie =z  podatnoscia na  zachorowanie,  natomiast  mutacje

genach PRKN, HTRA2, SPR wydaja si¢ wptywa¢ na ujawnienie sie i przebieg tej choroby.

. W populacji polskiej najprawdopodobniej nie wystepuja mutacje eksonu 41
genu LRRK2.

. Wydaje si¢, ze jednoczesna analiza genéw PRKN, HTRA2, SPR i regionu
promotorowego genu SNCA moze stanowi¢ dodatkowy czynnik diagnostyczny

i prognostyczny w chorobie Parkinsona.
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7. Streszczenie

Wydhuzenie $redniej dlugosci zycia przyczynito si¢ do zwigkszonej liczby
zachorowan na schorzenia typowe dla wieku starczego, w tym na chorobe Parkinsona (chP)
Uwaza si¢, ze na ujawnienie si¢ chP wplywaja zar6wno czynniki genetyczne,
jak 1 $rodowiskowe. Do genoéw zwigzanych z chP, zar6wno z rodzinng, jak i sporadyczng
zalicza si¢ geny z rodziny PARK. Niektore z nich, takie jak: SNCA i PRKN zostaty
do$¢ dobrze poznane, o innych m.in. SPR czy HTRA2 wiadomo wcigz niewiele. Szczegodlnie
malo jest doniesien obejmujacych jednoczesng analiz¢ genéw PARK, ktéorych produkty
biatkowe, takie jak: ASN, parkina, LRRK2, HTRA2, SR moga przyczynia¢ do rozwoju patologicznych
zmian w mo6zgu chorych z chP.

Celem pracy byla jednoczesna analiza mutacji gendéw: SNCA, PRKN, LRRK2,
HTRA2 i SPR oraz ocena czgstosci ich wystepowania u chorych z chP, zanikiem
wiclouktadowym (ang. multiple system atrophy, MSA), z =zespotlem parkinsonowskim
w przebiegu choroby zwyrodnieniowej oraz u kontrolnych ochotnikéw w populacji
polskiej. U chorych z chP podjeto réwniez probe korelacji pomiedzy oznaczonymi
mutacjami w badanych genach PARK, a postepem choroby 1 wybranymi objawami
neuropsychiatrycznymi, a takze odpowiedzig na stosowang farmakoterapi¢ L-dopa.

Badaniu poddano 90 chorych z chP (w wieku 34-82 lat), 3 chorych z MSA
(w wieku 53-63 lat), 35 chorych z zespolem parkinsonowskim w przebiegu choroby
zwyrodnieniowej (w wieku 38-86 lat) oraz 113 kontrolnych ochotnikow (w wieku 39-83 lat).
DNA izolowano z komorek krwi obwodowej pobranej od badanych os6b wedlug
standardowej procedury. Analize genetyczna przeprowadzono z zastosowaniem metod: PCR,
HRM, RFLP, elektroforezy kapilarnej i sekwencjonowania. Uzyskane wyniki badan poddano
ocenie statystycznej.

W  wyniku przeprowadzonych badaniach wykazano, ze u chorych =z chP
genotyp +2/+2 lub +2/+3 regionu NACP-REP1 SNCA zwigkszal ryzyko wystapienia
choroby, nasilone wspotistnieniem mutacji w genie PRKN, natomiast genotyp +1/+1
wykazywat role ochronna, ostabiong obecnoscia mutacji w genie PRKN. Ponadto,
genotyp  +1/+1  posiadal mniejsza czestos¢  wystgpowania u  wszystkich  chorych
z zaburzeniami w ukladzie pozapiramidowym, u chorych z chP (p<0,001), MSA,
jak 1 z rozpoznanym zespotem parkinsonowskim (p<0,001) w poréwnaniu z kontrola.
Ponadto, wykazano, ze mutacje punktowe i polimorfizmy PRKN w badanej populacji
wystepowaly czesciej u chorych z chP w poréwnaniu z grupg Kkontrolng (p<0,001)

i zwigkszaly ryzyko ujawnienia si¢ choroby. Jednocze$nie oznaczone substytucje

90



Streszczenie

w genie PRKN (szczegélnie ¢.500 G>A, ¢930 G>C i c.1180 G>A) wigzaly si¢
z wolnigjszym postgpem choroby 1 lepsza odpowiedzia na farmakoterapi¢ L-dopa.
U zadnej z badanych os6b nie wykazano obecnosci mutacji w eksonie 41 w genu LRRK2.
Natomiast po raz pierwszy w populacji polskiej u chorych z chP wykazano
obecno$¢ mutacji punktowych c¢.421 G>T oraz c¢.1195 G>A genu HTRA2, wskazujac
na udzial tego genu w modulacji ryzyka chP. Ponadto opisano dwie nowe mutacje
c.520 C>T PRKN zwigzanej prawdopodobnie ze zwigkszeniem ryzyka zachorowania
na chP oraz obnizeniem wieku ujawnienia si¢ choroby oraz ¢.637 T>A w kodonie 213
genu z SPR, zwickszajacej ryzyko wystapienia chP 1 pojawienie si¢ u chorych z chP
objawow depresji (p<0,001).

Wydaje si¢, ze jednoczesna analiza genéw PRKN, SPR, HTRA2 oraz SNCA
moze mie¢ znaczenie dla usprawnienia procesow diagnostycznych i prognostycznych
zaburzen ukladu pozapiramidowego oraz moze si¢ przyczyni¢ 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-Repl 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 ¢.500 G> A, ¢.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 ¢.1195 G>A HTRAZ2, 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 ¢.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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