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Souhrn

Parkinsonismus je hned po Alzheimerové chorobé nejCastéjSi neurodegenerativni
onemocnéni v populaci. Konkrétni pfiCina zustava stale nejasna a predpoklada
se zapojeni celé Fady faktorl. Vyznamny vliv maji bezesporu mutace v genech
souvisejicich s mitochondrialné fizenou apoptdzou, detoxikaci bunék aj. Spole¢ny
znak je jeden - ubyvani dopaminergnich neuronu v oblasti stfedniho mozku vedouci
k mnoha klinickym projevim.

Pro tuto praci byly vybrany geny, které jsou dle literatury asociované
s parkinsonismem a pomoci masivniho paralelniho sekvenovani, platformou lon
Torrent, byly osekvenovany. Poté byly vybrany konkrétni nalezené varianty k ovéreni
jejich pfitomnosti pomoci Sangerova sekvenovani.

U exonovych mutaci byl predikovan jejich mozny klinicky dopad pomoci dostupnych

bioinformatickych nastroju.



Summary

Parkinsonism together with Alzheimer disease belong to the most common
neurodegenerative diseases in general population. Particular cause stays unknown
and lots of factors are presumed to be involved in the pathogenesis. Major
contribution is assigned to mutations of genes involved in mitochondrial mediated
apoptosis, cells detoxication etc. Common feature is degradation of dopaminergic
neurons in the location of midbrain, leading to many clinical displays.

Genes, according to literature associated with parkinsonism, were chosen for this
study. These were scanned by massively parallel sequencing, platform lon Torrent.
Then, the most ,interesting” variants were chosen for verification of their presence
using Sangers’s sequencing.

Concerning exon mutations, there was their functional impact predicted by available

bioinformatical algorithms.
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1. Uvod

Parkinsonovo onemocnéni se fadi mezi velmi cCasté neurodegenerace.
Ve vétsiné pfipadu je diagnostikovano u starSi populace, nicméné je zaznamenan
i vyskyt jeho C&asného nastupu. Za mozZnou pfi€inu vzniku jsou povazovany
jak faktory vnéjSiho prostiedi, tak i genetické predipozice, Casto pak jejich
kombinace. Diplomova prace byla zamérena na zjiSténi mozného genetického vlivu.

V navaznosti na epidemiologickou studii Mensikové et al., 2015, ktera ukazala
zvySeny vyskyt tohoto onemocnéni v oblasti jihovychodni Moravy - mikroregionu
Horfiacko (nalezeno v: MenSikova et al., 2015), byli pravé ztéto oblasti vybrani
pacienti at' uz sporadicni, nebo s parkinosnimem v rodinné anamnéze. Analyzované
geny byly vybrany dle literatury uvadéjici jejich spojitost s parkinsonismem. Pro NGS
sekvenovani byla zvolena jako nejvhodnéjSi platforma lon Torrent. Potvrzeni
pritomnosti mutaci bylo provedeno Sangerovym sekvenovanim.

Lécba parkinsonismu je pfevazné medikamentozni, u tézSich pfipadd

|ze provést chirurgickou, a to v podobé hluboké mozkové stimulace.



2. Soucasny stav resené problematiky

2.1 Parkinsonova nemoc

Parkinsonovo onemocnéni bylo popsano v roce 1817 Jamesem Parkinsonem
(Polymeropoulos et al., 1996, nalezeno v: Huang et al., 2004) a je druhou nejCastéjsi
neurodegenerativni poruchou postihujici 1 % populace nad 65 let (Yang et al., 2009,
nalezeno v: Deng et al., 2013). Pro tuto nemoc je charakteristicka selektivni ztrata
dopaminu v substantia nigra pars compacta (Dauer et al., 2003, nalezeno v: Vives-
Bauza et Przedborski, 2011), ktera vede k abnormalnim motorickym projevim jako
je klidovy tfes, ztuhlost (rigidita), celkové zpomaleni pohybu (bradykineze) a snizeni
mimiky v obli€eji (mask face) (Zhang et Roman, 1994, nalezeno v: Biswas et al.,
2006). Nékteré studie uvadi, ze se toto onemocnéni vyskytuje Castéji u muzi
nez u zen (Elbaz et al.,, 2002, Hirtz et al., 2007, Shulman et Bhat, 2006, nalezeno
v: Ragland et al., 2009).

Ve vétSiné pfipadu se jedna o sporadickou formu (Beal, 2010, nalezeno
v: Desideri et Martins, 2012), jejiz pfiCina neni stale znama, ale predpoklada
se, Zze vyznamnou roli hraje zivotniho prostfedi (Newman et al., 2009, Priyadarshi
et al., 2001, nalezeno v: Willis et al., 2010).

V 10 - 12 % pfipadu jde o formu genetickou (Beal, 2010, nalezeno v: Desideri
et Martins, 2012). Genetické faktory pravdépodobné stoji za vySSi vnimavosti
organismu k toxickym latkam z prostfedi (nalezeno v: Macak et Macakova, 2004,
str. 306).

Na zvifecich modelech bylo prokazano, Ze toxin 1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin (MPTP) zpUsobuje podobnou neuropatologii jako Parkinsonovo
onemocnéni (Tolwani et al., 1999, nalezeno v: Du et al., 2001). Jedna se o protoxin,
ktery je monoaminooxidazou typu B (MAO - B) metabolizovan na nestabilni 1-metyl-
4-fenyl-1,4-dihydropyridin (MPDP) (Chiba et al., 1984, nalezeno v: Bajpai et al.,
2013) oxidujici na metylfenylpyridin (MPP™) (Chiba et al., 1985, nalezeno v: Bajpai
et al., 2013).

MPP” je ve srovnani s MPTP méné lipofilni, obtizné difunduje pfes lipidovou
dvojvrstvu bunék (Przedborski et al., 2004, nalezeno v: Bajpai et al., 2013), a proto
musi byt aktivné transportovan pfenaseci uvnitf dopaminergnich neuront (Bezard
etal.,, 1999, nalezeno v: Bajpai et al., 2013). Diky kladnému naboji zlstava

metylfenylpyridin uvnitf mitochondrii (Ramsay et al., 1986, nalezeno v: Bajpai et al.,

9



2013), inhibuje mitochondrialni komplex | (Ramsay et al., 1987, nalezeno v: Bajpai
et al., 2013), coz vede ke snizeni produkce ATP (Di Monte et al., 1986, nalezeno
v: Bajpai et al.,, 2013), vzniku reaktivnich kyslikovych radikald (Hasegawa et al.,
1990, Rossetti et al., 1988, nalezeno v: Bajpai et al., 2013) a nasledné i k bunécné
smrti. Pfedpoklada se, Ze tyto kroky mohou vést k rozvoji Parkinsonovy choroby
(Bloem et al., 1990, nalezeno v: Bajpai et al., 2013).

2.2 LécEba parkinsonismu

Antiparkinsonika lze rozdélit na zékladé jejich ucink( do tfi skupin: zakladni,
pridatné a pomocné léky. Dale je pak mozna chirurgicka lécba.

Zakladni léky jsou ty, které nahrazuji dopamin - napf. levodopa a agonisté
dopaminu. Levodopa (L-dihydroxyfenylalanin) je zakladni Iék pro parkinsoniky.
Vznika z aminokyseliny tyrosinu, ktera je obsazena v rostlinnych a Zzivoc€iSnych
bilkovinach. Za plsobeni enzymu dopakarboxylazy je pfeménéna na dopamin.
Pfimé podavani dopaminu neni vhodné, protoze obtizné pronika do krevniho obéhu
(na rozdil od levodopy) a ovliviiuje €innost srdce a krevni tlak (nalezeno v: Roth
etal.,, 2009, str. 46). Nyni se podava karbidopa, coz je sloucenina levodopy
a inhibitoru dekarboxylazy. Zabranuje tak periferni pfeméné levodopy na dopamin
(Kurth et al., 1997, nalezeno v: Berger et al., 2000, str. 61) a snizuje vedlejSi u€inky
leéCby jako je nevolnost a hypotenze (Duvoisin et al., 1981, nalezeno v: Berger et al.,
2000, str. 61).

Agonisté dopaminu jsou latky prochazejici z krevniho obéhu do mozku, neni
nutna jejich dalSi metabolizace a pusobi na dané receptory v mozku. Vyhodou jejich
uzivani je oddaleni lécby levodopou a omezeni pozdéjSich komplikaci (nalezeno
v: Roth et al., 2009, str. 51).

Pfidatné léky maji schopnost ménit metabolismus levodopy a dopaminu -
napf. inhibitory monoaminooxidazy B. Inhibici monoaminooxidazy B (MAO-B)
je stabilizovana hladina dopaminu (Riederer et al., 2004, nalezeno v: Muller, 2012),
je redukovan oxidacni stres a je zabranéno pfeméné MPTP na MPP+ (nalezeno
v: AlIDakheel et al., 2014). Specifické inhibitory MAO-B jsou selegilin a rasagilin
(Riederer et al., 2004, nalezeno v: Mller, 2012).

Pomocné Iéky jsou schopné ovlivhovat komplikace nemoci a vedlejSi pfiznaky

léCby - napf. inhibitory acetylcholinesterazy, sedativa, antidepresiva atd. (nalezeno
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v: Roth et al., 2009, str. 45). Acetylcholinesteraza je enzym hydrolyzujici
neurotransmiter acetylcholin na cholin a kyselinu octovou (Barnard, 1974, nalezeno
v: Sussman et Silman, 1992). Inhibice acetylcholinesterazy v mozku je hlavnim cilem
lé&by Alzheimerovy nemoci (Giacobini, 2004, Lane et al., 2006, nalezeno v: Colovié
et al., 2013). Také se ukazalo, Ze jeji inhibice mUzZe snizovat projevy ubytku
kognitivnich funkci (nalezeno v: Roth et al., 2009, str. 59).

Mimo uzivani téchto Iéka je mozna i chirurgicka lécba, kdy je provedena
hluboka mozkova stimulace subtalamickych jader a globus pallidus internus.
Je to efektivni metoda pro zlepSeni parkinsonickych projevl (Deuschl et al., 2006,
Follett et al., 2010, Okun et al., 2009, Weaver et al., 2009, nalezeno v: de Souza
et al.,, 2013). Jedna se o implantaci jedné nebo dvou elektrod do cilovych oblasti
mozku. Elektrody jsou spojeny s vnitinim generatorem pulzl, ktery je umistén
pod kuzi na prsou, a vedou k modulaci neuronalni aktivity (Agnesi et al., 2013, Arle
et al., 2008, Chang et al., 2008, Li et al., 2014, Shils et al., 2008, nalezeno v: Larson,
2014).

2.3 Dopamin ajeho receptory

Dopamin patfi do skupiny katecholaminl, prekurzord neurotransmiteru
norepinefrinu (Carlsson et al.,, 1957,1958, Carlsson, 1959, nalezeno v: Tritsch
et Sabatini, 2012). Je velmi dulezity v jemné motorice a vysSich kognitivnich funkcich
(napf. pozornost, u€eni, rozhodovani, pamét). Ovliviiuje uvolnéni neurotransmiteru,
influx vapenatych iontl a uvolnéni vezikul v synapsich. K tomuto maze dojit aktivaci
presynaptickych  dopaminergnich  neuronli, znasobenim  postsynaptickych
dopaminergnich receptord a zpétnym uvolnénim signalizacnich molekul, obr. &. 1

(nalezeno v: Tritsch et Sabatini, 2012).
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Obrazek €. 1 (pfevzato z: Tritsch et Sabatini, 2012)

Aktivace dopaminu je mozna prostfednictvim péti riznych, ale vzajemné
propojenych receptorl sprazenych s G proteinem (GPCR), které Ize rozdélit do dvou
tfid: D1 a D2 (Andersen et al., 1990, Civelli et al., 1993, Niznik et Van Tol, 1992,
Sibley et Monsma, 1992, Sokoloff et al., 1992a, Vallone et al., 2000, nalezeno

v: Beaulieu et Gainetdinov, 2011).

D1 tfida (D1 a D5 receptory) stimuluje adenylat cyklazu, naopak D2 tfida (D2,
D3, D4) jeji aktivitu snizuje (Sokoloff et al., 2006, Rankin et al., 2010, Rondou et al.,

2010, nalezeno v: Beaulieu et Gainetdinov, 2011). Tyto dvé tfidy maiji tedy razny vliv
na hladinu cytosolického adenosinmonofosfatu (cAMP) a i na aktivitu cAMP
dependentni proteinkinazy A (PKA), GPCR kinazy, G proteiny a iontové kanaly

(Pierce et al. 2002, nalezeno v: Adlersberg et al., 2004).

Dopamine, D1/D2

PKA —> DARPP-32 /

~
Protein-P  Protein PP1 l
v

Obrazek €. 2 a €. 3 Dopaminové receptory (pfevzato z: Tritsch

Dopamine

D2-like

et Sabatini, 2012)
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Jednim z cild PKA je dopamin a protein DARPP-32, ktery je exprimovan v dopamin
citlivych kortikalnich a striatalnich neuronech a je dualezity pro regulaci signalnich
drah. Fosforylovany DARPP-32 zvySuje PKA signalizaci inhibici protein fosfatazy
1 (PP1), ktera pUsobi proti proteinkinaze A, obr. €. 2 (nalezeno v: Tritsch et Sabatini,
2012).

Dopaminové receptory mohou fungovat inezavisle na cAMP/PKA (jedna
se o receptory tfidy D2, které ovliviuji efektory uvolnénim podjednotky Gpd
heterotrimeru G proteinu). GBd difunduji pfes bunéfou membranu, kde pusobi
na iontové kanaly nebo druhé posly. Uvolnéni této podjednotky vede také ke snizeni
Cay2.2 (N-typ) a Cayl (L-typ) pfimo nebo prostfednictvim fosfolipazy C (PLC)
(Beckstead et al., 2004, nalezeno v: Tritsch et Sabatini, 2012). Tfida D1 mlze také
aktivovat PLC pfes Gaq, ale pouze v bunkach exprimujici receptory D5 a D1/2
heterodimery, obr. €. 3 (Lee et al., 2004; Sahu et al., 2009, nalezeno v: Tritsch
et Sabatini, 2012).

Na obr. €. 4 je znazornéna ubiquitinylacni a mitochondrialni signaliza¢ni draha.
SNCA, UCHL1, PARK2, DJ-1 (PARKY), PINK1 jsou klicové geny téchto drah
a narudeni jejich funkce vede Casto k rozvoji parkinsonismu s ¢asnym nastupem.

Funkce jednotlivych genu bude popsana dale v textu.
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2.4 ADH1C (alcoholdehydrogenase class I)

Gen ADHI1C se nachazi na dlouhém rameni chromozomu 4 v poloze

23 a obsahuje 10 exonu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/126). Patfi do rodiny

alkoholdehydrogenaz, ktera zahrnuje pét tfid (ADH1 - 5), v nichZ jsou geny rozdéleny
na zakladé své struktury a biochemickych vlastnosti (Duester et al., 1999, Yin et al.,
2006, nalezeno v: Peng et Jing, 2009). VSechny tfidy tvofi dimery a katalyzuji oxidaci
raznych alkohold za vyuziti NAD*/NADH (Eklund et al., 1976a, b; H66g et al., 2001,
nalezeno v: Oota et al., 2007).

Alkoholdehydrogenazy tfidy | jsou exprimovany zejména v jatrech, katalyzuji
oxidaci etanolu na acetaldehyd (Edenberg, 2000, Osier et al., 1999, 2002, nalezeno
v: Oota et al., 2007), jsou nezbytné pro syntézu kyseliny retinové a maiji dilezitou roli
pfi detoxikaci reaktivnich slou€enin. Tvofi bariéru v gastrointestinalnim traktu
pusobici proti exogennim latkdm s toxickym u0c&inkem. Poskozeni téchto genu
zpusobuje hromadéni Skodlivych latek v organismu, které pak mohou ovlivnit
i dopaminergni systém v mozku (Molotkov et al., 2002, nalezeno v: Buervenich et al.,
2005).

Gen ve vztahu k parkinsonismu
Dle vysledku studie Buervenich et al., 2005, ktera se zaméfila na mutace tohoto
genu u Svédské skupiny pacientd, potvrdila nonsense mutaci p.Gly78 u 10 %

pacientt (Buervenich et al., 2005).

2.5 EIF4G1 (eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1)

Tento gen je umistén na dlouhém rameni chromozomu 3 v poloze
27.1 aobsahuje 34 exonu. Koéduje protein, ktery je jednou z podjednotek
translaéniho iniciacniho faktoru eukaryot EIF4F

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1981).

EIFAG stimuluje navazani malé ribozomalni podjednotky na mRNA, ktera
se snazi skenovanim jeji sekvence nalézt start kodon k zahajeni translace (Berthelot
et al., 2004, Browning, 1996, Gingras et al., 1999, Hershey et Merrick, 2000, Kozak,
1978, 2002, Pain, 1996, Pestova et Hellen, 2000, Pestova et Kolupaeva, 2002,

nalezeno v: Hernandez et Vazquez-Pianzola, 2005).
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Kontrola proteosyntézy patii mezi zakladni funkce dullezité pro udrzeni
homeostazy v bunkach a souvisi mimo jiné s extracelularnimi podnéty, které ovlivauji
proliferaci arust bunék. Signalni draha PI3K aktivuje mTOR, coz je kinaza
pro EIF4E-vazajici proteiny (4E-BP) (Pause et al. 1994, nalezeno v: Dobrikov et al.,
2011). Fosforylace téchto proteind umoznuje navazani EIF4E na EIF4G a naslednou
translaci (Brunn et al., 1997, nalezeno v: Dobrikov et al., 2011).

Mnozstvi EIF4E ovliviuje rychlost iniciace translace (Ma et al., 2009, Rami‘rez -
Valle et al., 2008, nalezeno v: Chartier-Harlin et al., 2011). Konstitutivni aktivita
signalni drahy mTOR fosforyluje 4E-BP, to vede k sestaveni komplexu EIF4F
a k zahajeni translace (Sonenberg et Hinnebusch, 2009, nalezeno v: Chartier-Harlin
et al., 2011). 4E-BP proteiny jsou substratem pro kinazu LRRK2 (Gehrke et al., 2010,
nalezeno v: Chartier-Harlin et al., 2011).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

Patologické mutace LRRK2 zpuUsobuji hyperfosforylaci 4E-BP, coz vede
ke zvySené citlivosti k oxidaCnimu stresu a neurodegeneracim dopaminergniho
systému (Tain et al., 2009, nalezeno v: Dobrikov et al., 2011).

Studie naznacuji, ze substituCni mutace p.Argl205His a p.Ala502Val genu
EIF4G1 vyrazné ovliviuji jeho funkEni usporadani, coz vede ktomu, Ze burky
pak nemohou rychle reagovat na stres translaci mRNA dulezitych pro preziti
(Rami‘rez-Valle et al., 2008, Silvera et al., 2009, nalezeno v: Chartier-Harlin et al.,
2011). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o gen zapojeny do mitochondrialni ochrany
pfed bunénym stresem, mohou varianty vtomto genu vést ke zvySenému riziku

parkinsonismu (Nuytemans et al., 2013, nalezeno v: Deng et al., 2015).

2.6 FBOX7 (F-box protein 7)

FBOX7 je lokalizovan na dlouhém rameni 22. chromozomu vV poloze
12.3 a obsahuje 10 exonu. Protein, ktery kéduje, patfi do skupiny F-box (FBP),
pro niz je charakteristicky motiv cca 40 aminokyselin (F-box)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/25793).

Lze je rozdélit do tfi tfid: FBXW, FBXL, FBXO - dle jejich domény, ktera
je dllezita pro interakce s dalSimi proteiny (WD40, LRR a other) (Jin et al., 2004,

nalezeno v: Nelson et al., 2013).
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FBOX7 existuje ve dvou izoformach, které maji FP (FBXO7/P131) doménu
dulezitou pro interakci s proteazom inhibi€nim proteinem PI31. 1zoforma 1 vSak navic
obsahuje na N- konci ubiquitinylaéni doménu Ubl prostfednictvim niz interaguje tento
protein s ubiquitin receptorovymi proteiny (Kirk et al., 2008, nalezeno v: Zhao et al.,
2011).

Interakci F-boxu s Skpl (S-phase kinase associated protein 1) proteinem
se FBP stavaji jednou ze tfi podjednotek ubiquitin-ligazového komplexu SCF, ktery
je dllezity pro degradaci proteinl v proteazomu (Ho et al., 2008, nalezeno v: Zhao
et al.,, 2011). Dale FBOX7 katalyzuje ubiquitinylaci HURP/DLG7, ktery je schopny
regulovat sestaveni mitotického vieténka (Hsu et al., 2004, nalezeno v: Zhou et al.,
2015), ataké ubiquitinylaci apoptického inhibitoru clAP1 (Chang et al., 2006,
nalezeno v: Zhou et al., 2015).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

Mutace FBXO7 byly s autozomalné recesivni dédi¢nosti zaznamenany
v nékolika rodinach (Di Fonzo et al., 2009, Paisan-Ruiz et al., 2010, Shojaee et al.,
2008, nalezeno v: Burchell et al., 2013).

p.Arg378Gly byla nalezena v irdnské rodiné trpici parkinsonicko - pyramidalnim
onemocnénim (Shojaee et al., 2008, nalezeno v: Deng et al., 2013).

Dale byla nalezena homozygotni mutace p.Arg498X vedouci ke ztraté
25 aminokyselin z -COOH terminalniho konce proteinu, které jsou dulezité pro jeho
cilovou specificnost. U pacientl s touto mutaci se vyskytovala dystonie (Di Fonzo
et al., 2009, Paisan-Ruiz et al., 2010, nalezeno v: Deng et al., 2013).

Také byla u pacientu s parkinsonicko - pyramidalnim onemocnénim nalezena
sloZzena heterozygotni mutace p.Thr22Met (Di Fonzo et al., 2009, nalezeno v: Zhou
et al., 2015).

2.7 GBA (glycosylceramidase beta)

Gen GBA lezi na dlouhém raménku chromozomu 1, obsahuje 13 exonu

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2629 a je soucasti CLEAR (coordinated lysosomal

expression and regulation) skupiny, ktera zahrnuje vice nez 400 genl kodujicich
proteiny dulezité pro biogenezi a funkci lysozoml, membranovych proteind

a autofagickych molekul (Palmieri et al., 2011, nalezeno v: Mcneill et al., 2014).
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GBA kéduje lysozomalni glukocerebrozidazu, ktera $tépi glykozidickou vazbu
glykozylceramidu (meziproduktu glykolipidového metabolismu)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2629).

Nedostatek  glukocerebrozidazy zpuUsobuje hromadéni jejich  substratu
v lysozomech ruznych tkani, véetné mozku (Grabowski, 2008, nalezeno v: Gegg
et al., 2012), coz vede ke vzniku Gaucherova syndromu (Beutler et Grabowski, 2001,
nalezeno v: Siebert et al., 2014), ktery je rizikovym faktorem Parkinsonovy (Sidransky
et al., 2009, Sidransky etlLopez, 2012, nalezeno v: Mcneill et al., 2014)
a Alzheimerovy choroby (Tsuang et al., 2012, nalezeno v: Mcneill et al., 2014).

Gaucherlv syndrom vede ke tfem klinickym dusledkim: typ 1 se vyskytuje
u déti i dospélych a postihuje organy, které nepatfi do nervové soustavy (Balwani
etal.,, 2010, nalezeno v: Mcneill et al., 2014). Naopak typ 2 a 3 se projevuji
jiz v détském véku, pfipadné v dospivani, a maji dopad na nervovou soustavu
(Tajima et al., 2009, nalezeno v: Mcneill et al., 2014).

Pacienti s Gaucherovym syndromem maji 8 - 12% pravdépodobnost vzniku
parkinsonismu ve véku kolem 80 let (Rosenbloom et al., 2011, nalezeno v: Mcneill
etal., 2014), zatimco nositelé heterozygotni mutace GBA maji 10 - 15 %
pravdépodobnost, Ze onemocni (Mcneill et al., 2012, nalezeno v: Mcneill et al.,
2014).

Gen ve vztahu k parkinsonismu
Dosud bylo identifikovano nékolik set mutaci v genu GBA, mezi nejCastéjsi patfi
missense mutace p.Asn370Ser a p.Leud44Pro (Hruska et al., 2008, nalezeno
v: Mcneill et al.,, 2014). Pfesna korelace genotyp - fenotyp neexistuje, ale obecné
se u pacientl s mutaci p.Asn370Ser rozvine onemocnéni nezasahujici nervovou

soustavu (Balwani et al., 2010, nalezeno v: Mcneill et al., 2014).

2.8 GIGYF2 (GRB10 interacting GYF protein 2)

GIGYF2 lezi na dlouhém raménku 2. chromozomu v poloze 37.1, v oblasti

lokusu PARK 11 a obsahuje 35 exonu (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/26058).

Protein GIGYF2 interaguje s adaptorovym proteinem grb10 regulujicim IGF-1
(insulin-like growth factor), ktery stimuluje insulinovy signal (Dufresne et Smith, 2005,

Morrione, 2003, nalezeno v: Dai et al., 2014). IGF-1 je dllezity pro vyvoj nervové
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soustavy, protoze brani apoptéze neuronl (Cardona - Gémez et al., 2001, Foli et al.,
1996, Russo et al., 2005, nalezeno v: Dai et al., 2014).

Byla potvrzena spojitost s vyskytem IGF-1 v séru a motorickymi pfiznaky
provazajici pocate¢ni faze Parkinsonova onemocnéni (Picillo et al., 2013, nalezeno
v: Dai et al., 2014).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

Mutace vtomto genu jsou spojovany se vznikem autozomalné dominantné
podminéného parkinsonismu. U italskych a francouzskych pacientl byly
u familiarniho  parkinsonismu  nejCetnéj§i missense  mutace  p.Asn56Ser
a p.Asnd457Thr (Lautier et al., 2008, nalezeno v: Guo et al., 2009).

Studie Dai et al., 2014 potvrdila, Ze polymorfismy ¢.3630A>G a c.167G>A
zvySuji riziko vzniku parkinsonismu (nalezeno v: Dai et al., 2014).

Lautier et al. 2008 pozorovali, Ze pacient s mutacemi p.lle278Val genu GIGYF2
a p.llel371Val genu LRRK2 mél ¢asnéjSi nastup tohoto onemocnéni nez jeho rodice
s jednou mutaci. Je tedy mozna interakce mezi témito dvéma mutacemi (nalezeno
v: Lautier et al., 2008).

Studie provedena na mySich s knockoutovanym gigyf2 ukazala, Ze takto
geneticky modifikované mysSi umiraji do dvou dnd po narozeni a maji snizenou
stimulaci IGF 1 tyrosinovych receptort. Mysi gigyf2"”" se dozivaji dospélosti,
ale kolem 15. mésice Zivota se projevuji motorické dysfunkce spojené
s histopatologickymi  dikazy neurodegenerace, pritomnost Lewyho télisek
v motorickych neuronech a dale plaky v mozeCku a mozkovém kmeni, které jsou

pozitivni na a-synuclein (nalezeno v: Giovannone et al., 2009).

2.9 HTRA2 (HtrA serine peptidase 2)

HTRA2 gen je lokalizovan na chromozomu 2pl2 a obsahuje 8 exonl

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/27429).

Koduje serinovou proteazu, ktera se nachazi v mezimembranovém prostoru
mitochondrii (Weibezahn et al. 2004, nalezeno v: Lin et al., 2011), ma dudleZitou
funkci proapoptického proteinu, kdy se béhem apoptdzy uvolfiuje z mitochondrie

do cytosolu, vaze se na inhibitory apoptdzy a sniZuje inhibici kaspaz (Hegde et al.,
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2002, Martins et al., 2002, Suzuki et al., 2001, Verhagen et al., 2002, nalezeno
v: Strauss et al., 2005).

Pfi studii dopadu naruseni HTRA2 na mysSich modelech bylo zjisténo,
ze dochazi k posSkozeni dopaminergnich neuronut, motorickému poskozeni (Martins
et al., 2004, nalezeno v: Dagda et Chu, 2009) a akumulaci rozvolnénych protein(

v mitochondriich (Moisoi et al., 2009, nalezeno v: Desideri et Martins, 2012).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

S parkinsonismem souvisi heterozygotni mutace p.Arg404Trp (Bogaerts et al.
2008, nalezeno v: Lin et al., 2011).

K rozvoji tohoto onemocnéni vede také mutace p.Gly399Ser, ktera byla
identifikovana u sporadické formy a pravdépodobné naruSuje proteazovou aktivitu
enzymu (Strauss et al., 2005, nalezen v: Yun et al., 2008).

Omi/HtrA2 interaguje in vitros PINK1, muze podlehnout fosforylaci, ktera
je na PINK1 zavisla a pfi zméné fosforylovatelného mista za nefosforylovatelné
se snizuje jeji proteazova aktivita (Plun-Favreau et al., 2007, nalezeno v: Yun et al.,
2008).

Dale se také u némeckych parkinsonikl vyskytuje mutace p.Alal4l1Ser

redukujici také protedzovou aktivitu (Strauss et al. 2005, nalezeno v: Lin et al., 2011).

2.10 LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2)

Gen LRRK2 lezi na chromozomu 1212 a obsahuje 54 exonu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/120892).

Koédovany LRRK2 protein patfi do ROCO rodiny a podrodiny Ras GTPaz
(Bosgraaf et al., 2003, Marin et al., 2006, nalezeno v: Tsika et Moore, 2013).

LRRK2 je tvofen doménami: GTPazovou doménou, MAPKKK kinazovou a dale
doménami, které jsou pravdépodobné dllezité pro proteinové interakce -
ankyrinovou, WD40 a LRR (Cookson, 2010, Davies et al., 2013, nalezeno v: Lee
et Cannon, 2015).

Na tyto domény se mohou vazat rizné proteiny jako napf. signalizaéni nebo
transkripCni faktory, a proto se pfedpoklada, Zze LRRK2 ma i (kromé své kinazové
a GTPazové aktivity) funkci kostry pro sestaveni signalizacniho komplexu (Andrade

et al.,, 2001, nalezeno v: Mata et al., 2006). Je exprimovan v subcelularnich
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strukturach mozku, tedy i v cytoskeletu neuronalnich bunék (Biskup et West, 2009,
nalezeno v: Lee et Cannon, 2015).

LRRK2 je dulezity napf. pro regulaci vychytavani vezikul v synapsich (Piccoli
etal.,, 2011, Matta et al., 2012, nalezeno v: Stafa et al.,, 2014), integritu Golgiho
komplexu (Lin et al.,, 2009, Stafa et al., 2012, nalezeno v: Stafa et al., 2014),
endocytézu, exocytézu (Matta et al., 2012, Shin et al., 2008, Xiong et al., 2010,
nalezeno v: Stafa et al., 2014), dale pro autofagii, neuroinflamaci a MAPK kinazovou
signalizaci (Gloeckner et al., 2009, MacLeod et al., 2006, Martin et al., 2014, Moehle
et al., 2012, nalezeno v: Lee et Cannon, 2015).

Studie provedena laccarino et al., 2007 ukazala, Ze v transientné
transfekovanych bunécénych liniich s mutantnim LRRK2 dochazi k aktivaci kaspazy 3

(nalezeno v: laccarino et al., 2007).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

Missense mutace LRRK2 jsou nejCastéjSi priCinou familiarni formy
parkinsonismu (Funayama et al., 2002, Paisan-Ruiz et al., 2004, Zimprich et al.,
2004, nalezeno v: Tsika et Moore, 2013). Bézné varianty pak zvysuji riziko vzniku
sporadické formy (Satake et al., 2009, Simoén-Sanchez et al., 2009, nalezeno v: Tsika
et Moore, 2013).

Mutace p.Gly2019Ser tohoto genu se vyskytuje jak u familiarnich,
tak u sporadickych forem parkinsonismu (Di Fonzo et al., 2005, Lesage et al., 2007,
nalezeno v: Wang et al., 2010). Nadmérna exprese familiarnich mutovanych variant
zvySuje neuronalni toxicitu a podporuje apoptézu v primarnich bunécnych kulturach
procesem zavislym na GTPaze a kinazove aktivité (Greggio et al., 2006, Smith et al.,
2006, Smith et al., 2005, West et al., 2007, nalezeno v: Stafa et al., 2012). Se ztratou
neurond souvisi substitu¢ni mutace p.Y1699C (Wszolek et al., 1997, nalezeno v:
Mata et al., 2006) a p.Argl441Cys (Zimprich et al., 2004, nalezeno v: Mata et al.,
2006).

Dale s parkinsonismem souvisi i p.lle2020Thr, p.Argl441Gly, p.Argl441His
a p.Asnl1437His (Gasser, 2008, Healy et al.,, 2008, nalezeno v: Tsika et Moore,
2013). Jedna se o mutace nachazejici se pfedevSim v kinadzové, ROC a COR
doméné: p.lle2020Thr a p.Gly2019Ser v kinazove, p.Tyrl699Cys a p.Asnl437His
v COR doméné a p.Argl441Cys/Gly v ROC doméné (Biskup et West, 2009,

nalezeno v: Lee et Cannon, 2015).
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Mutace p.Gly2019Ser, v konzervovaném misté kinazové domény,
pravdépodobné zvySuje aktivitu LRRK2 zpusobem gain of function, coz vede
k neurotoxicité a nasledné k rozvoji parkinsonismu (Greggio et al., 2006, Lee et al.,
2010, Smith et al.,, 2006, Yang et al., 2012, nalezeno v: Lee et Cannon, 2015).
Kinazova aktivita je nutna pro vznik zanétu a ovliviiuje také €innost mikroglii, které
jsou vyznamné pro parkinsonismus (Moehle et al., 2012, nalezeno v: Lee et Cannon,
2015).

2.11 MAPT (microtubule-associated protein tau)

MAPT gen je lokalizovan na 17921.1, obsahuje 15 exonl
(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/gene/4137), koduje 6 izoforem MAPT proteinu a je také

oznacovan jako tau (Ballatore et al., 2007, nalezeno v: Yu et al., 2014).

U bélochl je MAPT lokus nejdel$i oblasti vazebné nerovnovahy (Hinds et al.,
2005, nalezeno v: Schulte et Gasser, 2011), ma dvé formy - haplotypy H1/H2
(Stefansson et al., 2005, nalezeno v: Schulte et Gasser, 2011).

Jednotlivé izoformy proteinu se od sebe lisi pfitomnosti tfi (3R) nebo Ctyf (4R)
vazebnych repetic pro mikrotubuly (Goedert et al.,, 1988, Goedert et al., 1989,
nalezeno v: Higuchi et al., 2002, str. 1341). V blizkosti téchto vazebnych mist jsou
i fosforylacni mista, jejichz fosforylaci je zménéna konformace proteinu (Hagestedt
et al.,, 1989, nalezeno v: Higuchi et al., 2002, str. 1342) a sniZzena jeho vazba
k mikrotubulim (Biernat et al., 1993, Bramblett et al., 1993, Drechsel et al., 1992,
Yoshida et al., 1993, nalezeno v: Higuchi et al., 2002, str. 1342).

MAPT protein je dulezity pro organizaci a integritu mikrotubult, ¢imz reguluje
axonalni transport (Shahani et Brandt, 2002, nalezeno v: Das et al.,, 2009).
Nadmérna fosforylace tau proteinu vede k jeho shlukovani v bunce, vzniku spleti
nervovych vlaken a nasledné k neurodegeneraci (Ballatore et al., 2007, nalezeno
v: Yu et al., 2014). P¥iCinou neurodegenerativnich onemocnéni je nerovnovaha mezi
3R a 4R (Kalinderi et al., 2009, nalezeno v: Das et al., 2009).

Gen ve vztahu k parkinsonismu
Mutace MAPT souvisi s frontotemporalni demenci v kombinaci
s parkinsonismem. U pacientl s timto onemocnénim byly nalezeny exonové mutace
p.Gly272Val (Hutton et al., 1998, nalezeno v: Higuchi et al., 2002, str. 1345),
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p.Val337Met (Poorkaj et al.,, 1998, nalezeno v: Higuchi et al., 2002, str. 1345),
p.Pro301Ser (Bugiani et al., 1999, Sperfeld et al., 1999, nalezeno v: Higuchi et al.,
2002, str. 1345), p.Gly389Arg (Murrell et al., 1999, nalezeno v: Higuchi et al., 2002,
str. 1345), p.Ser305Asn (D’souza et al., 1999, lijima et al., 1999, nalezeno v: Higuchi
et al.,, 2002, str. 1345), p.Asn279Lys (Sergeant et al., 1997, nalezeno v: Higuchi
et al., 2002, str. 1345), p.Arg406Trp (Hutton et al., 1998, nalezeno v: Higuchi et al.,
2002, str. 1345), p.Pro301Leu (Murrell et al., 1997, Poorkaj et al., 1998, Sergeant
et al., 1997, nalezeno v: Higuchi et al., 2002, str. 1345).

Nadmérna exprese tohoto mutantniho genu v transgennich mysich vedla
k redukci tau proteinu v axonech a neurodegeneraci (Zhang et al., 2004, nalezeno

v: Gauthier-Kemper et al., 2011).

2.12 PARK2 (parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase)

PARK2 gen je lokalizovan na dlouhém raménku 6. chromozomu v oblasti 25.2 -

27 a obsahuje 16 exonu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5071).

PARK2 ma ubiquitin ligazovou aktivitu a je dualezity pro destrukci ruznych
neuronalnich proteinu, véetné a-synucleinu (Imai et al., 2000, Shimura et al., 2000,
Zhang et al., 2000, nalezeno v: Slominskil et al., 2003). Dale ovliviiuje vznik a fuzi
mitochondrii (Lubbe et Morris, 2014, nalezeno v: Fiala et al., 2014), ubiquitinyluje
také proteiny nachazejici se na vnéjSi mitochondrialni membrané, coz mize vést
k jejich degradaci v proteazomu, tvorbé vezikul a autofagii mitochondrie (Gegg et al,
2010, McLelland et al, 2014, Narendra et al, 2008, Tanaka et al, 2010, Wang et al,
2011, Ziviani et al, 2010, nalezeno v: Sauvé et al., 2015). Pro tyto procesy je dllezita
aktivita serin/threoninové kinazy PINK1.

PINK1 za normalni situace vstupuje do mitochondrie, kde je S$tépena
a v proteazomu degradovana (Jin et al, 2010, Deas et al, 2011, Meissner et al, 2011,
Greene et al, 2012, nalezeno v: Sauvé et al., 2015). Pokud vSak dojde
k mitochondrialnimu posSkozeni, PINK1 se hromadi u jeji vnéjSi membrany (Zhou
et al, 2008, nalezeno v: Sauvé et al., 2015) a fosforylaci zvySuje ligazovou aktivitu
PARK2 (Geisler et al, 2010, Matsuda et al, 2010, Narendra et al, 2010, nalezeno
v: Sauveé et al., 2015).
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Gen ve vztahu k parkinsonismu

Vzhledem k tomu, Ze byla identifikovana cela rada exonovych deleci a duplikaci
tohoto genu, pfedevsim v nadorech vaje¢nikd, ale i v jinych typech rakoviny (Denison
et al., 2003a, Denison et al., 2003b, nalezeno v: Plun-Favrea et al., 2010), uvazovalo
se o jeho nadorové supresorické funkci (Cesari et al., 2003, Denison et al., 2003a,
Picchio et al., 2004, Wang et al., 2004, nalezeno v: Plun-Favrea et al., 2010).

Pfedpoklada se, Ze zarode¢né mutace PARK2 jsou pfi€inou parkinsonismu
a somatické pak souvisi se vznikem rakoviny. PARK2 je mutovan nejCastéji
u autozomalné recesivné dédéného parkinsonismu (Kitada et al., 1998, nalezeno
v: Plun-Favrea et al., 2010).

Parkinsonici s mutaci tohoto genu maji pomaly progres nemoci a dobie
odpovidaji nalécbu L-DOPA (Abbas et al. 1999, Gouider-Khouja et al., 2003,
Hayashi et al. 2000, Khan et al., 2005a, Lucking et al., 2000, Lohmann et al., 2003,
Varrone et al.,, 2004, Ribeiro et al., 2009, Semenova et al.,, 2012, nalezeno
v: Gaweda-Walerych et Zekanowski, 2013). Se zvySujicim se poftem mutovanych
alel PARK2 se snizuje vék nastupu onemocnéni (Sun et al., 2006, Klein et al., 2007,
nalezeno v: Gaweda-Walerych et Zekanowski, 2013).

Mutace p.Cys253Trp, p.Arg256Cys, p.Cys253Tyr, p.Arg275Trp a p.Asp280Asn
predisponuji k parkinsonismu s pozdnim nastupem (Oliveira et al., 2003, nalezeno
v: Huang et al., 2004).

2.13 PARKY

PARK7 se nachazi na chromozomu 1p36.23 a obsahuje osm exonl

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/11315). Byl objeven v roce 1997 jako onkogen DJ-

1 (Nagakubo et al., 1997, nalezeno v: Kawate et al., 2015). Poté byl zjistén jeho
vyznamny podil na vzniku familiarni formy parkinsonismu a byl proto oznacen i jako
PARKY (Bonifati et al., 2003, nalezeno v: Kawate et al., 2015).

Patfi do nadrodiny Pfpl/Hsp31/DJ-1, jejiz proteiny maji ve své struktufe cystein
podilejici se na ochrané vici stresovym vlivim pochazejicich z vnéjSiho prostiedi
(Cookson, 2005, Quigley et al., 2003, Wilson, 2011, nalezeno v: Richarme et al.,
2015). Je dulezity pro regulaci transkripce, omezeni oxida¢niho stresu a ztrata jeho
funkce je pfi€inou rozvoje parkinsonismu (Canet-Aviles et al., 2004, Martinat et al.,
2004, Niki et al., 2003, Sekito et al., 2005, Shinbo et al., 2005, 2006, Taira et al.,
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2004, Takahashi et al., 2001, Xu et al., 2005a,b, Yokota et al.,, 2003, nalezeno
v: Inden et al., 2006).
U parkinsonikll byla detekovana vysoka hladina toho proteinu v mozkomisnim

moku (Waragai et al., 2006, nalezeno v: Kawate et al., 2015).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

U pacientl s parkinsonismem se vyskytuji mutace PARK7 vedouci ke snizeni
jeho protioxidacni aktivity (Takahashi-Niki et al., 2004, nalezeno v: Inden et al.,
2006).

Mutace p.Leul66Pro koduje nestabilni protein, ktery muze byt degradovan
polyubiquitinylaci (Gorner et al.,, 2004, Miller et al., 2003, Moore et al., 2003,
Olzmann et al., 2004, Shinbo et al.,, 2006, Takahashi-Niki et al., 2004, nalezeno
v: Inden et al., 2006).

U parkinsonikli s ¢asnym nastupem nemoci byly dale nalezeny mutace
p.Aspl49Ala, IVS6-1G/C, p.Met26lle, p.Arg98GlIn, c.56delC, p.Alal04Thr a c.57G/A
s autozomalné recesivni dédi¢nosti (Abou-Sleiman et al., 2003, Golbe et Mouradian,
2004, Hague et al., 2003, nalezeno v: Huang et al., 2004).

2.14 PINK1 (PTEN-Induced Kinase 1 - PARK®G)

Gen PINK1 je umistén na chromozomu 1p36, obsahuje 8 exonl a kéduje

mitochondrialni serin/threoninovou kinazu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/65018).

Fosforyluje mitochondrialni proteiny TRAP1 (TNF receptor-associated protein
1), PARK2 (Kim et al.,, 2008, nalezeno v:Morais et al., 2009), Htr2a (5-
hydroxytryptamine receptor 2a)/OMI (Plun-Favreau et al., 2007; Pridgeon etal.,
2007, nalezeno v: Morais et al.,, 2009) a asociuje s chaperony Hsp90 /Cdc37
(Moriwak et al., 2008, Weihofen et al., 2007, nalezeno v: Morais et al., 2009).

Za fyziologické situace je translokovan do mitochondrie, kde je poté Stépen
na vnitini membrané proteazou (Jin et al., 2010; Meissner et al., 2011, nalezeno
v: Dai et al., 2015).

V pripadé depolarizace mitochondrie funguje jako senzor jejiho poskozeni.
Hromadi se u jeji vnéjSi membrany, kde aktivuje PARK2, ktery naopak méni svoiji
lokalizaci z cytosolu do mitochondrie (Matsuda et al., 2010; Meissner et al., 2011,
nalezeno v: Dai et al.,, 2015) a podporuje jeji autofagii (Narendra et al., 2008,
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nalezeno v: Dai et al., 2015). Fragmentace mitochondrie je nezbytna pro zahgjeni
autofagie, k jejimu vyvolani jsou ale potfebné i dalSi faktory (produkce reaktivnich
kyslikovych radikald a depolarizace) (Frank et al., 2012; Matsuda et al., 2010,
nalezeno v: Dai et al., 2015).

Studie provadéné na modelovém organismu Drosophila melanogaster ukazaly,
Zze PINK1 je dulezity pro morfologii mitochondrii (Clark et al., 2006, Deng et al., 2008,
Park et al., 2006, Poole et al., 2010, nalezeno v: Gautier et al., 2012) a pfi naruseni
jeho funkce dochazi k mitochondrialnim fuzim (Dagda et al., 2009, Exner et al., 2007,
Lutz et al., 2009, Morais et al., 2009, Yu et al.,, 2011, nalezeno v: Gautier et al.,
2012). Dale bylo zaznamenano narusSeni respirace (Amo et al., 2010, Gandhi et al.,
2009, Gautier et al., 2008, Gegg et al., 2009, Gispert et al., 2009, Piccoli et al., 2010,
nalezeno v: Gautier et al., 2012) aredukce transmembranového potencialu
(Abramov et al., 2011, Amo et al., 2010, Gandhi et al., 2009, Morais et al., 2009,
Valente et al., 2004, nalezeno v: Gautier et al., 2012).

Dle Gautier et al., 2012 bylo zjisténo, Ze knockoutem tohoto genu dochazi
ke zvySeni permeability transitniho poru (mPTP), coz muze byt podkladem

pro mitochondrialni defekty (nalezeno v: Gautier et al., 2012).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

Studie Ishihara-Paul et al., 2008 nalezla mutaci p.GIn456X u 5 pacientu
v homozygotni a u 2 kontrol v heterozygotni konstituci. Dale pak p.GIn129X
u 1 pacienta v homozygotnim stavu a u Zadné z kontrol (nalezeno v: Ishihara-Paul
et al., 2008).

U pacientu s heterozygotnimi mutacemi tohoto genu bylo zjiS§téno snizené
vychytavani ®F-DOPA, coz predpoklada dysfunkci dopaminergniho systému (Khan
et al., 2002, nalezeno v: Gandhi et al., 2006).

Ve spojitosti s parkinsonismem byly také objeveny mutace p.Gly309Asp
a p.Trp437X u Spanélské a italské skupiny pacientu (Valente et al., 2004b, nalezeno
v: Gandhi et al., 2006).

2.15 PLA2G6 (phospholipase A2, group VI)

PLA2G6 lezi na dlouhém raménku chromozomu 22 v oblasti 13.1 a obsahuje

29 exonl (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8398). Tento gen koduje fosfolipazy
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A2 ze skupiny VI (PLA2-VI) katalyzujici hydrolyzu glycerofosfolipidd, coz vede
k tvorbé volnych mastnych kyselin a lyzofosfolipidu (Rosa et Rapoport, 2009,
nalezeno v: Lv et al., 2012). Dale se podili na syntéze leukotrienl, prostaglandinu
a na apoptoze zprostfedkované proteinem FAS (Paisan-Ruiz et al., 2010b, nalezeno
v: Lu et al., 2012).

Poskozeni PLA2-VI vede k naruSeni oprav poskozenych fosfolipidl
v membranach, coZz ma vliv na jejich fluiditu, permeabilitu a muize dochazet
i k apoptéze neurond a nahromadéni Zeleza v mozku (Balsinde et Balboa, 2005,
Shinzawa et al., 2008, nalezeno v: Salih et al., 2013).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

Kautcher et al., 2011 nalezli mutace p.Asn780Ser a p.Ala781Thr u pacientl
s Casnym nastupem parkinsonismu (Kautcher etal.,, 2011, nalezeno v: Lv et al.,
2012).

Missense mutace p.Arg741GIn byla nalezena v rodiné trpici parkinsonismem
v kombinaci s dystonii a mutace p.Arg747Trp v dalSi rodiné se stejnou diagnézou.
V obou pfipadech se jednalo o mutaci v homozygotni konstituci (Paisan-Rui et al.,
2008, nalezeno v: Engel et al., 2010). Dale p.Arg632Trp tohoto genu byla nalezena
u tfi sourozencl téz s parkinsonismem v kombinaci s dystonii (Sina et al., 2009,
nalezeno v: Engel et al., 2010).

Studie Lu et al., 2012 potvrdila mutaci p.Asp331Tyr u jednoho pacienta trpicho
parkinsonismem s ¢asnym nastupem a jeho pfibuzného, u néhoz se nemoc zatim
neprojevila. Dale také nalezla slozenou mutaci p.Asp331Tyr/p.Met358llefsX u dvou
nepfibuznych pacientl opét u parkinsonismu s ¢asnym nastupem (nalezeno v: Lu
et al., 2012).

2.16 SNCA (synuclein alpha)

Gen SNCA lezi na dlouhém raménku chromozomu 4 v poloze 21 a koduje
9 exont (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/6622). Ma dva paralogni homology -
SCNB a SCNG.

Proteiny kédované témito tfemi geny maji vysoce konzervovanou N-terminalni

doménu. SCNG je spojen s rakovinou prsu a vajecniki (Goedert, 2001, Ji et al.,
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1997, nalezeno v: Nishioka et al., 2011, str. 378) a jsou silné exprimovany v mozku
(Lavedan, 1998, Lavedan et al., 1998, nalezeno v: Nishioka et al., 2011, str. 378).

Protein SNCA je hlavni slozkou Lewyho télisek (Spillantini et al.,, 1997,
nalezeno v: Lorenzen et al., 2014) a tvofi agregaty, které interaguji s bunécnymi
membranami (Grey et al., 2011, Stockl et al., 2013, Volles et al., 2001, nalezeno
v: Lorenzen et al., 2014). Pfedpoklada se, ze prefibrilarni meziprodukty (rozpustné
oligomery a protofibrily) jsou vysoce neurotoxické, zatimco zralé fibrily méné (Chen
et al., 2009, Sharon et al., 2003, Volles et al., 2001, Xu et al., 2002, nalezeno v: Hara
et al., 2013).

Pfesna funkce proteinu neni zatim znama, ale pravdépodobné ovlivhuje
uvolnovani neutrotransmiteru a vezikulovych vackd v presynaptickych zakoncenich
(Abeliovich et al., 2000, Liu et al., 2004, nalezeno v: Nuytemans et al., 2010).

ZvysSena exprese tohoto proteinu vede k neurodegeneracim dopaminergniho

systému (Singleton et al., 2003, nalezeno v: Hara et al., 2013).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

Missense mutace a multiplikace tohoto genu jsou pfi€inou parkinsonismu
s autozomalné dominantni dédi¢nosti (Chartier-Harlin et al. 2004, Ibanez et al. 2004,
Kruger et al. 1998, Polymeropoulos et al. 1997, Singleton et al. 2003, Zarranz et al.
2004, nalezeno v: Bogaerts et al., 2008).

Gen SNCA zacCal byt spojovan s parkinsonismem diky nalezu mutace
p.Ala53Thr v italské rodiné (Polymeropoulos etal., 1996, 1997, nalezeno
v: Nuytemans et al., 2010), dale u dvou nezavislych rodin ze Svédska a Asie (Choi
et al., 2008; Ki et al., 2007, Puschmann et al., 2009, nalezeno v: Nuytemans et al.,
2010) a u jednoho polského pacienta (Michell et al., 2005, nalezeno v: Nuytemans
et al., 2010).

Dalsi mutace p.Glu46Lys tohoto genu byla nalezena u Spanélské rodiny
(Zarranz et al., 2004, nalezeno v: Huang et al., 2004) a triplikace u dvou nezavislych
rodin (Farrer et al., 2004, Singleton et al., 2003, nalezeno v: Huang et al., 2004).

Také v jedné rodiné s vyskytem parkinsonismu byla nalezena missense mutace
p.His50GIn (Appel-Cresswell et al., 2013, nalezeno v: Rutherford et al., 2014).

Dale ve tfech rodinach trpicich parkinsonismem se jednalo o p.Gly51Asp
(Mizutani et al., 1998, Kiely et al., 2013, Lesage et al., 2013, nalezeno v: Rutherford
et al., 2014).
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U parkinsonikl byla téZ nalezena mutace p.Ala53Glu (Pasanen et al., 2014,
nalezeno v: Basu et al., 2015).

V ramci funkéni analyzy byla provedena inducibilni exprese mutovaného snca
(p.Ala30Pro) na krysich bunélnych liniich PC12, ktera vedla ke sniZzeni
proteazomové aktivity a zvySeni citlivosti k apoptéze (Tanaka et al. 2001, nalezeno
v: Bogaerts et al., 2008).

Overexprese mutace p.Ala53Thr tohoto genu u transgennich mysi vyvolava
vznik intraneuronalnich inkluzi a poSkozeni mitochondrialni DNA (Martin et al., 2006,
nalezeno v: Bogaerts et al., 2008).

Mutace p.Ala30Pro, p.Glu46Lys a p.Ala53Thr méni tvorbu fibril, ovliviuji jejich
oligomerizaci, agregaci a rozdéleni do bunéénych kompartmentt (Appel-Cresswell
et al., 2003, Conway et al.,, 2000, Fredenburg et al.,, 2007, Kruger et al., 1998,
Lesage et al.,, 2013, Pasanen et al., 2014, Polymeropoulos et al., 1997, Zarranz

et al., 2004, nalezeno v: Basu et al., 2015).

2.17 UCHL1 (ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1)

Gen UCHLL1 lezi na kratkém raménku chromozomu 4 v poloze 14 a obsahuje
9 exonl. Kéduje protein patfici do rodiny peptidaz, ktery §tépi ubiquitin na COOH-

konci glycinu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7345). Je exprimovan v centralnim

a perifernim nervovém systému, reprodukénich tkanich a neuroendokrinnich
burikach (Yu et al., 2008, Wilkinson et al., 1989, nalezeno v: Orr et al., 2011).

V mozku UCHL1 tvofi 1 - 2 % rozpustnych proteinu (Wilkinson et al., 1989,
nalezeno v: Ragland et al., 2009), byl nalezen v Lewyho téliskach a dalSich inkluzich
vyskytujicich se u neurodegenerativnich onemocnénich (Lowe et al., 1990, Moore
et al., 2005, nalezeno v: Ragland et al., 2009). Pfi vy$Sich koncentracich plini funkci
ubiquitin ligazy, kdy pfidava k monoubiquitinovanym proteinim dals$i ubiquitin (Liu
et al., 2002, nalezeno v: Zhang et al., 2014). Exprese tohoto proteinu je regulovana
signalni drahou NFkB (Wang et al., 2011, nalezeno v: Zhang et al., 2014).

UCHL1 také ovliviiuje sestavovani mikrotubull v mitéze, pravdépodobné
prostfednictvim své ubiquitin ligazové aktivity spojené s dimerizaci (Bheda et al.,
2010, nalezeno v: Frisan et al., 2012). Aktivita tohoto enzymu je mimo jiné
ovliviiovana posttranslacnimi modifikacemi: O-glykozylaci (Cole et Hart, 2001,

nalezeno v: Frisan et al., 2012) a oxidaci (Choi et al., 2004, nalezeno v: Frisan et al.,
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2012), které jsou pravdépodobné pfi€inou jeho inaktivace v mozku pacientl trpicich
parkinsonismem nebo Alzheimerovou nemoci. Dale pak farnesylace podporuje jeho

interakci s membranami bunék (Liu et al., 2009, nalezeno v: Frisan et al., 2012).

Gen ve vztahu k parkinsonismu

Missense mutace p.lle93Met souvisi s parkinsonismem ¢asného nastupu
(Leroy et al., 1998, nalezeno v: Zhang et al., 2014). Nékteré studie vSak tuto spojitost
nepotvrdily (Lincoln et al., 1999, Wintermeyer et al., 2000, nalezeno v: Bilguvar et al.,
2013).

Dale byla objevena polymorfni varianta p.Serl8Tyr tohoto genu (Lincoln et al.,
1999, nalezeno v: Maraganore et al., 2004), jejiz nositelé méli nizSi riziko
parkinsonismu (Maraganore et al., 1999, nalezeno v: Maraganore et al., 2004).
UCHL1 s touto mutaci snizuje shlukovani a-synucleinu v bunéénych kulturach (Liu
et al., 2002, nalezeno v: Healy et al., 2006). U japonské populace byla tato mutace
zaznamenana jako rizikovy faktor pro sporadickou formu parkinsonismu (nalezeno
v: Miyake et al., 2012).

Recesivni mutace p.Glu7Ala byla nalezena u pacient trpicich neurodegeneraci

jiz od détstvi (Bilguvar et al., 2013, nalezeno v: Zhang et al., 2014).

2.18 VPS35 (vacuolar protein sorting35)

Tento gen je lokalizovan na chromozomu 16q12, obsahuje 18 exonu a patfi
do genu skupiny VPS (vacuolar protein sorting)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/55737).

Koduje a-helikalni protein ve tvaru podkovy (Seaman et al., 1998, Bonifacino
et Hurley, 2008, nalezeno v: Tsika et al., 2014), ktery je podjednotkou komplexu
dllezitého pro tfidéni transmembranovych proteini z endozomu do trans - Golgiho
systému (Seaman, 2005, Bonifacino et Hurley, 2008, nalezeno v: Tsika et al., 2014).
Uplna struktura komplexu zahrnuje nexinovy dimer a trimer protein(i VPS26, VPS29,
VPS35 (Bonifacino et Hurley, 2008, nalezeno v: Sheerin et al., 2012).

Studie ukazéla, Zze VSP35 je schopny interagovat s N-etylmaleimid citilivymi
faktory, které jsou pfidruzené na SNARE proteinech (Arighi et al., 2004, Bonifacino
et Hurley, 2008, Nielsen et al., 2007, nalezeno v: Sheerin et al., 2012).
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Pfi studiu vps35 deficientnich dopaminergnich neuront bylo zjiSténo,
Ze zvySeni exprese mitochondrialni ubiquitin ligazy 1 (MUL1) vede ke snizeni
mitofusinu 2 (MFN2), fragmentaci mitochondrii a ke snizeni poctu neurond.

Nedochazi vSak ke hromadéni SNCA (nalezeno v: Tang et al., 2015).

Gen ve vztahu k parkinsonismu
Mutace v tomto genu jsou po LRRK2 druhou nej¢astéjsi pfiinou parkinsonismu
s pozdnim nastupem (Deng et al., 2013, nalezeno v: Tsika et al., 2014). Na zvifecich
modelech s mutaci p.Asp620Asn byl zaznamenan ubytek dopaminergnich neuronu
(nalezeno v: Tsika et al., 2014). Wt vps 35 puUsobi proti neuronalni toxicité zplsobené
inhibici mitochondrialniho komplexu | a MPP™ (Bi et al., 2013, nalezeno v: Tsika
et al., 2014).

2.19 DNA sekvenovani

DNA sekvenovani bylo popsano v roce 1977 Maxamem a Gilbertem (Maxam
et Gilbert, 1977, nalezeno v: Tucker et al., 2009) a Sangerem et al. (Sanger et al.,
1977, nalezeno v: Tucker et al., 2009).

V posledni dobé jsou dostupné metody masivniho paralelniho sekvenovani
(MPS), oznaCovany také jako sekvenovani nové generace (NGS), které umoznuji
sekvenovat genomy rychleji a ve vétSim méfitku (Kidd et al., 2008, Korbel et al.,
2006, Levy et al., 2007, Wang et al., 2008, nalezeno v: Tucker et al., 2009). Staly
se dulezitym nastrojem pro vyzkum ¢i diagnostiku (Lupski et al., 2010, nalezeno
v: Seo et al., 2015) nebo napft. i pro studium evoluce (Gilad et al., 2009, nalezeno
v: Seo et al., 2015). Nej€astéjSi platformy MPS jsou lllumina, 454 Roche, Solid a lon
Torrent.

Platforma lllumina je zalozena na sekvenaci syntézou (Bentley et al., 2008,
Fedurco et al., 2006, nalezeno v: Tucker et al., 2009), kdy v kazdém cyklu jsou
dostupné pro inkorporaci 4 dNTP s fluorescencné znaCenym terminatorem.
Po inkorporaci konkrétni baze je terminator odstépen, aby byla umoznéna
inkorporace dalSi baze. Sekvenace tak probiha baze po bazi a tim je eliminovana
chybovost. Signal je detekovan zaznamenanim fluorescence zaclenénych nukleotid

(https://www.illumina.com/technology/next-generation-sequencing/seguencing-

technology.html).
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454 Roche je zalozeno na emulzni PCR, kdy je amplifikovana DNA. Vlastni
sekvenovani probiha prostfednictvim enzymatickych reakci vedoucich k produkci
svétla z fosfatovych iontl, které se uvolriuji pfi inkorporaci nukleotidu do rostouciho
vlakna DNA (Ronaghi et al., 1996, nalezeno v: Tucker et al., 2009).

U metody Solid dochazi vramci kazdého sekvenaéniho cyklu k hybridizaci
degenerovaného oktameru, ktery je fluorescenéné znacen (Shendure et al., 2005,
nalezeno v: Tucker et al., 2009). Poté probiha nékolik kol ligaci a odStépeni primeru.
Nasleduje navazani univerzalniho primeru, ktery je vzdy o jednu bazi kratsSi
nez ten pfedchozi. Fragment je osekvenovan po péti cyklech ligaci. Kazda baze
je vzdy Ctena dvakrat - poprvé jako prvni baze a podruhé jako baze v dalSim cyklu
(Shendure et Ji, 2008, nalezeno v: Tucker et al., 2009).

PolovodiCové sekvenovani ma ve srovnani s ostatnimi platformami nékolik
vyhod, jednou z nich je pouziti nemodifikovanach dNTP (Eisenstein, 2012, nalezeno
v: Golan et Medvedev, 2013). lon Torrent pouziva podobnou metodu sekvenovani
jako 454 Roche s tim rozdilem, Ze inkorporovany nukleotid je detekovan na zakladé
uvolnéni kationtu H*, tedy zmény kyselosti (Karow, 2010, nalezeno v: Moorthie et al.,
2011). Pfevadi chemické informace (baze - A, G, T, C) do digitalnich (0, 1). Jestlize
je inkorporovano vice bazi, pH metr zaznamena vyssi zménu pH (kyselost) dle poctu
uvolnénych H*

(http://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/sequencing/next-

generation-seguencing/ion-torrent-next-generation-sequencing-technology.html#).

2.20 Vyhodnoceni NGS (next generation sequencing) dat

NGS poskytuje velké mnozstvi dat, jejichz problémem je analyza a interpretace.
Analyza mize byt rozdélena do péti krokd: hodnoceni kvality ziskanych dat, jejich
srovnani s referenénim genomem, identifikace jednotlivych zmén, anotace
nalezenych zmén a jejich vizualizace (nalezeno v: Pabinger et al., 2014).

Hruba sekvenacni data obsahuji ¢asto chyby, jako jsou base calling error
anizka kvalita cteni (Dai et al.,, 2010, nalezeno v: Pabinger et al., 2014).
Pro hodnoceni kvality ziskanych dat, pfipadné odstranéni nebo ofezani readu
Ize pouzit nastroje NGSQC Toolkit (Dai et al., 2010, nalezeno v: Pabinger et al.,
2014) nebo PRINSEQ (Schmieder et Edwards, 2011, nalezeno v: Pabinger et al.,
2014).
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Poté jsou ready sefazeny dle referenCniho genomu (Nielsen et al., 2011,
nalezeno v: Pabinger et al., 2014), jehoz nejnovéjSi verze, GRCh38/hg38, byla
zvefejnéna v prosinci 2013 referenénim genomovym konzorciem a od GRCh37.p13
(hg 19) se liSi novym objasnénim centromerickych oblasti, vy3Si presnosti
duplikovanych segmentli a menSim mnozstvim mezer v sestavenych sekvencich

(http://genomeref.blogspot.co.uk/2013/12/announcinggrch38.html, nalezeno

v: Cunningham et al., 2015).

Pro identifikaci variant je dulezité pokryti. Varianty Ize identifikovat somaticke,
zarodec€né, SV a CNV (nalezeno v: Pabinger et al., 2014).

Anotace a klinické hodnoceni variant probiha nejcastéji formou vyhledavani
v riznych vefejné dostupnych databazich jako je napf. dbSNP nebo ClinVar apod.
Mulze se jednat o jednoduché sekvenéni porovnani nebo o analyzu hodnoceni vlivu
na strukturu proteinu. Vysledky funkcni analyzy jsou pak klasifikovany do kategorii
bez rizika - az patogenni (nalezeno v: Pabinger et al., 2014).

Dulezitym krokem je vizualizace vysledku, k niz Ize vyuzit nastroje umoznujici
interpretaci ziskanych dat z de novo sekvenovani nebo resekvenacnich experimentd,
dale prohlizeCe, které umozni prochazet data s jinymi typy anotace anebo Ize vyuzit
srovnavaci prohlize€e - ty jsou schopny srovnavat sekvence rlznych organism
(Darzentas et al., 2010, Krzywinski et al., 2009, O’Brien et al., 2010, nalezeno
v: Pabinger et al., 2014).

2.20.1lon Reporter

Jedna se o bioinformaticky software uréeny pro analyzu, anotaci a hodnoceni
sekvenacnich dat ziskanych lon Torrentem.

Uvodni strana lon Reporteru nabizi po pfihlaseni odkazy do tfi moznych &asti:
vzorky (obsahuji data zjednoho nebo vice rund), pracovni prostfedi - workflow
(obsahuje soubor dat umisténych do daného workflow, které jsou dale podrobeny
analyze dat) a analyzy (zde Ize nalézt analyzované vzorky v konkrétnim workflow).

Do lon Reporteru Ize importovat data tfemi zpusoby: pomoci lon Reporter
software uploader ze serveru pfimo napojeného na sekvenator (Torrent Suite),
software command-line uploader a dale Ize importovat data ve VCF souborech.

Kazdy vzorek, ktery je importovan lze definovat, editovat, zamknout, smazat

nebo si vytvofit Sablony.
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Vzorek importovany pfipojenim lon Reporter software uploader nebo software
command-line uploader je definovan automaticky. U vzorkd importovanych VCF
soubory je nutné definovat ru¢né. Editaci Ize odstranit nékteré datové soubory nebo
upravit vlastnosti vzorku.

V kazdém workflow Ize stanovit, jaka data budou nahrana, jak se s nimi bude
pracovat a co bude vystupem. Software umoznuje vyuzit také predem definované
Sablony.

Karta analyzy obsahuje vSechny analyzy importované v lon Reporteru. Je zde
mozné spustit nové nebo zobrazit vysledky jiz probéhlych analyz. U nalezenych
variant je mimo jiné zobrazen vlajkovy status (umozrniuje vybranou variantu oznadit
jako dulezitou), lokus a gen.

Zobrazeni variant Ize ménit pfidanim filtru, napf. je mozné vyfiltrovat varianty
na vybraném  chromozomu, sdanym efektem (missense, synonymni)
nebo dle Grantham, Polyphen a SIFT skoére. Ziskana data Ize zlon Reporteru
exportovat i sdilet (https://ionreporter.thermofisher.com/ionreporter/help/GUID-
12B54EBD-743E-42B4-AFFE-1D3E2C2D6D9B.html).

2.20.2IGV (Integrative Genomics Viewer)

Sekvenovani nové generace (NGS) a metody zalozené na arrayich umoznuji
ziskat velké mnozstvi riznych typd genomickych dat, avsak jejich analyza je Casové
naroCna. | presto, ze muze byt z€asti automatizovana, interpretace c¢lovéka
je nezbytna (Robinson et al., 2011, nalezeno v: Thorvaldsdéttir et al., 2013).

Integrative genomics viewer (IGV) je vysoce vykonny nastroj pro interaktivni
zobrazeni ruznych genomickych dat podporujici Sirokou Skalu typu dat (NGS
a platformy zalozené na arrayich). Data jsou propojena a kombinovana s klinickymi
informacemi, pfipadné dalSimi vzorky za vytvofeni datového souboru, ktery Ize tfidit
a filtrovat. Mimo to, IGV umi také zobrazit data z rGznych oblasti genomu soucasné
a to pomoci sousednich panelu.

IGV je napsany v programovacim jazyce Java a lze jej spustit na operacnich
systémech Windows, Mac a Linux.

Pro snadné prohliZzeni Ize kliknutim a tazenim posouvat nahled napfi¢ celym

genomem a dvouklikem se pak vybrana oblast pfiblizi.

34


https://ionreporter.thermofisher.com/ionreporter/help/GUID-12B54EBD-743E-42B4-AFFE-1D3E2C2D6D9B.html
https://ionreporter.thermofisher.com/ionreporter/help/GUID-12B54EBD-743E-42B4-AFFE-1D3E2C2D6D9B.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thorvaldsdottir%20H%5Bauth%5D

IGV okno je rozdéleno do nékolika ovladacich paneld. V horni €asti okna
je umistén panel pro nastaveni referencniho genomu a pro vybér cilové oblasti.
Dale je zde zobrazen konkrétni chromozom a také genomoveé méfitko, které
vyjadfuje velikost zobrazované oblasti.

Data jsou zamapovana do lokusl referenéniho genomu a jsou zobrazena jako
panely v horizontalnich fadach - tracky. Kazdy track pak odpovida jednomu vzorku,
genomické anotaci, pfipadné experimentu.

Je dllezité, aby referencni genom byl vybran pfed importovanim dat. Samotny
program ma ve své nabidce nékolik rdznych referenénich genomu, ale umozhiuje
importovat i jiné, avSak pouze v souboru FASTA a to jeden chromozom nebo kontig.
V IGV nelze zobrazit neuspofadany genom (nalezeno v: Thorvaldsdattir et al., 2013).

Program podporuje razné datové formaty, které mohou byt importovany
jako soubor z pocitace, zadanim URL adresy pfes HTTP, dale pfes IGV server
nebo pfes distribuovany anotacni systém (DAS)

(https://www.broadinstitute.org/software/igv/LoadData).

IGV vyuziva pro zvyraznéni zajimavych oblasti Skalu barev s ruznou
prusvitnosti a naopak pro ostatni oblasti genomu dlraz snizuje. Barevné schéma
readl |ze zménit dle pozadovanych vlastnosti napf. Ize konkrétni barvou oznadit
urCitou skupinu readu, kvalitu mapovani nebo bazi v konkrétnim misté. Prectené
baze, které odpovidaji referenci, jsou zobrazeny stejnou barvou. Mista s vyraznym
potem zmén jsou vyznacena barevnymi prouzky s uvedenou zmeénou, puvodni
alelou a alelovou frekvenci. Relativni velikost prouzku zavisi na alelové frekvenci
kazdé baze v daném misté. Jednotlivym bazim je pfifazena hodnota phred skore.

(nalezeno v: Thorvaldsdattir et al., 2013).

2.20.3 SIFT (sorts intolerant from tolerant)

SIFT je bioinformaticky nastroj urCeny pro predikci dopadu zamény
aminokyseliny na funkci proteinu a pfipadné na fenotyp organismu (Ng et Henikoff,
2001, 2002, nalezeno v: Ng et Henikoff, 2003).

Je zalozen na predpokladu, Zze aminokyseliny dllezitych oblasti proteint jsou
zakonzervovany, jejich pfipadné zmeény budou patogenni a ty méné dulezité oblasti
pak mohou byt variabilni (http://sift.jcvi.org/www/SIFT _help.htmI#SIFT).
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Nejprve je proteinova sekvence zadana na server, poté je prohledavana
databaze, kde na zakladé homologie jsou vybrany pfibuzné proteiny, které jsou pak
spolu se zadanou sekvenci zarovnany (alignment). SIFT dle slozeni aminokyselin
v konkrétnich pozicich alignmentu zjistuje pravdépodobnost, zda je konkrétni
aminokyselina v dané pozici tolerovana a to na zakladé jeji Cetnosti v dané pozici (Ng
et Henikoff, 2001, nalezeno v: Ng et Henikoff, 2003).

Jestlize se vyskytuje v dané pozici jen konkrétni aminokyselina napf. izoleucin,
SIFT se domniva, ze je pravé tato aminokyselina dulezita pro funkci proteinu a jeji
pfipadna zména je povazovana za patogenni. Pokud se budou v dané pozici
alignmentu vyskytovat rizné aminokyseliny, avSak napf. hydrofobni povahy, bude
zména aminokyseliny v ramci hydrofobnich povazovana za benigni (nalezeno v: Ng
et Henikoff, 2003).

Vystupem je SIFT skore, median a sekvence v dané pozici. SIFT skére udava
vypocitané pravdépodobnosti pro dané pozice alignmentu. Nabyva hodnot od 0 do 1.
Substituce s hodnotou pravdépodobnosti mensi nebo rovné 0,05 jsou povazovany
za patogenni, naopak ty s hodnotou pravdépodobnosti vétsi nez 0,05 jsou
vyhodnoceny jako benigni.

Median méfi miru variability sekvenci, které byly pro predikci pouZity. Hodnota
se pohybuje vrozmezi 0 do 4,32. Hodnota vétSi nez 3,25 vypovida o tom,
Ze pro predikci byly pouzity velmi homologni sekvence.

Sekvence vdané pozici je Cislo udavajici kolik proteinovych sekvenci
alignmentu mélo v dané pozici aminokyselinu pro predikci. V pfipadé, ze se jednalo
0 zaménu na zacatku nebo na konci proteinu, mize se jednat o nizké Cislo
(http://sift.jcvi.org/www/SIFT _help.htmI#SIFT).

SIFT Ize vyuzit nejen pro studium lidskych onemocnéni, ale i pro vyzkum
provadény na zemédélskych rostlinach (Till et al., 2004, 2007, nalezeno v: Sim et al.,
2012) nebo modelovych organismech (Guryev et al., 2004, Smits et al., 2004,
nalezeno v: Sim et al., 2012).

2.20.4 PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2)

PolyPhen-2 je novéjSi verzi bioinformatického nastroje PolyPhen (Ramensky
et al., 2002, nalezeno v: Hicks et al., 2011). UmozZnuje predikovat dopad zamény

aminokyseliny na strukturu a funkci lidskych proteind s vyuzitim fyzikalnich

36


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henikoff%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12824425
http://sift.jcvi.org/www/SIFT_help.html#SIFT

a evoluénich srovnavacich vztahu

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/dokuwiki/start).

Pro predikci vyuziva data z HumDiv, jez zahrnuje patogenni alely, které jsou
priCinou lidskych mendelovskych onemocnéni a také rozdily mezi lidskymi a sav€imi
proteiny. Dale vyuzivda HumVar obsahujici mutace, které zpusobuji lidska
onemocnéni a i polymorfismy, které nemaji spojitost s konkrétnim

onemocnénim (ftp://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/training/README).

Zadanym variantam je pfifazeno hodnoceni benigni, potencialné patogenni
nebo pravdépodobné patogenni a to na zakladé sekvencénich a strukturnich znaku
(Adzhubei et al., 2010, nalezeno v: Hicks et al., 2011).

2.20.5 PhyloP

Nastroj pro hodnoceni evolucni konzervace sekvence DNA, ktery je dostupny

na https://genome.ucsc.edu/ umoznuje zobrazit mnohocetny alignment 100 druh(

obratlovcu a méfit miru konzervace s vyuzitim metod phastCons a phyloP, které jsou
soucasti nastroje PHAST.

Metoda PhyloP se [iS§i od phastCons tim, Ze hodnoti konzervaci pouze
v jednotlivych sloupcich alignmentu a nezohledriuje sousedni nukleotidy. Naopak
phastCons je =zalozen na skryttm Markové modelu hodnoticim s jakou
pravdépodobnosti kazdy nukleotid patfi do konzervovaného elementu.
Jednotlivé pozice v alignmentu vyhodnocené metodou phyloP jako konzervované
jsou zobrazeny v histogramu modfe a hodnota phyloP skoére je kladna, zatimco
variabilni oblasti jsou zobrazeny Cervené a skore je v zapornych hodnotach
(https://genome.ucsc.edu/cqi-
bin/hgc?hgsid=471742171 ZPOtagM7iDhMEIGytvneAB5Fh3js&c=chr22&0=3288000
5&t=32880006&0=phyloP100wayAll&i=phyloP100wayAll).

Mira konzervace je hodnocena na zakladé shody nukleotid v dané pozici

alignmentu a na fylogenetické vzdalenosti jednotlivych druhi obratlovctd (Vodicka,
2016, ustni sdéleni).
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3. Cile prace

Vyhodnoceni hrubych dat z PGM (lon Torrent) s ohledem na filtraci populaéné

castych variant (> 5%) a s ohledem na vyskyt variant u kontrolnich vzorki

Ovéreni vybranych variant Sangerovym sekvenovanim

Vyhodnoceni mozného klinického dopadu potvrzenych variant
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4. Material a metodika
4.1 Biologicky material

Vyizolovana DNA z 30 pacientl a z 12 kontrol z mikroregionu Horfiacko

4.2 Chemikalie a pouzité roztoky

DNA pacientl byla nafedéna na koncentraci 50 ng/ul

PCR
Combi PPP Master Mix (Top - Bio, s.r.0.)
PCR voda

Primery (forward a reverse)

Elektroforeticka separace
0,5x TBE pufr

Agaréza

10mg/ml ethidium bromid

Sangerovo sekvenovani

Exonukleaza | (Termo Scientific, Fermentas)

Alkalicka fosfataza (Termo Scientific, Fermentas)

PCR voda

Sekvenacni pufr BigDye terminator v1.1 and v3.1 5X sequencing buffer
Redici pufr BDX64 buffer

Sekvenacni kit (ABI PRISM BigDye terminator v3.1)

SAM Solution

XTerminator Solution

Priprava pouzitych roztoku

R&déni primerd: lyofilizované primery byly nafedény na koncentraci 10 pmol/l
(nejprve naredit na zasobni roztok o koncentraci 100 pmol/l, poté odpipetovat 5 pl
primeru a pfidat 45 ul PCR vody)

39



0,5x TBE pufr na 5 I: smichat 27 g TRIS, 13,75 g kyseliny borité, 1 ml EDTA (c =
= 0,5 mol/l), doplnit do objemu 5 | destilovanou vodou

Roztok ethidium bromidu: 10 mg ethidium bromidu rozpustit v 1 ml deionizované

vody
4.3 Pristroje a vybaveni laboratore

Lednice (Electrolux ERBH023W), mrazak (Liebherr Medline), vortex (Mixer Labnet),
centrifuga (FLV 2400N, Biosan), PCR cykler (TermoCykler C1000 Touch), DNA
analyzator (3130 Genetic Analyzer), UV transiluminator (MiniBis Pro) se softwarem
Gel Capture, elektroforetické komurka, mikrovinna trouba (Heatwave Autocook
Electrolux), trepacka (Multi Plate Shaker, Biosan), centrifuga (NF400)

4.4 Stanoveni variant s frekvenci minoritni alely 0,05

Nejprve byla do softwaru lon Reporter importovana sekvenacni data ve formatu
BAM pomoci Torrent Suite. Dale bylo vytvofeno workflow (viz obr. €. 5 - 8)
a u jednotlivych vzorkd byla spusténa analyza. Pro varianty byl nastaven filtr
s Cetnosti minoritni alely 0,05. Vysledky byly zapsany do tabulky, z niz byly vybrany
varianty k sekvenovani.

Vybér variant k sekvenovani:

e vyskyt varianty daného lokusu u min. tfi pozitivnich nebo frustnich pacient
a jejich absence v souboru negativnich pacientu

e vyskyt varianty daného lokusu u min. &tyf pozitivnich nebo frustnich pacientd
a pfitomnost varianty max. u jednoho negativniho pacienta

e vyskyt varianty daného lokusu u min. Sesti pozitivnich nebo frustnich pacientt
a pfitomnost max. u dvou negativnich pacient(

e vyskyt varianty daného lokusu u min. deseti pozitivnich nebo frustnich

pacientl a pfitomnost max. u tfi negativnich pacientu

Celkem bylo k sekvenaci vybrano 36 lokusu, na které byly navrzeny primery pomoci

ion reporteru.

Primery byly dodany firmou Life Technologies v lyofilizovaném stavu a v riznych

koncentracich, které byly nasledné nafedény na koncentraci 10 pmol/l.
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Gene Extension Size

Gene extension is the number of bases upstream and downstream of a transcript's start and end positions that should include the regulatory and control regions.

0< 1000

Splice Site Size

The 5 splice site of an exon is the small intronic region immediately upstream, which depends on the strand. Its size in bases is given by splice site size

0< 5
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4.5 Optimalizace primert

Dle potfebného mnozstvi PCR reakci byla pfipravena PCR smés (viz tabulka
€. 1), ktera byla dale rozpipetovana po 13 ul do 0,2ml mikrozkumavek. Poté byly
pripipetovany primery o objemu 0,5 ul a 1 yl DNA o koncentraci 50 ng/ul.

Nasledné byla smés dukladné zvortexovana, zcentrifugovana a jednotlivé
mikrozkumavky byly umistény do PCR cykleru.

Teplotni pribéh PCR reakce je uveden nize. Optimalizace primeru probihala

pfi dvou teplotach annealingu, T,=55 °C a 60 °C.

95°C i, 10 min

94 °C . 30s

55 °C (60 °C)......... 1 min 34x
72°C i, 1 min

72°C i, 10 min

Reagencie PCR smési |Objem (ul)
PCR voda 5,5
Combi PPP Master Mix |7,5
Primer F (10 pmol/l) 0,5
Primer R (10 pmol/l) 0,5

Tabulka €. 1 Slozeni PCR reakéni smési pro 1 PCR reakci

4.6 Priprava 1,5% agarézového gelu

Nejprve byl pfipraven roztok 1,5% agarézy v TBE pufru (120 ml
0,5x TBE+ 1,8 g agarézy), ktery byl poté rozvafen v mikrovinné troubé, dokud nebyl
¢iry. Po ochlazeni roztoku bylo pfipipetovano 6 ul ethidium bromidu. Takto pfipraveny
roztok gelu byl jemné promichan a prelit do vani€ky s hfebenem.

Po 20 min byl ze ztuhlého gelu hfeben vytazen a vaniCka pFfenesena
do elektroforetické komurky s TBE pufrem. Do jednotlivych jamek bylo napipetovano

5 ul PCR produktu. Elektroforeticka separace probihala pfi 80 V po dobu 45 min.
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Vysledek elektroforetické separace byl vizualizovan pomoci UV transiluminatoru.
Na gelu byla ovéfena pfitomnost PCR produkti a jejich specifita. Specifické PCR

produkty byly uschovany do lednice k nasledné sekvenaci.

4.7 Enzymatické precisténi PCR produktu

Do 0,2ml mikrozkumavek bylo k 10 pl PCR produktu pfipipetovano 0,5 pl
exonukleazy | a 1 pl alkalické fosfatazy. Obsah mikrozkumavky byl jemné promichan
a zcentrifugovan. Mikrozkumavky byly poté umistény do PCR cykleru k pfecisténi dle

teplotniho profilu:

4.8 Sekvenacni PCR reakce

Dle potfebného mnozstvi PCR reakci byla pfipravena PCR smés (viz tabulka

€. 2), ktera byla pfipipetovana ke 2 pl precisténého PCR produktu.

Reagencie PCR sekvenaéni smési Objem (pl)
BigDye terminator v1.1 and v3.1 5X sequencing 15
buffer ’
Redici pufr BDX64 buffer 0,937
Naredény sekvenacni kit 0,063
Primer (F) 1
Primer (R) 1

Tabulka €. 2 Slozeni PCR sekvena&ni smési pro 1 reakci

Takto pfipravena smés byla zvortexovana, zcentrifugovana a poté byly
mikrozkumavky umistény do PCR cykleru k sekvenacéni reakci, jejiz prabéh

je uveden nize.
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96 °C ... 10s
> 34x
50°C............ 5s
60°C............. 4 min —
10 °C

4.9 Post - sekvenacni purifikace

Ke kazdému sekvenacnimu produktu bylo napipetovano 22,5 ul roztoku SAM
Solution a 5 pl roztoku XTerminator Solution. Takto pfipravena smés byla
pfi 2700 rpm 40 min vortexovana a poté centrifugovana po dobu 2 min pfi 1000 g.

Ziskany supernatant byl odpipetovan do 96 - jamkové destiCky.

4.10 Vizualizace variant pomoci IGV

lon Reporter umoznuje vizualizovat vybrané varianty prostfednictvim IGV.
Nejprve byla v lon Reporteru vybrana k vizualizaci konkrétni analyza a poté lokus,
v némz se vyskytovala sledovana varianta. Po zobrazeni IGV prohlizeCe byla
zkontrolovana skute€nost, Ze sekvence ovéfovana Sangerovym sekvenovanim (obr.
€. 9) je totozna se sekvenci v IGV (obr. €. 10), v niz se vyskytovala vybrana varianta.
Dale byla provedena kontrola readu a zjisténa pfitomnost nebo nepfitomnost varianty
na zakladé porovnani osekvenovaného uUseku sekvence s referenénim genomem
hgl9 v IGV.
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5. Vysledky

Geneticka analyza vybranych varint byla provedena Sangerovou metodou
na souboru 30 pacientu, jimz byla diagnostikovana Parkinsonova nemoc, popfipadé
se u nich ¢astecné projevily pfiznaky tohoto onemocnéni. Jako kontrolni soubor bylo
pouzito 12 vzorkd DNA. Z vybranych 36 lokust byla u 18 z nich potvrzena hledana

mutace. Potvrzené mutace jsou uvedeny v nasledujici tabulce ¢&. 3.
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Pocet PolyPhen

Gen Pozice mutace Protein rs Cislo pacientt/kontrol Klinic. dopad  [SIFT skore| skoére PhyloP
PINK1 C.344A>T p.GIn115Pro | rs148871409 4/0 benigni/patogenni 0,32 0,99 1,34
HTRA2 C.421G>T p. Alal41Ser | rs72470544 3/0 benigni 0,8 0 -0,59

€.533-10651_533-

GIGYF2| 10650delAG * rs5839447 6/2 -0,44
EIF4G1 c.-109G>A 6/0 3,74
EIF4G1 c.3706C>G p. Pro1236Ala | rs35629949 5/0 benigni 0,15 0,036 0,41
LRRK2 | ¢.572-82A>G * rs11564187 5/0 0,28
LRRK?2 C.2167A>G p.lle723Val rs10878307 5/1 benigni 0,8 0 0,55
LRRK2 | €.2242-22C>T * rs36220738 6/0 -0,84
LRRK?2 c.4317+12delT rs200829235 6/0 1,52
LRRK?2 c.4937T>C p. Met1646Thr | rs35303786 4/1 benigni 0,16 0 5,6
LRRK2 | ¢.7391-44T>C * rs3789329 6/0 -0,51
VPS35 C.*283C>A rs199765664 4/2 -0,9
VPS35 | ¢.1647+102A>G rs117178911 5/0 0,35
VPS35 c.506+71A>G rs112594824 6/1 -0,18
VPS35 c.102+33G>A rs192115886 4/1 -2,42
MAPT C.689A>G p.GIn230Arg | rs63750072 3/2 patogenni 0 0,98 2,2
MAPT | c¢.*238 *239insT rs147091683 6/1 0,38
FBOX7 c.540A>G p.Prol80Pro | rs41311141 4/0 benigni 1 0 -2,22

Tabulka €. 3 Mutace potvrzené Sangerovym sekvenovanim. Zelené jsou vyznaCeny vzacné varianty. * frekvence minoritni alely
u rsb5839447 je 13,2 %, u rs11564187 je 6,4 %, u rs36220738 je 6,2 % a u rs3789329 je frekvence 6,17 %
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6. Diskuze

Cilem prace bylo ze ziskanych NGS dat 15 genlu vybrat varianty k jejich
potvrzeni pomoci Sangerova sekvenovani. Varianty byly vybrany na zakladé kritérii
jejich vyskytu u kontrol a jejich frekvence v populaci < 5 %. Geny byly zvoleny
na zakladé literatury a osekvenovany s vyuzitim MPS na platformé lon Torrent
(systémem PGM) u 30 pacientt a 12 kontrol z mikroregionu Horfiacko blizko Cesko -
slovenskych hranic.

Celkem bylo vybrano k ovéfeni 36 variant. Potvrzené varianty jsou uvedeny
vtabulce ¢. 3. V dobé&, kdy byly tyto varianty vybirany, byly nékteré cCastéjSi
vyhodnoceny lon Reporterem jako méné frekventované (pod 5 %) a jsou tedy
v uvedené tabulce nezvyraznéné.

V analyzovanych genech bylo potvrzeno Sangerovym sekvenovanim
18 mutaci.

V genu PINK1 se jednalo vlokusu 20960385 (vztazeno k hgl9) o exonovou
zaménu c.344A>T u 4 pacientl a zadné zkontrol. Mutace vede kzaméné
aminokyseliny polarni za nepolarni. Dle predikéniho programu PolyPhen-2 byla
vyhodnocena jako patogenni, nicméné dle SIFTu je benigni. Rozdil
je pravdépodobné zplsoben odliSnym vyhodnocovacim algoritmem téchto dvou
nastroju. Dale vzhledem ktomu, Zze vyskyt mutace je v populaci vzacny a jedna
se o relativné slabé konzervovanou oblast, je mozné, ze jde skuteCné o patogenni
variantu. Publikace zaméfena na vyskyt této mutace u neurodegenerativnich

onemocnéni nebyla publikovana. Déle nebyla provedena zadna funkéni analyza.

Vramci genu HTRA2 byl analyzovan lokus 74757554, kde byla potvrzena
zaména c¢.421G>T ménici aminokyselinu p.Alal41Ser u 3 pacientd a Zzadné
z kontrol. Jedna se o zaménu nepolarni za polarni aminokyselinu, i pfesto vSak byla
tato mutace predikénimi nastroji vyhodnocena jako benigni, je ale nutné dodat,
Ze se jedna pouze o in silico predikci. Tato mutace byla u parkinsonikll potvrzena
téz studii Strauss et al. 2005 u némeckych pacientu. Dale také studii Simén-Sanchez
et Singleton, 2008 u pacientll ze Severni Ameriky, kdy se vSak vyskytovala Castgji
u kontrol (Simén-Sanchez et Singleton, 2008). V ramci studie Strauss et al. 2005
byla provedena i funkéni analyza, kdy pfi srovnani bazalni aktivity enzymu in vitro

nebyly pozorovany rozdily v proteolytické aktivité mezi mutovanym a wit.
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Pravdépodobné je to v dusledku toho, ze se mutace nachazi mimo proteazovou
doménu. Nicméné mlze proteolytickou aktivitu regulovat, protoze se nachazi v IAP
(inhibitor of apoptosis proteins) vazebné doméné a snizuje schopnost jeji aktivace
prostfednictvim IAP proteind. Pomoci prutokové cytometrie byl také sledovan vliv
mutace na transmembranovy potencial mitochondrie, kdy byl zaznamenan jeho
pokles ve srovnani s wt. Viabilita p.Ser141 mutantnich bunék vSak nebyla snizena,
coz podporuje hypotézu nutného vlivu dalSich faktord (genetickych

I enviromentalnich) na vznik parkinsonismu (nalezeno v: Strauss et al. 2005).

V genu GIGYF2 se jednalo o lokus 233641208, kde byla potvrzena delece
vintronové oblasti ¢.533-10651 533-10650delAG. Delece se vyskytovala
u 6 pacientll a 2 kontrol. Jedna z téchto kontrol ma vék nad 80 let, zde by bylo
vhodné zjistit, jestli se dosud neprojevily pfiznaky parkinsonismu. Na druhou stranu
i pfesto, ze se nejedna o kédujici sekvenci, muze tato delece ovliviovat sestfih
MRNA a mit dopad na vyslednou strukturu proteinu. Bylo by tedy vhodné pouzit
predikéni nastroj hodnotici vliv intronovych mutaci na sestfih, napf. NetGene2

dostupny na http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene?2/. Dle PhyloP byla v8ak oblast

delece vyhodnocena jako variabilni, coz naznacCuje jeji nepatogenni povahu.
Dale pak tuto hypotézu podporuje i jeji vyskyt v populaci, ktery je 13,2 %. Studie

potvrzujici souvislost této delece s parkinsonismem nebyla dosud publikovana.

V ramci genu EIF4G1, lokusu 184032388, byla potvrzena zaména c.-109G>A
v5'UTR oblasti a byla vyhodnocena jako konzervovana. Vyskyt této alely
je vpopulaci vzacny a vramci studovaného souboru pacientd byla potvrzena
u 6 z nich. Dosud vSak nebyla publikovana studie, ktera by potvrzovala asociaci této
alely s parkinsonismem nebo jinym neurodegenerativnim onemocnénim.

Dale v tomto genu byla potvrzena missense mutace ¢.3706C>G u 5 pacientu
(lokus 184045397). Studie provedena Lesage et al., 2012, ktera se zaméfila
na nalezeni variant v genu EIF4G1 jako mozné pfi€iny parkinsonismu s autozomalné
dominantni dédi¢nosti, potvrdila tuto mutaci u 2 pacientd a u 4 kontrol. Vzhledem
k tomu, Ze pacienti, jejichz DNA byla pouZita jako kontrolni, byli ve véku 58 let a vy$
a v ramci jejich rodiny nebyl parkinsonismus zaznamenan (nalezeno v: Lesage et al.,
2012), Ize tedy predpokladat benigni povahu této mutace. Coz je podporovano i tim,

Ze sejedna o zaménu aminokyselin stejné povahy (nepolarni), dana pozice
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je jen slabé& konzervovana a dle predik&nich nastroji SIFT a PolyPhen2 je zaména

téz benigni.

V genu LRRK2 bylo potvrzeno 6 mutaci. V lokusu 40634203 byla potvrzena
intronova zaména ¢.572-82A>G, jejiz vyskyt je v populaci Casty. Dle phyloP se jedna
o velmi slabé konzervovanou oblast. Tato varianta byla potvrzena u 5 pacientu.
Mutace nebyla jinou studii nalezena ve spojitosti s parkinsonismem. Vzhledem
k Castému vyskytu se muze jednat pouze o polymorfismus.

V lokusu 40671989 se jednalo o exonovou zaménu c.2167A>G ménici
aminokyselinu izoleucin na valin. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o zaménu dvou
nepolarnich aminokyselin, nemusi se jednat o poskozujici mutaci, coz bylo potvrzeno
i nastroji PolyPhen-2 a SIFT. V na$i studii se Castéji vyskytovala u pacientl nez
u kontrol (5/1). Tato varianta byla studii Di Fonzo et al., 2006 nalezena u 10 %
pacientt z 60 studovanych parkinsoniki. Varianta byla diskutovana jako
jednonukleotidovy polypmorfismus ve studii Mata et al., 2005, ktera sekvenovala
100 pacientli s jiz pfedchozim vyskytem nemoci vrodiné a to s autozomalné
dominantni dédi¢nosti (nalezeno v: Mata et al., 2005).

V lokusu 40677655 se jednalo o potvrzeni intronové zamény c.2242-22C>T
u 6 pacientl. Tato varianta je v populaci €asta - frekvence nad 6 %. Dana pozice byla
vyhodnocena jako nekonzervovana a dosud nebyla publikovana Zadna studie
potvrzujici jeji vyskyt u parkinsonikl. Da se tedy prfedpokladat jeji benigni charakter.

Vramci lokusu 40703047 byla nalezena delece vintronu c.4317+12delT.
Tato delece je v populaci vzacna a u analyzovanych pacientd byla potvrzena
u 6 z nich. Oblast kolem této delece je evoluCné slabé konzervovana, bylo by tedy
vhodné pro predikci jejiho mozZného ovlivnéni sestfihu mRNA pouzit néktery
z dostupnych nastroju. Souvislost této mutace s neurodegenerativhim onemocnénim
nebyla zatim publikovana.

V lokusu 40713899 byla potvrzena zaména c¢.4937T>C, ktera vede ke zméné
aminokyseliny p.Metl646Thr. Jde o zaménu aminokyseliny nepolarni za polarni,
mohl by se tedy oCekavat poskozujici charakter této mutace. To je podporovano také
tim, Ze se jedna o mutaci v COR doméné (nalezeno v: Mata et al., 2005),
prostfednictvim které je pravdépodobné ROC doménou regulovana kinazova aktivita
LRRK2 (nalezeno v: Deng et al., 2008). Moznou patogenitu podporuje i jeji vzacny

vyskyt v populaci a evoluéné silné konzervovana pozice, v niz se nachazi.
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V analyzovaném souboru pacientd byla potvrzena u 4 z nich a 1 kontroly (mladsi
60 let). Dle PolyPhen-2 a SIFT byla vyhodnocena jako neposkozujici. Opét je nutné
pfipomenout, Ze se jedna pouze o in vitro prediktivni nastroje. Funkéni studie
zaméfena na vliv dané mutace na kinazovou aktivitu LRRK2 nebyla publikovana.

Dale v genu LRRK2 byl analyzovan lokus 40760764, kde byla potvrzena
intronova zaména ¢.7391-44T>C u 6 pacientlu. Vyskyt této varianty je v populaci
Casty - nad 6 % a pozice, kde se nachazi, byla vyhodnocena dle PhyloP
jako evolu¢né variabilni. Pravdépodobné jde tedy o benigni variantu.

V ramci genu LRRK2 a potvrzenych 6 variant byl pozorovan u nékterych
pacientl vyskyt mutantnich haplotypu. | pfesto, Ze jde o Casté i vzacné varianty, jejich
vzajemnym pusobenim je mozné predpokladat zvySeny podil na ovlivnéni funkce

kinazy a pfipadné na rozvoj parkinsonismu.

V genu VPS35 byly potvrzeny 4 vzacné intronové mutace. V ramci lokusu
46694101 to byla zaména c.*283C>A, jejiz frekvence vyskytu v populaci nebyla
uvedena. Mutace byla nalezena u 4 pacientl a 2 kontrol, z nichz 1 ma nad 70 let.
Dle phyloP se jedna o nekonzervovanou oblast. Lze tedy pfedpokladat spiSe benigni
povahu této mutace, coz potvrzuje i absence publikace spojujici vyskyt varianty
s parkinsonismem. Bylo by ale vhodné Zzjistit, zda kontrola stale nema znamky
parkinsonismu.

V lokusu 46702740 se jednalo o c¢.1647+102A>G, ktera byla nalezena
u 5 pacientll. Mutace se nachazi ve slabé konzervované oblasti, bylo by tedy vhodné
pouzit pro tuto pozici predikéni program hodnotici dopad mutaci na alternativni
sestfih. Studie potvrzujici vyskyt této varianty u parkinsonik( nebyla publikovana.

V lokusu 46714512 se jednalo o zaménu c¢.506+71A>G potvrzenou
u 6 pacientl a 1 kontroly. Tato pozice byla dle phyloP vyhodnocena jako variabilni
a kontrola, u niz byla varianta potvrzena, je starS§i 80 let. Mize tedy jit spiSe
0 nepatogenni variantu.

V pfipadé lokusu 46717387 byla potvrzena zaména ¢.102+33G>A
v nekonzervované oblasti u 4 pacientll a 1 kontroly pod 70 let. Tato varianta byla
nalezena u 2 pacientl a 3 kontrol ve studii Zimprich et al., 2011. Vzhledem k tomu,
Ze prumérny veék 2 kontrol byl 55 let, je mozné, Ze muzZe dojit jeSté k projevim
parkinsonismu. U této zamény by bylo vhodné predikovat jeji mozny dopad

na alternativni sestfih pomoci dostupnych nastroju.
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V ramci genu MAPT byly sekvenovany 2 lokusy. V lokusu 44060859 se jednalo
0 exonovou zaménu c.689A>G, jejiz vyskyt je v populaci vzacny. Tato varianta vede
k zaméné polarni aminokyseliny za zasaditou. Pozice DNA, v niz se nachazi,
je relativné slabé konzervovana. Dle SIFTu a PolyPhenu-2 se jedna o patogenni
mutaci. V analyzovaném souboru pacientl byla potvrzena u 3 z nich a u 2 kontrol,
z nichz 1 je nad 80 let. Bylo by tedy vhodné zjistit, zda se u této kontroly neprojevily
az nyni znamky parkinsonismu. Studie Jin et al., 2012, ktera se zabyvala variantami
tohoto genu ve spoijitosti s Alzheimerovou chorobou u $panélské populace, potvrdila
mutaci u 18 pacientd (fj. 10 % z celkového poctu analyzovanych pacientl)
a u 8 kontrol (tj. 5,8 %) (nalezeno v: Jin et al., 2012). Dle Deters et al., 2014 souvisi
tato mutace s hladinou tau proteinu v mozkomi$nim moku (nalezeno v: Deters et al.,
2014). Dale studie, ktera by se zaméfila na funkéni analyzu dané mutace, nebyla
zatim publikovana.

Dale byla potvrzena inzerce c¢.*238 *239insT v 3'UTR oblasti v lokusu
44101775. U této inzerce nebyla zaznamenana frekvence jejiho vyskytu v populaci,
da se tedy predpokladat, ze je vzacna. V analyzovaném souboru byla potvrzena
u 6 pacientl a 1 kontroly, ktera je starsi 70 let. Je vS8ak mozné, Ze i zde se mohou
jesté projevit pfiznaky parkinsonismu. Evolu¢né se jedna o slabé konzervovanou
oblast. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o intron, nebylo mozné provést prediktivni
analyzu nastroji SIFT a PolyPhen-2. Také nebyla nalezena publikace popisujici

souvislost této inzerce s néjakym neurodegenerativnim onemocnénim.

V genu FBOX7 byl sekvenovan lokus 32880006, ve kterém byla potvrzena
mutace c.540A>G u 4 pacientl a zadné z kontrol. | pfesto, Ze se jedna o vzacnou
mutaci, vzhledem ktomu, Ze nedochazi ke zméné aminokyseliny a oblast
je variabilni, jde nejspi§ o nepatogenni zménu, coz potvrdil i SIFT a PolyPhen-2.
Také Zzadné publikace o spojitosti této varianty s neurodegenerativnimi

onemocnénimi nebyly zvefejnény.
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7. Zaver

Cilem této diplomové prace bylo z hrubych dat lon Torrentu vybrat varianty
k jejich ovéfeni na zakladé stanovenych kritérii a vyhodnoceni jejich mozného
klinického dopadu pomoci predik&nich program( SIFT a PolyPhen-2.
V ramci teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe zaméfena na obecnou
charakteristiku vybranych genl a jejich pfipadnou souvislost s parkinsonismem
Ci jinym neurodegenerativnim onemocnénim.

V experimentalni Casti byla z vybranych variant potvrzena jejich pfitomnost
v 18 z nich. Z klinického hlediska by mohly byt potencionalné vyznamné 3,
ato v populaci vzacna missense mutace p.GIn115Pro v genu PINK1, ktera byla
PolyPhenem-2 vyhodnocena jako pravdépodobné patogenni. Dale pak p.GIn230Arg
v genu MAPT, ktera je také vzacna, dle predikce patogenni a v genu HTRA2 mutace
p.Alal4l1Ser, jez byla sice vyhodnocena jako benigni, nicméné dle dostupné funkcni
analyzy byl popsan jeji vliv na transmembranovy potencial mitochondrie.

U potvrzenych vzacnych variant v nekddujici sekvenci by bylo vhodné

v budoucnu ovéfit jejich dopad na alternativni sestfih mRNA.
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9. Seznam pouzitych zkratek

ADH
ADH1C
Ala
Arg
Asp
Asn
ATP
cAMP
C
Cayl
Cay2.2

clAP1

Cdc37

CLEAR

Clinvar

CNV

-COOH konec
Cys

DARPP-32

DAS
dbSNP

DJ-1

adenin

enzym alkoholdehydrogenaza
enzym alkoholdehydrogenaza tfidy 1
alanin

arginin

asparagova kyselina

asparagin

adenozintrifosfat

cytosolicky adenosinmonofosfat
cytosin

napétoveé fizeny vapnikovy kanal
napétoveé fizeny vapnikovy kanal

bunécny inhibitor apoptdzy (cellular inhibitor of apoptosis
proteinl)

ko-chaperon cell division cycle 37

fizena lysozomalni exprese a regulace (coordinated lysosomal
expression and regulation)

databaze, je soucasti NCBI
copy number variation
karboxylovy konec

cystein

dooaminem a cAMP fizeny neuronalni fosfoprotein (dopamine-
and cAMP-regulated neuronal phosphoprotein)

distribuovany asociacni systém

databaze jednonukleotidovych polymorfismu (single nucleotide
polymorphism database)

jiné oznaceni pro PARK7
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DNA
dNTP

EIFAE

EIF4F

EIF4G

EIF4G1

4E-BP
FAS
FASTA
FbxI
Fbxo
Foxw
FBP
FBXO7
B F_.DOPA
FP

G

GBA

GIGYF2

GlIn
Glu
Gly
GPCR

grb10

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleosid trifosfat

eukaryotni iniciacni faktor translace 4E (eukaryotic translation
initiation factor 4E)

eukaryotni iniciaCni faktor 4F (eukaryotic initiation factor 4F)

eukaryotni iniciacni faktor 4G (eukaryotic translation initiation
factor 4 gamma)

eukaryotni iniciacni faktor translace (eukaryotic translation
initiation factor 4 gamma, 1)

EIF4E-vazajici proteiny

protein z rodiny TNF receptoru

format pro sekvenacni data (FAST Alignment)
F-box protein s doménou LRR

F-box protein s doménou other

F-box protein s doménou WD40

F-box protein

F-box protein 7
3,4-dihydroxy-6-[18F]fluoro-L-phenylalanin
FBXO7/P131 doména

guanin

enzym glukozylceramidaza beta (glucosylceramidase beta)

GRB10 interagujici GYF protein 2 (GRB10 interacting GYF
protein 2)

glutamin

glutamova kyselina

glycin

receptory sprfazené s G proteinem

protein vazajici receptor rustového faktoru (growth factor
receptor bound protein 10)
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GRCh

GTP

o

His

Hg
HumDiv
HumVar
Hsp31
Hsp90

HTRA2

HTTP
HURP/DLG7
IGF-1

IGV

lle

INDELy
Levodopa
LRR

LRKK2

Lys
MAO - B
MAPK

MAPKKK

MAPT

konsorcium lidského referenéniho genomu (genome reference
consortium human)

guanozintrifosfat

kationt vodiku

histidin

lidsky genom (human genome)

Human diversity - dataset PolyPhenu-2

Human variability - dataset PolyPhenu-2

protein s chaperonovou aktivitou (heat shock protein 31)
protein s chaperonovou aktivitou (heat shock protein 90)

5-hydroxytryptamin serinova peptidaza 2 (5-hydroxytryptamine
serine peptidase 2)

hypertextovy protokol (hypertext transfer protocol)

hepatoma up-regulated protein/discs large homolog 7

inzulin like rastovy faktor (insulin like growth factor)
integrativni genomicky prohlize€ (integrative genomics viewer)
izoleucin

inzerce/delece

L-(-)-3,4-dihydroxyphenylalanin

doména obsahuijici repetice bohaté na leucin

kindza 2 s repeticemi bohatymi na leucin (leucine-rich repeat
kinase 2)

lysin
monoaminooxidaza typu B
mitogeny aktivovana kinaza (mitogen-activated protein kinase)

mitogeny aktivovana kinaza kinaza kinaza (mitogen-activated
protein kinase kinase kinase)

tau protein asociovany s mikrotubuly (microtubule-associated
protein tau)
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Met
MFEN2
MPDP
MPP
MPS

mPTP

MPTP
MRNA
MmTOR
MUL

N- konec
NAD
NADH
NGS

NGSQC

OMI

PARKY

PC12

PCR

Pfpl
PHAST
phastCons
PhyloP
PINK1

PI3K

methionin

protein mitofusin 2
1-metyl-4-fenyl-1,4-dihydropyridin
metylfenylpyridin

masivni paralelni sekvenovani

proteinovy kanal regulujici permeabilitu mitochondrialni
membrany (mitochondrial permeability transition pore)

1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin

mediatorova RNA

kinaza, savci cil rapamycinu (mammalian target of rapamycin)
mitochondrialni ubiquitin ligazy 1

aminovy konec (NH-)

nikotinamidadenindinukleotid

redukovana forma NAD

sekvenovani nové generace (next generation sequencing)

nastroj pro hodnoceni kvality sekvenacnich dat (quality control of
next generation sequencing)

jiné oznaceni pro HTRA2

enzym deglykaza spojena s parkinsonismem (parkinsonism
associated deglycase)

bunécna linie odvozena z feochromocytomu

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
proteaza Pyrococcu furiosus (Pyrococcus furiosus protease )
phylogenetic analysis with space/time models

nastroj pro hodnoceni evoluéni konzervace, je soucasti PHAST
nastroj hodnotici fylogenetickoou konzervaci

kinaza indukovana proteinem PTEN (PTEN-Induced Kinasel)

fosfatidylinositol-3-kinaza
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PI131
PKA
PLA2G6
PLC

Polyphen-2

PP1

PRINSEQ

Pro
Ras
ROCO
SCF
Ser
Skpl

SNARE

SNCA

SNCB

SNCG

SIFT

Solid

SV

TRAP1

Thr

inhibitor funkce proteazomu (proteasome inhibitor 31)
proteinkinaza A

fosfolipaza A2, skupina VI (phospholipase A2, group VI)
fosfolipaza C

nastroj pro hodnoceni dopadu polymorfismu na fenotyp
(Polymorphism Phenotyping v2)

protein fosfataza 1

nastroj pro upravu sekvenacnich dat (preprocessing and
information of sequences)

prolin

mala GTPaza

komplex proteint Ras (Ras of complex proteins)
Skpl1-Cullin-F-box

serin

protein spojeny s S-fazovou kinazou (S-phase kinase associated
protein 1)

receptor spojeny s rozpustnym faktorem citlivym na N-
ethylmaleimid (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor
attachment protein receptor)

synuclein alpha
synuclein beta
synuclein gama

bioinformaticky nastroj: tfidéni netolerujicich od tolerujicich (sorts
intolerant from tolerant)

sekvenovani oligoligaci a detekci (sequencing by oligo ligation
and detection)

single variations
thymin
protein 1 asociovany s TNF (TNF receptor-associated protein 1)

threonin
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Trp

Tyr

ubl
UCHL1

URL
Val
VCF
VPS
VPS26
VPS29
VPS35

WD40

Wit

tryptofan

tyrozin

uracil

ubiquitin-like doména

esteraza Stépici ubiquitin (ubiquitin carboxyl-terminal esterase
L1)

adresa zdroje (Unique Resource Locator)

valin

textovy format variant sekvenacnich dat (Variant Call Format)
vakuolarni tfidici protein (vacuolar protein sorting)

vakuolarni tfidici protein 26 (vacuolar protein sorting 26)
vakuolarni tfidici protein 29 (vacuolar protein sorting 29)
vakuolarni tfidici protein 35 (vacuolar protein sorting 35)

doména obsahujici 40 aminokyselinovych motivl ohrani€enych
Trp a Asp

nemutovana forma (wildtype)
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10. Priloha

Seznam pouzitych primert
Hs00245579

f: CTTGTGACTTCCTCTTCTAGCAACA
r: TGATCCAGTAGTGCTCATTTGTTC
Hs00790146

f: CTTCTAGGAGACCTGCACCAG

r GGCTGGGATCTCTGTGGAAAC
Hs00167825

f: CTTCGTGTGCAGCTAGAGCTTTA

r: GATAAAGTGAGTCAGCAGCTTGAA
Hs00224666

f: GTCAAGGCCAAGGGTCAAGGC

r CCTGACTGTCAAGGACAACTGACT
Hs00668400

f: GTGTCAGGCAGGCATTAGTATATGG
r: GCTCTTTCCGGCACAATGTC
Hs00457345

f: TGGAGAGAGTCGGGCGTGTC

r: CCATGAAGATGCCATTGACAAGGT
Hs00625667

f: CCTAACCGTCTCCGCTTCTTC

r CTCCGCTCGGCTTAGGAC



Hs00415945

f: GGGCTAGCGGTCCCAGCATA

r CGCGAACGGGTTCCAGAGTT

Hs00195701

f: GCTGGAGCCTTCGGGCATG

r CCCGGTCTACCCCCACCATTA

Hs00208163

f: ATTACTCCCCAACAAGGCTGATTT

rr GCCATAGAGCTTCCTTTGTCCAAT

Hs00244559

f: GTGCCTGTAGTGTGATGTGTCTGAA

rr CCAACCTTCCAGGAAACCTCAGAT

Hs00249277

f: CTCTCTGCAAGGCAGCCTAATG

rr ATCCAAAGACACATCAAACCAATGC

Hs00335674

f: ACTGAGCAAAGAGACATAAAATGCTT

rr TCAACAGTGATAAGCCAACTAGTAAC

Hs00454512

f: TGATCCACCACCATCACCGTT

rr AACTCGCTACCTTGGGCAGGTT



Hs00280402

f: TAATGGTGAAAAAGGTTAAGTGCGAAC

rr AACAGTGTGCTGGCGGGAAAA

Hs00463354

f: CGCCTTGTACTTAGCATGCACTCA

r GGCGGCTTTACCTTCAGTCTCC

Hs00706014

f: TGACCAAGGCTTCTCCTAAAGC

r GCTTGTTCTTTCTATGCCACGTTAATG

Hs00167823

f: GGACTCGTGTGGCCTGTGTG

rr TAGAGCAGATCCAGGACAGGCAAT

Hs00167824

f: AGACTGGGTTCCTCTCCAAGCTC

r TCCTTCTCCTTCTCAGATCCCTTCA

Hs00783608

f: TTTAAAAATCTGTTGGAAGTAATCTAGCTCTGT

rr GTCCAAGAAGAGAACCTACAAACTAGAC

Hs00335645

f: AACATTCTTAGGAAGGGCTGCTT

r ATGGGTTGAGCATCCACAAGTTTCT



Hs00335658

f: TCCCAATCTATTCAAGGATCAGTTTTG

rr AGGTCCCTCAAACTGGCATGAATAA

Hs00677290

f: GAGCATTGTACCTTGCTGTCTATGA

rr CGGAAAGTTTCCCAATTCAAAATTTTAGTG

Hs00625788

f: TTGAAGGGTCACCTAGAAAATAGAATTGTG

rr GTTTGGAAAACAGTATCCTTCTAAATGTTACC

Hs00395544

f: AAGGACTCACTTAAAATGTCTCCCATT

rr AAGATGTCTGTGTTTTGCTTGCAGTA

Hs00208126

f: GGGAGAAGCAACATGTAGTTTTATCT

r GTCGTTGGCTCCCAGAGTGTAA

Hs00748638

f: AGCTTTTTGAGAGCTCCAAATCTTG

rr CCTGCCCACTCCTCAATCAC

Hs00251573

f: CAGAAGGCTTGAAGGCAAGGC

rr AGGGCGACTCTGACGAGGG



Hs00764632

f: GCAAGTGTTTTGCAAAAGTAGCTATG

rr ACACAATGGCAGGGCTCTT

Hs00155273

f: TTACACATGGCCTTATCTTGCAAT

rr AAATAGCTCACCATACTCCTTTCCA

Hs00729475

f: TAAATGGCTGACTGGGTGGAAG

rr TGTCAAGTCATTTCCTCAGTCCAG

Hs00155291

f: GAACCAAGGAGGCTAGTAATTCTG

rr AGGTATAGAGCTGGACATTGTTGGA

Hs167804

f: GGGAAAATGCCCGAAGGTACAGA

r GGCCTAGAGTTTCTGTTAGACATTCA

Hs00167818

f: GGAGAGAATGAGAGAGTGTGGAAAAAA

r TCTTGTGCTTCCTCTCCCCTCTG

Hs00551128
f: CCCCTGGAGTTCACGTTTCA

r AAGACACAGACCTTTGAGTTGAGG



