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1. Abstrakt 

Úvod: Mutace genu parkin (PARK2), asociované s autozomáln� recesivní Parkinsonovou 
nemocí s �asným za�átkem (EOPD), mají v r�zných populacích variabilní �etnost. Cílem této 
práce je popsat fenotypovou charakteristiku �eských pacient� s EOPD, zhodnotit vliv faktor� 
vn�jšího prost�edí na riziko onemocn�ní a ur�it frekvenci alelických variant parkinu ve 
skupin� pacient� a kontrol. 
 
Metodika: Celkem u 70 pacient� s EOPD (v�k p�i vzniku nemoci � 40 let) a 75 kontrol byla 
provedena fenotypová charakteristika a analýza alelických variant parkinu.  
 
Výsledky: V souboru nemocných byly zachyceny tyto hlavní fenotypové rysy: absence 
kognitivního deficitu, �astý výskyt dystonie, deprese a hyperhidrózy, výborná odpovídavost 
na dopaminergní lé�bu, brzký rozvoj polékových dyskinezí a hybných fluktuací. Pacienti 
s mutacemi parkinu m�li signifikantn� nižší v�k p�i vzniku onemocn�ní. Práce v zem�d�lství 
a expozice chemikáliím byly spojeny s vyšším rizikem EOPD, naopak pití kávy 
p�edstavovalo protektivní faktor. Mutace parkinu jsme identifikovali u p�ti pacient� (7.1%): 
bodová mutace p.R334C byla p�ítomna u jednoho nemocného, �ty�i pacienti m�li exonové 
delece. Krom� jedné homozygotní delece exonu 4, se všechny nalezené mutace nacházely 
v heterozygotní konstituci. V kontrolní skupin� mutace zachyceny nebyly. Polymorfismy 
p.S167N a p.D394N byly p�ítomny v podobném procentu mezi pacienty i kontrolami, 
polymorfismus p.V380L se vyskytoval s tém�� dvakrát vyšší frekvencí v kontrolní skupin�, 
kde jsme také zachytili novou alelickou variantu p.V380I. 
 
Záv�r: Klinická charakteristika pacient� odpovídá p�edchozím popis�m fenotypu EOPD. 
Nízká prevalence mutací parkinu sv�d�í pro úlohu dalších gen� v patogenezi onemocn�ní u 
slovanské populace. 
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2. Abstract 

Objective: Mutations in the parkin (PARK2) gene have been associated with autosomal 
recessive early-onset Parkinson’s disease (EOPD) with various frequencies in different 
populations. The aim of the study is to describe phenotypic characteristics of Czech EOPD 
patients, to evaluate the influence of environmental risk factors, and to determine the 
frequency of parkin allelic variants in patients and healthy controls. 
Methods: A total of 70 EOPD patients (age at onset � 40 years) and 75 controls were 
phenotyped and screened for the sequence variants and exon rearrangements in the parkin 
gene.  
Results: The main features in the phenotype of the patients’ sample were: the absence of 
cognitive deficit, high occurrence of dystonia, depression, hyperhidrosis, an excellent 
response to dopaminergic therapy, early onset of dyskinesia and motor fluctuation. Patients 
with mutations in the parkin gene had significantly lower age at onset. The agricultural 
occupation and work with chemicals increased the risk of EOPD, however the coffee drinking 
appeared to be a protective factor. Parkin mutations were identified in five patients (7.1%): 
the p.R334C point mutation was present in one patient, four patients had exon deletions. The 
detected mutations were observed in the heterozygous state except one homozygous deletion 
of the exon 4. No mutations were obtained in control subjects. A novel sequence variant 
p.V380I (c.1138G>A) was identified in one control. Polymorphisms p.S167N and p.D394N 
were seen in similar percentage in patients and controls, polymorphism p.V380L was almost 
twice as frequent in controls as in patients.  
Conclusions: The clinical characteristics of patients correspond to previous descriptions of 
EOPD phenotype. Our study contributes to the growing body of evidence on the low 
frequency of the parkin mutations in the EOPD suggesting the potential role of other genes in 
the pathogenesis of the disease in Slavic population. 
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3. Úvod 

3.1. Parkinsonova nemoc a její patogeneze 

Parkinsonova nemoc (PN) je druhým nej�ast�jším neurodegenerativním onemocn�ním 
postihujícím celosv�tov� více než 1% osob starších 60 let (de Lau L.M. & Breteler M.M., 
2006). Klinický obraz PN je charakterizován p�ítomností klidového t�esu, bradykineze, 
rigidity a posturální instability. Hybné postižení bývá stranov� asymetrické a je doprovázeno 
non-motorickými projevy, k nimž pat�í vegetativní dysfunkce, kognitivní deficit a další 
psychiatrické komplikace (Jankovic J., 2008). D�ležitým rysem onemocn�ní je odpovídavost 
p�íznak� na dopaminergní terapii. PN má progresivní charakter, kauzální terapie neexistuje.  
 
V neuropatologickém nálezu nacházíme masivní úbytek dopaminergních neuron� v substantia 
nigra pars compacta (SNc), makroskopicky se manifestující depigmentací této oblasti (ztráta 
neuromelaninu) (Schulz J.B. & Falkenburger B.H., 2004). Typická je p�ítomnost 
eozinofilních nitrobun��ných inkluzí, tzv. Lewyho t�lísek, která obsahují agregáty alfa-
synukleinu a dalších substancí (Wakabayashi K. et al., 2007). Degenerativní zm�ny a Lewyho 
t�líska bývají krom� SNc p�ítomny i v jiných �ástech mozku, což odpovídá novému pohledu 
na PN jako na onemocn�ní, které postihuje celý nervový systém (Braak H. et al., 2003).  
 
Molekulární patogeneze PN je složitou mozaikou r�zn� významných a vzájemn� 
interagujících patogenních mechanism�. K nejvýznamn�jším pat�í agregace alfa-synukleinu, 
poruchy odbourávání protein� v ubikvitin-proteazomovém systému (UPS) a lysozomech, 
mitochondriální dysfunkce a oxidativní stres, narušení transportu synaptických vezikul, 
zán�tlivá reakce spojená s gliální aktivací, aberantní reaktivace bun��ného cyklu �i 
dysregulace apoptózy (Foltynie T. & Kahan J., 2013). Tyto patologické zm�ny vznikají na 
základ� n�kolika primárních p�í�in. Jsou jimi negativní vlivy vn�jšího prost�edí (Kieburtz K. 
& Wunderle K.B., 2013), biologické stárnutí (Douglas P.M. & Dillin A., 2010) a genetické 
zm�ny (Lubbe S. & Morris H.R., 2014), kterými se blíže zabývá tato práce. 
 
3.2. Genetika Parkinsonovy nemoci 
Zmínky o hereditárních aspektech PN jsou staré více než 100 let. Již Leroux (Leroux P., 
1890) a Gowers (Gowers W., 1900) upozor�ují na relativn� vysoké procento familiárního 
výskytu PN. P�esto byla PN dlouho považována za výhradn� sporadické onemocn�ní. P�elom 
ve výzkumu genetiky PN nastal až v 90. letech 20. století. V sou�asné dob� je známo 19 
lokus� a 14 gen�, v nichž byly identifikovány mutace zodpov�dné za monogenní PN. Tato 
forma PN je p�enášena vždy jen jedním genem a tvo�í asi 5 - 10% z celkového po�tu 
onemocn�ní (Lesage S. & Brice A., 2009). Výskyt PN u n�kolika �len� rodiny (< 10% 
nemocných) sv�d�í pro možný genetický p�enos, nicmén� svoji roli mohou sehrát i sdílené 
vlivy prost�edí. Pravd�podobnost záchytu mutace u familiární formy PN je zna�n� vysoká (až 
30%), nelze ji však vylou�it ani u sporadických p�ípad� (3-5%) (Klein C. & Westenberger A., 
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2012). P�ítomnost mutace ješt� neznamená, že dojde k rozvoji onemocn�ní. O jejím 
fenotypovém projevu - penetranci, rozhoduje celá �ada prom�nných. N�které mutace zasahují 
do patogeneze v takové mí�e, že nemoc propukne vždy bez ohledu na okolní vlivy (kompletní 
penetrance). V jiných p�ípadech genetická zm�na indukuje pouze �áste�nou odchylku od 
normy a pro její uplatn�ní je t�eba spolup�sobení dalších faktor� (inkompletní penetrance). 
Takovým p�íkladem je v�kov� vázaná penetrance, kdy se zd�d�ná vloha manifestuje až v 
p�ítomnosti patologických zm�n, hromadících se v pr�b�hu stárnutí.  
 
Genetické zm�ny, které mohou zvyšovat riziko rozvoje PN, ale samy o sob� onemocn�ní 
nevyvolávají, ozna�ujeme jako polymorfismy (frekvence > 1% populace) a vzácné alelické 
varianty (frekvence < 1% populace). Na rozdíl od mutací, které p�sobí vznik defektního 
proteinu a rozvoj onemocn�ní, polymorfismy a alelické varianty pouze �áste�n� pozm��ují 
funkci bílkoviny, narušují její subcelulární lokalizaci nebo ovliv�ují míru exprese. 
 
U monogenní PN se p�edpokládají mendelovská pravidla autozomáln� dominantní (AD) a 
autozomáln� recesivní (AR) d�di�nosti. Prevalence mutací a typ jejich p�enosu se u 
jednotlivých forem monogenní PN liší. U late-onset fenotypu, který je obvykle spojen s AD 
p�enosem, mutace nacházíme v 1-3%, early-onset forma PN se d�dí p�evážn� AR a mutace 
jsou p�ítomny až ve 20% p�ípad� (Klein C., 2006). 
 
3.3. Výzkumné p�ístupy k hledání genetických zm�n u Parkinsonovy nemoci 

Vazebná analýza (linkage mapping) postižených rodin je tradi�ní metodou hledání mutací 
s vysokou penetrancí. Tímto postupem byla popsána v�tšina lokus� PN, ve kterých se 
následn� poda�ilo identifikovat kauzální geny, jejichž mutace jsou zodpov�dné za monogenní 
PN. Tato forma nemoci však tvo�í jen zlomek všech p�ípad� onemocn�ní. Tam, kde nelze 
vystopovat mendelovská pravidla pro jeden p�í�inný gen, mohou sehrát úlohu genetické 
varianty, které mají v populaci vysokou frekvenci a pouze modifikují riziko (odds ratio < 1,5) 
vzniku onemocn�ní. Pr�lom v hledání t�chto zm�n tzv. „malého efektu“ p�edstavují 
celogenomové asocia�ní studie (genome-wide association), díky nimž se v posledních p�ti 
letech poda�ilo odhalit více než 20 kandidátních gen� PN (Singleton A.B. et al., 2013). Zdá se 
však, že i tyto frekventní varianty mají úlohu v patogenezi pouze u malého po�tu ze všech 
onemocn�ní (Keller M.F. et al., 2012). Je pravd�podobné, že na pozadí v�tšiny p�ípad� 
d�di�nosti stojí genetické zm�ny, které nejsou natolik �asté, aby mohly být zachyceny 
v celogenomových asocia�ních studiích a nemají takovou penetranci, aby je bylo možné 
identifikovat pomocí vazebných studií (Bonifati V., 2014). Techniky sekvenování nové 
generace (next-generation sequencing), kterými lze analyzovat celý exom �i dokonce genom, 
jsou nejnov�jším p�ístupem k hledání vzácn�jších genetických alterací s nízkou penetrancí 
(Metzker M.L., 2010). Rychle nar�stající množství nov� popsaných genetických variant 
sebou však p�ináší nutnost p�esn�jší interpretace kauzality získaných nález� (MacArthur D.G. 
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et al., 2014) a mnohem užšího vymezení charakteristiky odpovídajícího fenotypu (Grunewald 
A. et al., 2013).    
 
3.4. Parkinsonova nemoc s �asným za�átkem 

PN za�íná nej�ast�ji mezi 60. - 70. rokem v�ku (Twelves D. et al., 2003). V anglosaské 
literatu�e bývá pro tuto formu užíváno ozna�ení late-onset (PN s pozdním za�átkem, dále jen 
LOPD) a její projevy odpovídají "klasickému" obrazu PN. Asi 3 - 5% nemocných má první 
p�íznaky nemoci již p�ed 40. rokem v�ku (Schrag A. & Schott J.M., 2006). Incidence této 
vzácné formy PN, zvané early-onset (PN s �asným za�átkem, dále jen EOPD), je odhadována 
na 0,5 na 100 000 (Van Den Eeden S.K. et al., 2003). Fenotyp EOPD se od klasické PN do 
ur�ité míry odlišuje. Pacienti s �asným za�átkem mají obvykle pomalejší progresi 
onemocn�ní, dobrou odpovídavost na dopaminergní terapii a brzký rozvoj polékových 
dyskinezí. �astá je p�ítomnost dystonie a zlepšení motorických p�íznak� po vyspání (tzv. 
sleep benefit). Kognitivní funkce z�stávají u v�tšiny nemocných dlouhou dobu normální 
(Schrag A. & Schott J.M., 2006).  
 
Rovn�ž histopatologický nález neodpovídá zcela obrazu klasické PN ani neuropatologickým 
stádiím dle Braaka (Braak H. et al., 2003). U EOPD obvykle chybí Lewyho t�líska, 
neurodegenerace (úbytek neuron�) se omezuje zejména na oblast SNc a locus coeruleus 
(Doherty K.M. et al., 2013). Z tohoto d�vodu bývá EOPD n�kterými autory ozna�ována jako 
nigropatie (Ahlskog J.E., 2009). Histopatologické odlišnosti nasv�d�ují hypotéze, že EOPD 
oproti klasické form� PN vzniká na základ� odlišných patogenních mechanism� rezultujících 
ve ztrátu dopaminergních neuron�. Z tohoto pohledu lze PN považovat za etiologicky 
heterogenní nozologickou jednotku s více �i mén� podobným fenotypem (Weiner W.J., 
2008).  
 
Nej�ast�jší genetickou zm�nou asociovanou s EOPD jsou mutace v genu parkin (PARK2). 
Lücking et al. publikoval p�ítomnost mutací parkinu u 50% familiárních a 18% sporadických 
forem EOPD (Lucking C.B. et al., 2000). Naopak v jiných studiích byla frekvence 
patogenních mutací parkinu u EOPD podstatn� nižší (1,6 - 8,6%) (Brooks J. et al., 2009; 
Kilarski L.L. et al., 2012; Koziorowski D. et al., 2010). Výrazné rozdíly v prevalenci mutací 
mezi jednotlivými studiemi jsou pravd�podobn� zp�sobeny popula�n� specifickou 
variabilitou �etnosti alelických variant parkinu (Kilarski L.L. et al., 2012). 
 
3.5. PARK2 - parkin 

Genotyp a fenotyp 
V roce 1998 byla u rodiny japonského p�vodu v oblasti lokusu PARK2 nalezena mutace genu 
kódujícího protein parkin (Kitada T. et al., 1998). Dnes je známo p�es 180 mutací parkinu, 
zahrnujících bodové mutace, a dále exonové delece a multiplikace, které tvo�í p�es 50% všech 
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patogenních zm�n parkinu (Grunewald A. et al., 2013). Frekvence mutací závisí na form� PN 
(sporadická x familiární), na populaci (kapitola 1.3.) a na v�ku p�i prvních projevech 
onemocn�ní (< 20 let - 68%, > 40 let - 9%) (Periquet M. et al., 2003). Výskyt mutací parkinu 
je asociován s AR p�enosem EOPD.  
 
	ada nemocných (až 50%) má pouze jednu mutaci v heterozygotní konstituci (Klein C. et al., 
2007). P�edpokládá se, že p�ítomnost heterozygotní mutace m�že ovlivnit riziko rozvoje PN a 
v�k p�i vzniku onemocn�ní (Sun M. et al., 2006). Studie využívající 18F-DOPA pozitronovou 
emisní tomografii (PET) ukázala u asymptomatických p�enaše�� heterozygotní mutace 
presynaptickou dopaminergní dysfunkci ve striatu (Khan N.L. et al., 2002). Na transkraniální 
sonografii byl u jedinc� s heterozygotní mutací pozorován hyperechogenní nález v SNc, který 
odpovídá strukturálním zm�nám této oblasti (Hagenah J.M. et al., 2007). Na funk�ní 
magnetické rezonanci (fMRI) byly u asymptomatických heterozygot� zaznamenány odchylky 
v aktivit� n�kterých oblastní motorického kortexu, zejména motorické oblasti p�edního 
cingula a dorzální premotorické k�ry. Tento nález sv�d�í pro reorganizaci striatokortikální 
motorické dráhy vznikající pravd�podobn� na podklad� latentní nigrostriatální dysfunkce 
(Buhmann C. et al., 2005). Uvedené klinické nálezy dokládají pro význam heterozygotních 
mutací parkinu v patogenezi PN.  
 
Protein 
Parkin hraje roli v odbourávání protein� pomocí UPS. Má aktivitu E3 ubikvitin ligázy, 
enzymu, který váže ubikvitin na bílkoviny ur�ené k degradaci v proteazomu (Shimura H. et 
al., 2000). Mezi jeho substráty pat�í nap�. Pael-R (parkin-associated endothelin receptor-like 
receptor) (Imai Y. et al., 2001), alfa-synuklein (Shimura H. et al., 2001) a další. Anti-
apoptotický efekt parkinu byl prokázán jak in vitro, tak in vivo (Cha G.-H. et al., 2005; 
Machida Y. et al., 2005). Mechanismem, jímž parkin p�ispívá k inhibici apoptózy, m�že být 
nap�. ubikvitinace substrátu Pael-R, který má schopnost indukovat bun��nou smrt (Kitao Y. et 
al., 2007). Parkin také zvyšuje transkrip�ní aktivitu NK-
B (nuclear factor kappa B), 
významného induktoru anti-apoptotických gen� (Henn I.H. et al., 2007).  
 
Klí�ový význam má parkin pro stavbu a funkci mitochondrií. Regulací transkripce a replikace 
mtDNA (mitochondriální DNA) se podílí na mitochondriální biogenezi, ubikvitinací 
mitofusinu 1 a 2 ovliv�uje mitochondiální dynamiku (fúzi a št�pení). Zastává také úlohu 
v transportu mitochondrií a spolu s PINK1 (PARK6) reguluje mitofagii (degradaci 
dysfunk�ních mitochondrií) (Gaweda-Walerych K. & Zekanowski C., 2013). Porucha 
mitochondriálních funkcí zp�sobená mutacemi parkinu a PINK1 je jednou ze základních 
patogenetických hypotéz vzniku EOPD (Pilsl A. & Winklhofer K.F., 2012). 
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4. Cíle a hypotézy 

Cílem této práce je zmapovat fenotyp pacient� s EOPD, identifikovat možné rizikové faktory 
vn�jšího prost�edí a stanovit frekvenci výskytu polymorfism� a mutací genu parkin (PARK2) 
v souboru pacient� a kontrol. Práce má dv� �ásti, klinickou a genetickou.  

Cíle klinické �ásti: 
1. Ur�it charakteristické fenotypové rysy nemocných s EOPD v�etn� možných rozdíl� 

fenotypu mezi pacienty s mutacemi a bez mutací parkinu. 
 Hypotézy: 

� Testovaná H10: fenotyp pacient� s mutacemi a bez mutací parkinu se neliší. 
� Alternativní H1A: fenotyp pacient� s mutacemi a bez mutací se odlišuje. 

2. Porovnat výskyt rizikových faktor� prost�edí ve skupin� pacient� a zdravých kontrol, 
stanovit jejich vztah k rozvoji onemocn�ní.   

 Hypotézy: 
� Testovaná H20: mezi nemocnými a kontrolami není rozdíl v p�ítomnosti rizikových 

faktor� vn�jšího prost�edí. 
� Alternativní H2A: existuje rozdíl mezi výskytem rizikových faktor� vn�jšího 

prost�edí u nemocných a kontrol. 

Cíle genetické �ásti: 
3. Analyzovat genetické zm�ny parkinu u pacient� a kontrol, porovnat jejich prevalenci 

v obou skupinách. 
 Hypotézy: 

� Testovaná H30: ve skupin� pacient� a kontrol není rozdíl v prevalenci genetických 
zm�n parkinu. 

� Alternativní H3A: v prevalenci genetických zm�n parkinu existují mezi pacienty a 
kontrolami rozdíly. 

   
5. Metodika 

5.1. Pacienti a kontroly 

Do studie bylo za�azeno 70 nep�íbuzných pacient� (47 muž� a 23 žen) s EOPD (v�k p�i 
vzniku onemocn�ní � 40 let). Pr�m�rný v�k nemocných byl 47,4 ± 8,4 let. Nábor pacient� 
probíhal v Centru extrapyramidových onemocn�ní Neurologické kliniky 1. LF UK s VFN 
v Praze mezi roky 2007 - 2013. Všichni nemocní spl�ovali diagnostická kritéria PN dle 
United Kingdom Brain Bank s výjimkou toho, že familiární výskyt PN nebyl pokládán za 
vylu�ující kritérium (Hughes A.J. et al., 1992). Kontroly tvo�ilo 75 zdravých nep�íbuzných 
osob (52 muž�, 23 žen), dobrovolných dárc� krve, kte�í byli do studie za�azeni v letech 2011 
- 2013 z Fakultního transfuzního odd�lení VFN v Praze. Pr�m�rný v�k kontrol �inil 45,5 ± 
9,2 let. Písemný informovaný souhlas byl podepsán všemi pacienty a kontrolami. Nemocní i 
zdraví dobrovolníci byli neurologicky vyšet�eni a byl s nimi vypln�n strukturovaný dotazník, 
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zahrnující údaje o fenotypu, rizikových faktorech �i rodinné anamnéze. Všechny kontroly 
m�ly normální neurologické vyšet�ení a negativní rodinnou anamnézu PN. Za pozitivní 
rodinnou anamnézu byla považována p�ítomnost PN alespo� u jednoho p�íbuzného 1. �i 2. 
stupn�. Klinické vyšet�ení pacient� s EOPD zahrnovalo evaluaci tíže onemocn�ní (stupnice 
dle Hoehnové a Yahra, dále jen H-N), zhodnocení kognice (škála MMSE - Mini-Mental State 
Examination), p�ítomnost motorických a non-motorických p�íznak� (škála NMSS - Non-
Motor Symptoms Scale), výskyt polékových dyskinezí a pohybových fluktuací (UPDRS IV - 
Unified Parkinson's Disease Rating Scale). Studie byla schválena etickou komisí VFN. 
 
5.2. Genetické analýzy 

5.2.1. Izolace DNA 
Nemocným i kontrolám bylo odebráno 7 ml venózní krve. Genomová DNA byla izolována z 
periferních krevních leukocyt� pomocí standardní vysolovací metody (Laitinen J. et al., 
1994). 
 
5.2.2. Analýza genetických zm�n parkinu u pacient� 
Všech 12 exon� genu parkin bylo amplifikováno z genomové DNA pomocí polymerázové 
�et�zové reakce (PCR). Pro PCR jsme použily d�íve publikované primery (Kitada T. et al., 
1998). PCR produkty jsme sekvenovali v obou sm�rech sekvenátorem 3500xL Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems). Získané chromatogramy byly analyzovány manuáln� pomocí 
softwaru SeqScape v2.5 (Applied Biosystems) nebo Chromas Pro v1.5 (Technelysium).  
 
5.2.3. Analýza genetických zm�n parkinu u kontrol 
Genetické zm�ny parkinu nalezené u nemocných s EOPD byly u v�tší �ásti souboru (n=45) 
identifikovány metodou vysokorozlišovací analýzy k�ivek tání (HRM - high resolution melt). 
Reak�ní mix pro PCR obsahoval stejné primery, jenž jsme p�edtím použili k p�íprav� 
produkt� pro sekvenování. Výsledné vzorky byly analyzovány pomocí systému LightScanner 
(BioFire Defence) a získané k�ivky vyhodnoceny softwarem Call-IT v1.5 (BioFire 
Defence). U menšího procenta kontrolní skupiny (n=30) jsme použili metodu sekvenování 
shodnou s postupem uvedeným v odstavci 5.2.2. 
 
5.2.4. Analýza exonových delecí a multiplikací parkinu u pacient� a kontrol 
K identifikaci exonových delecí a multiplikací parkinu jsme použili u pacient� i kontrol 
techniku MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification; produkt SALSA MLPA, 
kit P051-C3-0313 a P052-C2-0313, MRC-Holland). P�i analýze jsme postupovali dle 
doporu�ení výrobce. Výsledné vzorky byly analyzovány p�ístrojem 3130 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems) za použití softwaru Gene Mapper 4.0. Pro interpretaci fragment� jsme 
použili program Coffalyser v.131211.  
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5.2.5. Klasifikace, patogenita a frekvence genetických zm�n parkinu 
Nalezené alelické varianty parkinu byly klasifikovány podle terminologie Human Gene 
Mutation Database Professional v2013.4 (HGMD, www.hgmd.cf.ac.uk). Pro predik�ní 
analýzu patogenity bodových zm�n parkinu jsme použili softwarové nástroje MutPred 
(http://mutpred.mutdb.org) a SIFT (sorting intolerant from tolerant, http://sift.jcvi.org). Frekvence 
identifikovaných genetických zm�n parkinu v euroamerické populaci byla ur�ena podle údaj� 
z Exome Variant Server (EVS, http://evs.gs.washington.edu/EVS). 
 
5.3. Statistická analýza  

V p�ípad� kategorických prom�nných (výskyt genetických zm�n a rizikových faktor� u 
pacient� a kontrol) byla statistická analýza provedena pomocí Chí-kvadrát testu nebo 
Fisherova exaktního testu v t�ch p�ípadech, kde po�et jedinc� ve skupin� byl <5.  
Z kontingen�ní tabulky bylo spo�ítáno odds ratio (OR) a 95% konfiden�ní interval (CI). U 
numerických prom�nných jsme použili nepárový t-test. Hladina významnosti (�) byla 0,05. 
Statistickou analýzu jsme provedli pomocí softwaru GraphPad Prism 6. 
 
6. Výsledky 

6.1. Fenotypová charakteristika pacient� 

6.1.1. Za�átek, trvání, tíže a rodinný výskyt onemocn�ní 
Pr�m�rný v�k p�i vzniku onemocn�ní �inil 35,0 ± 4,9 let. U pacient� s mutací parkinu byl 
signifikantn� nižší (28,6 ± 8,5) než u nemocných bez p�ítomnosti mutace (35,5 ± 4,1). Dva 
nemocní (2,9%) spl�ovali kritéria pro juvenilní PN (vznik nemoci � 20 let), nejvíce pacient� 
(58,6%) m�lo za�átek symptom� mezi 36 - 40 lety v�ku. U poloviny (52,9%) za�aly první 
p�íznaky vpravo, menší procento (42,9%) udávalo za�átek vlevo, pouze 3 nemocní (4,3%) 
m�li za�átek symetrický. Nej�ast�jším prvním p�íznakem byla ztuhlost a pohybové zpomalení 
(57,1%). V polovin� (50,0%) p�ípad� EOPD za�ala t�esem. Na t�etím míst� udávali nemocní 
mezi prvními projevy bolest (15,7%), následovala zm�na písma (8,6%) a dystonie (7,1%). 
Nejmén� pacient� uvedlo jako iniciální p�íznak poruchu ch�ze (2,9%). Pr�m�rné trvání PN 
dosahovalo 12,3 ± 8,0 let, pr�m�rná doba od za�átku nemoci do stanovení diagnózy 3,4 ± 3,4 
roku, pr�m�rné stádium H-Y bylo 2,1 ± 0,9. Pozitivní rodinnou anamnézu m�lo 10 (14,3%) 
nemocných. 
 
6.1.2. Motorické p�íznaky 
Tém�� u všech pacient� byla p�ítomna rigidita (97,1%) a bradykineze (95,7%), v�tšina trp�la 
rovn�ž t�esem (85,7%). �astá byla také porucha ch�ze (84,3%) s pr�m�rným rozvojem 5,2 ± 
3,4 roku od za�átku onemocn�ní. Mikrografií m�lo 82,9% nemocných s relativn� �asným 
za�átkem 3,9 ± 4,3 roku. U 62,1% pacient� se objevil tento p�íznak p�ed stanovením diagnózy 
(pr�m�r 2,2 ± 3,4 roky) a u 36,2% nemocných za�ala mikrografie v t�sném intervalu p�ed 
diagnózou (0 - 12 m�síc�). Dysartrie byla p�ítomna ve dvou t�etinách p�ípad� (65,7%), 
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pr�m�rná doba od propuknutí PN do manifestace �inila 7,6 ± 5,9 let. Více než polovina 
pacient� (55,7%) rozvinula p�íznaky dystonie, a to pr�m�rn� do 5,2 ± 4,5 let. Nej�ast�ji byla 
dystonie lokalizována v oblasti dolních kon�etin (38,6%).     
 
6.1.3. Non-motorické p�íznaky 
Z non-motorických p�íznak� nejvíce pacient� udávalo depresivní poruchu nálady (57,1%) a 
hyperhidrózu (57,1%). �astá byla nadm�rná denní spavost (48,6%), hypersalivace (42,9%) a 
insomnie (38,6%). Zhruba t�etina nemocných si st�žovala na poruchu pozornosti (35,7%), 
více než �tvrtina pak udávala projevy ortostatické hypotenze (28,6%), sexuální obtíže 
(28,6%), inkontinenci mo�i (28,6%), obstipaci (27,1%) a obtíže p�i polykání (27,1%). 
Oslabení �i ztrátu �ichu pozorovalo 25,7% pacient�, subjektivní poruchu pam�ti a zapomínání 
referovalo 24,3% nemocných. Pr�m�rné MMSE bylo 28,7 ± 1,6. P�tina pacient� trp�la 
bolestmi (20,0%), o n�co mén� popisovalo vizuální halucinace (18,6%). 
 
6.1.4. Komplikace, fluktuace hybnosti, polékové dyskineze a lé�ba 
Freezing a hesitace byly p�ítomny v polovin� (52,9%) a posturální instabilita s pády ve 
�tvrtin� (25,7%) p�ípad�. Pr�m�rná doba od za�átku PN do rozvoje freezing� a hesitací byla 
9,1 ± 4,4 let, respektive 11,6 ± 6,1 let u pád�. Wearing-off (vy�erpání ú�inku dopaminergní 
medikace, zhoršení stavu na konci dávky) udávalo 70,0% pacient� s pr�m�rným nástupem 4,7 
± 4,1 roku od zahájení lé�by. Dyskineze na vrcholu dávky (peak-of-dose) m�la polovina 
nemocných (51,4%), pr�m�rná doba od nasazení medikace do manifestace dyskinezí �inila 5,2 
± 4,0 let. Sleep benefit (zlepšení motorických p�íznak� po vyspání) popisovala rovn�ž 
polovina pacient� (50,0%). Výbornou odpovídavost na dopaminergní lé�bu na za�átku 
onemocn�ní udávaly více než dv� t�etiny nemocných (68,6%). Prvním nasazeným lékem byla 
nej�ast�ji L-DOPA (35,7%), následovali dopaminergní agonisté (28,6%), inhibitory 
monoaminooxydázy B (11,4%) a anticholinergika (10,0%). U 14,3% p�ípad� byla použita 
jiná iniciální lé�ba (amantadin, clonazepam, trimepranol apod.). Doba od za�átku nemoci do 
zahájení dopaminergní medikace �inila 3,5 ± 2,5 roku. L-DOPA užívalo 78,6% pacient�, 
pr�m�rná denní dávka byla 726,2 ± 367,1 mg. P�es dv� t�etiny nemocných m�lo nasazeno 
dopaminergní agonisty (68,6%), hluboká mozková stimulace byla implantována v necelé t�etin� 
p�ípad� (30,0%).      
 
6.2. Rizikové faktory u pacient� a kontrol 

V dob� studie aktivn� kou�ilo 15,7% pacient� a 18,7% kontrol. P�t a více cigaret po dobu 
nejmén� p�ti let p�ed za�átkem PN kou�ilo 34,3% nemocných, pr�m�rná doba kou�ení p�ed 
rozvojem PN byla 12,8 ± 5,0. Stejná kritéria, ovšem bez vztahu k onemocn�ní, spl�ovalo 
25,3% kontrol. Pr�m�rný po�et cigaret vykou�ených za den se mezi t�mito skupinami nelišil 
(pacienti 15,7 ± 11,3; kontroly 15,6 ± 10,1; p = 0,98) a nebylo prokázáno, že by kou�ení 
ovliv�ovalo riziko rozvoje PN (OR = 1,54; 95% CI = 0,75 - 3,15; p = 0,24). Pravidelné pití 
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kávy udávalo 47,1% pacient� a 77,3% zdravých dobrovolník�, bez signifikantního rozdílu 
v po�tu vypitých šálk� za den (pacienti 1,7 ± 1,1; kontroly 2,2 ± 1,2; p = 0,07). P�íjem kávy 
byl spojen se statisticky významným snížením rizika výskytu PN (OR = 0,26; 95% CI = 0,13 
- 0,53; p = 0,0002). Práci v zem�d�lství a expozici pesticid�m �i dalším chemikáliím po dobu 
více než jednoho roku referovalo 28,6% nemocných a 6,7% kontrol. Tento faktor 
p�edstavoval signifikantn� vyšší riziko vzniku PN (OR = 5,6; 95% CI = 1,97 - 15,93; p = 
0,0007). 
 
6.3. Alelické varianty parkinu u pacient� a kontrol 
Polymorfismus p.S167N byl identifikován v podobném procentu u pacient� (7,1%) jako u 
kontrol (9,3%), stejn� tomu bylo v p�ípad� polymorfismu p.D394N, který m�lo 10,0% 
nemocných a 8,0% kontrol. �etnost polymorfismu p.V380L byla tém�� dvakrát vyšší mezi 
kontrolami (25,3%) než mezi pacienty (14,3%). U jednoho pacienta (1,4%) a dvou kontrol 
(2,7%) byl zaznamenán výskyt dvou polymorfism� najednou (1x pacient a 1x kontrola: 
p.S167N + p.D394N; 1x kontrola: p.S167N + p.V380L). U jedné kontroly (1,3%) jsme nalezli 
novou alelickou variantu p.V380I (c.1138G>A) spolu s polymorfismem pD394N. Varianta 
pA82E (uvedená v HGMD jako mutace vyvolávající nemoc) byla p�ítomna u jednoho 
pacienta (1,4%), který m�l rovn�ž polymorfismus p.D394N. Další alelická varianta p.R402C 
(v HGMD op�t uvedená jako mutace vyvolávající nemoc) se vyskytovala mezi pacienty 
v jednom p�ípad� (1,4%) a byla také zaznamenána u jedné kontroly (1,3%), kde jsme zárove� 
identifikovali polymorfismus p.V380L.     
 
Mutace parkinu jsme nalezli u p�ti pacient� (7,1%), z nichž jeden (1,4%) m�l bodovou mutaci 
p.R334C a zbylí �ty�i (5,7%) exonové delece r�zného rozsahu.  Všechny alelické varianty 
byly pozorovány v heterozygotní konstituci, krom� dvou homozygotních polymorfism� (1x 
pacient: p.V380L a 1x kontrola: p.S167N) a homozygotní delece exonu 4. Pacient s touto 
delecí m�l pozitivní rodinnou anamnézu a byl též heterozygot pro deleci exonu 2-3 a 
polymorfismus p.V380L. P�i porovnání souboru pacient� a kontrol nebyl 
v �etnosti nalezených polymorfism�, alelických variant a mutací prokázán statisticky 
významný rozdíl (tabulka 1). 
 
6.4. Testování hypotéz 

Hypotéza H10 (fenotyp pacient� s mutacemi a bez mutací parkinu se neliší) byla zamítnuta, 
nebo� byl prokázán signifikantní rozdíl ve v�ku p�i za�átku EOPD u pacient� s mutacemi a 
bez mutací. Rovn�ž hypotéza H20 (mezi nemocnými a kontrolami není rozdíl v p�ítomnosti 
rizikových faktor� vn�jšího prost�edí) byla zamítnuta vzhledem k statisticky významným 
rozdíl�m v �etnosti  pití kávy a v prevalenci práce v zem�d�lství a s chemikáliemi. Hypotézu 
H30 (ve skupin� pacient� a kontrol není rozdíl v prevalenci genetických zm�n parkinu) se 
zamítnout nepoda�ilo. 
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7. Diskuse 

7.1. Fenotyp 

Fenotypová charakteristika našeho souboru pacient� s EOPD z velké �ásti odpovídá 
p�edchozím studiím v jiných populacích (Giovannini P. et al., 1991; Khan N.L. et al., 2003; 
Kim H.J. et al., 2011; Lohmann E. et al., 2003; Lohmann E. et al., 2009; Schrag A. et al., 
1998; Spica V. et al., 2013). Významné fenotypové rysy a jejich odlišnosti oproti d�íve 
publikovaným pracím jsou diskutovány níže. 
 
7.1.1. Za�átek onemocn�ní, diagnóza  
Pr�m�rný v�k na za�átku EOPD �inil 35,0 ± 4,9 let, po�et nemocných však výrazn� rostl se 
stoupajícím v�kem p�i manifestaci prvních p�íznak�. Vznik onemocn�ní p�ed 21. rokem 
života (juvenilní PN) byl zaznamenán ve dvou p�ípadech (2,9%), stejný po�et nemocných m�l 
první projevy PN v intervalu 21 - 25 let. Za�átek nemoci mezi 26 - 30 lety byl zaznamenán u 
6 pacient� a v rozmezí 31 - 35 let se nacházelo již 19 nemocných (27,1%). V�tšina p�ípad� 
(41; 58,6%) pak m�la za�átek PN mezi 36 - 40 lety. Toto pozorování odpovídá p�edchozím 
epidemiologickým údaj�m, dokumentujícím nár�st prevalence a incidence PN s v�kem 
(Bower J.H. et al., 1999; de Lau L.M. & Breteler M.M., 2006; Van Den Eeden S.K. et al., 
2003). V�k tak p�edstavuje významný rizikový faktor rozvoje PN (Kieburtz K. & Wunderle 
K.B., 2013).  
 
Pr�m�rný v�k p�i vzniku EOPD byl signifikantn� nižší u pacient� s mutacemi než u 
nemocných bez mutací. To odpovídá pozorování, že mutace parkinu urychlují za�átek nemoci 
(Grunewald A. et al., 2013; Kim H.J. et al., 2011; Sun M. et al., 2006) a pravd�podobnost 
jejich záchytu negativn� koreluje s v�kem na za�átku onemocn�ní (Periquet M. et al., 2003). 
Vzhledem k malému po�tu nemocných s mutacemi (n=5) jsme další srovnání fenotypových 
rozdíl� osob s mutacemi a bez nich neprovád�li. Krom� �asn�jšího vzniku EOPD u 
nemocných s mutacemi, studie rozsáhlejších soubor� pacient� signifikantní rozdíly fenotypu 
mezi t�mito dv�ma skupinami nenalezly (Kim H.J. et al., 2011; Lohmann E. et al., 2009).    
 
Hlavní p�íznaky PN, rigidita, bradykineze a t�es byly nej�ast�jšími symptomy na za�átku 
onemocn�ní. Vzhledem k tomu, že nemocní �asto referují rigiditu a bradykinezi souhrnn� 
pojmem „neobratnost“ �i „ztuhlost“, hodnotili jsme tyto fenomény na po�átku nemoci jako 
jeden projev. U nezanedbatelného procenta nemocných (15,7%) byla iniciálním symptomem 
bolest. Tento atypický projev za�átku EOPD byl popsán také v n�kolika dalších studiích 
(Kann M. et al., 2002; Sekeff-Sallem F.A. & Barbosa E.R., 2007), proto by se na n�j m�lo 
b�hem klinické diagnostiky myslet. Rovn�ž dystonie m�že být prvním p�íznakem EOPD, v 
našem souboru tomu tak bylo v 7 procentech. P�i analýze fenotypu 24 nemocných s mutacemi 
parkinu, pozoroval Khan et al. výskyt dystonie na po�átku EOPD dokonce u 41% p�ípad� 
(Khan N.L. et al., 2003). Tato práce navíc popsala výskyt psychiatrických projev� (deprese, 
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úzkost, sebepoškozování) p�ed samotným rozvojem hybných p�íznak�. V naší studii jsme 
však psychiatrické symptomy p�ed za�átkem hybných projev� nesledovali. Porucha ch�ze je 
u EOPD vzácným iniciálním p�íznakem (Wickremaratchi M.M. et al., 2009) a byla na za�átku 
nemoci p�ítomna pouze u dvou (2,9%) pacient�.    
 
Charakteristický asymetrický rozvoj p�íznak�, který je jedním z podp�rných diagnostických 
kritérií PN (Hughes A.J. et al., 1992), m�la v�tšina našich nemocných (95,7%). P�estože 
tém�� všichni byli praváci (98,6%), pravostranný za�átek onemocn�ní byl registrován pouze 
v polovin� p�ípad� (52,9%). Tyto výsledky nasv�d�ují hypotéze, že lateralita nemá zásadní 
vliv na stranu, kde se objeví první p�íznaky PN (Stochl J. et al., 2009).  
 
Pr�m�rnou dobu od za�átku PN do ur�ení diagnózy (3,4 roku) lze považovat za relativn� 
uspokojivý výsledek, zejména v porovnání s diagnostickou prodlevou u jiných 
extrapyramidových onemocn�ní. Nap�íklad Tourette�v syndrom (tiková nemoc) je v �R 
diagnostikován až s dvou a p�l násobným zpožd�ním (8,5 let) (Fiala O. & Ruzicka E., 2003). 
Na druhou stranu recentní studie z Velké Británie uvádí pr�m�rný interval do stanovení 
diagnózy 11 m�síc�, což je tém�� o 2,5 roku mén�. Tato práce však hodnotila diagnostiku 
LOPD (v�k p�i vzniku nemoci byl 66 - 73 let), je tedy možné, že na diagnostické prodlev� 
pacient� EOPD má podíl odlišný fenotyp onemocn�ní. Zejména �asný za�átek nemoci 
spojený s atypickými p�íznaky (bolest, dystonie, psychiatrické projevy) m�že �init 
diagnostické obtíže, což dosv�d�ují výsledky kanadských autor�, kte�í u EOPD pozorovali 15 
m�sí�ní zpožd�ní ve stanovení diagnózy oproti LOPD (Rana A.Q. et al., 2012). V jejich 
skupin� byli nemocní s EOPD diagnostikování v pr�m�ru do 26 m�síc�, tedy o 14 m�síc� 
d�íve, než tomu bylo v našem souboru.   
 
7.1.2. Motorické p�íznaky 
Tém�� všichni nemocní (>95%) m�li b�hem vyšet�ení známky rigidity a bradykineze, u 
v�tšiny (85%) byl p�ítomen rovn�ž t�es. Lehce nižší procento t�esu oproti rigidit� a 
bradykinezi je pom�rn� konstantním obrazem EOPD (Khan N.L. et al., 2003; Kim H.J. et al., 
2011; Lohmann E. et al., 2003).  
 
Pátým nej�ast�jším hybným p�íznakem byla mikrografie (82,9%), šest nemocných (8,6%) ji 
pak uvedlo jako iniciální p�íznak. Pr�m�rná doba od za�átku PN do rozvoje mikrografie byla 
3,9 roku, což je hodnota blízká pr�m�rné dob� do ur�ení diagnózy (3,4 roku). Ze všech 
pacient� s mikrografií se u 62,1% objevila porucha písma p�ed stanovením diagnózy (pr�m�r 
2,2 ± 3,4 roky) a u 36,2% se mikrografie vyskytla v krátkém intervalu p�ed diagnózou (0 - 12 
m�síc�). Mikrografie je pom�rn� nápadný hendikep, lze tedy spekulovat, že u �ásti 
nemocných p�edstavuje zlomový bod, kdy se rozhodnou se svými obtížemi vyhledat léka�e. 
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Charakteristickým projevem EOPD je �astý výskyt dystonie. V našem souboru ji m�la více 
než polovina pacient� (55,7%), což odpovídá výsledk�m v�tšiny dalších studií (Grunewald A. 
et al., 2013; Kann M. et al., 2002; Lohmann E. et al., 2009; Lucking C.B. et al., 2000). 
Lokalizace dystonie vykazovala zjevný kraniokaudální gradient, nejvíce nemocných m�lo 
dystonii dolních kon�etin, nejmén� pak v oblasti hlavy a krku. V tomto ohledu je zajímavá 
podobnost fenotypu EOPD s fenotypem dopa-responzivní dystonie (DRD), u které se rovn�ž 
mohou manifestovat projevy parkinsonského syndromu (Lee W.W. & Jeon B.S., 2014). Ob� 
nemoci spojuje �ada klinických rys�: �asný za�átek, p�evaha výskytu dystonie na dolních 
kon�etinách �i odpovídavost p�íznak� na L-DOPA. U DRD bývají p�ítomny diurnální 
fluktuace a zlepšení hybnosti po vyspání, které pozorují �asto i nemocní s EOPD (tzv. sleep 
benefit). Diferenciální diagnostika t�chto dvou onemocn�ní m�že být proto v n�kterých 
p�ípadech pom�rn� komplikovaná (Tassin J. et al., 2000).  
 
7.1.3. Non-motorické p�íznaky  
Typickým znakem EOPD jsou dlouhou dobu neporušené kognitivní funkce (Grunewald A. et 
al., 2013; Schrag A. & Schott J.M., 2006), což platilo i v p�ípad� našich pacient� (pr�m�rné 
MMSE 28,7 ± 1,6), p�estože subjektivní pocit zhoršené pam�ti a zapomínání udávala až 
�tvrtina nemocných. K �astým neuropsychiatrickým projev�m EOPD pat�í deprese (Kostic 
V.S. et al., 1994). Její prevalence se pohybuje mezi 40 - 50% (Kim H.J. et al., 2011; Lohmann 
E. et al., 2009; Spica V. et al., 2013; Srivastava A. et al., 2011), v našem souboru udávalo 
depresivní poruchu nálady dokonce 57% pacient�. Jednalo se však o referovaný údaj, který se 
m�že lišit od objektivního pozorování. Stejné procento nemocných si st�žovalo na 
hyperhidrózu, �astý projev autonomní dysregulace u PN (Swinn L. et al., 2003).  
 
Ohledn� hyposmie, jež má nejmén� 75% pacient� s LOPD (Haehner A. et al., 2009) a která 
m�že o n�kolik let p�edcházet rozvoji hybných projev� (Ross G.W. et al., 2008), panují u 
EOPD neshody. P�vodní studie z roku 2004 doložila zhoršení �ichu pouze u nemocných bez 
p�ítomnosti mutace parkinu, na rozdíl od jedinc� s mutací, kte�í m�li �ich normální (Khan 
N.L. et al., 2004). Pozd�jší práce nalezla hyposmii mezi pacienty s heterozygotní mutací 
parkinu, zatímco p�enaše�i heterozygotní mutace bez projev� PN a složení heterozygoti se 
známkami PN, hyposmii nem�li. Mechanismus, jakým mutace parkinu ovliv�ují rozvoj 
hyposmie, však z�stává nejasný (Alcalay R.N. et al., 2011). Bez ohledu na p�ítomnost 
mutace, poruchu �ichu udává 20 - 30% nemocných s EOPD (Kim H.J. et al., 2011; Spica V. 
et al., 2013). My jsme ji zaznamenali ve �tvrtin� p�ípad�.  
 
Ve vysokém procentu si pacienti st�žovali na poruchy spánku, zejména na nadm�rnou denní 
spavost (48,6%), která m�že být potencována užíváním dopaminergní agonist� (Happe S. & 
Berger K., 2001). �astým symptomem byla také hypersalivace (43%), ostatní obtíže spojené 
gastrointestinálním traktem (obstipace, potíže p�i polykání) m�la zhruba �tvrtina pacient�. V 
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podobném rozsahu trp�li nemocní i dalšími p�íznaky vegetativní dysfunkce, nap�. poruchami 
urogenitálního traktu (inkontinence, sexuální obtíže) a projevy ortostatické hypotenze. Bolest 
byla p�ítomna u 20% pacient�. Necelá p�tina nemocných udávala vizuální halucinace, které 
bývají obvykle spojeny s dopaminergní medikací, zejména v pokro�ilejších stádiích PN (Zhou 
C.Q. et al., 2014).  
 
7.1.4. Komplikace, fluktuace hybnosti a polékové dyskineze 
Brzký rozvoj fluktuací hybnosti a polékových dyskinezí je dalším charakteristickým rysem 
EOPD (Schrag A. & Schott J.M., 2006). Wearing-off byl v našem souboru zaznamenán 
v 70% a peak-of-dose dyskineze v 50% p�ípad�, pr�m�rná doba za�átku t�chto p�íznak� od 
nasazení dopaminergní medikace dosahovala 5 let. Polovina nemocných m�la projevy 
freezingu a hesitací, u �tvrtiny byla p�ítomna posturální instabilita s pády. Zlepšení hybného 
stavu spánkem (sleep benefit) udávalo 50% pacient�. Tyto výsledky se zásadn� neliší od 
p�edchozího popisu fenotypu EOPD (Grunewald A. et al., 2013; Kim H.J. et al., 2011; 
Lohmann E. et al., 2009). 
 
7.1.5. Lé�ba 
Výbornou odpovídavost na dopaminergní lé�bu, zejména na za�átku onemocn�ní, má v�tšina 
nemocných s EOPD (Grunewald A. et al., 2013), což jsme pozorovali také u našich pacient�. 
Doba od prvních projev� PN do nasazení dopaminergní medikace (3,5 roku) byla tém�� stejná 
jako prodleva od za�átku nemoci do ur�ení diagnózy (3,4 roku). To odráží rozhodujcí význam 
dopaminergní odpovídavosti mezi diagnostickými kritérii PN (Jankovic J., 2008). Dobrý 
kognitivní stav spolu s �asným rozvojem dyskinezí a fluktuací, �iní z pacient� s �asným 
za�átkem PN vhodné kandidáty pro lé�bu hlubokou mozkovou stimulací (DBS - deep brain 
stimulation) (Bronstein J.M. et al., 2011). V našem souboru byla zavedena u 30% nemocných. 
 
7.2. Rizikové faktory 
Kou�ení cigaret a pití kávy je považováno za protektivní faktor PN, naopak práce 
v zem�d�lství a expozice pesticid�m m�že riziko vzniku onemocn�ní zvyšovat (Kieburtz K. 
& Wunderle K.B., 2013).  
 
V naší studii kou�ilo aktivn� 15,7% pacient�, což je v porovnání s prevalencí kou�ení v �R 
(29,1%) (Gallus S. et al., 2014) pom�rn� malé �íslo. Pro uplatn�ní rizikových faktor� je však 
zásadní míra expozice p�ed rozvojem nemoci. P�i detailn�jším zkoumání výskytu kou�ení u 
nemocných bylo patrné, že �ada z nich zanechala kou�ení cigaret krátce p�ed �i po za�átku 
onemocn�ní, jiní naopak za�ali kou�it až v pr�b�hu PN. Proto jsme pro analýzu rizika kou�ení 
vybrali pacienty, kte�í kou�ili p�ed vznikem onemocn�ní. Za kritérium minimální expozice 
jsme považovali kou�ení p�ti cigaret denn� v intervalu alespo� p�ti let (kumulativní dávka  
9125 cigaret).  P�i stanovení této hranice jsme vycházeli z údaj� týkajících se biologických 
ú�ink� chronického stresu. Osoby vystavené chronickému stresu po dobu p�ti let mají 
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významn� vyšší riziko rozvoje kardiovaskulárních onemocn�ní (Rosengren A. et al., 1991). 
Recentní výzkum ukázal, že chronický stres má podobný klinický dopad jako kou�ení p�ti 
cigaret denn� (Richardson S. et al., 2012). P�epokládáme tedy, že námi zvolený práh kou�ení 
je dostate�nou kumulativní expozicí, která m�že ovlivnit rozvoj organického onemocn�ní 
(p�inejmenším ischemické choroby srde�ní). Takto definovaná kritéria spl�ovala t�etina 
nemocných (34,3%) a �tvrtina kontrol. Pr�m�rný po�et vykou�ených cigaret za den se u 
nemocných a kontrol signifikantn� neodlišoval. V prevalenci kou�ení v obou skupinách nebyl 
zaznamenán statisticky významný rozdíl, protektivní vliv kou�ení na riziko rozvoje PN jsme 
tedy neprokázali.  
 
V p�ípad� pití kávy jsme m�li k dispozici mén� anamnestických dat, než tomu bylo u kou�ení 
cigaret. P�edevším chyb�l údaj o celkové dob� p�íjmu kávy. P�edpokládáme ale, že pití kávy 
je obvykle dlouhodobý zvyk. Po�et vypitých šálk� za den se mezi skupinou pacient� a kontrol 
významn� nelišil. V našem souboru p�edstavovala káva faktor spojený se signifikantn� nižším 
rizikem vzniku PN. Naopak práce v zem�d�lství a expozice pesticid�m �i jiným chemikáliím 
byla asociována s vyšším rizikem rozvoje PN. Výše uvedené výsledky bude t�eba ov��it na 
v�tším souboru popula�ních kontrol, nebo� u zdravých dobrovolník� (dárc� krve), zejména 
s ohledem na prevalenci rizikových faktor�, hrozí výb�rové zkreslení (bias). 
 
7.3. Genotyp 

7.3.1. Polymorfismy 
Polymorfismy p.S167N a p.D394N byly p�ítomny tém�� ve stejném m��ítku mezi pacienty i 
kontrolami. P�estože jsou tyto genetické zm�ny v HGMD klasifikovány jako polymorfismy 
asociované s nemocí (disease-associated polymorphism), meta-analytické studie neprokázaly 
asociaci t�chto polymorfism� s rizikem vzniku PN (Zhang Y. et al., 2012a; Zhang Y. et al., 
2012b).  Polymorfismus p.V380L se vyskytoval bez mála dvakrát �ast�ji u kontrol než u 
pacient�. Toto pozorování odpovídá výsledk�m recentní meta-analýzy, která prokázala 
asociaci polymorfismu p.V380L s nižším rizikem rozvoje PN (Zhang Y. et al., 2013), 
navzdory tomu, že tento polymorfismus je v HGMD stále uveden mezi polymorfismy 
asociovanými s nemocí.  
 
7.3.2. Vzácné alelické varianty 
U jedné kontroly jsme nalezli novou alelickou variantu p.V380I (c.1138G>A). Analýza 
pomocí nástroj� MutPred s SIFT predikovala nízké riziko patogenního chování (tabulka 1). 
Varianta p.A82E (ozna�ená v HGMD jako mutace zp�sobující nemoc, disease causing 
mutation) byla identifikována u jednoho pacienta. Tato genetická zm�na s velkou 
pravd�podobností není patogenní. Byla pozorována u zdravých kontrol (Kay D.M. et al., 
2007), má benigní predik�ní analýzu (tabulka 1) a nemá efekt na subcelulární distribuci 
parkinu in vitro (Cookson M.R. et al., 2003). Dle predik�ní analýzy p�sobí alelická varianta 



21 
 

p.R402C poškození proteinu (tabulka 1) a rovn�ž v HGMD je �azena mezi mutace. Její 
patogenní vliv je však sporný, nebo� byla popsána také u zdravých jedinc� (Schlitter A.M. et 
al., 2006). V našem souboru jsme heterozygotní alelickou variantu p.R402C nalezli u jednoho 
pacienta a jedné kontroly. Frekvence recesivní alely (minor allele frequency) je podle údaj� 
EVS 0,26%. Proto p�edpokládáme, že genetická zm�na p.R402C p�edstavuje nepatogenní 
tichou (silent) substituci. 
 
7.3.3. Mutace 
Mutace parkinu byly p�ítomny u p�ti pacient� (7,1%). Jednalo se o bodovou mutaci p.R334C 
a �ty�i exonové delece, které vždy zahrnovaly exon 2, jenž kóduje Ubl doménu (Corti O. et 
al., 2011). Tato doména inhibuje autoubikvitinaci parkinu a zabra�uje tím jeho degradaci 
v UPS, je proto klí�ová pro normální funkci bílkoviny (Chaugule V.K. et al., 2011). Výskyt 
delecí nebyl zaznamenán u žádné z kontrol, což poukazuje na pravd�podobnou patogenní 
úlohu exonových delecí parkinu v etiologii EOPD. 
 
Krom� jedné homozygotní delece exonu 4, byly všechny mutace pozorovány v heterozygotní 
konstituci. S ohledem na AR d�di�nost EOPD, pouze homozygotní nebo dv� složené 
heterozygotní mutace jsou zodpov�dné za vznik onemocn�ní. V p�ípadn� jedné heterozygotní 
mutace, je funkce poškozené alely kompenzována alelou druhou a nem�lo by dojít k rozvoji 
patologie. Nicmén� až 50% pacient� se má pouze jednu heterozygotní mutaci (Klein C. et al., 
2007). A�koli klinický význam mutací v heterozygotní konstituci je u AR nemocí sporný, zdá 
se, že heterozygotní mutace parkinu mají vliv na riziko rozvoje PN (Klein C. et al., 2007). Pro 
zp�sob, jakým je heterozygotní mutace schopna imitovat AD typ d�di�nosti a vyvolat 
p�íznaky onemocn�ní, lze najít více vysv�tlení. Množství proteinu produkovaného zdravou 
alelou nemusí sta�it k zajišt�ní fyziologických funkcí nebo mutantní protein negativn� ovlivní 
expresi své normální varianty. Mutace m�že také indukovat novou patogenní funkci bílkoviny 
(Klein C. et al., 2007). Pro roli heterozygotních mutací parkinu v patogenezi PN sv�d�í též 
pozorování u zdravých p�enaše��. P�enaše�i heterozygotní mutace parkinu vykazují na PET 
presynaptickou dopaminergní dysfunkci ve striatu (Hilker R. et al., 2001; Khan N.L. et al., 
2002) a mají zvýšenou echogenitu SNc, která odpovídá obrazu degenerace této kmenové 
struktury (Hagenah J.M. et al., 2007; Walter U. et al., 2004).  
 
A�koli n�které práce uvád�jí vysokou frekvenci mutací parkinu u pacient� s EOPD (až 50% 
familiární a 18% sporadické formy) (Lucking C.B. et al., 2000; Monroy-Jaramillo N. et al., 
2014), prevalence mutací v našem souboru, podobn� jako v celé �ad� dalších studií (Brooks J. 
et al., 2009; Choi J.M. et al., 2008; Kilarski L.L. et al., 2012; Mellick G.D. et al., 2009), byla 
relativn� nízká (7,1%). Tyto rozdíly mezi studiemi mohou být vysv�tleny více faktory, 
zejména popula�n� specifickou variabilitou �etnosti alelických variant, r�zným pom�rem 
nemocných s familiární a sporadickou formou EOPD ve studii, rozdílnými kritérii pro 
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maximální v�k p�i vzniku EOPD �i odlišnými pravidly, podle kterých byly alelické varianty 
klasifikovány jako mutace. Vzhledem k tomu, že jsme v naší práci neanalyzovali introny a 
oblast promotoru, je možné, že n�které patogenní zm�ny parkinu nebyly identifikovány. Na 
druhou stranu, mutace v oblasti intron� p�edstavují pouhých 8,2% ze všech známých mutací 
(Grunewald A. et al., 2013), takže pravd�podobnost jejich záchytu není p�íliš vysoká. U 
genetických zm�n promotoru navíc nebyla jednozna�n� prokázána asociace s EOPD (Chang 
X.L. et al., 2011). 
 
V naší studii bylo 10 pacient� (14,3%) s výskytem EOPD v rodin�, ale jen u jednoho z nich 
(10,0%) jsme nalezli mutaci parkinu. Toto zjišt�ní je pom�rn� p�ekvapivé, nebo� záchyt 
mutací u familiární formy EOPD bývá obvykle podstatn� vyšší (Bruggemann N. & Klein C., 
1993; Kim H.J. et al., 2011; Lucking C.B. et al., 2000; Marder K.S. et al., 2010). Naše 
pozorování se blíží výsledk�m v souboru 79 polských pacient� (vznik PN � 40 let), kde byly 
mutace parkinu identifikovány pouze ve t�ech p�ípadech (3,8%) a z celkem 16 (20%) 
nemocných s familiárním výskytem EOPD m�la mutaci jen jediná osoba (6%) (Koziorowski 
D. et al., 2010). Malé procento záchytu mutací by proto mohlo sv�d�it pro významn�jší roli 
negativních vliv� vn�jšího prost�edí. S ohledem na nízkou prevalenci mutací u familiární 
formy EOPD v naší i polské populaci je však pravd�podobné, že se na patogenezi 
onemocn�ní u Slovan� podílejí krom� parkinu další genetické faktory.  
 
7.3.4. Rozdíly v prevalenci alelických zm�n parkinu u pacient� a kontrol 
Statisticky významný rozdíl v �etnosti alelických variant parkinu mezi pacienty a kontrolami 
nebyl prokázán (tabulka 1). Nicmén� ve dvou p�ípadech byly pozorovány výrazné rozdíly 
�etnosti: tém�� dvojnásobná frekvence heterozygotního polymorfismu p.V380L u kontrol (p = 
0,062; OR = 0,44; 95% CI = 0,18 - 1,04) a p�ítomnost heterozygotních delecí exonu 2 pouze u 
pacient� (p = 0,052; OR = 10,22; 95% CI = 0,54 - 193,50). 
 
7.4. Soubor pacient� a statistická analýza 
EOPD je vzácná forma PN definovaná rozvojem p�íznak� do 40 let v�ku (Bruggemann N. & 
Klein C., 1993), nicmén� v celé �ad� studií je použita vyšší v�ková hranice, nej�ast�ji 45 
(Guerrero Camacho J.L. et al., 2012; Monroy-Jaramillo N. et al., 2014; Padmaja M.V. et al., 
2012) nebo dokonce 50 let (Bozi M. et al., 2013; de Mena L. et al., 2013; Gaweda-Walerych 
K. et al., 2012; Moura K.C. et al., 2013). Incidence PN roste s v�kem a v intervalu 40 - 49 let 
je p�tkrát vyšší než v rozmezí 30 - 39 let (Van Den Eeden S.K. et al., 2003). Posunutím 
v�kové hranice na 45 �i 50 let lze násobn� rozší�it soubor pacient�. Tento p�ístup však vede 
k výrazné fenotypové heterogenit� studované skupiny nemocných, která m�že být zdrojem 
dezinterpretace p�i porovnávání výsledk� mezi r�znými studiemi. Abychom získali soubor 
s co nejvíce homogenním fenotypem, rozhodli jsme se dodržet kritérium za�átku EOPD do 40 
let, ovšem za cenu výrazn� menšího souboru nemocných. Relativn� malá velikost souboru 
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pacient� (n=70) spolu s nízkým výskytem mutací (n=5; 7,1%) p�edstavovaly hlavní limitaci 
statistické analýzy našich výsledk�. 
 
8. Záv�r 
Tato práce je první systematickou studií fenotypu EOPD a genetických zm�n parkinu v �eské 
populaci. P�ináší detailní fenotypovou charakteristiku pacient� s EOPD, hodnotí vliv faktor� 
vn�jšího prost�edí na riziko vzniku onemocn�ní a analyzuje alelické varianty parkinu u 
nemocných a zdravých kontrol. 
 
Mezi hlavní fenotypové rysy pacient� s EOPD pat�ily neporušené kognitivní funkce, �astý 
výskyt dystonie, deprese a hyperhidrózy. Typická byla výborná odpovídavost na 
dopaminergní lé�bu na za�átku onemocn�ní, zlepšení p�íznak� po vyspání (sleep benefit) a 
�asný rozvoj polékových dyskinezí a hybných fluktuací. Pacienti s mutacemi parkinu m�ly 
signifikantn� nižší v�k p�i vzniku onemocn�ní. 
 
Práce v zem�d�lství a expozice pesticid�m �i jiným chemikáliím byly spojeny s vyšším 
rizikem rozvoje onemocn�ní, naopak pití kávy m�lo protektivní vliv. U kou�ení cigaret nebyl 
prokázán vztah k riziku nemoci.  
 
V �etnosti polymorfism� parkinu jsme u pacient� a kontrol nalezli výrazn�jší rozdíl, pouze 
polymorfismus p.V380L m�l tém�� dvakrát vyšší frekvenci v kontrolní skupin�, kde jsme také 
zachytili novou alelickou variantu p.V380I. Mutace parkinu byly identifikovány u p�ti 
nemocných (7,1%), v kontrolní skupin� jsme jejich výskyt nezaznamenali. V�tšinu mutací 
tvo�ily heterozygotní exonové delece r�zného rozsahu, které vždy zahrnovaly deleci exonu 2. 
Statistickou analýzou se nepoda�ilo prokázat signifikantní rozdíl �etnosti genetických zm�n 
mezi pacienty a kontrolami, na �emž m�že mít podíl relativn� malý soubor nemocných 
(n=70) a nízká frekvence genetických alterací. Vzhledem k malé prevalenci mutací parkinu v 
naší i polské populaci (Koziorowski D. et al., 2010) je pravd�podobné, že se v patogenezi 
EOPD u Slovan� uplat�ují další genetické zm�ny, které jsou nyní p�edm�tem našeho dalšího 
výzkumu pomocí exomového sekvenování. 
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