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SOUHRN 

Dědičné neuropatie Charcot-M arie-Tooth (CMT) 

Určila jsem relativní zastoupení typů dědičnos ti v celkovém souboru CMT rodin dosud 

shromážděných v DNA laboratoři Kliniky dětské neurologie 2. tF UK (včetně rodin s již dříve 

prokázanou kauzální mutací). Zastoupení dominantních a sporadických forem je přibližně 

shod né (40% rodin). Malé procento rodin (2%) vykazuje zřejmý autozomálně recesivní (AR) typ 

dědičnos ti se dvěma nebo více postiženými sourozenci a zdravými rodiči. Sporadické případy 

mohou být buď následkem AD de-novo mutací nebo AR. U zbývajících 18% rodin (nepříbuzných 

pa ientů ) nejsou k d ispozici spolehl ivé klinické údaje o rodině, které by umožnily stanovit typ 

d ěd i Vnos ti . 

Dále jsem určila relativní zastoupení typů dědičnosti ve skupině CMT rodin s dosud 

nenalezenou kauzální mutací (t.j. s vyloučenou formou CMTlA / HNPP ev. s vyloučenými 

mu ta mi v některém z da lších testovaných genLl asociovaných s CMT - Cx32, MPZ, PMP22, 

EGR2, EFL, SIMPLE) . Podíl dominantních a sporadických forem .CMT se zde mění, ve srovnání 

s celkovým souborem rodin, ve prospěch sporadických případů (dominantní 30%, sporadické 

50%). Pod le tohoto údaje lze usuzovat, že nejvyšší záchytnost kauzálních mutací je obecně ve 

sku pině rod in se zřetelně dominantním typem dědičnosti. 

Zjistila jsem fre kvenci mutací v genu pro "eady growth response factor 2" (EGR2) ve 

skupině českých pacientů s demyelinizační formou CMT (CMTl) po vyloučení nejčastější 

formy CMTl A (2,2%; 1 ze 46 rodin s pozitivním nálezem) . Zachycená mutace u sporadicky 

postižené pacien tky vznikla de-novo. Mutace v EGR2 vznikají podle literatury často de-novo a 

proto má smysl tes tovat pacienty se sporadickým výskytem demyelinizační neuropatie. I přes 

pečlivý výbě r testovan)ích pacientil je ovšem pravděpodobnost záchytu kauzální mutace velmi 

malá a neopod s t a tň uje běžnějš í diagnostické testování. V)ísledky testování genu EGR2 jsem 

publikovala v roce 2005 v časopisu ! euromuscular Disorders. 

Dále jsem tes tovala gen pro "neurofilament light chain polypeptide lJ (NEFL). Ve skupině 

66 pacientú s postižením CMTl a s vyloučenou formou CMTlA jsem neidentifikovala ani 

jednoho pacienta s kauzální mu tací v NEFL. M utace v genu NEFL jsou tedy pravděpodobně 
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velmi vzácné mezi českými CMTl pacienty. Naopak ve skupině českých CMT2 pacientů 

mohou být NEFL mutace zodpovědné za 2,2% případů (nález dosud nepopsané mutace u 1 AD 

rodiny ze 45 testovaných) a jejich testování je opodstatněné zejména u AD rodin s jednoznačně 

axonální neurogenní lézÍ a časným začátkem v dě tsk ' m věku, u kterých nejsou významně 

sníženy rychlosti vedení motorickými vlákny n. medianus. Celková frekvence mutací mezi CMT1 

i CMT2 formami (po vyloučení nejčastějších forem CMT1A a HNPP) je velmi nízká - přibližně 

0,9% (1 pozitivní nález mezi celkově 111 testovanými rodinami). 

Frekvence mutací v genu pro "small integral mambrane protein of the lysozome/late 

endosome" (SIMPLE) ve skupině českých CMTl pacientů po vyloučení nejčastější fonny 

CMTI A p ředstavuje 3,8%. Mezi 104 testovanými CMTl rodinami jsme prokázali mutace 

u 4 rodin. Identifikovali jsme celkem 3 rů _né ka uzální mutace v genu SIMPLE ve 4 rodinách. Dvě 

z nalezených mutací jsou nové. Podle spektra zachycených rodin lze usuzovat, že záchyt 

kauzálních mutací v SIMPLE je pravděpodobnější u familiárních případů AD rodin než 

u sporadick~/ch případů (3 z 4 rodin jsou AD). Diagnostické testování je ale vhodné 

i II poradických CMT1 případú. 

U pacientů s nově nalezenými kauzálními mutacemi v testovaných genech EGR2, NEFL a 

SJMPLE byl dle možností upřesněn n eurologický a elektrofyziologický fenotyp nosičů a byla 

upřesněna diagnosti cká k riteria pro podtypy dědičných periferních neuropatií zpúsobených 

zachycenými mutacemi. 

Ověřilila jsem a zavedla metodu multiplexní kvantitativní reaI-time PCR (real-time 

Q-PCR) k diagnostickému testování počtu kopií genu pro "peripheral myelin protein 22)1 

(PMP22), jehož dupl ikace a delece jsou zodpovědné za dvě nejčastější formy dědičných 

neuro patií Charcot-Marie-Tooth - CMTlA a HNPP. Testováním referenčních vzorkú (n=1-8) 

s dříve známým počtem kopií PMP22 genu jsem stanovila diagnostická rozmezí f1 L Ct hodnot 

pro 1, 2 a 3 kopie PMP22 genu, která byla následně využita pro prospektivní testováni nových 

zorků s předem neznámým počtem kopií (n=236) i k retrospektivnímu testování vzorkú 

vyš třených dříve pomocí mikrosatelitové analýzy s negativním výsledkem (n=178) . Použiti 

kvantitativní real-time PCR umožnilo potvrzení duplikace PMP22 genu u celkem 6 rodin, 

u kte rých bylo na zákl adě mikrosatelitové analýzy vysloveno podezření na CMT1A duplikaci 

atypického - menšího rozsahu. V souboru 243 rodin s potvrzenou CMTlA duplikací v naší 

laboratoři představují tedy atypicky menší duplikace cca 3%. Tato frekvence je překvapivě vyšš í 

nú jsm · pLtvodně p redpokládali a než bylo uvedeno v literatuře . Zavedením a ověřením metody 

reéll-time pe R pro detekci počtu kopií PMP22 jsme získali spolehlivý nástroj k prúkazll šech 

7 



Souhrn 

CMT1A duplikací a H pp delecí nezávisle na jejich rozsahu . Kvantitativní real-time PCR má 

vůči dosud používané mikrosatehtové analýze v)íhodu zejména u sporadicky postižených 

pacientů s předpokládanou HNPP delecí bez možnosti vyšetření rodičů. 

Choroba Pelizaeus-Merzbacher (PMD) 

Choroba Pelizaeus-Merzbacher (PMD) je X-vázanou poruchou centrální myelinizace. Ve většině 

případů je způsobena duplikací genu pro "proteolipid protein 1" (PLP])' Vyšetřením 

referenčních vzorků jsem ověřilia a zavedla dvě multiplexní real-time Q-PCR eseje na testování 

počtu kopií dvou nesousedících exonů genu PLPl. Byla určena diagnostická rozmezí ~~Ct 

hodnot pro testování počtu kopií PLPl u suspektních PMD pacientů a žen p řenašeček. Výsledky 

této stud ie ukazují, že multi plexní real-time Q-PCR je velmi účinnou metodou dobře využitelnou 

k diagnostickému testování duplikací genu PLPl u onemocnění Pelizaeus-Merzbacher. Popis 

metody a výsledky ověřovací studie jsem publikovala v roce 2006 v časopisu Genetic Testing. 

8 



SUMMARY 

Hereditary neuropathies Charcot-Marie-Tooth (CMT) 

We evaluated the relative frequency of each mode of inheritance in the large group of CMT 

fam i1ies gathered in the DNA laboratory of the Dept. of Child Neurology of the 2nd Medica! 

School (incl uding famiJies wi th already detected causal mutations). The frequency of dominant 

and sporadic forms is approximately equal (40% of families). In a small percentage of families 

(2 0k'), the autosomal recessive (AR) mode of inheritance (two or more affected siblings) was 

recognized. In the rest of the families (18%) there are not enough reliable data on the clinical state 

of the fam ily members to indicate the mode of inheritance. 

Further we evaJuated the rela tive frequency of inheritance modes in the "unconfirmed JJ 

grou p of CMT families wi th ou t detected causal mutation (which previously tested negative for 

the CMTlA / H NPP forms and / or for mlltations in some of the following CMT-associated 

genes - Cx32, MPZ, PMP22, EGR2, NEFL, SIMPLE). The frequency of dominant and sporadic 

forms in this group is somewhat different from the large cohort of families. The frequency of 

dominant pedigrees is low r (30%) and the frequency of sporadic cases higher (50%). This may 

indicate that, in general, we can expect the detection rate of CMT causes to be higher in dominant 

pedigrees com pared to sporadic CMT cases. 

In this study I have estirnated the frequency of mutations in the early growth response 

factor 2 gene (EGR2) among Czech patients with demyelinating form of CMT (CMTl) and 

w ith exclllded most common CMT forms (CIvIT1A and HNPP) . This frequency is 2,2%; (1 

patient/family with detected causal mutation among 46 tested). The only causal de-novo 

mutation \-vas de tected in a sporadically affected patient. Mutations in EGR2 originate often de

novo and, therefore, patients with CMT1 with sporadic occurrence should be preferentially 

included for EGR2 testing, although the probability of finding a causal mutation seems to be 

generally very low and it does not reach the level for routine diagnostic testing. The results of this 

study were published in 2005 in the Ne uromuscular Disorders journal. 

Further on, I tested the neurofilament light chain polypeptide gene (NEFL) in CMTl and 

CMT2 families. Mutations in !VEFL are probably very rare among Czech patients with CMTl. 



Summary 

In this study, there was no causal mutation detected in a group of 66 CMTl patients with 

excluded CMTlA formo In the group of Czech CMT2 patients, mutations in NEFL can be 

responsible for 2,2% of cases (1 novel mutation w as detected in 1 AD family out of 45 tested). 

This study shows that families with AD mode of inheritance and clearly axonal neuronal lesion 

w ithou t marked redu hon in median motor nerve conduction velocity on EMG studies should be 

preferentially inclllded for NEFL testing. The overall frequency of mutations in both CMTl and 

CMT2 famil ies (with excluded CMTlA form) is very low (estimated 0,9%; 1 positive pedigree 

among 109 tested) and the routine diagnostic testing is questionable. 

Further on, we tested the small integral m embrane protein of the lysozome/late endosome 

gene (SlMPLE) in a group of Czech CMTl patients with excluded CMTIA form and the 

estimated frequency is 3,8% (4 positive pedigrees among 104 tested). A total of 3 different 

SIMPLE mutations (2 out of which were novel) were detected in 4 families. Based on the spectra 

of the fam ilies with detected mutations we can conclude that the probability of finding a SIMPLE 

muta tion is high in AD families (3 out of 4), however, sporadic cases can be included for SIMPLE 

te ting as well. 

l n the carriers of the newly detected mutations in the EGR2, NEFL and SIMPLE genes, the 

ne urol ogical and electrophysiological status was specified and the inclusion criteria for the 

molecular testing of the corresponding CMT subtypes were elaborated. 

ln this shtdy I further optimized and evaluated a multiplex quantitative real-time PCR 

reaction for di agnostic dosage analysis of the peripheral myelin protein 22 gene (PMP22). 

PMP22 duplications and deletions are responsible for the two most common forms of CMT 

(CMTl and HNPP). The method was evaluated by testing of 158 reference DNA samples, 

which allowed reliable d ifferentiation of 1, 2 and 3 copies of PMP22. The obtained ranges of 660 

values were further used for retrospective screening of patients who previously tested negative 

for C ITI A/HNPP by microsatellite analysis (n=178) and for testing of newly received DNA 

sam ples simll ltaneollsly by both methods (n=236). Using both real-time Q-PCR and the 

microsatellite analysis, we were able to confirm PMP22 gene duplication in 6 fami\ies suspected 

for an a ty pical size of CMT1A duplication based on microsatellite analysis. Given the total of 243 

CMTl fami lies detected in our laboratory, we assume that atypical CMTlA duplications are 

more frequ ' nt than expected. They could represent up to 3% of aU CMT1A cases. Their reJiable 

detection and confirmation requires the use of two independent methods, such as microsatellite 

un lysis and real-time Q-PCR. The sensitivity of real-time Q-PCR for CMTIA/HNPP t~stjng is at 

least equa l, if not superior, to the cllrrently llsed routine testing by a set of 17 microsatellite 

10 
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markers. Ano ther advantage of real-time Q-PCR is the short time-to-result and simple 

pe rformance. Simultaneous use of quanntanve real-time PCR and microsatellite analysis in 

CMTIA tesnng is necessary for the confirmanon of CMTI A duplicanons of atypical size. 

Pelizaeus-Merzbacher disease (PMD) 

I have evaluated two mulnplex real-nme Q-PCR essays for testing of two PLPI exons m 

patients w ith the Pelizaeus-Merzbacher disease (PMO) by testing of 110 reference g-ONA 

samples with p reviously known proteolipid protein 1 gene (PLPI) copy number. PMD is an 

X-linked di sorde r of the central nervous system m yelination. In most of the cases, the a ffec ted 

boys carry an extra co py of the PLPl gene as a result of a segrnental duplicati on at Xq22. Female 

ca rriers carry 3 PLPI gene co pies . Samples were tes ted Llsing analogical approach to the PMP22 

gene testing. Diagnostic ranges of detected 6.6.0 values for 1, 2 and 3 PLPl co pies were se t by 

tes ting a group of reference samples. These reference ranges were and are being further used for 

reliable detection of suspected PMD patients and fern ale carriers. Multiplex real-tirne Q-PCR is a 

highly efficient rnethod that can be successfully used in PLP I copy number testing in PMD 

patients and PLPI d uplication female carriers. The results of this s tudy were published in 2006 in 

the Genetic Testing journal. 

11 



A DĚDiČNÉ N E U ROPATI E 
CHARC O T - M A RIE-TOOTH 

1. Úvod 

V roce 1886 popsali v Panži profesor Charcot a jeho žák Marie neobvyklou formu pomalu 

progredující muskulánú atrofie charakterizovanou slabostí a atrofií svalů na dolních končetinách 

a později na rukou (Charcot a Marie, 1886) (Obr. 1) . 

. SUIl lJ~ F. FOiI'I E . ~.Hl1 1 r.OLJ tRE 

D'ATROPllIE ~ rusc LAIRE PROGRESSI VE 
1001: \' [;\, FA'll tI .\LF. 

[)~B11TA~l !-,,\p. ], 1'$ PIEO!3 l-:-r I. F;S JA~tnes 

[J .\n r.lli.'i .\.!\T !JUJ) T.\ I:O I.ES )l \ L'\:i 

Par 1 .-M , CH AR GOT o l p , .MARI E 

t'::l ' r() flh i~ '-UU l3.iffl pt"Ogrt:u lsc 2.e ,,,hle J.!'1\·oi 'l" d.-. ph;, on ['hUl 
:,:4) 1I10renle r eCl Sroupel t;e,. .md.:tire5 d o nl Ic nombre :;; 'n.ccro ll . ť'n 
mUlO!) tcm p1 fJ ae ľ(lh3 C::- \';)líOIl ci \ukJ; u.o de.J rai !l. dc',-ic lI l lIhu , Ol llca

u vc t~ phlS prkbe. 
l.J. t9rm6 ď.uro{l hiC muscu laire (jui (;;i l r objel d~ ťQ I:-.!nil nou, 

p.\r.lf\. IK';$ť'ul~r d C$ Col r..:c!i!.re-, a!i5C1 d tiS nis ,0l a!~l ~tlbll!S pollr 
m~:i t-c .. une íl(ucr:ílLillu !ip~d" b.! tl ur.c il lo. r:e tl. fI.:'Lrt &!"S II!5 c.-..drcs 
U'')4f):;;T" .!opll j,Wes. . . . 

P""lIdilnL ť ,IL IIl~O qui \' il!ol de :.· .. .eotl h~r, nOL!.!i ;'I \"CUl.S [' ,\ I QCl.:aE10n 
L:·",tb:, "l' r t::.Ihl m::l l;,d~ :tottclnLs de CellA! illT.xaWI1 ; c'e."!' .1' .I f1rili el 
S'-r.'I lij me:; 1l"~n lÓ$ p::..r é l l..l qu~ I\OLl5 !1 ecnrollJ cr-tlc-r.i; lt l.lll!l 
.,~n)!1S ~uuj n::o."l lI r~ , fl' \ nd ecb ",.,,..' ni!.tc·s:ti..rr , A\U ob5.cn·l.t!o!1.S 
~1J .. l \)/uo.! ptlht~e~ ILo'H' d ';\ u l~ . , ut~urs . 

voici rt'.;lbonllCj oh~n·.' lio l! " de IJ JS ci n1 :n,h ,lc5 ' . 

"I . I. _ )t~:"lrn i\ \V .• . , l1 >::l..d :"in ... . \ ucun :lIIt !:.,.:&!:n t báe..llIJ iro. !:.on 
(,.~~. V!U5l~i d6 1N~ u 'l1.l::1t\"e nn~, u.prhc:1te ! iU.cU .:lt: tnu: r.r ď.ůcophi:!!' 
fou~b { 01 , " 

)Ll .. ltn8 lIu r;J it cu d~ oonn lbj"ms d.l.n1l l,a pl'«II\t:n: ou dt'.lXi"m. 
~n nob:l : .. oI Wl :.n21 :lun1l".nl eoICU1.o:ce' ~ )IQ r:u:mJr.:-r ln p:-cmIIllMo .. 1~!ld 
de r .. jbl~ du C"6L6 d~ nllnnbr-e'J. lt'I fo!lllllun ; l p.ceds M loum..:r.u::n t 
q U-;ln ' ! II OIl1rcb~i l . J:\ f'l.CIII pbnt"J.l rc ft";Jl"d:l.n t loot h r..lh & (1 dd,.'[lI. A 
". 1flc::tU!ll , 00 lUl II N J. ll ... ::a.pp;lrclt;" I~ ptMl II" Ofl' :&4I:nbl ů tUl Feu 

I. t.n r.!JOlDln pt'J d rq-rol uhu.t..ml t:1 lr.rtU o." tli !".d{t-d LUm lo b bon· 
' Clf & ;,t t tl Lt.l~trWJW, pIH' 'I . {mHIL' • 

Af;'r . lilie .. tu .. TV I''- n. - .. t -.. Ib! 1916. 1 

Obr. 1. Úvodní strana 
článku autorů Charcot 
a Marie z roku 1886, 
který jako první 
v historii medicíny 
popisuje pacienty 
s dědičnými perifernimi 
neuropatiemi. 

Ve st jném roce nezávisle na nich uveřejnil Tooth popis "peroneáln.ího typu progresivni 

svalové atrofie" s prakticky stejnými klinickými příznaky, jako uváděl Charcot. (Tooth, 1886) 

Dědičná povaha onemocněni byla zaznamenána vobou pracích, tedy ještě v době před 

znovuobjevením Mendelových zákonů dědičnosti. Tooth ve své originálni práci dále správně 

určil, že se jedná o neuropatii spíše než o myelopatii, jak předpokládali Charcot a Marie. 

(Murakami et al ., 1996) Nicméně trvalo dalších více než 100 let, než mohly být první typy 

dědičných neuropatíí objasněny na molekulárně genetické úrovni. (Lupski et al., 1991; Raeymaekers 

et al. , 1991) 



Dědičné neuropatie CM T Úvod 

1 .1. Klinické projevy dědičných neuropatií 

Dědičné periferní neuropatie se podle klinického nálezu obecně rozdělují do tří velkých skupin: 

dědičné motoricko-senzitivní neuropa tie (HMSN), dědičné distální motorické neuropatie (HMN) 

a dědičné sensitivní a autonomní neuropatie (HSAN/HSN). Wyck, 1984; De Jonghe et al., 2000) 

Dědičné motoricko-senzitivní neuropatie (HMSN), též nazývané onemocnění ChéHcot-Marie

Tooth (CMT), jsou s incidencí v populaci kolem 1:2500 - 5000 nejčastěj ším geneti cky 

podmíněným nervosvalovým onemocněním. (Skre, 1974) Jde o klinicky, ale především geneticky 

velice heterogenní skupinu chorob. Pro CMT je charakteristický pozvolný začátek a pomalu 

progred ien tní prúběh obtíží. Až na výjimky patří do obrazu CMT distální svalová slabost a 

atrofie (nejvíce a nejdříve bývají postiženy peroneální svaly) a dále deformita nohy s vysokým 

nártem a klenbou označovaná jako "pes cavus" (nebo "pes excavatus"). Díky oslabení extenzorů 

nohou pacien tům přepadávají špičky, při chůzi často zakopávají a jako adaptace se objevuje tzv. 

"peroneál ní " - či "kohouti" - chůze. Mezi další základní příznaky CMT patří u většiny pacientů 

snížení či y mizení šlachosvalových reflexú (dříve a více na dolních končetinách) a také poruchy 

citlivosti, jelikož při CMT jsoll postižena jak motorická tak sensitivní nervová vlákna . Později se 

vě tšinou bj ví slabost a atrofie svalů na rukou a horních končetinách . CMT nejčastěji začíná 

v první n bo druhé d kádě života. ěkteré genové poruchy však vedou k velmi časnému (CHN) 

nebo naopak velmi pozdnímu (CMT2I) začátku. Spektrum klinických nálezů li CMT je velmi 

široké, od pacientů s náznakem pes cavus a jen minimální svalovou slabostí až po pacienty 

s tě žkými distá lním i atrofiemi a deformitami nohou i rukou. (Pareyson, 1999; Mllmkami ct nl., 

1996) a jednom konci širokého spektra CMT stojí mírná forma " hereditary neuropathy with 

liabil ity to pre 'sure palsies" (H PP) - tzv. tomakulózní neuropatie, patřící mezi tzv. rekurentní 

neuropa tie - a na druhém konci dvě závažné formy s velmi časným začátkem obtíží - Dejerine

So ttas neuropatie (OSN), někdy také označovaná jako HMSN typ III a její nejtěžší a nejčasnější 

forma, tzv . kongenitální hypomyelinizační neuropatie (CHN). (SLlter a Scherer, 2003) CMT lze 

klasifikova t podle řady kriterií, nejčas těji je to podle: klinického obrazu, ele ktrofyziologického 

nálezu, ty p u děd ičnosti, n'u ropatologického obrazu, a dále dle zodpovědné genové poruchy a 

věku začátku . W.'Ick, 1984) 
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1.2 . Klasifikace dědičných neuropatií 

Elektrofyziologická klasifikace 

V klasifikaci CMf hraje od 60. let minulého století nejdůležitější roli elektrofyziologické vyšetření 

- elektromyografie (EMG), které rozděluje CMf na mnohem častější typ 1 (demyelinizační) a 

méně častý typ 2 (axonální). (Harding a Thomas, 1980) CMfl forma se vyznačuje sníženými 

motorickými rychlostmi vedení periferním nervem (MNCV) pod 38m/s. Forma CMf2 má MNCV 

> 38 mls a snížené amplitudy motorických i sensitivních akčních potenciálů (CMAP, SNAP). 

(Dyck et al., 1993; Suter a Scherer, 2003) CMfl forma je predominantně nalézána až u 80% všech 

CMf pacientů. (Young a Suter, 2001) Klinicky neurologicky jsou oba typy nerozlišitelné. 

Pro EMG diagnostiku dědičných periferních neuropatií a pro klasifikaci typů mají zásadní 

význam tzv. kondukční studie různých periferních nervů. Kondukční studie stanovují parametry 

vodivosti periferních nervů. Jsou prováděny pomocí povrchových stimulačních a registračních 

elektrod (Obr. 2) a jejich vyšetření je proto limitováno pouze pro nervy uložené blízko povrchu. 

Vyšetřovat takto lze nervy motorické, sensitivní a i smíšené a získaný výsledek nám dává 

informaci o zachování kontinuity nervu a o rychlosti vedení jeho vlákny. (Ambler, 1999) Typické 

nálezy u CMfl a CMf2 jsou znázorněny na obrázku 3. 

CMT1 

-~ . 5m'V 

81 em.-. 
's mY 

Obr. 2. 
Znázornění provedení 
kondukční studie na n. 
medianus. 
(Foto R. Mazanec) 

CMT2 

33.7"" 
2rrf11 

Obr. 3. Zaznamenaná elektrická aktivita činných svalů - akčn ích potenciálů (AP) při stimulaci periferních nervů. 
Výška AP (osa Y) vyjadřuje intenzitu svalové odpovědi - amplitudu (mV), Na ose X je vynesen čas . 
Elektrofyziologické nálezy - motorická rychlost vedení n. ulnaris (MNCV) u CMT1 a CMT2. A - CMT1: MNCV je 
významně snížena - zde na 26 mls. Složené svalové akční potenciály (CMAP) mají normální amplitudu, ale 
prodlouženou latenci. Pro CMT1 je typické difusní a uniformní demyelinizační postižení na všech nervech PNS. 
B - CMT2: Rychlosti vedení periferním nervem jsou téměř v normě (norma> 50 mls; zde 49 mls). CMAP na 
n. ulnaris má sníženou amplitudu (norma> 5,5 rnV; zde 2 mV). Amplitudy složených sensitivních akčních potenciálů 
(SNAP) bývají snížené zejména na dolních končetinách, jelíkož tíže postižení je závíslá na délce nervu (axonu). 
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Klasifikace dle typu dědičnosti 

Po základním rozdělení na typ 1 a 2 se CMT neuropati d ále subklasifikují podle typu dědičnosti. 

U CMT existují všechny typy dědičnos ti (autozomálně dominantní (AD), autozomálně recesivní 

(AR) i X-vázaná) , nejčastějš í je ale AD typ. V souboru CMT rodin shromážděném v naší 

la boratoři je velký podíl sporadických izolovaných případů, za které může být zodpovědná jak 

nová mutace s dominantním efektem, tak AR forma s heterozygotní mutací u obou zdravých 

rodičů. Nejčastější klinicko genetickou formou CMT je AD CMTl - autozomálně dominantní 

demyelinizační - která představuje celkově asi 50% (Graf 1). Do této skupiny patří nejčastější 

forma CMT1A. 

Neuropatologická klasifikace 

Graf 1. 
Celkové relativní zastoupení demyelinizačních forem 
CMT1 s AD, AR a X-vázanou dědičností a axonálních 
forem CMT2 mezi všemi CMT formami . Je patrná 
zřejmá predominance demyelinizačních forem s AD 
dědičností - AD CMT1. 
(www.neuro.wustl.edu/neuromuscu/arltime/hmsn.htm/. 
www.geneclinics. org/profi/es/cmtl) 

V hi to logickém obrazu z nervové biopsie n. suralis je u CMT1 patrný rozpad myelinových 

pochev a koncentrické hypertrofické formace Schwannových buněk, tzv . "cibulovité" formace 

(onion bulbs), kte ré jsou známkou opakovaně probíhající segmentální demyelinizace a 

remyel in izace. Demyelinizační neuropatie je proto označována také jako hy per trofická (Obr. 4) . 

S postupem nemoci ubývá i nervových vláken (axonální ztráta), která nejlépe koreluje klini kým 

zhoršováním II pacientů a je také jeho příčinou . CMT2 je primárně spojena s úbytkem 

myelinizovaných axonú a s výskytem skupin regenerujících vláken, zatímco myelinové obaly 

nejsou primárně postiženy (Obr. 5) . (S utcr II Scherer, 2003) Sekundárně však v pozdějších stádiích 

dochází větš i nou také k demyelinizaci. Zcela charakteristický, i když ne zcela specifický, 

histo logický obraz s fo kálním ztluštěním myelinové pochvy (tzv. tomakulum) a segmentální 

demye linizací a remyelinizací má druhá nejča stěj ší forma CMT - tzv. tomakulózní neuropatie 

(H l PP). (Slita II Sc//(:rer, 2003) 
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Obr. 4. 
Demyelinizační neuropatie CMT1 . Nahoře 
řez periferním nervem barveným 
toluidinovou modří. Ve výřezu pro srovnání 
normální nerv. Dole obrázek z 
elektronového mikroskopu 1: normální 
myelín, 2: "onion bulb" struktura. (zvětšen í 
25.000x) 
(www.neuropath%gyweb.orglchapter121ch 
apter12Neuropathy.html) 

Genové poruchy u CMT a klasifikace 

Obr. 5 . 
Axonální neuropatie CMT2. Nahoře 
obraz těžkého postižení s občasnými 
zachovanými axony (šipky). Ve výřezu 

pro srovnání řez normálním nervem. 
Dole obraz .end stage" axonální 
neuropatie s úplným vymizením axonů . 
(www.neuropathologyweb.orglchapter121 
chapter12Neuropathy.html) 

Úvod 

Dvěma nejčastějšími genovými poruchami u CMT jsou duplikace a delece genu pro perifermí 

myelinový protein 22 (PMP22) v oblasti chromosomu 17pl1.2-12, zodpovědné za formy CMTIA 

a HNPP. Forma CMTIA s duplikací PMP22 genu představuje asi 70% všech CMfl případů a je 

tedy absolutně nejčastější formou dědičných neuropatií. (Nelis et al., 1996; Houlden a Reilly, 2006) 
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V době se pisování této práce na jaře roku 2007 je známo 36 genů a genových lokusll, jejichž 

porucha múže vést k různým formám dědičných neuropatií . 

(http://wwLu.molgen .ua.i1e.belCM TMutatioJls/) Jednotnou klasifikaci CMT proto není prakticky 

možné vytvořit. Exis tuje přehledná databáze genových poruch se základním zařazením 

kli nického obrazu a s odkazy na původní práce (http://www. //wlgen.ua.nc.be/CMTMutatiolls/) a dále 

existuje s tránka, která nabízí ucel ený přeh led zoh ledňující současně jak klinickou tak 

i molekulárně genetickou klasifikaci dědi čných neuropatií . 

(www. ne uro. w II S tl . edu/ neu ro museu lar! ti Il1e/h mSIl. ht ml) 

Hlavním předmětem mé práce bylo vyšetření genů asociovaných s formami AD CMTl (ev. 

s AD CMTl nebo AD CMT2) a proto se dále ve své práci pro přehlednost zaměřím hlavně na 

tuto oblast. 

1.3. Klinické spektrum a genové poruchy u AD CMT1 

Spektrum klinického postižení u AD CMTl forem je velmi široké. Nejběžnější je klas ické CMTl -

m írné až středně těžké postižení odpov íd aj ící již uvedenému obecnému popisu CMT. V rámci 

AD CMTl d á le existují dvě těžké a časné formy označované jako Oeje rine-Sottas neuropa tie 

(OSN) a kongenitáln í hypomyelínizační neuropatie (CHN). (Houlden a Reilly, 2006) OSN je 

neuropatie s časným začátkem, výraznějším snížením NCV (pod 10 m ls ) než CMTl a s obrazem 

těžké dys/d m yelinizace v nervové biopsii. CH N je velmi těž ká neuropatie, projevující se 

hypotonií a sval ovou slabostí již v novorozeneckém nebo kojeneckém věku, velmi sníženými 

nebo nedetekovate lnými MN CV a obrazem těžké demyelinizace či dysmyelinizace až absence 

myel inu v nervové biopsii. (Houlden n Reilly, 2006) Ačkoli CMTl, OSN i CHN jsou 

cha ra kte ri zovány p rimá rní demyelinizací rúzného stupně, je známo, že svalová atrofie a prog rese 

svalové slabosti jsou nejlépe v korelaci s poklesem amplitud CMAP a jsou tedy až důsledkem 

sekundá rní axonální degenerace (ztráty) a ne vlastní demyelinízace. (Verhi1//l1ne et ni., 2004) 

AD C IT1 je ny n í klasifikováno podle nálezll molekulá rní genetiky na podtypy A, B, C, O, E a F 

které byly označeny postupně podle toho, jak byly vazebnými analýzami identifikovány 

kandidátní lokusy a v nich následně zodpovědné geny (Tab. 1). (Houlden a Reilly, 2006) 
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Tabulka 1. Klasifikace AD CMT1 s příslušnými asociovanými geny. 
(Hou/den a Rei/ly, 2006; http://www.neuro.wustl.edu/neuromuscu/ar/time/hmsn.html) 

Pozice genu Klasifikace 

Geny asociované s AD CMT1 

PM P22 - duplik. / delece 17p11 CMT1A / HNPP 

PMP22 - bod. mutace 17p11 CMT1A 

SIMPLE 16p13 CMT1C 

EGR2 10q21 CMT1D 

Geny asociované s AD CMT1 a zároveň s AD CMT2 

NEFL 8p21 

MPZ 1q22 

CMT1F 

CMT2E 

CMT1 B / 
CMT1E 
CMT21 / CMT2J 

Dědičnost 

AD / de novo 

AD / de novo 

AD / de novo 

AD / de novo 

AD 

AD / de novo 

AD / de novo 

AD 

Klinický fenotyp 

CMT1 / HNPP 

CMT1 / DSN / CHN 

CMT1 

CMT1 / DSN / CHN 

CMT1 

CMT2 

CMT1 / DSN / CHN; 
CMT1 s hluchotou 
CMT2 

AD, autozomálně dominantní; PMP22, peripheral myelin protein 22; SIMPLE, small integral membrane 
protein of the Iysozome/late endosome; EGR2, early growth response 2 gene; NEFL, neurofilament light 
chain gene; MPZ, myelin protein zero gene; OSN , Dejerine-Sottas neuropathy; CHN, congenital 
hypomyelinating neuropathy. 

Úvod 

Během svého studia js m různými metodami vyšetřovala na pří tomnost mutací všechny 

geny uvedené v tabulce kromě genu MPZ, jehož testování bylo již dříve zavedeno. Z tabulky 

vyplývá, Le mutace v genech NEFL a MPZ mohou být zodpovědné jak za demyelinizační, tak za 

axonální formy CMT. Gen NEFL jsem z tohoto důvodu později testovala i u skupiny pacientů 

s axon6lní formou tzv . CMT2E. 

1.4. Patomechanismy U AD CMT1 

Myelin v perifern ím nervovém systému (PN S) je tvořen a udržován Schwannovými buňkami. 

Tyto sp ci al izované buňky obalují axony neuronů svými plasmatickými membránami a tento 

tzv. myelinový obal umožňuje rychlé šířeru akčních potenciálů axonem. Existuje velmi těsná 

komuni kace mezi Schwannovými buňkami a neuronem a proto není překvapivé, že jakékoli 

narušení této dynamické rovnováhy vede obvykle k projevúm periferní neuropatie. (Nicmanll cf 

111., 20(6) Hereditární neuropati.e CMT jsou geneticky i klin icky heterogenní. Mutace v rúzn}'ch 

genech mohou zpúsobit podobný CMT fenotyp a naopak, mutace ve stejném genu mohou vést 

k vel mi rozdílným projevúm onemocnění. (Slita II Scherer, 2003; Seelllan ct al, 2004) 
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Během své práce jsem analyzovala geny exprimované buď v neuronu nebo v myelinizujících 

Schwannových buňkách v nervovém systému. Různými metodami jsem hledala mutace v genech 

PMP22, ECR2, NEFL a SfMPLE. Patomechanismy pll sobení mutací v těch to genech jsou rozlišné 

a proto jsem zpracovala stručné srovnání funkcí těch to genů a efe ktu mutací v nich. Seznámil .) 

jsem se se čtyřmi nejdi'tležitějšími mechanismy vzniku demyelinizační neuropatie na proteinové 

úrovni: 1. Mutace v myelinových komponentách; 2. Mutace v transkripčních faktorech 

regulujících geny kódující myelinové prot iny; 3. Mutace v neuronálních cytoskeletálních 

komponentách ovlivňující axonální transport; 4. Mutace ovlivňující sy ntézu, třídění nebo 

deg radaci pro teinů v myelinizl.l jících buňkách. 

CMT demyelin izačního typu způsobené mutacemi ve strukturních prote inech 
mye linu: gen PMP22 

Protein PMP22 - glykosylovaný membránový protein obsahující 4 transmembránové 

podjed no tky - je expri mován zejména Schwannovými buňkami v periferním nervovém systému 

(PNS) a spo l ečně s pro teinem MPZ tvoří strukturální zá klad kompaktního myelinu. Periferní 

myelin má podobu mu ltilamelární spirály tvořené specializovanou buněčnou membránou 

Schwannových buněk. V jeho s ložení převládá cholesterol, sfingolipidy a d alší specializované 

lip idy jako galakto rebros id nebo sulfatid, menší zastoupení mají strukturální proteiny - kromě 

převládaj ícího PMP22 zejména m yelin protein O (MPZ) a myelin bazický protein (MBP). (SlIter 

a Scherer, 2003) A '\koli jsou funkce PMP22 ještě z větší čás ti neznámé, předpokládá se, že je, 

kr mě své strukturálni funkce, nezbytný pro iniciaci myelinizace (vytváření myelinových spirál), 

regulac i buněčného růstu, diferenciace, buněčné migrace a apoptosy a pro kontinuální obnovu a 

udržování stability myelinu v periferních nervech. (Niemal1l1 et a/" 2006; Hou/den a Rei/ly, 2006; 

Vallat, 2003) Gen PMP22 je dávkově sensitivnÍ. ejčastěji nacházenou mutací genu PMP22 je jeho 

duplikace. (Nelis ct al. , 1996) Způsobuje tzv. formu CMTIA, která - i když je v rámci CMT 

zdaleka nejčast Yjší - zltstává na úrovni buněčných mechanismů s tále do velké míry neobjas něna . 

Existuje více hypotéz patologického působení nadby tečné kopie PMP22 a krátce je zmíním 

v úvod u kapitoly 8 o testování CMTIA/HNPP forem pomocí real-time PCR. 

CMT způsobené mutace mi v transkripčních faktorech regulujících geny 
kódující myelinové proteiny: gen pro e a rly growth response 2 faktor (EGR2) 

Exprese myeli nových kompone . (PMP22 a MPZ) je ve Schwannových buňkách přísně 

regulovaná , M utace v transkripčn ích faktorech regulujících geny, které kódují mvelinové 
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proteiny, jsou proto dalšími kandidáty ve s kupině demyelinizačních neuropatií. Doposud byly 

u CMTl pacie ntů identifikovány mutace ve dvou transkripčních faktorech - ECR2 a SOXlO. 

(Nienwnn et al ., 2006) 

CMT způsobené změnami v cytoskeletu a poruchou transportního procesu 
v neuronu: gen pro neurofilament light chain gene (NEFL) 

Těla moto rických neuronů PNS jsou uložena v předních rozích míšních a těla sensitivních 

neu ronů v dorzálních spinálnich gangliích. Ovládané svaly a receptory se nacházejí na periferii 

organismu, často ve značné vzdálenosti od těla neuronu, která v případě dolních končetin může 

představovat až 1 m. Axony neuronů, zodpovědné za překonání této vzdálenosti, mají proto 

velm i vysoké nároky na kontinuální obousměrnou přepravu materiálu - zejména buněčných 

organel a vezikul obsahujících proteiny. N arušení tohoto transportu různými mutacemi 

v komponentách cytoskeletu - jako v případě genu pro lehký řetězec neurofilament -

neurofilament light chain (NEFL), v transportních proteinech a v proteinech zajišťujících vazbu 

organel a v ' zikul k transportnímu aparátu, vede k rozvoji neuropatie. (Niemaflll et al , 2006) 

M utace v NEFL byly p ro kázány jak u rodin s dominantními atonálními i demyelinizačn í mi 

formami neu ro pa tie CMT. (Mersiyanova et al., 2000; jordanova et al., 2003) 

CMT způsobené poruc hou syntézy, třídění nebo degradace proteinů: gen pro 
srna II integral membrane protein of the Iysozome/late endosome ( SIMPLE) 

U d ržován í správ ného slož ní myelinového obalu Schwannovou buňkou zá visí na rovnováze 

mezi syntézou a d egradací jeho komponent. Membránové proteiny myelinu jsou syntetizovány 

vendoplasmatickém retikulu (ER), modifikovány během transportu ER a Colgiho aparátem a 

poté buď rovnou degradovány či včleněny do plasmatické membrány. Degradace protcinů 

začíná p rocesem endocytózy, pokračuje transportem do časného endosomu, kde probíhá třídění 

a je zakončena b uď přesunem ve vesikulách za pomoci mikrotubulů přes pozdní endosom do 

Iysozomu k degradaci nebo recy \... lací - navrácením do membrány . (Nielllann ct al. , 2006) Mutace 

v genech lúdujících proteiny zapojené do procesu syntézy a degradace proteinll JSOLl 

zodpovědné př:,,:v c1.~ ně za formu CMTl. V současné době se jedná asi o 6 znám)!ch proteinů a 

jedním z nich je "small integrzll membrane protein of lysosome / late endosome" (SIMPLE) . Jedná 

se o E3 ubiqLůtin ligázLl lokalizovanou v membráně pozdních endosomů a Iysozomú 

v cytoplasm é Schwannových buněk účastnící se procesu třídění čl degradace proteinů 

20 



Dědičné neuropatie CMT Úvod 

označených ubiquitinem. (Saifi cf ar, 2005) Místa expr se jednotlivých zmíněných gem\ resp. 

jejich protei nů v PNS jsou znázorněna na obrázku 6. 
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Obr. 6. 
Schematický průřez 
periferním nervem 
s vyznačením místa 
exprese genů EGR2, 
SIMPLE, PMP22 a NEFL. 
Upraveno dle Houlden a 
Rei/ly, 2006. 



2. Cíle studie 

V době zahájení mé práce nebyla v rozsáhlém souboru více než 500 rodin (v současné době 770 

z celkového počtu 1150 vyšetřených CMT rod in) shromážděném v DNA laboratoři 

neurologických klinik 2. LF UK přibližně u poloviny z nich objasněna příčina CMT a nebyla 

nalezena kauzální mutace. V té době bylo v naší laboratoři, jako jediné v ČR provádějící DNA 

vyšetřen í CMT příč i n, možné vyšetření 5 nejčastějších genových poruch u dědičných neuropatií -

přestaveb na chromosom u 17p (formy CMT1A a HNPP) a bodových mutací genů Cx32, MPZ 

a PMP22. 

I po cíle ném vyšetření těchto nejčastěj ších 4 až 5 genových příčin zůstává asi u 40% pacientů 

příčina na genové úrovni nejasná a diagnosa nemůže být upřesněna. U častých sporadických 

případů se nelze ani spolehlivěji vyjádřit k typu genetického přenosu a tedy ani ke genetické 

prognóze u pacienta a j ho příbuzných. Z tohoto dúvodu bylo nezbytné, vzhledem k rychlému 

rozvoji poznatkú o příčinách CMf, rozšíři t možnosti dovyšetření o analýzy dalš ích genů u již 

shromážděného souboru pacien tů. Mutace v genech EGR2, NEFL a S[MPLE byly teprve 

v posledních 5 le tech objeveny jako další příčiny chorob CMT. (Warner ct al., 1998; (Mcrsiyanova ct 

al., 2000; Strect ct al., 2003) První publikace a studie těchto genů u pacientů s CMT ukázaly na 

rela ti vně velký význam a naději pozi ti vních nálezů mutací v těchto genech i u naš ich již 

shromážděných pacientú s dosud neznámou příčinou choroby CMT. 

Cíle mé práce byly: 

1. Zjis tit relativní zas toupení jednotlivých typů dědičnosti v celkovém souboru dosud 

hromážď ných CMT rodin (včetně rodin s již dříve prokázanou kauzální mutací), zejména 

pod íl a u tozomálně dominantních a sporadických forem. 

2. Zjistit relati vn í podíl autozomálně dominantních a sporadických forem v souboru CMT rodi n 

s dosud neznámou kauzá lní mutací (tzv. "nepotvrzená sku pina") s vyloučenou formou 

CMT1A resp . H N PP a event. s vyloučenými mutacemi v dalších testovaných genech 

asociovan ých s MT - Cx32, MPZ, PMP22 . 
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3. Ze souboru pacientů s dosud nenalezenou kauzální mutací vybrat pacienty a rodiny 

s demyelinizační (CMrl) a později i s axonální (CMT2) formou dědičné neuropatie, u kter)/ch 

je možné připustit autozomálně dominantní (AD) typ dědičnosti (rodiny s vertikálním typem 

přenosu choroby v rodokmenu i rodiny se spo radickým výskytem choroby a možnou 

de-novo mutací s dominantním efektem). 

4. Na základě podrobnějších kritérií navržených dle poznatků z literatury vybrat z této skupiny 

pacienty k testování genú EGR2, NEFL a SIMPLE a u nich provést přímou sekvenační 

analýzu celé kódující oblasti každého z těchto genú. 

5. Určit fr kvenci výskytu, lokalizaci v genu, podíl de-novo vzniklých mutací s dominantním 

efektem (mutační frekvenci) a případně púvod vzniku mutací v genech EGR2, NIFL 

a SIMPLE ve sku pině paci ntú s demyelinizační formou CMn v České republice. 

6. Zj istit fre kvenci výskytu, lokalizaci v genu, podíl de-novo vzniklých mutací s dominantním 

efektem (mu tační frekven i) a případně púvod vzniku mutací v genu NEFL u pacientů 

s axoná lnim typem CMT2, kom patibilních s AD typem dědičnosti (viz výše). 

7. Upřesnit neu rologický a elektrofyziologický fenotyp (provést korelaci genotypu a fenotypu) 

a d iagnostická kriteria pro podtypy dědičných periferních neuropatií zpúsoben)/ch 

zachycený mi mutacemi v genech EGR2, NEFL a SlMPLE. 

8. Dalším cílem mé práce bylo ověřit spolehlivost a zavést metodu real-time PCR pro rutinní 

diagnostickou detekci d vou nejčastějších mutací u dědičných neuropatií - duplikací a de lecí 

genu PMP22 (zodpovědných za formy OvInA resp. HNPP) a následně pomocí této metody 

retrospektivně otestovat tzv. "nepo tv rzenou" skupinu pacientů s dříve vyloučenou CMT1A / 

HNPP formou nc zil kladě mikrosatelitové analýzy. 
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3 . Pac ienti a metody 

3 .1. Určen í zastoupení forem dědičnosti v souboru CMT rodin 

Statistický přehled zastoupení jednotlivých forem dědičnosti v celkovém souboru CMT rodin a 

v souboru CMT rodin s dosud nenalezenými mutacemi (tj. s již vyloučenými nejčastějšími 

mutacemi) (viz cíle projektu), byl vypracován pomocí selektivních dotazú v elektronické databázi 

CMT pac ientů DN A laboratoře v programu MS Access. 

3.2. Výběr pacientů 

Opakovaný výb v r pacienru k sekvenační analýze byl usnadněn existencí aktualizované databáze 

pacientu. Počet vyšetř ných pacienru a přesná kritéria jejich výběru budou uvedena postupně 

přímo v nás led ujících kapitolách týkajících se testování jednotlivých CMT-asociovaných genú. 

DN A pacien tli byla izolována z periferní krve nebo ze slin za použití několika standardních 

metod. 

3.3. Sekvenační analýza genů EGR2, NEFL a SIMPLE 

Mutace v genech EGR2, NEFL a SIMPLE jsem hledala metodou obousměrného přímého 

sekvenov ání vše h kódujících exonů a přilehlých intronových oblastí. 

pe R amplifikace: Gen EGR2 jsem amplifikovala v 9 překrývajících se fragmentech 

s použitím dříve publikovaných párú primerú (Timmerman et al., 1999), gen NEFL v 6 částečně se 

překrývajících fragmentech s použitím primerů nově navržených pomocí nástroje ELXR 

(ltttp.//mutation s 1.(!lťlcd.edu/elxrl) a gen SIMPLE ve 3 PCR fragmentech s použitím dříve 

na vržen,' ch primerů. (Strcet ct al., 2003; Dr. Vincent Timmennan) Sekvence primerú pro testované 

geny jso ll uvedeny v tabulce 2. 
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T ab. 2. Přehled primerů použitých k PCR amplifikaci a přímému sekvenování genů EGR2, NEFL a SIMPLE 

Gen Primer Sekvence primeru - forward Primer Sekvence primeru - reverse 

EGR2 lF 5' AAGTGTGGAGGGCAAAAGGA 3' lR 5' ACGCGGCTTACCTCCGGC 3' 

2.1 F 5' TCCCCTCCCCAGATGGCATG 3' 2.1 R 5' TGACGCTGGATGAGGCTGTG 3' 

2.2F 5' GCTACCCAGAAGGCATAATC 3' 2 .2R 5' AGGAAGGAGGTGGTGGGTAG 3' 

2.3F 5' CCCTCCTGCGTTCCTGTCAG 3' 2.4R 5' CAGGGTAAAGTTACGGATTG 3' 

2.4F 5' ACCCAGGTCTCTTCCCAA TG 3' 2.4R 5' GCAGGTGGTGTGGGTTATAG 3' 

2.5aF 5' CAATCCGTAACTTTACCCTG 3' 2.5aR 5' GGATGTGCCGTGTCAGCTCG 3' 

2.5bF 5' CGAGCTGACACGGCACATCC 3' 2.5bR 5' CTCCGCCAAGACTGCTGCTG 3' 

2.5cF 5' CGCAAGT ACCCCAACAGACC 3' 2.5cR 5' GGTGGTCACTGCGGCTGAAG 3' 

2.6F 5' ATCGGTGCCAGCCCCCTCTA 3' 2.6R 5' TAGGTGGAAAGGGGGCAGTG 3' 

NEFL UF 5' AGCCTCCCGGCGTATAAAT 3' 1.1 R 5' CTCAGCACCTCCTCTTCATAGC 3' 

1.2F 5' AGCAGAACAAGGTCCTGGAAG 3' 1.2R 5' CTTCTCCAGCGCTTCA TTCA 3' 

1.3F 5' GACAGCTTGATGGACGAAATCT 3' 1.3R 5' CAAGCCCTATCCCTAAGAGCTG 3' 

2F 5' CAGGCnCATGAACTTGGGTAT 3' 2R 5' GCAGGGCTGGGATTTATCA 3' 

3F 5' GCTTGCCTTTGTGTTTAGGGTA 3' 3R 5' GTTCTTTAGGACACCAACCTGCT 3' 

4F 5' GTTAAGTCTTGGAGAGGAGCAGA 3' 4R 5' TGCCGTAGATCCTGAACTCATA 3' 

SIMPLE 2F 5' CAACTGAATTTCTTATCTGG 3' 2R 5' GTAAAACTGGAACGTACTGG 3' 

3F 5' ATAGCCAGACGATGAACG 3' 3R 5' ATGGTGCAGTTGAGAACC 3' 

4F 5' AGAAGGACATGAACATGG 3' 4R 5' CCAAAAGAAGACATGAAGG 3' 

K PCR ampl ifi kaci jsem použila následující DNA polymerázy či premixy: EGR2 - TaqGold 

(ABI, USA); NEFL - WinTaq (Institut lékařské genetiky Erlangen) a Plain pp Master Mix (Top Bio 

s. r.o., ČR); 5fMPLE - Win Taq a Plain pp Master Mix, a tyto programy: 

EG R2 - touch down p rogram : 94°C 7 min; 9 cyklů: 97°C 20 sec, 65°C (-l°C;cyklus) 20 sec, 

72°C 40 sec; 29 cy klů : 94°C 20sec, 55°C 20 sec, 72°C 40 sec; 72°C 10 min, 15°C 00. 

NEFL - touch down: 94°C 3min; 2 cykly: 94°C 30 sec, 63°C 45 sec, 68°C 45 sec; 2 cykly: 94°C 

JO sec, 61 °C 45 sec, 68°C 45 sec; 2 cy kl y: 94°C 30 sec, 59°C 45 sec, 68°C 45 sec; 31 cy kl ů: 94°C 30 

51MPL[: pro Plain pp M aster Mix: 95°C 5 min; 35 cyklů: 95°C 30 sec, 53°C 30 sec, 72°C 30 sec; 

72°C 5 min; 1Q°C 00. Pro WinTaq: touch down: 94°C 3min; 2 cykly: 94°C 30 sec, 63°C 45 sec, 68°C 

45 sec; 2 cykly: 94°C 30 sec, 6PC 45 sec, 68°e 45 sec; 2 cykly: 94°e 30 sec, 59°e 45 sec, 68°e 45 sec; 

31 cykl ů: 94°e 30 sec, 57°C 45 sec, 68°e 45 sec; 68°e 20 min, 15°e 00. 

Purifikace pe R produktů: Po vizualizaci na agarózovém gelu (s vy užitím ínterkalačního 

barviva ethidiumbromidu) jsem peR produkty přeč i š ťovala v různých fáz ích projektu pomocí 

nás ledujících postupů: mdnuálnÍ přečištění pomocí kolonek Qiagen QIAquick (Qiagen lnc.), 

enzymatické přečiš tění Exo/Sa p r a dále při testo vání vě tšího počtu vzorků zejména automatické 

přečiš tění pomocí multipipetovacího robotu Tecan (Tecan Ltd.) využívajícího filtrov ací destičky 
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Millipore (Millipore, USA) a robotu Beckman Biom ek (Beckman Coulter Inc.) fungujícím na 

principu vazby DNA na magnetické částice přeči šťovacího roztoku Ampure. 

Sekvenační reakce a sekvenace: Přečiš těné PCR produ kty byly sekvenovány s použitím kitu 

Big Dye Terminator V3.1 Kit (ABI, USA), produkty sekv nační reakce byly dále pu rifikovány 

precipitací s kyselým ethanolem nebo pomocí robotu Tecan a destiček Miltipore či robotu 

Beckman Biomek a p ř čišťovacího roztoku CleanSeq. Přečištěné produkty byly po rozpuštění ve 

formami du analyzovány na přístrojích ABI 3730, ABI 3130, ABI 3100A vant a ABI 310 (Applied 

Biosystems, USA). 

Analýza sekvencí: Sekvence jsem vyhodnocovala s využitim softwarů SeqMan (DNASTAR 

Inc., USA) a SeqScape (ABI, USA) . 

3.4. Restrikční mutační analýza 

K tes tování DN vzorků zdravých kontrol na výskyt kauzálních mutací v genech EGR2 a NEFL 

(mutace Arg359C ln c1 Tyr265Cys) bylo využi to polymorfismu délky restrikčních fragmentů 

(RFLP) př i res tri kčním štěpení enzymy BceAI a BtsI (BioLabs Inc., USA). Vhodné enzymy 

(takový, u kterého mu tací buď vzniká či zaniká jeho restrikční místo) jsem vyhledala v databázi 

NEBcutte r (http://tools.ncb.com/NEBcutter2/index.php). Výsledek štěpení u mutace Arg359Cln 

v genu ECR2 je zobrazen dále v kapitole 5.3. 

3.5. Neurologická a neurofyziologická vyšetření 

Klinická neurologická vyšetření a genetické konzultace se sdělením výsledků moleku lá.rně 

genetických ana lýz II pacienti\ s nově zachycenými mutacemi v CMT-asociovaných genech jsme 

provádě li s polečně s Doc. MUDr. Pavlem Seemanem, PhD. převážně na ambulanci Kliniky 

dě tské neuro logie 2. LF UK a FNM. 

EMG vyšetře ní a vyšetření evokovaných potenciálů probíhala v rámci kontinuální zdravotní 

péče o CMT pacienty v ambulanci As. tvllJDr. Radima Mazance, PhD. na N urologické klinice 

d os pělých 2. LF UK a FNM. 

3.6. Kvantitativní real-time peR k testování počtu kopií genu PMP22 

Principy a využití této metody k testování duplikací a delecí genu PMP22 jsou podrobně po psány 

v kap itole 8. 
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4 . Relat ivní zastoupení typů dědičnosti v souboru 
CMT rodin 

Relativní zastoupení jednotlivých typů dědičnosti v celkovém souboru CMT rodin a mezi 

rodinam i s dosud nenalezenou mutaCÍ je znázorněno v následujících dvou grafech. 

Dominantní 
(AD/ne spec.); 

42% 

AR; 2% 
I 
I 

Nejsou údaje; 
18% 

.--- Spo radický; 38% 

Graf 2. Relativní zastoupení typů dědičnosti v celkovém souboru všech CMT rodin (1150 k 1.4.2007) 

V gra fu 2 je patrná převaha dominantních forem (v této skupině jsou zahrnuty i rodiny s 

X-vázaným dominantním přenosem) nad formami. j ednoznačně autozomálně recesivními (AR). 

Skupi na se sporadick)ím výskytem CMT je velmi rozsáhlá a může obsahovat jak pacienty s de-

novo dominantními m u tacemi, tak pacienty s AR formami . 

Relativ ní Z< stoupení rodin s dominantními formami a se sporadick)/m výskytem je přibližně 

srov nate lné (42°;;:) a 38%.) 
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Dominantní 
(AD/nespec.); 27%\ 

/ 
Nejsou údaje; 21%-" 

Relativní zastoupení typů dědičnosti v souboru CMT rodin 

AR; 4% 

-Sporadický; 48% 

Graf 3. Relativní zastoupení typů dědičnosti v souboru CMT rodin s dosud nenalezenou kauzální mutací 
(770 rodin v tzv. "nepotvrzené" skupině k 1.4.2007) 

Z grafu 3 je zřejmé, že v průběhu procesu objasňování příčin dědičných neuropatií v naší 

laboratoři je nejvyšší úspěšnost právě ve skupině se zaznamenaným dominantním přenosem. 

Naopak nejnižší záchyt mutací je pravděpodobně u sporadických případů. Původní četnost AD 

rodin 42% v celkovém souboru rodin poklesla v rámci této skupiny na 27% v "nepotvrzené 

skup ině" a o zhru ba stejný podíl naopak stoupá zastoupení sporadických forem (z 38 na 48%). 

Tento trend je vysvětli telný vysokým záchytem dvou nejčastějších forem - CMTIA a HNPP -

které mají obě AD dědičnost, často se vyskytují v několika generacích (proto je rodina zařazena 

jako dominantní) a jsou zachyceny brzy po příjmu vzorku do laboratoře v 1. provedeném 

tes tování. (Nelis et al., 1996) 

28 



5. T estování ge nu pro early grow t h response 

factor 2 (EGR2) 

5.1. Úvod a cíle 

Gen pro "early growth response 2 gene" (EGR2) leží na chromosomu 10q21-22 a obsa huje 2 

exony, které kódují protein o ve likosti 476 AMK. EGR2 je transkripční faktor typu zinkového 

prstu, který řídí časnou myelinizaci periferních nervů. (Joseph et nI., 1998) Ve své struktuře 

obsahuje EGR2 protein celkem 3 domény typu zi nkového prstu (Obr. 7). 

R1 domain Zf-1 Zf-2 Zf-3 

COOH 
Obr. 7. Schematické 
znázornění domén proteinu 
EGR2 . (Upraveno dle 
Hou/den a Rei/ly, 2006.) 

Domény typu zin kového prs tu se vyskytují v mnoha proteinech vážících nukleové kyseliny . 

Doména je tvořena 25 - 30 aminokyselinovými zbytky, přičemž na jejích koncích nalézáme vždy 

dva zbytky cysteinové a dva histidinové, které přímo váží atom zinku. Doména je schematicky 

znázorněna na obrázku 8. 

x x 
x x 

x x 
x x 
x x 
x x 

C H 

x \ / x Obr. 8. 
x Zn x Schéma domény typu zinkového 

x / \ x prstu tzv . C2H2 typu . 
C H (http://www. expasy.org/cgi-

x x x x x x x x x x bin/prosite-search-ac?POOCOO028) 

EGR2 je aktivován ve Schwannových buňkách již před začátkem myelinizace a poruchy jeho 

funkce v důsled ku mutací vedou k zablokování vývoje Schwannových buněk v časném s tadiu 

jejich diferen 'iace. (To!Jilko et ni, 1994) 
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Mutace v ECR2 byly popsány II celého spektra pacientů s demyelinizačními formami HMSN, 

t.j. u kongenitální hypomyelinizaČTIí neuropatie (CHN), u Dejerine-Sottas neuropatie (OSN) 

a později i u klasického demyelinizačního typu Charcot-Marie-Tooth - typ 1 (CMTl) . (Suter 

tl Scherer, 2003; War/1cr dal., 1998) Forma CMTl způsobená mutacemi v genu ECR2 byla označena 

jako CMTID. (S I/ter a Scherer, 2003) Dosud bylo popsáno pouze 9 různých patogenních mutací 

a jeden nepatogenní polymorfismus v ECR2 genu (Tab. 3) . 

(http."//WWw.lllOlgen./w.ac.be/CMTlvfutations/) Téměř všechny popsané mutace jsou heterozygotní 

s dominantním efektem a u většiny je popsán vznik de-novo. Pouze jedna z mutací byla popsána 

Ll recesivní CHN v homozygotním stavu v konsangvinní rodině. (Warner et a!., 1998) 

Tab. 3. Přehled dosud publikovaných patogenních mutací v genu EGR2. U každé mutace je vyznačeno, 
zda vede k fenotypu CMT1, DSS či CHN. Zpracováno dle www.mo/gen.ua.ac.be/CMTMutations 

Mutace (v cD NA) Změna v proteinu Fenotyp 

c.[803T>A]+[803T>A] [lle268Asn]+[lle268Asn] CHN 

c.1064A> T 

c.1075C > T 

Asp355Val 

Arg359Trp 

CMT1-těžké 

DSS (+ post. hlavových 
nervů)/CMT1 

EGR2c.(1075C> n+GJ EGR2[Arg359Trp]+GJ6 DSS 
61 :c .[407T>C] 1 :[VaI136Ala] 

c.1076G>A Arg359Gln 

c.1086A>C Arg362Arg 

c.1141C>T Arg381Cys 

CMT1 + progresivní 
skolióza 

- (polymorfismus) 

CMT1 

Citace 

Warner et a/., 1998 

Bel/one et a/., 1999 

Taroni et a/., 1999 
Timmerman et a/. , 1999 
Boerkoe/ et a/., 2001 
Choi et a/., 2004 
Chung et a/., 2005 

Chung et a/., 2005 

Mikesova et a/., 2005 

Timmerman et a/., 1999 
Choi et a/., 2004 

Yoshihara et a/., 2001 

c.1142G>A Arg381 His CMT1 (+ post. hlavových Pareyson et a/., 2000 
nervů) Vandenberghe et a/., 2002 

c.[1146T>G;1147G>T] [Ser382Arg;Asp383Tyr] CHN 

c.1147G>T 

c.1225C> T 

c.1352G>T 

Asp383Tyr 

Arg409Trp 

Gly451Val 

DSS 

CMT1 

nespecifikované CMT 
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5.2. Pacienti a metody 

Testovala jsem 46 nepnbuzných pacientů s demye1inizační formou CMT. U všech pacientů byla 

v předešlém testování vyloučena přítomnost nejčastější CMT1A duplikace / HNPP delece pomoci 

sady mikrosatelitových markeru. (Seeman et al., 2000) U některých pacientů byly navíc vyloučeny 

mutace v genech Cx32, MPZ, PMP22, SIMPLE a GDAP1. 

Pacienti byli vybráni podle těchto kriterií: rychlost vedení (NCV) motorickými vlákny 

n. medianus NCV~O mls, dominantní nebo sporadický výskyt CMT v rodině a věk začátku 

neuropatie před 50. rokem věku. Vzorky genomové DNA jsem vyšetřovala přímým 

sekvenováním celé kódující a přilehlých nekódujících oblastí genu EGR2, jak již bylo popsáno. 

5.3. Výsledky 

DNA testování 

Nalezla jsem jednu novou missense mutaci v heterozygotním stavu, c.1076G>A, vedoucí 

k záměně aminokyselin Arg359Gln (R359Q) (Obr. 9). EGR2 mutace byla zachycena v jednom ze 

46 testovaných pacientů a frekvence EGR2 mutací u CMT pacientů s demyelinizační formou 

CMT, bez nejčastější duplikované formy CMTIA, tak představuje přibližně 2%. 

Nově identifikovaná mutace Arg359Gln nebyla nalezena u rodičů ani u starší sestry 

pacientky (Obr. 9), kteří nevykazují žádné příznaky periferní neuropatie a mají normální nález 

při kondukční studii periferních nervů. Paternita byla potvrzena vyšetřením 

10 mikrosatelitových markeru. Tyto skutečnosti svědčí pro de-novo vznik m utace Arg359Gln u 

pacientky a pro kauzální patogenní charakter nalezené mutace. 
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Obr. 9 . Mutace 
c.1076G>A, 
Arg359Gln v genu 
EGR2 zachycená 
na forward a 
revers sekvenci 
u pacientky a 
forward sekvence 
stejného úseku 
u obou rodičů, 
u kterých nebyla 
mutace 
zachycena. 
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Oba rodiče pacientky a dále 138 kontrolních chromosomů (69 kontrolních DNA 

nepříbuzných nepostižených jedinců) bylo dále vyšetřeno metodou restrikční analýzy 

s enzymem BceAI (BioLabs Inc., USA), u kterého zaniká díky mutaci restrikční místo. Ani 

v jednom vzorku nebyla mutace Arg359Gln nalezena a byla tak vyloučena možnost, že se v české 

populaci jedná o běžný polymorfismus (Obr. 10). 

Obr. 10. 
Vyšetření rodičů a pacientky pomoci 
restrikčního štěpení PCR produktu 
enzymem BceAI. U pacientky, která 
je heterozygotkou pro mutaci 
Arg359Gln v EGR2, je patrné jen 
částečné štěpení PCR produktu 
v porovnání se zdravými rodiči, u 
kterých restrikční místo enzymu 
nezaniká. 

U dvou ze 46 testovaných pacientů byl v této studii dále nalezen dříve popsaný 

polymorfismus c. 1086A>C (Arg362Arg, R362R) (Obr. 11). (Timmennan et al., 1999; Vandenberge et 

al., 2002; Choi et al., 2004) 

Obr. 11. Vlevo F sekvence zachycující heterozygotní polymorfismus Arg362Arg v genu EGR2. 
Vpravo sekvence téhož úseku u normální kontroly. 

Klinická a elektrofyziologická charakteristika pacientky 
nesoucí mutaci Arg359Gln 

Nyní 18-ti letá pacientka je druhou dcerou zdravých nepříbuzných rodičů. Porodní váha, 

poporodní adaptace a časný psychomotorický vývoj byly v normě. Do 12 let věku byla pacientka 

zcela zdráva. Ve věku 12,5 let měla opakované distorze kotníků a ve věku 13 let zaznamenala 

epizodu slabosti dolních končetin během sp rintu a přibližně ve stejném období rodina 
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zaznamenala první příznaky poruchy chůze charakteru "šoupání nohou". Pacientka byla 

vyšetřena ortopedem, který popsal oboustrannou deformitu nohy pes cavus s kladívkovýITÚ 

prsty a thorakolumbální skoliózu. Progrese poruchy chůze, deformit nohou a skoliózy byla 

rychlá v prvním roce po nástupu obtíží, ale poté se relativně zpomalila. Svou roli v tom mohl 

sehrát intenzivní fyzioterapeutický program. Diagnóza CMT demyelinizačního typu 1 byla 

stanovena brzy po začátku onemocnění na základě EMG nálezů, které prokázaly výrazné snížení 

rychlostí vedení vzruchu periferními nervy. 

Neurologické vyšetření ve věku 17 let neprokázalo postižení hlavových nervů. Svalové 

atrofie byly mírného stupně a patrné pouze na svalech nohou. Pozorovali jsme bilaterální distální 

hypestezll a mírnou distální svalovou slabost flexorů zápěstí (4/5) a extenzoru hallucis longus 

(4/5). Pacientka měla bilaterální pes cavus s kladívkovýnú prsty a omezení úhlu maximální 

aktivní (105°) a pasivní (90°) extenze nohy (Obr. 12). 

Obr. 12. 
Deformita nohy pes cavus a 
omezeni maximálni extenze 
nohy u pacientky nesoucí 
mutaci Arg359Gln v genu 
EGR2. 

Paci ntka nebyla schopna chůze ani stoje na patách, měla vyITÚzelé všechny reflexy na 

horních i dolních končetinách a neměla žádné známky ataxie. Měla středně těžkou a progresivní 

thorakolurnbální skoliózu s pravou hrudní křivkou velikosti 36 stupňů dle Cobba a levou bederní 

křivkou velikosti 24 stupňů. Křivka v bederní oblasti progredovala o 8 stupňů během uplynu lých 

18 měsíců (Obr. 13). V době vyšetření pacientka netrpěla slabostí dýchacích svalů . 
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Obr. 13. 
Thorakolumbálni skolióza 
u pacientky s mutaci Arg359Gln 
v genu EGR2. Ve věku 15,5 
roku měla lumbální křivka 
velikost 16° (A), ve věku 17 let 
již 24° (B). Hrudní křivka v tomto 
obdobi neprogredovala. 

Kondukční studie ve věku 17 let ukázaly povšechné snížení rychlostí vedení vzruchu 

motorickými (MNCV) i senzitivními (SNCV) vlákny periferních nervů. Amplitudy akčního 

potenciá1u v motorických (CMAP) a sensitivních vláknech (SNAP) byly na spodrú hranici 

normálního rozmezí na horních končetinách a výrazně snÍŽené až nedetekovatelné na dolních 

končetinách (hodnoty EMG vyšetření jsou shrnuty v Tab. 4). 

Tab. 4. Výsledky kondukčních studii u pacientky nesoucí R359Q mutaci v genu EGR2 odpovídají 
primární motorické a sensítivni demyelinizační lézi. 

Norma Pacientka 

Motorická n. Medianus OML (ms) :5 4.0 8.9 
vlákna MNCV (mls) ~ 51 13 

Amplituda (mV) ~4 . 2 5.2 

F-wave (ms) :5 30 78.4 
n. Ulnaris OML (ms) :5 2.8 6.5 

MNCV (mls) ~ 50 11 
Amplituda (mV) ~ 5.5 5.5 

F-wave (ms) s 30 50.9 
n. Peroneus (m. OML (ms) :5 5.0 13.3 
tibialis ant.) MNCV (mls) ~ 39 16 

Amplituda (mV) NA 2.5 

n. Tibial is OML (ms) :5 5.5 14.3 
MNCV (mls) ~40 9 
Amplituda (mV) ~ 2.5 0.1 

Sensltlvni n. Medianus SNCV (mls) ~48 16 

vlákna Amplituda (uV) ~10 5.0 
n. Ulnaris SNCV (mls) ~48 1 9 

Amplituda (uV) ~10 12 

n. Suralis SNCV (mls) ~ 38 Neměřitelné 

Amplituda (uV) ~4.4 Neměřitelné 

DML, distální motorická latence; MNCV, motor nerve conduction velocity - rychlost vedení motorickými 
vlákny; SNCV, sensory nerve conduction velocity - rychlost vedeni sensitivními vlákny; NA, not available -
hodnota není k dispozici. Patologické hodnoty jsou tučně. 
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Vyšetření blink reflexu ve věku 17 let p rokázalo demyeIinizační postižení n. Eacialis 

a trigeminus. Latence sluchov)ích evokovaných pot nciálů (BAEP) a zra kových evokovaných 

potenciál ů (VEP) ve věku 17 let by ly v normě. Koncentrace proteinů v mozkomíšním moku při 

vyšetření ve věku l3let by la v normě (310 mg/l) . 

5.4. Diskuse 

Ukázala jsem, že mutace v genu EGR2 jsou velmi vzácné mezi českými pacienty 

s demyelinizačním typem onemocnění CMT. Sekvenováním genu EGR2 jsem vyšetřila 46 

nepříbuzných pacientů 3 pouze u jedné pacientky jsem nalezla kauzální mutaci. Jde o dosud 

n popsanou missense mutaci Arg359Gln. Frekvence nalezených mutací v EGR2 ve skupině 

CMT1 pacientú po vy loučení nejčastější formy CMT1A v této s tudii od povídá as i 2,2 % a je 

v souladu s výsledky předešlých screeningových studií. (Wnrner et ni., 1998, TimJnennan et af, 

1999; Vnl1denberghe et ni. , 2002; Choi et al., 2004; Numakura et ni., 2003) 

Věk nástupu onemocnění u naší pacientky a její klinický obraz jsou velmi podobné 

nejčas těj š ímu fenoty pu u formy CMT1 A. U pacientky se objevily první příznaky neuropatie a 

thorakolumbální skoliózy na začátku druhé dekády života. Má výrazně zpomalené rychlosti 

vedení periferními ne rvy (NCV), oboustrannou deformitu nohy pes cavus, a pouze velmi mírné 

svalové atrofie. Nevykazuje žádné známky klinického pos tižení hlavových nervů. 

Ve srovnání s dalšími popsanými fenotypy způsobenými mutacemi v genu EGR2, se věk 

nástu pu a klin ický obraz u naší pacientky shoduje nejblíže s fenotypem CMT1 u heterozygotních 

mutací Asp355Val (sporadický případ) a Arg409Trp (dominantní CMT1 rodina). (Bdlone et ni, 

1999; Wamer et ni, 1998) Tito pacienti měli velmi podobný věk nástupu obtíží, ale NCV u naší 

pacientky jsou j eš tě vý razněji snížené. Další dvě mutace v EGR2 , obě v kodonu 381, jsou spojeny 

s CMT1 fenotypem, přesto se popsaný klinický obraz poměrně významně liší od naší 

pacientky. (Yoshí/Lnrn et ni., 2001; ParL~/son et al., 2000) Nositel heterozygo tní mutace Arg381Cys 

mě l CV porovnatelné s naší pacientkou, ale měl velmi pozdní věk nástupu obtíží (59 let). 

(Yos/úharn et al, 2001) Druhá heterozygotní mutace Arg381His byla popsána v rodině s těžkou 

demyelinizačn í neu ropatií CMT1 kombinovanou u jednoho člena rodiny s postižením hlavov)ích 

nervu . (P 1lreysun et 111. , 2000) Je potřeba zdúraznit, že v předeš l ých publikacích byli popsáni 4 

pllcienti s těžkou neuropatií typu Dejerine-Sottas nesoucí jinou mutaci (Arg359Trp, R359W) v 

témže kodonu 359 genu EGR2. (Tímmermnn et ni., 1999; Boerkoe/ et ni. , 2001; Tnm/lí et al, 1999) 

První příznaky se u těchto pac ientů objevily ve lmi časně - do 4 let věku, rychlos ti vedení 
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periferními nervy byly u všech pod 8 mls či zcela nedetekovatelné, ve třech případech bylo 

popsáno klin ické postižení hl avových nervů, II jednoho pacienta se rozvinula těž ká 

thorakolumbální skolióza a dva pacienti z této sku piny zem řeli v nízkém věku na respirační 

selhání. (Tim merman et ni. , 1999; Boerkoel et ni., 2001) Fenotyp u naší pacientky je jednoznačně 

mírnějš í. Předpokládalo se, že mutace Arg359Trp konsta ntně způsobuje DSN, nedávná studie 

ovšem popisuje nález této mutace u dvou pacientů v dominantní CMTl rod i ně . (C/zo i d nl., 2004; 

Chl/ n,,? et 111. , 2005) Podrobná klinická studie provedená u naší pacientky rozšířila a obohatila 

znalosti o spektru fenotypů způsobených EGR2 mutacemi. 

Mutovaný argininový zbytek 359 se nachází va doméně prvního zinkového prs tu proteinu 

EGR2 (Obr. 14) . Tento zby tek je klíčový pro DNA vazebnou aktivitu EGR2 proteinu a její 

specificitu (j\Jnrdell i d Il l. , 1991) a dříve po psaná mutace Arg359Trp sni žuje v experimentu DNA 

vazebnou aktivitu EGR2. (Wnrner et nl. , 1999 ) 

1 11 2 1 
1 MMTAKAVDKI PVTLSGFVHQ LSDNI YPVED 

6 1 NIDMTGEKR S LDL PYPSSFA PVSAPRNQTF 
12 1 LQGVTS PAST T.ll,SSSVTSAS PNPLATGPLG 
181 LYQD PSAFLS AATTSTSS SL AYPPPPSYPS 
241 TAGPDRK PFP CPLDTLRVPP PLTPLSTI?-N 
3 Ol AAAAAAAAAY NPHHLPLRPI LRPRKY P RP 
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LAAT SVTIF P NAELGG PFDQ MNGVAGDGMI 
TYMGKFS ID P QYPGASCY PE GII I VSAGI 
VCTMSQTQPD LDHLYSP PPP PPPY SGCAGD 
PKPATDPGLF PMI PDYPGFF PSQCQRDLHG 
FTLGGPSAGV TGPGASGGSE GPRLPGSSSA 
SKTPVHERPY PCPAEGCDRR FSRSDELT!RlH 
THTCEKP FAC DYCGRKFARS DERKRHTKIH 
GTLCS SNSSS LGGG PLAPCS SRTRTP 

Obr. 14 . 
Schéma a-helixu 1. zinkového prstu ve struktuře 
proteinu EGR2 a znázornění kodonu 359, který 
přímo sousedí s jedním ze dvou histidinů 
vázajíc ích kationt zinku. 
Nahoře je znázorněno aminokyselinové složení 
proteinu EGR2. Zvýrazněn je rozsah 
subdomény a-helixu 1. zinkového prstu , ve 
které leží mutace Arg359Gln . 
(http://www. expasy. org/cgi-bin/sprot-ft
detai/sp/?P11161 @ZN_F/NG @340 @364) 
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Různé missense substituce v kodonu 359 genu EGR2 vedou k rozdílným fenotypům. 

Jednoznačně mirnější fenotyp u nositelky mutace Arg359Gln je pravděpodobně dán menším 

dopadem substituce za glutamin na DNA vazebnou aktivitu proteinu, než v případě substituce 

za tryptofan u zmiňovaných DSN pacientů. Obdobná je situace v případě kodonu 381 EGR2, kde 

byl fenotyp Arg381Cys nositele mírnější, než fenotyp nositelů mutace Arg381His. (Vandenberghe 

et al., 2002; Yoshihara et al., 2001; Pareyson et al., 2000) Relativně četné substituce na dvou 

sousedních bazích v kodonu 359 EGR2 odráží pravděpodobně přítomnost tzv. hot spot (horkého 

místa) pro vznik mutací v tomto CpG ostrůvku. (Boerkoel et al., 2001) 

Mutace v EGR2 vznikají často de novo a proto má smysl testovat zejména pacienty se 

sporadickým výskytem demyelinizační neuropatie. I přes pečlivý výběr testovaných pacientů je 

ovšem obecně pravděpodobnost záchytu kauzální mutace velmi malá. Přítomnost některých 

typických projevů u pacientů (progredující skolióza, velmi nízké NCV, časný začátek 

onemocnění) může pravděpodobnost nálezu mutace zvýšit. 

Mutace Arg359Gln v genu EGR2 byla zapsána do mezinárodní databáze mutací 

způsobujících CMT - Inherited Peripheral Neuropathy Mutation Database (Obr. 15). 

(http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutationsl) 

last updated: l4-Mar-07 

EGR2 

1 c.[803T>A]+[803T>A] [lIe268Asn)+ [lIe268Asn) 

2 C.I064A>T Asp355val 

3 c .107SC> T Arg359Trp 

CH Warner et al., 
1998 

CMTl-severe Bellone et al ., 
1999 

055 (plus cranlal Taronl et al., 
nerve 1999 
involvement)/CMT 1 Tlmmerman et 

al., 1999 
Boerkoel et ar., 
2001 
ChOl et al., 
2004 
Chung et al., 
200S 

4 EGR2: c. [1075C> T]+GJB2·c. [407T>C] EGR2: [Arg359Trp)+GJBl: (VaI136Ala] 055 Chung et al., 
2005 

5 c. I076G>A Arg3S9Gln 

6 c.1086A>C Arg362Arg 

7 c.1141C>T Ara381Cvs 

CMTl + progresslve Mlkesova et al., 
SCOItOSIS 2005 

- (polymorphlsm) Timmerman et 
al., 1999 
Chol et al., 
2004 

CMT l Yoshlhara et 
Malntalned by Eva Nells, Marc Cruts, Han Woute 

Obr. 15. Zápis mutace Arg359Gln v mezinárodní databázi mutací nalezených u dědičných neuropatií (IPNMDB). 
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6 . T estování genu pro neurofilament light cha in 
polypeptide (NEFL) 

6 .1. Úvod a cíle 

Cytoskelet neuronů je tvořen třemi s ložkami: aktinovými mikrofilamenty, mikrotubuly 

a intermed iá ln ími filamenty (IF). Hlavním typem IF v dospělých neuronech jsou neurofilamenta 

(N F) o průměru 10 run, která jsou složena ze tří podjednotek označených podle jejich velikosti: 

-FL (neuro fi la ment light), NF-M (neurofilament medium) a NF-H (neurofilament heavy). 

(Julicn, 1999) Podjednotky neurofilament jsou syntetizovány v jádře neuronu (v perikaryon) a 

poté jsou transportovmy do axonů, kde se organizují. (Perez-Olle, 2004) Neurofilamenta skupin 

N -FL, NF-M i F-H mají stejnou trojdílnou strukturu s globulární doménou ("hlavičkou") na 

ami no konci, centrální "tyčovou" (rod) doménou a "ocáskem" (tail) na karboxy konci. (JII lien, 

1999; Herr11lann a Griffin 2002; Purez-Olle, 2004; Fabrizi et al ., 2004) Neurofilamenta jsou důležitá 

pro udržení stru ktury a zajištění funkcí axonu a bylo prokázáno, že mutace v N-FL vedou 

k poruše transportu a agregace neurofilament. (Lee et al., 1993; Perez-Olle et al. , 2004) Proto nebylo 

vel kým překvapením zjiš tění, že mutace v podjednotce N-FL vedou k axonálnímu typu periferní 

neuropatie - CMT2. (Mas iyanova et al., 2000) Polypeptid N-FL je složen z 543 aminokyselin a má 

molekulovou hmotnost 61 kDa. Kódující gen pro tuto podjednotku " neurofilament light chain 

polypeptide" (NEFL), leží na chrom somu 8p21 v oblasti o velikosti 5,656 kbp a obsahuje čtyři 

kód ující exony. (Juliem et al., 1987) 

M utace v NEFL byly nejdříve nalezeny u pacientů s CMT axonálního typu (CMT2) a tato 

nová skupina byla označena jako CMT2E. (Mersiyallova et al. , 2000) Následně byly ovšem mutace 

v NEFL popsány také u pacientů s demyelinizační formou CMTl, která dostala označení CMT1F. 

(Holllden a Rálly, 2006; Jordanova et al., 2003) 

Doposud bylo v literatuře popsáno celkem 14 patogenních missense mutací postihujících 11 

aminokyseli n a jedna in-frame delece 5 aminokyselin v NEFL (Tab . 5). 

(wwlu.lIlOlgen.ua.ac.velCMTM llta tions/; Kavzinska, 2006; Favrizi, 2007) Prv ní popsanou mutaCÍ byla 

C ln333Pro Ll MT2. (Mersiyanova dal , 2000) Nás ledoval popis mutace Pro8Arg v rozsáhlé 

b 19 ické rodině s 10 postiženými jedinci. Dle elektrofyziologických nálezů je postižení v této 
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rodině klasifikováno jako CMTI nebo také jako inte rmediální CNIT (NCV mezi 25 a 45 m ls). 

(jordanova cf al., 2003) 

Tab. 5. Přehled dosud publikovaných patogenních mutací v genu NEFL. U každé mutace je vyznačeno, zda 
vede k fenotypu CMT1 či CMT2 ev. k oběma . Zpracováno dle www.mo/gen.ua.ac.be/CMTMutations 

M utace (v cDNA) Změna v proteinu Fenotyp Citace 

1 c.[19G>A]+[23C>G] [Glu7Lys]+[Pro8Arg] nespecifikované CMT Jordanova et a/., 2003 

2 c.[22C>A;23C>G] Pro8Arg CMT2 De Jonghe et a/., 2001 

3 c.23C>A Pro8Gln CMT1 Jordanova et a/., 2003 

4 c.23C>G Pro8Arg CMT1 Jordanova et a/., 2003 

5 c.23C> T Pro8Leu CMT1 
Jordanova et a/. , 2003 

6 c.64C>A Pro22Thr CMT1 
Yoshihara et a/., 2002 

7 c.64C> T Pro22Ser CMT1/2 
Georgiou et a/., 2002 
Fabrizi et a/., 2004 
Fabrizi et a/., 2006 

8 c.265G>A Glu89Lys CMT1 
Jordanova et a/., 2003 

9 c.290A>G Asn97Ser CMT1 
Yoshihara et a/., 2002 
Jordanova et a/., 2003 

10 c,443C> T Ala148Val nespecifikované CMT 
Yoshihara et a/., 2002 

11 c.803T>C Leu268Pro CMT2 
Fabrizi et a/., 2006 

12 c.998A>C Gln333Pro CMT2 Mersiyanova et a/., 2000 

13 c.963_977del De1322Cys_326Asn CMT2 
Fabrizi et a/., 2006 

14 c.1001T>C Leu334Pro CMT2 
Choietal.,2004 

15c.1189G>A Glu397Lys CMT1 / CMT2 
Choi et a/. , 2004 
Zuchner et a/., 2004 
Fabrizi et a/. , 2006 

16 c.1582_ 1584delGAG Glu528del CMT1 / polymoriismus 
Yoshihara et a/., 2002 
Jordanova et a/., 2003 
Yamamoto et a/., 2004 

Prvním cí lem mé p ráce bylo, vzhledem k tehdejším údajům o nálezu mutací spíše u CMTI 

(Jordanova ct al., 2003), zjistit frekvenci mutací v genu NEFL u česk)fch pacientů 

s demyelinizačním typem CMT (CMTl) s autozomálně dominantním (AD) nebo sporadickým 

výskytem a s yloučenou nejčastějšÍ CMT1A duplikací I HNPP delecí. Po vyšetření NEFL genu u 

početného souboru MTI pacientů, které nevedlo k nálezu žádné kauzální mutace, jsem 

následně provedla testování skupiny pacientů s AD nebo sporadickým výskytem axonálního 

ty pu perif ~n í neuropatie (CMT2), opět s cílem identifikace zodpovědných mutací a určení jejich 

frekvence. Pacienti byli k vyšetření zařazeni po pečlivém výběru a analýze klinick)/ch a 

genea logických údaj li podle předem stanovených kriterií (viz níže). 
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6 .2. Pacienti a metody 

Pacienti 

Ce l kově jsem vyšetřila 111 nepříbuzných CMTl nebo CMT2 pacientů na přítomnost mutací 

v genu NEFL. 

Nejdříve jsem vyšetřila 66 českých nepříbuzných pacientů (z 66 rodin) s CMT1: První 

skupinu 48 pacientů jsem vybrala podle těchto kriterií: rychlost vedení (NCV) motorickými 

vlákny n. medianus NCV~40 mls, dominantní nebo sporadický výskyt CMT v rodině a věk 

začátku neuropatie před 50. rokem věku. Dalších 18 pacientů jsem vybrala podle upravených 

kriterií, která preferovala pacienty s časnějším věkem nástupu onemocnění: rychlost vedení 

(NCV) motorickými vlákny n. medianus nebo n. ulnarls NCV~40 mls, dominantní nebo 

sporadický výskyt CMT v rodině a začátek onemocnění před 20. rokem života. U všech CMTl 

pacientů byla již dříve testováním sady 17 polymorfních markerů (Seeman et nI., 2000) vyloučena 

nejčastější forma CMT1A a ebeny mutace v některých z dalších testovaných genů. 

V da lší sé rii jsem vyšetřila 45 nepříbuzných českých pacientů s CMT2 s AD nebo 

sporad i kým v)/skytem v rodině a s údajem o primárně axonálním typu periferní neuropatie 

(NCV n. medianus I n. ulnaris > 38 mls). U sporadických případů jsem přednostně vybrala 

pacienty, u kterých byly již vyšetřeny alespoň další dva CMT-asociované geny bez nálezu 

kau zální mutace. 

Za úče lem ověření segregace nov)fch missense variant v NEFL detekovaných ve dvou 

rodinách s postižen ím CMT, jsem vyšetřila dalších 6 členů rodiny A (mutace Tyr265Cys) a 

3 členy rodiny B (mutace Lys529Glu). 

Dá le jsem otestovala celkem 103 zdravých jedincú kavkazské populace jako kontroly pro obě 

nové varianty zachycené v NEFL. 

Molekulární analýza 

Vzorky genomové DNA byly vyšetřeny přím)fm sekvenováním celé kódující a přilehlých 

nekódujících oblas tí genu NEFL (viz kapitola 3.3). 

Přítomnos t nové mutace Tyr265Cys, která vytváří nové restrikční místo pro enzym BtsI, byla 

následně testována na 103 vzorcích kontrolní populace pomocí analýzy délky restrikčních 

fragmentů (RF LP) s tímto enzymem (BioLabs Inc, USA) . Stejný počet kontrol pro mutaci 

Lys529Glu byl otestován přímým sekvenovánim exonu 4 genu NEFL. 
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6.3. Výsledky 

Ve skupině 66 CMT1 pacientů jsem nenalezla kauzální mutaci v NEFL ani u jednoho pacienta. 

U dvou pacientů jsem identifikovala tyto dříve popsané nepatogenní polymorfismy: c.667C>T 

(Leu224Leu) (Obr. 16) vexonu 1 v homozygotní formě a c.1405G>A (Asp469Asn) vexonu 3 

v heterozygotní formě (Obr. 17). (Jordanova et al., 2003) 

C TTTTTT G AA G AAA 

C TTTT C T G AA G AAA 

A G CC AA GR A T G A G CCC 

A G CC A A G G A T G A G ce C 

Obr. 16. 
Nahoře polymorfismus 
c.670C> T (Leu224Leu) 
v genu NEFL, dole kontrolní 
sekvence. 

Obr. 17. 
Nahoře forward sekvence 
s heterozygotním polymorfismem 
c.1405G>A (Asp469Asn), dole 
kontrolní sekvence. 

Dále jsem identifikovala množství opakujících se intronových změn - patrně polymorfismů, 

které nebyly v literatuře publikovány ani studovány. Jedná se o tyto záměny (v závorce je 

uvedena jejich četnost zjištěná v testovaném souboru): NS 1 +46G>A (3/66) v heterozygotní 
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formě; rvs 2+111T>G v heterozygotní formě (1/66); rvs 2-131>C v heterozygotní formě (5/66) 

(sekvence nejsou zobrazeny). 

Ve druhé vyšetřené skupině 45 CMT2 pacientů jsem nalezla dvě nové mutace 

v heterozygotním stavu ve dvou rodinách. Jedná se o pravděpodobně kauzální mutaci c.794A>G 

vexonu 1 NEFL vedoucí k záměně aminokyseliny tyrosin na cystein - Tyr265Cys (Obr. 19). Tato 

mutace byla doposud nalezena ve 4 generacích u 5 ze 7 vyšetřených ďenů stejné CMT2 rodiny 

(dále rodina A). Nebyla detekována v žádném z 206 vyšetřených kontrolních chromozomů. 

Druhou identifikovanou mutací je heterozygotní záměna c.1585A>G v exonu 4 NEFL vedoucí 

k záměně aminokyseliny lysin za glutamovou kyselinu - Lys529Glu (Obr. 18). Tato záměna byla 

nalezena celkem ve 3 generacích - u sporadicky postižené pacientky s CMT2 a dále u jejího otce s 

neobjasněným jednorázovým a přechodným postižením hybnosti a u jeho zdravé matky (rodina 

B). Mutace nebyla zachycena v žádném z 206 vyšetřených kontrolních chromozomů. Jedná se 

pravděpodobně o vzácný nepatogenní polymorfismus v genu NEFL. 

G G A G AA GR AA G T T G AA 

G G A G A A G i A A G T T G A A 

T T C AA C T T Y C T T C T CC 

Obr. 18. Heterozygotní záměna c.1585A>G (AAA>GAA) v exonu 4 NEFL vedoucí 

k záměně amínokyseliny lysin za glutamovou kyselinu - mutace Lys529Glu. 
Vlevo nahoře forward, dole revers sekvence. Vpravo kontrolní forward sekvence. 
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Obr. 19. 
Forward sekvence zachycující novou 
heterozygotní mutaci c.794A>G 
(TAC>TGC) (Tyr265Cys) v genu 
NEFL u 3 členů rodiny s AD 
výskytem CMT2. V poslední řádce 
normální sekvence nepostižené 
členky rodiny. 

Ve skupině CMT2 jsem dále identifikovala několik polymorfismů - již popsaný c.1212C>T 

(Ser404Ser) (1/45) (]ordanova et al.1 2003) a dále dva intronové polymorfismy NS 2+111T>G (1/45) 

a NS 2-131>C (5/45) zachycené již ve skupině CMf1 (sekvence nejsou zobrazeny). 

Celkový přehled všech sekvenčních variant (polymorfismů a kauzál.--úch mutací) 

zachycených v genu NEFL je uveden v tabulce 6. 

Tab. 6. Přehled námi zachycených mutací a polymorfismů v genu NEFL. Počet rodin se zachycenou záměnou je 
uveden ve sloupečku vpravo (nI111). 

Exon 1/lntron 1 Exon 2/lntron 2 Exon 3 Exon4 

Polymorfismy Leu224Leu 1 IVS2+111T>G 2 Asp459Asn 1 Lys529Glu 1 

IVS1+46G>A 3 IVS2-13T>C 10 Ser404Ser 1 

Kauzální Tyr265Cys 1 

mutace 
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Rodina A: AD CMT2 rodina nesoucí mutaci Tyr265Cys v genu NEFL 

Jedná se o rodinu s mutací Tyr265Cys zachycenou ve čtyřech po sobě následujících generacích u 5 žijících 

členů rodiny (1l /4, lTl /4, IV/4, lV/S a V/2) (sekvence na Obr. 19; rodokmen na Obr. 20). U 4 členU. ze tří 

generací (Tl/4, llI/4, lV/4, TV/S) je postižení dědičnou polyneuropatií typu CMT2 podrobně klinicky a EMG 

zdokumentováno. Členové rodiny lI/S a III/? námi nebyly podrobně klinicky ani EMG vyšetřeni pro 

nesouhlas, avšak charakter pOfilchy chůze, atrofií a deformit na dolních končetinách svědčí pro postižení 

dědičnou neuropatií stejného charakteru, jako u ostatních příbuzných v rodině . 

2 3 4 

II 
2 3 4 5 6 

III 
2 7 8 9 

IV 
2 3 4 5 6 7 8 9 

v 
1 2 

Obr. 20. 
Rodokmen AD rodiny nesoucí mutaci Tyr265Cys v genu NEFL. Postižení je klinicky a EMG prokázáno ve 3 
generacích; mutace je detekován celkem u 5 členů rodiny ze 4 generací (nosiči označeni hvězdičkou). U jedinců 
s otazníkem není klinický a EMG fenotyp znám (u nosičky mutace VI /2 pro velmi nízký věk , jedinci IV/8 a IV/9 
jsou dle údajů od otce zdrávi). 
Dle údajů rodiny byl poruchou chůze a deformitami nohou postižen maternální pradědeček probandky (1 /3), Matka 
probandky 11 /4 (75 let) má těžkou deformitu nohy s kladívkovými prsty, poruchu chůze a nález těžké axonální léze 
na EMG. Její sestra (maternální teta probandky) má těžké postižení stejného charakteru, ale nebyla dosud 
vyšetřena molekulárně geneticky ani EMG. Její syn (maternální bratranec probandky) je také postižen a je 
v invalidním důhodu od 45 let pro poruchu chůze. 
Probandka má 1 zdravého bratra a 2 děti postižené dědičnou neuropatií - syna (IV/2; 27 let) a dceru (IV/1; 28 let). 
Dcera a syn mají od dětství poruchu chůze, bolesti nohou, zkrácení Achillových šlach. Syn má bilaterální 
deformitu pes excavatus. 

PRO BA DC , (III/4) je v současné době 52 let. Periferní neuropatie se u ní začala projevovat 

ve věku 8 let věku bolestmi nohou a opakovanými v)lrony kotníků, asi v 10 letech se vytvořila 

bilaterá lní deformita pes excavatus s kladívkovými prsty a začala atrofovat lýtka. Ve škole 

nezvlá d, la tě locvi k (zvláště běh a skoky) pro silné bolesti nohou . Obtíže trvale pomalu 
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progredují a od 38 let je pacientka v plném invalidním důchodu. V současné době kromě 

poruchy chůze a stability udává subjektivně noční bolesti stehen a lýtek, parestezie nohou 

i rukou, poruchy taktílnmo čití na ploskách doprovázené bolestí a poruchu termického čití na 

dolních končetinách. Od 50 let pozoruje poruchu citl ivosti na rukou. Od 38 let používala 

1 francouzskou hůl, od 50 let používá obě trvale. e věku 51 let podstoupila korektivní 

ortopedickou operaci pravé nohy (op. sec. Steindler) a ve věku 52 let levé nohy (artrodéza 

sub talo) ke zmenšení deformit s velmi dobrým efektem na mobilitu a postavení nohou . 

Při objektivním vyšetření ve věku 52 let měla fyziologický nález na mozkových nervech, 

horní končetiny (HK) bez nápadných svalových atrofií, kontrakturu pravého malíku, jemný 

akrální třes p rstů, normální svalovou sílu na HK (.MRC 5/5) (Obr. 21). Reflexy C5-C6 byly 

normálně výbavné, C7-C8 oslabené, taxe byla přesná, vibračni čití (ladička) na prstech rukou bylo 

významně omezeno (prostředník 4/8, malík 2/8), monofilamentum 8-9/10 - zhoršení citlivosti na 

malíku obou rukou. Na dolních končetinách (DK) měla pacientka výrazné svalové atrofie 

zasahuj ící do distální 1/3 stehen, oboustrannou defo rmitu pes cavus po operativní korekci (Obr. 

21), zkrácené Achi llovy šlachy (90 st.) a distální oslabení extenze a flexe palce (3/5). Reflexy L2-L4 

byly zvýšené (3) s rozšířenou zónou, reflexy Sl normálně výbavné, vibrační čití (ladička) bylo od 

polovin bérců níže vymizelé (0/8), pod koleny silně oslabeno (1/8), vnímání monofilamenta od 

poloviny bérců níže 0/10, na kolenou 3/10. Termické čiti pod koleny bylo vymizelé. Na špičky ani 

na paty se paci ntka nepostaví, chůze je abnormální, možná pouze s oporou. Klinický obraz 

odpovídá polyneuropatickému syndromu s převahou postiženi DK nad HK, s postižením 

motoriky i sensiti vity. 
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Obr. 21. 
Probandka 11 1/4 nesoucí mutaci 
Tyr265Cys v genu NEFL. A - Stav 
deformit pes excavatus a pes 
equinovarus před operacemi. B, C a 
D - stav po operacích s výbornou 

nápravou varozity. E a F - ruce bez 
nápadných atrofií, kontraktura pravého 
dig. V., lehce omezená špetka. 

DCEŘI PROBANDKY (IV /4) je 28 let. Její časný psychomotorický vývoj byl normální, chodila od 

14 měsíců. Počátek obtíží s CMT udává v 10 letech, kdy měla opakované distorze kotníků a objevily se 

obtíže s během ("plácání" nohama). Od 25 let má po ránu silné bolesti plosek nohou při prvním 

kontaktu s podložkou, v těhotenství měla přechodně brnění nohou, jinak parestezie neudává, poruchy 

čití subjektivně nemá, bolest cítí dobře. Obtíže na rukou zatím nepozoruje. 

Při objektivním vyšetření ve věku 28 let měla pacientka fyziologický nález na mozkových nervech, 

horní končetiny bez atrofií s normální svalovou sílou (MRC 5/5), normální špetku, reflexy CS-C6 

zvýšené (3), C7-C8 snížené (1), přesnou taxi, zkrácené vibrační čití (ladička) na prstech (6/8), vnímání 

monofilamenta 10/10. Dolní končetiny měla bez patrných atrofií, s normální svalovou sílou (MRC 5/5), 

bez pes cavus, pouze kladívkovité prsty a varozitu nohou (Obr. 22). Achillovy šlachy má pacientka 

zkráceny (dorsální flexe max. do dx/sin 95/85 st.), reflexy L2-L4 jsou v normě, reflexy Sl jsou vymizelé, 

vibrační čití (ladička) na palcích vymizelé (0/8) a výše je výrazně oslabeno (4/8), vnímání 
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monofilamenta na ploskách dx/sin 6/10, 7/10. Na špičky se postaví, na paty ne, dřep svede. Chůze je 

samostatná s normálním došlapováním na paty. Termické čití je neporušeno. 

Obr. 22. Dcera probandky (pacientka IV/4) nesoucí mutaci Tyr265 Cys v genu NEFL, 

A, B - dolní končetiny bez patmých atrofií. 

C, D a E - nohy s kladívkovými prsty ale bez deformity pes cavus, 
patrné zkrácení Achillových šlach při maximální extenzi nohy. 
F - ruce bez nápadných atrofií a kontraktur. 

SYNOVI PROBANDKY (IV/S) je nyní 27 let. Od dětství měl vyšší nárty, asi od 11 let byl pomalejší 

při běhu, měl obtíže se skoky do dálky a pociťoval chladné prsty u nohou. Neurologicky a 

molekulárně geneticky byl poprvé vyšetřen v rámci sledování své matky. Má bolesti nohou po 

námaze, udává krátké přechodné bolesti a brnění plosek nohou ráno po došlápnutí na podložku 

(obdobně jako jeho sestra). Subjektivní poruchy čití neudává, obtíže na rukou nepozoruje. EMG bylo 

vyšetřeno opakovaně s nálezem primárně axonálního typu periferní neuropatie (Tab. 8). 

Při objektivním vyšetření ve věku 27 let měl pacient fyziologický nález na mozkových nervech, 

horní končetiny byly bez atrofií a s normální svalovou sílou (MRC 5/5), s jemným akrálním třesem 

prstů, reflexy bicipitové i tricipitové byly snížené (1), taxe přesná, vibrační čití (ladička) na prstech RK 

bylo zkráceno (5/8), vnímání monofilamenta 10/10; na DK byly patrné atrofie až do 1/3 lýtek, zkrácení 
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Achillových šlach (90 st.), oboustranná deformita pes cavus s kladívkovými prsty (Obr. 23). Dorsální 

flexi svedl maximálně do 100 stupňů. Měl distální svalovou slabost (oslabená extenze pravé nohy 

(MRC 3-4/5) a extenze obou palců (MRC 2/5), reflexy patellární i reflexy Achillových šlach nebyly 

vybavitelné, vibrační čití (ladička) na palcích DK bylo vymizelé (0/8), na vnitřních kotnících i pod 

koleny oslabené (4/8), vnímání monofilamenta na prstech a chodidlech 5/10. Chůzi a stoj spatný (ll) 

měl pacient nestabilní, na špičky postavil, na paty ne, dřep byl možný s oporou. Taktilní a termické čití 

bylo dle orientačního vyšetření neporušeno. EMG vyšetření bylo provedeno ve 24 letech (Tab. 8). 

Obr. 23. Syn probandky (pacient 1V/5) nesoucí mutaci Tyr265Cys v genu NEFL. 

A, B, C - dolní končetiny s patrnými atrofiemi do 1/3 lýtek. 

D a E - nohy s kladívkovými prsty s mírnou deformitou pes cavus, patrné zkrácení 
Achillových šlach při maximální extenzi (dorsální flexI) nohy. 

F, G, H - ruce bez nápadných atrofií a kontraktur. 
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MATCE PROBANDKY (II/4) je nyní 75 let a je také nos i čkou mutace Tyr265Cys. Od mládí 

udává deformity nohou a zvýšenou únavnost při cht"tzi. Neurologicky by la vyšetřena pro 

narůstající obtíže až ve 48 le tech a krátce na to jí byl p řiznám invalidní důchod. Francouzské hole 

používá od 50 let. Boles ti ani pares tezie neudává, na rukou pozoruje zhoršenou citlivost. 

Pacientka užívá chronickou medikaci pro astma bronchiale a hypertenzi. 

Při objektivním vyšetření ve věku 75 let měla fy ziologický nález na mozkových nervech, 

patrné svalové atrofie rukou, jemný akrální třes prsru, mírně oslabenou svalovou sílu stisku 

rukou a extenze zápěstí (MRC 4/5). Reflexy C5-C6 a C7-C8 byly nevýbavné, špetka byla vý razně 

omezená, vnímání vibračního čití (ladička) na prs tech rukou bylo významně zkráceno (3/8) . Na 

dolních končetinách měla výrazné svalové atrofie zasahující až do distálních 1/3 stehen, 

oboustrannou defo rmitu nohou pes cavus (bez nápadně zvýšené klenby) ale s výra znými 

kladívkovými p rsty, zkrácené Achi llovy šlachy (90 st.) a distální svalovou slabost na DK (extenze 

nohou a palcou (2/5)). Reflexy L2-L4 a Sl byly nevýbané, vibrační čiti (ladička) bylo vymizelé na 

celých D K včetně na spina illiaca ant. sup. (0/8), monofilamentum na ploskách nevnímala (0/10). 

a špičky ani na paty se pacientka nepostaví, dřep nesvede, chůze je abnonnální, možná pouze 

s oporou. 

EMG vyše třen i svědčí pro těžkou motorickou a sensiti vní primární axonální tézi (hodnoty 

zde nejsou uvedeny). 

Další č l enové rodi ny nebyli molekulárně geneticky ani podrobně neurologicky vyšetřeni. 

Bratr probandky byl vyšetřen neurologicky i EMG a je zdráv. 

Přehl d klin ického stavu a neurologického vyšetření u matky probandky (lI/4) probandky 

(IlI/4) a j jích dvou postižených dětí (IV/4 a IV/S) je uveden v tabulce 7. Výsledky EMG 

kondukčních studií u jedinců III/4, N/4, IV/5 a II/4 jsou znázorněny v tabulce 8. 

49 



Dědičné neuropatie CMT Testov á ni genu NEFL 

Tab. 7. Přehled klinického stavu čtyř neurologicky vyšetřených nosičů mutace Tyr265Cys v genu NEFL (rodina 
A) . (Tabulka v angličtině do připravované publikace o vyšetření NEFL genu u českých CMT pacientů. ) 

Patient 111/4 IV/4 IV/S 11/4 

Genotype Tyr26SCys Tyr26SCys Tyr26SCys Tyr26SCys 

Age(yr)1 Gender 54 / F 28/ F 26 / M 75 / F 
Recurrent 

Recurrent High arched Foot 
ankle sprains; 

Initial symptoms lower extremity 
ankle sprains; leet; weakness delormities; 

pain 
slapping leet in LE; cold leet weakness in LE 

Age of onset (yr) 8 10 <10 <10 

Foot deformity Severe pes Feet varosíty Mild pes cavus Severe pes 
cavus and and hammer with hammer cavus and 
equinovarus to es toes hammer toes 
with hammer 
toes 

Motor LE Weakness distal ar No No Distal Distal 
proximal (MRC) weakness; weakness; 

great toe great toe 
extension 215, extension 2/5 , 
loot dorsiflexion loot dorsillexion 
4/5 3/5 

Atrophy 
Severe, up to No Mild , up to Severe, up to 
distal thirds ol distal thirds ol distal thirds ol 
thighs calls thighs 

UE Weakness dista/ ar 
No No No Mild distal 

proximal (MRC) 
weakness (4/5) 

AtrophV 
No No No Hands 

Walking ability Crutches No support No support; Crutches 
unstable 

Reflexes LE L2-L4 L2-L4 normal; L2-L4 absent; L2-L4 absent ; 
increased with L5-S 1 absent L5-S 1 absent L5-S 1 absent 
enlarged 
reflexogenic 
zone; 
L5-S 1 normal 

UE C5-C6 normal; C5-C6 C5-C6 C5-C6 absent; 
C7-C8 increased; decreased; C7-C8 absent 
decreased C7-C8 C7-C8 

descerased decreased 

Sensory T auch sense/pain Severe loss up Moderate loss Moderate loss Severe loss at 
to knees at leet up to knees leet 

Vibratian sense (x/B) Reduced at Reduced up to I\JA Reduced up to 
lingers at UE knees (4/8) elbows at UE 
(4/8); reduced (4/8); absent up 
up to distal to spina illiaca 
thighs at LE ant . sup. at LE 
(2/8) (0/8) 

Manafi/ament testing Absent at Reduced at NA Absent at soles 
soles, reduced soles 
up to knees 

Thermal sense Absentupto Mild loss at leet NA NA 
knees, reduced 
up to hips 

Other Contracture ol No Keratoconus No 
right hand dig . bilaterally 
V 

M, male; F, lemale; LE, lower extremltles; UE, upper extremltles; MRC, Medlcal Research Scale; NA not 
available 
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Tab. 8. Výsledky kondukčních studií motoríckých a sensitivních vláken u pacientů 111/4, VI/4 a IV/5 nesoucích 
mutaci Tyr265Cys (pedigree A) v genu NEFL odpovídají motorické a sensitivní , primární axonální lézi. 
Nálezy u pacientky nesoucí variantu Lys529Glu (pedigree B) v genu NEFL odpovídají primární motorické axonální 
lézi. Výsledky u jejího otce (M/38) jsou fyziologické. (Tabulka v angličtině do připravované publíkace o vyšetření 

NEFL genu u českých CMT pacientů.) 

Normal Pe digree 

Case/sex/years 

A A A B B 
111:4 IV:4 IV:5 F/14 M/38 
F/52 F/24 M/24 

Motor Median nerve OML (ms) s 4.0 6,1 5,7 4,9 3,3 3,8 

nerves MNCV (mls ) ~ 51 50 48 42 62,9 62 
Amplitude (mV) ~ 4.2 3,5 7,5 3,7 10,7 9,1 
F-wave (ms) s 30 34,4 32 36,4 18,4 23,6 

Ulnar nerve OML (ms) s 2.8 4,15 5,2 3,4 2,8 2,7 
MNCV (mls) :::: 50 49,4 50 59 68,7 55,3 
Amplitude (mV) ~ 5.5 4,6 3,1 2,3 4,9 5,1 
F-wave (ms) s 30 35,6 NA 34,3 20 28,4 

Peroneal nerve OML (ms) s 5.0 5,4 11,7 6,5 3,3 4,0 
(m. TBA) MNCV (mls) ~ 39 40 37 42,7 40,1 48,5 

Amplitude (mV) NA 1,9 0,5 0,6 0,7 7,6 
Tibial nerve OML (ms) s 5.5 7,9 10,2 7,4 4,5 4,3 

MNCV (mls) ~ 40 36 35 18 39,2 43,4 
Amplitude (mV) ~ 2.5 0,3 0,4 0,1 1,2 11,4 

Sensory Medían nerve SNCV (mls) ~ 48 43,2 45 52 58,5 71,7 

nerves Amplitude (uV) ~ 10 9,2 7,1 13 26 11 
Ulnar nerve SNCV (mls) ~ 48 37,5 44 42 59,2 46,7 

Amplitude (uV) ~ 10 4,3 4,7 7,5 19 2,9 
Sural nerve SNCV (mls) ~ 38 5,9 N.R. 7 3,8 6,7 

Amplitude (uV) ~4.4 4,8 N.R. 5 10 7,7 

Needle m. TBA Fibrilatíon and fasciculation None None None n.p. n.p. 

EMG 
Voluntary contraction pattern Red. Red. 4/5 Red.4/5 n.p. n.p. 

4/5 
Ampl itude MUP (mV) 4,0 5,6 3,7 n.p n.p. 

M, male; F, female; OML, dístal motor latency; MNCV, motor nerve conduction velocity; SNCV, sensory nerve 
conduction velocity; m. TBA, m. tibialis anterior; N.R. not recordable; n.p. not performed; NA not available; Red., 
reduced; MUP, motor unit potential. 
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Rodina B: Rodina s výskytem m utace Lys529Glu v genu NEFL 

Mutace Lys529Glu byla zachycena u 14-leté sporadicky pos tižené dívky, u které byla 

diagnostikována dědičná neuropatie typu CMT2 na Oddělení dětské neurologie I emocnice 

v lovém Městě na Moravě (prim. MUDr. Součková). Je jediným dítětem zdravých rodičů . Již 

dříve byla vyšetřena na přítomnost mutací v genech GDAPl a Cx32 s negativním výsledkem. 

První obtíže u probandky zača ly ve 2 letech. Po prodělaných planých neštovicích a nás ledné 

viróze s horečkami měla boles ti dolních končetin a svalovou slabost, padala, zakopávala a na 

1 den zcela přestala chodit. Stav se postu pně během 2 týdnů upravil, ale v podobné formě se 

několikrát opakoval vždy po prodělaném běžném virovém onemocnění s teplotami (ve 4 a 10 

letech). Pacientka zakopává při chůzi na rovném terén u a od 10 let má časté distorze kotníků 

(většinou mírné, lx se sádrovou fixací). 

Při objektivním vyšetření ve 13 letech měla pohledový nystagmus do všech směrů, jinak 

fyziologický nález na moLkových nervech, živěj ší reflexy C5-8 (2+), naznačenou deformitu pes 

cavus s klad í v kovit~'mi prsty (Obr. 24), mírně zkrácené Achillovy šlachy (85°), zvýšené reflexy 

L2-L4 (3) s rozšířenou zónou nad kolena, lehce snížené reflexy Sl (2-), oslabení sí ly extenze palců 

na OK (4/5), oslabené vibrační čití na OK (5/8) do výše kotníků . Chůze byla samostatná 

s abnormálním zvedáním prstů při došlápnutí (kompenzace zkrácení Achillových šlach). Taktilní 

či tí bylo normá lně zachováno. 
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Obr. 24. A, B, C - Vzhled dolních končetin bez zjevných atrofií u probandky nesoucí heterozygotní záměnu 
Lys529Glu v genu NEFL. Patrná je varozita pravé paty. D, E - naznačená mírná deformita pes cavus. F - ruce 
bez patrných atrofií. 

Při EMG vyšetření v 10 letech byl nález na horních končetinách v normě, na dolních 

končetinách byl obraz axonální převážně motorické neuropatie (viz výše tabulka 8). 

Následně byli vyšetřeni rodiče pacientky na DNA úrovni a stejná missense záměna byla 

nalezena u otce (38 let). Orientační neurologické vyšetření bylo u obou rodičů v normě. Při 

podrobné analýze osobních dat otce se ukázalo, že ve věku 7 let prodělal příušnice a poté byl asi 

měsíc hospitalizován s podezřením na encefalititu (opakovaně vyšetřená lumbální punkce byla 

však normální). S týdenním odstupem po ukončení hospitalizace se u něj rozvinula celková 

porucha hybnosti - přestal zcela chodit a nebyl se schopen pro slabost ani posadit a otáčet na 

lůžku. Stav trval asi 10 dní, poté se začal spontánně upravovat a odezněl do 3 týdnů při současně 

prováděné rehabilitaci. Příčina stavu nebyla objasněna, ale k jeho opakování v této míře již nikdy 

nedošlo. V dospělosti se u otce objevuje (cca lx za 2 roky) během horečnatých onemocnění 

přechodně trvající slabost a bolesti dolních končetin (1 den). Nedávno provedené kondukční 

studie u něj byly zcela v normě (bez známek axonální léze motorických vláken jako u dcery) (viz 

výše tabulka 8). 
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V dalším kroku jsem vyšetřila DNA od pra rodičll probandky z otcovy strany a záměna 

Lys529Glu byla detekována u matky (68 let) (paternální babičky probandky), která neudává 

žádné obtíže charakteru svalové slabosti ani po ruchy chůze . Neurologické a EMG vyšetření u ní 

bude doplněno v červnu 2007. 

6 .4 . Diskuse 

Ukázala jsem, že mutace v genu NEFL jsou pravděpodobně velmi vzácné mezi českými OvITI 

pacienty. Ve skup ině 66 pacientů s prokazateln)'m postižením CMTl a s vyloučenou formou 

CMTlA nebyl identifikován ani jeden pacient s kauzální mutací v NEFL. 

Dále jsem vyšetřila 45 nepříbuzných pacientů z CMT2 rodin a v této skupině jsem 

identifikov ala jednu novou pravděpodobně kauzální mutaci a jeden nový pravděpodobně 

nepatogen ní polymorfismus. Mutace Tyr265Cys byla nalezena v AD rodině s doku mentovaným 

postižením ve 4 generacích. Polymorfismus Lys529Glu se vyskytuje ve 3 generacích v rodině se 

sporad ickým postižením CMT2 u jednoho člena. 

Ve skupině českých CMT2 pacientů mohou být NEFL mutace zodpovědné asi za 2% případů 

(2,2%; 1 ze 45 testovaných rodin) a jejich testování je opodstatněné zejména u AD případů. 

Významnější se zdá i časnější věk začátku v 1. dekádě (rodina A) a poměrně variabilní tíže 

postižení v rodině. Celková frekvence mutací NEFL mezi pacienty s CMT1 i CMT2 fOlmami je 

přibl i žně 0,9'Yo (1 pozi tivní nál ez mezi celkově 111 testovanými rodinami). Tato nízká frekvence 

zh ruba od povídá cel kové frekvenci '\fEFL mutací udávané v jiné rozsáhlejší studii na kavkazské 

populaci (Jordanova et al., 2003), ve které byla záchytnost 1,9% (6 z celkového počtu 323 

vyšetřených rodin s CMTl, CMT2 i bez specifikovaného typu neuropatie a po vyloučení 

nejčastějších forem). Je ovšem překvapivé, že NtNCV na n. medianus ve všech 6 rodinách 

s de tekovaným i mutacemi v této studii jsou nižší než 38 mls a spadají tak do rozmezí pro CMT1. 

V jiné studii provedené na asijské populaci, která ovšem nespecifikuje elektrofyziologický typ 

vyšetřovan ' skupi ny, byl celkový záchyt NEFL mutací (po vyloučení CMT1A) 2 ze 42 rodin, tedy 

4,8%. (Clwi et al. , 2004) Zcela nedávno vyšla rozsáhlá studie mutací v NEFL u 177 CMT pacientů 

(76 s CMTl a 101 s CMT2), ve které bylo detekováno celkem 5 kauzálních mutací, z toho 3 

u forem CMT2 (určeno dle NCV n. med) a 2 u forem CMTl . (Faurizi et al ., 2007) Celková 

frekvence mutací NEfL ve skupině CMTI i CMT2, po vyloučení nejčastějších mutací, tak 

odpovídá 2,8%; frekvence pouze ve skupině CMTl odpovídá 2,8%; frekvence pouze ve skupině 

)..rl 2 3%. Toto je jediná publikovaná studie s dostupným údajem o frekvenci výskytu NEFL 
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mutací pouze ve s kupině CMT2 pacientů. ám i zj iš těná frekvence 2,2 o/.) Je velmi podobná 

tomuto výsledku. (Fabrizí cf al, 2007) 

CMT v důsledku NEFL mutací začíná typicky v l. nebo ve 2. dekádě sva lovou slabostí na 

doln ích končetinách a po ruchami chůze. (Ziiehner a Vallee, 2006) Někteří pacienti měli velmi 

časný začátek onemocnění (jordanova cf al., 2003), kte rý byl v případě nosiče mutace Asn97Se r 

dále komplikován opožd ěním psychomotorického vývoje. (Ziiehner a Van ee, 2006) Svalová s labost 

na dolních končetinách dosahuje u pacientů různého stupně, od mírného oslabení až po 

kompletní parézu. (De Jonghe ct al., 2001; Ziichncr a Va nee, 2006) Poruchy či tí jsou typicky 

přítomné u nosičú mutací v NEFL a zahrnují všechny modality . U většiny pacientů je p řítomna 

defo rmita nohy pes cavus (Tab. 9) . Rodiny s mutacemi v NE FL vykazují často poměrně velkou 

variab ili tu tí že postižení. Horní končetiny jsou většinou pouze mírně postiženy. (Fabrizi et al. , 

2007) U dvou rodin s mutacemi Glu396Lys a 322Cys-326Asn in-frame delecí byla zaznamenána 

vazba epi zodické ataxie na ho rečnatá onemocnění. (Fabrizi et al., 2007; Ziidl/ler et al., 2004) 

Tab. 9. Přehled publ ikovaných udaju (dědičnosti, věku začátku, klinického a elektrofyziologického fenotypu) 
o pacientech s kauzálními mutacemi v genu NEFL. 

NEFL Dědič- Zač. Fenotyp Klinika Por. Pes MNCV n. 

mutace nost (věk) čití Cavus med(m/s)/ 
Amp.(uV) 

Pro8Arg AD 2. CMT2 Slabost ( někde i ano NA 25-39 (1.4-
(c.22C>A+23 dekáda paréza) a atrofie OK i 3.8) 
C>G) HK 

Pro8Gln 
Spor. <5 CMT1 Slabost a atrofie OK i ano ano 21 (1) 

(Těžký) HK, 
kontraktury OK 

Pro8Arg 
Spor. 7-13 CMT1 Slabost a atrofie OK i ano ano 38(4 .9) 

(c .23C>G) (Těžký) HK 

Pro8Leu Spor. <2 CMT1 Slabost a atrofie OK i ne ano 15 (2) 
(Těžký) HK, 

třes , opožděná chůze 

Pro22Thr 
AD 18,24 CMT1 Slabost a atrofie OK i sev./m NA 36 (0 .01) 

(Těžký/ HK od 29 (0.74) 
Středně 

těžký) 

Pro22Ser 
AD 1. CMT2 Slabost a atrofie OK a ano ano 21-54 (0.8-

dekáda (Mírný/ později HK 4.6) 
Středně 

těžký) 

AD Pozdní CMT2 Slabost a atrofie OK i ano ano 21-43 
dětství (Středně HK (2-7.4) 

těžký) 

Glu89Lys 
Spor. <2 Středně Slabost a atrofie OK i ano ano 26 (3. 9) 

těžký HK 
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Pokračování Tab. 9. 

NEFL Dědič- Zač . Fenotyp Klinika Por. Pes MNCV n. Citace 
mutace nost (věk) čití Cavus med(m/s)/ 

Amp.(uV) 

Asn97Ser 
Spor. <1 CMT1 Slabost a atrofie DK i NA ano 26 (7.4) Jordanova 

(Těžký) HK, opožděný PM 
et a/., 2003 

vývoj 
Spor. 15 CMT1 Slabost a atrofie DK i mild NA 22 (0.52) Yoshihara i 

(S tředně HK , 
et al. , 2002 I 

těžký) 

Ala148Val 
Spor. 33 Nespec . Slabost a atrofie DK i mild NA NA Yoshihara 

CMT HK et a/., 2002 
(Mírný) 

Leu268Pro 
AD 1.-5. CMT2 Slabost a atrofie DK a ano - NA 38-55 (3.2- Fabrizi et 

dekáda (Mírný/ méně HK; někde vibr. 8.7) a/., 2007 
Středně hluchota čití 

těžký) 

de1322Cys_3 
AD 1. CMT2 Slabost a atrofie DK a ano- NA 39-49 (6.9- Fabrizi et 

26Asn dekáda (Mírný/ méně HK; někde vibr. 17.2) a/., 2007 
Středně hluchota a sensorická čití 
těžký) ataxie 

Gln333Pro AD 2.-3 . CMT2 Slabost a atrofie DK ano ano 38-52 Mersiyanov 
dekáda (Středně 

těžký) 
a et a/., 
2000 

Leu334Pro 
Spor. NA CMT2 NA NA NA NA Choi et a/., 

2004 

Glu397Lys 
AD 4-46 CMT2 Slabost a atrofie; mild/ ano/ ne 57 - 63 Ziichner et 

(Mírný/ hluchota (1 pac.) sev. (10-14) a/., 2004 
Středně 
těžký) 

AD NA CMT1 NA NA NA NA Choi et a/., 
2004 

AD 1.-2. CMT1 Slabost a atrofie DK i ano - NA 29-30 (2.1) Fabrizi et 
dekáda (Středně HK; hluchota (1 pac.) vibr. a/., 2007 

těžký) čití 

Glu528del AD 12 CMT1 Slabost a atrofie DK ano ano 30 (11 .5) 
Jordanova 

(Mírný) 
et a/., 2003 

HK, horní končetiny ; OK, dolní končetiny; MNCV, rychlost vedení motorickými vlákny; Amp., amplituda motorické 
odpovědi; AD, autozomálně dominantní přenos; mild, mírné postižení; mod., středně těžké postižení; sev., těžké 
postižení ; PM , psychomotorický vývoj; NA, hodnota nebo údaj není k dispozici 

Jak vyplývá ze souhrnné tabulky 9, rychlosti vedení moto rickými vlákny n. medianus 

(MNCV) jsoLl poměrně variabilní od v)/raz ně snížených (v pásmu CMTl), přes hraničně snížené, 

až po hodno ty normální II dvou publikovaných mutací (Gln333Pro, Glu397Lys). (Mers iyanova ct 

nI., 2000; ZlicllllCf' et fl l. , 2(04) Amplitudy motorické odpovědi n. medianus (Amp., CMAP) jsou 

větš inou tředně až výrazně snížené. Snížení MNCV může bý t spíše sekundární, primárně jde 

pravděpodobně většinou jen axonální postižení. 
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Rodina A 

Postiž ní pacientů z námi zachycené rodiny A, nesoucí mutaci Tyr265Cys, není zcela identické 

s žádným z ostatních dokumentovaných CMT2E případů . Poměrně vysokými motorickými 

rychlostmi vedení n. medianus (MNCV), které ani u jed noho postiženého člena rodiny neklesají 

pod 38 mls (43 - 48 m ls ), se elektrofyziologický fenotyp rodiny A nejvíce blíží AD rod inám 

s mutacemi Glu397Lys a Gln333Pro. (Mersiyanova cf al., 2000; Ziichner et III., 2004) Klinické 

postižení u našich pacientů s mutací Tyr265Cys odpovídá polyneuropatickému syndromu 

s převahou postižení OK nad HK s postižením motoriky i sensitivity. Horní končetiny jsou 

II pacientu kl inicky i e lektrofyziologicky téměř nepostiženy, probandka má pouze lehkou 

kontrakturu malíku na pravé ruce bez známek svalové slabosti. V tomto je fenotyp odlišný od 

většiny CMT2E pacientů, u kterých je uváděna různá míra svalové slabosti a svalových atrofií 

i na horních končetinách (viz přehledná tabulka 9). 

M utace Tyr265Cys leží v centrální "tyčové" doméně proteinu NF-L, Tato část je tvořena 

4 spirá lovi tými subdoménami označovanými "coiled coil" doména. (Mersiyanova cf al., 2000; 

ILttp://expasy.org/lIniprot/P07196) Mutace Tyr265Cys leží v nejmenší z nich - coiled coil 2A - ve 

které byla doposu d popsána pouze jedna kauzální mutace (Leu268Pro) (ObL 25 a 26). 

(h ttp://expasy.org/cgi-bin/sprot-jt-details.pl? P07196@REGION@252@270; Fabrizi et al., 2007) Centrální 

" rod" doména je zodpovědná za vzájemnou agregaci neurofilament v axonu. (Mersiyanova et III., 

2000; Carpenter a Ip 1996) Vzhledem k charakteru záměny Tyr265Cys, kde ' tyrosin (Tyr; 

molekulová hmotnost MW 181) je mírně polární aminokyselina s heterocyklickým jádrem a 

cyst in (Cys; MW 121) naproti tomu aminokyselina obsahující - SH skupinu náchylnou k oxidaci 

a lehce tvořicí hydrofobní disulfidické můstky, lze předpokládat významný dopad této mutace 

na zm íněný proces agregace neurofilament. Aminokyselina tyrosin v pozici 265 je vysoce 

konzervovaná jak v rámci široké skupiny lidských intermediálních filament, tak mezidruhově 

(Obr. 27). 
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Testování genu NEFL 

Obr. 25. 
Schematické znázornění domén 
polypeptidu NEFL Nově nalezená 
mutace Tyr265Cys leží v centrální 
doméně v podjednotce "coiled coil 2A". 
Varianta c, 1585A>G, Lys529Glu leží 
na konci "tail" domény. 
(Upraveno dle Kabzinska et al., 2006) 
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Obr. 26. Aminokyselinové složení proteinu NEFL. Jednoduchým podtržením je zvýrazněn rozsah subdomény 
coiled coil 2A, ve které leží mutace Tyr265Cys, Dvojitým podtržením je zvýrazněna subdoména B koncové (tail) 
domény, ve které leží varianta Lys529Glu, 
http://www.nebi,nlmnihgov/entrezlviewer, fegi?db=protein& val=62511894 
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Obr. 27. Vysoce konzervovaná oblast v proteinu NEFL v rámci široké rodiny lidských intermediálních filament 
i mezidruhově . Šipkou je znázorněn kodon 265, ve kterém leží mutace Tyr265Cys. oi 125961 - Lamin A Gallus 
Gallus, oi 549452 XNIF _XENLA Low molecular weight neuronal intermediate filament (XNIF), oi 1703221 -
AINX_RAT Alpha-internexin (ALPHA-INX)[Rattus norvegicus], oi 128146 - NFM_CHICK Neurofilament triplet M 
protein (160 kDa neurofilament protein) (Neurofilament medium polypeptide) (NF-M) [Gallus galius], oi 3330261 1 
- NFH_HUMAN Neurofilament triplet H protein (200 kDa neurofi lament protein) (Neurofilament heavy polypeptide) 
(NF-H) [Homo sapiens], oi 138531 - VIM1_XENLA Vimentins 1 and 2, oi 11 8453 - DESM_CHICK Desmin [Gallus 
gallus], gi 124212 - IF3T _ TORCA Type III intermediate fi lament, oi 1211 35 - GFAP _HUMAN Glial fibrillary acidic 
(432 aa), oi 400800 - PLST_CARAU Plasticin, oi 129822 - PERI_RAT Peripherin, oi 125116 - K2M2_SHEEP 
Keratin , Type II Microfibrillar, oi 2506774 - K2C8_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 8 (Cytokeratin 8) (K8) (CK 
8) [Homo sapiens], oi 124740 - ION3_CARAU Intermediate filament protein ON3, oi 20178293 - K2C7 _HUMAN 
Keratin type II cytoskeletal7 Cytokeratin 7 K7 CK 7 Sarcolectin, oi 125105 - K2C5_HUMAN KERATIN, Type II 
Cytoskeletal 5 (CYtokeratin 5) (K5) (CK 5) (58 KDA Cytokeratin), oi 547752 - K220_HUMAN Keratin, type II 
cytoskeletal2 oral (Cytokeratin 2P) (K2P) (CK 2P) [Homo sapiens], oi 20141510 - K2C4_HUMAN Keratin, type II 
cytoskeletal4(Cytokeratin 4), oi 547754 - 22E_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal (Cytokeratin 2e), 
oi 547750 Keratin, type I cytoskeletal20 (Cytokeratin 20) (K20) (CK 20), gi 547748 Keratin , type I cytoskeletal 9 
(Cytokeratin 9) (K9) (CK 9), oi 125952 Lamin B1 , oi 125959 Lamin L(II I) (Lamin B3), gi 266616 60 kDa 
neurofilament protein (NF60),. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrezlconserveddomains 

59 



Dědičné neuropatie CMT Testovaní genu NEFL 

Rodina B 

Klinický obraz CMT u sporadicky postižené pacientky z rodiny B, nesoucí pravděpodobně 

nepatogenní mutaci Lys529Glu v genu NEFL, odpovídá axonální, převážně motorické, neuropatii 

s velmi časným začátkem, postihující zejména dol ní končetiny. Začátek onemocnění i jeho 

průběh je poměrně atypický. Onemocnění se poprvé p rojevilo ve 2 letech v)!raznou svalovou 

slabostí OK navazující na prodělané plané neštovice a nasedající virózu, která pacientce 

přechodně zcela znemožnila chl'lzi. Mimo tyto řídké ataky je pacientka minimálně postižena 

a progrese je velmi pomalá. Ve věku 14 let má zcela zachovanou a téměř normální chůzi, má 

hyperreflexii na dolních i horních končetinách. Podle EMG se jedná o axonální převážně 

moto rickou neuropatii postihující pouze dolní končetiny. Rychlosti vedení motorickými vlákny 

n. median us (MNCV) byly ve věku 14 let nonnální a amplitudy CMAP výrazně snížené. Jde 

proto jednoznačně o typ CMT2. Stejná záměna Lys529Glu byla následně nalezena u otce, který je 

klinicky zdráv, nianéně v jeho osobní anamnéze je několik epizod svalové slabosti DK 

v souvislos ti s horečnatým onemocněním. Na rozdíl od probandky jsme však v jeho případě při 

EMG vyšetření d tekovali normální rychlosti vedení a amplitudy odpovědí a tak nelze mluvit 

o periferní neuropa ti i. Paternální babička probandky, u které byla identifikována stejná záměna 

Lys529Glu, neud ává žádné podobné obtíže. Na základě těchto poznatků nelze považovat 

missense záměnu Lys529Glu za kauzální mutaci. Jde spíše o vzácný polymorfismus v genu 

NEFL. Tím ovšem není vy loučena možnost existence jiného dědičného podkladu podobných 

epizod svalové slabosti II probandky a jejího otce. 

Zajímavou zlts tává podobnost klinické ho obrazu a průběhu CMT u naší probandky 

s pacien ty nesoucími kauzální mutace Glu396Lys a 322Cys-326Asn in-frame deleci, u kterých 

byla Laznc menána vazba rekurentních epizod nestabilní chůze (ataxie) na horečnatá onemocnění 

v děts tví. (Fabrizi et al., 2007; Ziichner et al. , 2004) 

Missense m utace Lys529Glu je lokalizována na konci subdomény B koncové (taii) domény 

proteinu F-L (http://expasy.org/cgi-bin /sprot-jt-details.pf7 P07196@RECION@443@542) (Obr. 25 a 

26). I přes obecně významný charakter záměny - lysin (Lys; MW 146) je zásaditá aminoky eli na, 

naproti tomu g lutamová kyselina (Glu;:Wrw 147) je kyselá se schopností vazby na kovové ionty a 

tvorby solných m lls tkú - nelze očekávat významnějš í efekt na funkci proteinu. Tento předpoklad 

je v soul adu s popsanou postradatelnos tí koncové domény při procesu agregace neurofilament 

J s publikovaným pří padem nekauzální out-of-frame nonsense delece v posledním exonu NEFL

viz d ále. (YaJnalllOto et lil., 2004; Lee et nI., 1993; Alldrigo et nl.; 2005 ) 
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Ve stejné doméně byla dále v literatuře popsána delece Glu528del. V jedné studii byla 

označena za kauzální mutaci, jelikož segregovala s postižením v AD CMTl rodině. (Jordanova ct 

(ll., 2003) V pozdějšÍ studii, provedené na asijské populaci, je ukázáno, že se jedná patrně O 

vzácný nepatogenní polymorfismus. (y{ltn{llnoto et (ll., 2004) Dále byla v subdoméně B koncové 

domény (exon 4 NEFL) popsána vzácná nepatogenní out-of-frame jednobázová inzerce 1576insG, 

kte rá v uvedené rodině nesegregovala s fenotypem CMT2. (Andrigo ct al., 2005) Vzhledem 

k tomu, že tato inserce vede k předčasnému zařazení stop kodonu a ležÍ blíže k začátku exonu 4, 

než námi detekovaná mutace Lys529Glu, je velmi nepravděpodobné, že by mutace Lys529Glu 

měla kauzální efekt. 

V této tud ii jsem identifikovala dvě nové záměny v genu NEFL. Obě varianty ležÍ ve dvou 

subdoménách proteinu NF-L s dosud nejmenším počtem detekovaných mutací a polymorfismů. 

V obou rodinách se vysky tuje axonální typ neuropatie, ale pouze u jedné z detekovaných záměn 

se nám poda ř i lo prokázat její segregaci s CMT2 svědčící pro kauzální vliv na vzn ik tohoto 

postižení (forma CMT2E). Pro de finitivní objasnění by bylo třeba provést funkční studie a 

analýzu na úrovni mRNA č i proteinu. 

Mutace Tyr265Cys v genu NEFL byla nalezena u členů AD rodiny s časným začátkem CMT 

v dětském věku . Vzh ledem k charakteru postižení v této rodině (rodina A) lze shrnout, že 

testova t gen NEFL má význam u pacientů s jednoznačně axonální neuronální lézí se začátkem 

onemocnění v první (ev. druhé) dekádě, u kterých nejsou významně sníženy rychlosti vedení 

motorickými vlákny n. median us. Testování je opodstatněné především u AD rodin. 
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7 . Testování genu pro small integral membrane 
protein of the Iysozome/late endosome (SIMPLE) 

7.1. Úvod 

a počá tku roku 2002 byly v lite ratuře popsány dvě CMT rodiny, které vykazovaly vazbu na 

chromosom 16p13.1. Ta to forma byla označena jako CMTlC. (Street et al., 2002) Stejná skupina 

auto rů později určila, že onemocnění je způsobeno různými missense mutacemi v genu pro small 

integral mem brane protein of the lysozome/late endosome (SIMPLE), dříve označovaném 

Ll TA F/SUv1. PLE. (Hollldcn a Reilly, 2006; Street et al., 2003) Gen SIMPLE má 3 exony a kóduje 

prote in o v li kos ti 161 AMK, který hraje roli při degradaci proteinů. Je přítomný v cytoplasmě 

Schwannových bun vk. (Bennett ct al., 2004) Celkem bylo dosud popsáno 10 kauzálních missense 

m utací v tom to genu (Tab. 10). 

Tab. 10. Přehled dosud publikovaných patogenních mutací a polymorfismů v genu S/MPLE. Upraveno 
a doplněno dle http://www.mo/gen.ua.ac.be/CMTMutations/ 

Mutace (v cDNA) Změna v proteinu Fenotyp Citace 

c.146C> T Thr49Met CMT2 Saiti et a/. , 2005 

2 c.220+38T >C - (polymorfismus) Saiti et a/., 2005 

3 c.222T>C IIe7411e - (polymorfismus) Bennett et a/., 2004 

4 c.274A>G IIe92Val - (polymorfismus) Saiti et a/., 2005 

5 c.330C> T Asn110Asn - (polymorfismus) Saíti et a/. , 2005 

6 c.332C>G Ala111 Gly CMT1 Latour et a/. , 2006 

7 c.334G>A Gly112Ser CMT1 Street et a/., 2003 
Bennett et a/., 2004 
Saiti et a/., 2005 
Latour et a/., 2006 

8 c.344C>A Thr115Asn CMT1 Street et a/. , 2003 

9 c.344G>A + CMT1 A Gly112Ser + CMT1 A CMT1 - těžké Meggouh et a/., 2005 

10 c.346T>G Trp116Gly CMT1 Street et a/., 2003 

11 c.364C>G Leu122Val CMT1 Saíti et a/., 2005 

12 c.403C> T Pro135Ser CMT1 Latouret a/. , 2006 

13 c.403C>A Pro135Thr CMT1 Latour et a/., 2006 

14 c.378-29C> T - (polymorfismus) Saiti et a/., 2005 

15 c.477G>A Lys1 59Lys - (polymorfismus) Saíti et a/. , 2005 

16 c.539C>G 3'UTR - (polymorfismus) Saiti et a/. , 2005 

17 c.585C> T 3'UTR - (polymorfismus) Saiti et a/. , 2005 

18 c.629C> T 3'UTR - (polymorfismus) Saiti et a/., 2005 

19 c.671T>C 3'UTR CMT1 Saíti et a/., 2005 
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Existovalo mnoho teorií o funkci SIMPLE (a LlTAF) proteinu a o patogenním pusobení 

m utací v SIMPLE. Původně byly popsány dva transkripty genu kódující dva rozdílné proteiny 

LITAF ("lipopolysaccha ride induced tumor necrosis factor CI. factor" - UTAF) a SIMPLE (Houlden 

n Rei/ly, 2006), ale nedávná studie ukázala, že jediným transkriptem genu je protein SIMPLE a že 

předpoklad existence proteinu UTAF byl založen na sekvenačním omylu. (Snift ct nI. , 2005) 

Protein SIMPLE je E3 ubiquitin Iigáza lokalizovaná v m mbráně pozdních endosomú a lysozomů 

v cytopla mě Schwannových buněk. Účastní se procesu třídění a degradace proteinů označených 

ubiqui tinem . (Bennett et ni. , 2004) Ačkoli je SIMPLE exprimován ve všech buňkách, je zajímavé, že 

projevy mutací jsou patrně izolovány pouz na periferní nervový systém. Možným vysvětlením 

je vysoká citlivost Schwannov)/ch buněk na overexpresi (nesprávnou dávku) a poruchy skládání 

p roteinů . Nejčastější formou CMTl je CMTl A způsobená zvýšenou dávkou (a overexpresí) genu 

pro periferní myelinový pro te in 22 (PMP22). (Lupski 1999) Protein PMP22 je hlavní strukturální 

komponentou periferního kompaktního myeli nu. Jeho skládání je obtížné a s tím souvisí fakt, že 

až 80% nově syntetizovaného proteinu je v buňce rychle degradováno. (Notterpek ct ni., 1999) 

Mutace v SIMPLE mohou narušovat degradaci ubiquitinem mediované degradace PMP22 a tím 

vést ke klinickému rozvoji demyelin izační neuropatie. (Notterpek et ni., 1999; Bennet et al., 2004) 

7.2. Pacienti a metody 

Pacienti 

Vyšetřili jsm cel kem 107 pacientů ze 104 rodin s demyelinizační formou CMTl . U všech 

pacien tů byla v předešlém testování vyloučena přítomnost nejčastější CMTlA duplikace / HNPP 

delece pomocí sady mikrosat Jitových markerú. (Seemnn et al., 2000) U některých pacientú byly 

na íc vyloučeny mutace v genech Cx32 , MPZ a PMP22. K vyšetření byli vybíráni pacienti 

s domi nantním nebo poradickým v)/skytem CMT, u kter)/ch byl klinický nález typický pro 

CMTl a k teří měli sn ížené rychlosti vedení (NCV) motorickými vlákny n. medianus a/ nebo 

n. ul nari s pod 38 mls. 

Molekulární analýza 

Vzo rky genomové O A a vzorky kontrol ní O A byly vyšetřeny přímým sekvenováním celé 

kódující a p řilehlých ne kódujících oblastí genu SIMPLE (viz kapitola 3.3) . 
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7.3. Výsledky 

V souboru vyšetřených 104 rodin resp. nepříbuzný h pacientů s CMTl byly zachyceny celkem 

3 rúzné kauzální mutace ve 4 rodinách . Dříve popsaná missense mutace Gly112Ser (c.334G>A), 

(Obr. 28) byla detekována v heterozygotním staVl! ve d vou AD CMTl rodinách celkem u 5 

postižených jedinců (rodiny A a B) . (5treet ct ni, 2003; Bennett ct ni., 2004) Mutace nebyLa 

zachycena v 64 kontrolních chromosomech dosud vyšetřených přímým sekvenováním. 

Druhou zachycenou missense mutací je dosud nepopsaná Pro58Leu (c.173C>T) 

v heterozygotním stavu (Obr. 29) u sporadicky postižené pacientky (kazuistika C). 

Třetí detekovanou missense mutací je také dosud nepopsaná Leu114Gln (c.341 T>A) 

v he te rozygotním stavu (Obr. 30) u pacienta s pravděpodobně AD přenosem postižení v rodině 

(rodina D). Mutace nebyla zachycena v 64 kontrolních chromosomech dosud vyšetřených 

přímým sekvenováním. 

V testovaném souboru bylo dále iden ti fikováno velké množství polymorfismů, z nichž 

někte r' j ou velmi časté: Ile92Val (c.274A>G) (5aifi et ni., 2005) (Obr. 31); Thr78Thr (c.238G>A) 

(Latour et al, 2006); c.220+42C>T (IVS2+42C>T) v heterozygotním i homozygotním stavu (Latour ct 

al., 2006) (Obr. 32); Asn110Asn (c.340C>T) (5aifi et al ., 2005); c.220+65T>C (IVS2+65T>C) 

v hete rozygo tním stavu; c.378-30C>T (IVS-30C>T) v heterozygotním i homozygotním stavu. 

Přehled námi zachycených mutací a polymorfismů v 51MPLE je uveden v tabulce 11 a poloha 

mutací v prot inu SIMPLE je znázorněna na obrázku 33. 

Tab. 11. Přehled zachycených mutací a polymorfismů v genu SIMPLE. Vpravo je vždy uveden počet rodin se 
zachycenou záměnou (n/ 104). 

Exon 2 I Intron 2 Exon 3 Exon 4 I Intron 3 

Polymorfismy c.220+42C> Thet. 45 IIe92Val hel. 30 c.378-30C>T hel. 

c.220+42C> Thom. 20 IIe92Val hom. 10 c.378-30C> Thom. 

c.220+65T>C hel. 3 Thr78Thr hel. 6 

Asn 11 OAsn hel. 

Kauzální Pro58Leu hel. Gly112Ser hel. 2 

mutace Leu 114Gln het. 
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kontrola 

kontrola -+ 

~IW~ 
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Obr. 28. 
Heterozygotní mutace 
Gly112Ser na 
forward sekvenci 
v genu SIMPLE 
detekovaná v našem 
souboru pacientů 
u 3 členů AD CMT1 C 
rodiny. 
Dole kontrolní 
sekvence. 

Obr. 29. 
Heterozygotn í 
mutace Pro58Leu 
v genu SIMPLE 
u sporadicky 
postižené pacientky. 
Dole kontrolní 
sekvence. 

Obr. 30. 
Heterozygotní mutace 
Leu114Gln v genu 
SIMPLE u probanda 
z AD CMT rodiny. Dole 
kontrolní F sekvence. 
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Testování genu SIMPLE 

Obr. 31. 
Četný polymorfismus c.274A>G, 
lIe92Val v genu S/MPLE. 
Nahoře forward sekvence 
heterozygota pro záměnu, dole 
kontrolní sekvence. 

Obr. 32. 
Mutace v intronu 2 genu S/MPLE 
IVS 2+42C>T. Mutace se v našem 
souboru pacientů vyskytuje jak 
v heterotygotním tak v homozygotním 
stavu. Ve spodním řádku je pro porovnání 
zachycena i wt sekvence. 

1 MSVPGPYQAA TGPSSAPSAP PSYEETVAVN SYYPTPPAPM PGPTTGLVTG PDGKGMNfPS 
61 YYTQPAPIPN NNPITVQTVY VQHPITFLDR PIQMCCPSCN KMIVSQLSYN A~AgTWLSCG 

121 SLCLLGCIAG CCFIPFCVDA LQDVDHYCPN CRALLGTYKR L 

Obr. 33. Aminokyselinové složení proteinu SIMPLE. Dvojitým podtržením jsou zvýrazněny kodony 58, 112 
a 114, ve kterých jsme detekovali tři kauzální mutace. 
http://www.expasy.orglcgi-bin/sprot-ft-detai/s.p/?Q99732@CHA/N@ 1@161 

A. AD rodina nesoucí mutaci Gly112Ser v genu SIMPLE 

Jedná se o rodinu s molekulárně geneticky potvrzeným postižením CMTI ve třech po sobě jdoucích 

generacích (viz rodokmen na obr. 34). Probandce je v současné době 18 let. 
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IV:l IV:2 ~IV:3 

Testování genu SIMPLE 

Obr. 34. 
Rodokmen AD CMT1 C rodiny 
nesoucí mutaci Gly112Ser 
v genu SIMPLE. Podobné 
postižení měla údajně matka 
maternálního dědečka 
probandky; dále je podobně 
postižena sestra maternálního 
dědečka, dále její dcera 
(r. 1970) a i její dcera 
(r. 1996). Tito postižení 
členové rodiny nebyli 
neurologicky ani geneticky 
vyšetřeni. Otec probandky je 
zdráv. 

MATKA PROBANDKY (IIIl5; 41 let, neurologicky vyšetřena ve 37 letech) je subjektivně bez obtíží, 

slabost nepociťuje, mívá pouze bolesti lýtek při změně počasí. Má hypotrofie drobných svalů rukou, 

naznačenou bilaterální kontrakturu 5. prstu, na dolních končetinách hypotrofie lýtek a drobných svalů 

nohy, deformitu nohou typu pes cavus a zkrácení Achillových šlach (Obr. 35). Pacientka má areflexii 

CS-C8 a L2/4 a I.fj/S2 a mírné oslabení dorsální flexe p1anty i palce (4/5 bilat). Chůzi po patách 

nesvede, chůzi po špičkách svede ale zvýrazňuje se deformita pes cavus. Takti1ní čití je bez výpadků. 

Obr. 35. 
Postižená matka probandky 
nesoucí mutaci Gly112Ser 
v genu SIMPLE. Jsou patrné 
atrofie dolních končetin, 
deformita nohou pes cavus 
zvýrazněná při stoji na špičce a 
atrofie drobných svalů rukou. 
(Foto P. Seeman) 

EMG nález odpovídá difúzní neurogenní lézi senzitivních a motorických vláken na HK a DK 

s primárním postižením mye1inu (Tab. 12). 

Dalším anamnesticky zjištěným postiženým a molekulárně geneticky vyšetřeným ďenem rodiny 

je matemální dědeček probandky (84 let). Má lehké atrofie drobných svalů nohy, deformitu pes cavus, 
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snížení svalové síly na dolních končetinách, areflexii L2/4 a L5/52 a ponožkovitou hypestesii. Chůzi po 

patách svede nedokonale. EMG vyšetření nebylo provedeno. 

PROBANDKA je subjektivně téměř bez obtíží. CMT u ní bylo diagnostikováno náhodně při 

hospitalizaci pro bolesti zad. První příznaky onemocnění CMT se u ní objevily asi v 5 letech zhoršenou 

lokomocí - hůře běhala, skákala a nemohla se postavit na paty. Obtíže se výrazněji projevily na 

základní škole, kdy nezvládala cviky tak dobře, jako ostatní. Dvakrát prodělala distorzi levého 

kotníku. Od 14 let pozoruje horší jemnou hybnost na obou rukou. Podezření na dědičnou neuropatii 

bylo vysloveno ve 14 letech a bylo potvrzeno EMG vyšetřením a obdobným neurologickým nálezem 

u matky probandky a matemáIního dědečka probandky. 

Při objektivním vyšetření v 15 letech měla pacientka na horních končetinách lehkou 

hypotrofii drobných svalů ruky, naznačené kontraktury na 5. prstu bilaterálně Gako u matky), 

mírně oslabenou svalovou sílu na celých horních končetinách (4-5/5) a hyporeflexii C7-C8. Na 

dolních končetinách měla hypotrofii drobných svalů nohy, lehké deformity typu pes cavus (Obr. 

36), mírně oslabenou svalovou sílu distálně i proximálně na DK (4-5/5) a areflexii L5/4 a L5/52. 

Nesvedla chůzi po patách. Taktilní a vibrační čití bylo neporušeno. 

Obr. 36. 
Naznačená deformita nohy pes 
cavus u pacientky nesoucí 
heterozygotní mutaci Gly112Ser 
ve genu SIMPLE. 
(Foto P. Seeman) 

EMG vyšetření bylo u probandky provedeno v 15 letech se závěrem primárně 

demye1inizační polyneuropatie sensitivních a motorických nervů s převahou na dolních 

končetinách (Tab. 12). 
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Tab. 12. Výsledky kondukčních studii motorických a sensitivních vláken u probandky (111/1) a její matky 
(11/2) nesouci mutaci Gly112Ser v genu SIMPLE odpovídají primární demyelinizační lézi . 

Norma 111/1 11/2 

Motorická n. Medianus MNCV (mls) ::! 51 30 26 
vlákna Amplituda (mV) ~ 4.2 6,2 5,7 

n. Ulnaris MNCV (mls) ~ 50 24 29 
Amplituda (mV) ~ 5.5 3,8 5,2 

n. Peroneus (m. MNCV (mls) ::! 39 17 22 
tibialis ant.) Amplituda (mV) NA 1,5 0,5 

n. Tibialis MNCV (mls) ::! 40 17 19 
Amplituda (mV) ::! 2.5 1,1 0,7 

Sensitivní n. Medianus SNCV (mls) ~ 48 35 24 
vlákna Amplituda (uV) ::! 10 8 11 

n. Ulnaris SNCV (mls) ~ 48 28 28 
Amplituda (u V) ~ 10 5 5 

n. Suralis SNCV (mls) ~ 38 ND ND 
Amplituda (uV) ::!4.4 ND ND 

MNCV, motor nerve conduction velocity - rychlost vedení motorickými vlákny; SNCV, sensory nerve 
conduction velocity - rychlost vedeni sensitivními vlákny; NA, not available - hodnota není k dispozici. 
ND, not detected - neměřitelné. Patologické hodnoty jsou tučně. 

B. AD rodina nesoucí mutaci Gly112Ser v genu SIMPLE 

Také dmhá r dina se zachycenou mutad Glyl12Ser v SLMPLE vykazuje známky AD přenosu 

postižení (Obr. 37). 

1/1 1/2 

11/3 

IV/1 

11/4 

Obr. 37. 
Rodokmen probandky nesoucí 
mutaci Gly112Ser v genu 
SIMPLE. 

PROBANDCE (ID/2) je v současné době 42 let. Onemocněni se u ni začalo projevovat ve 2. dekádě 

života. Ve věku 40 let měla deformity nohou pes cavus a distální svalovou slabost na dolnich 

končetiná ' ho hůze po patách nebyla schopna a horní končetiny měla nepostiženy. EMG vyšetřeni 

pr v dené ve 32 letech ukázalo obraz těžké demyelinizačni léze (lvlNCV n. medianus 19,2 mls; S CV 

n. medianus 24 mls; vedení na n. peroneus a n. suralis bylo nev)!bavné). 
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DCEŘi PROBANDKY (N/l) je v současné době 18 let. První příznaky postižení perifemi 

neuropatií se u ní začaly projevovat mezi 5. a 10. rokem věku. Pacientka má deformitu nohou pes 

cavus. Při vyšetření v 17 letech byla schopná chůze po patách a neměla známky distálrú svalové 

slabosti a atrofií na dolnich ani na homich končetinách . EMG vyšetření provedené v 17 letech ukázalo 

obraz hraniční demyelinizamí léze (MNCV n. medianus 40,4 mls; SNCV n. medianus 36,3 mls; MNCV 

na n. peroneus 28,3 mls; SNCV n. suralis 20,3 mls). 

c. Sporadicky postižená pac ientka nesoucí mutaci Pro58Leu v genu SIMPLE 

Pacientce je v současné době 33 let. Je narozena z rizikového těhotenstvi ve 34. gestačním týdnu. Má 

jednoho mladšího zdravého bratra a zdravou dceru. Dle starších anamnestických údajů byli oba rodiče 

údajně po neurologické stránce zdrávi a ani II níkoho dalšího v rodině se nevyskytuje podobné 

postižení jako u pacientky. Po narození byla zjištěna kombinace vývojových vad typických pro 

syndrom 8eckwith-Wiedemann (BWS): exornfalos, makroglosie a gigantismus (dříve také EMG 

synd rom) (Obr. 38). Delece na krátkém raménku chromosomu 11, která je nejčastější příčinou 

synd romu BWS, ale n byla u pacientky cytogenetickým vyšetřením technikou HRT prokázána. 

Psychomotorický v)rvoj byl u pacientky normální. 

Obr. 38. 
Pacientka s BWS syndromem. 
označovaným také jako EMG -
exomphalos, makroglosie, 
gigantismus. Na obrázku je dobře 
patrný exomphalos. 
(Foto E. Seemanová) 

Probandka chodila od 1 roku a od začátku měla sklon k chůzi po špičkách. V 15 letech věku si 

rodiče všimli deformit nohou typu pes caVLlS, zhoršení chůze a přepadávání špiček (více vlevo). Při 

objektivním neurologickém vyšetřeni v 15 letech na jiném pracovišti měla pacientka nystagmoidní 

zaškuby očí v krajních polohách, na homich končetinách snižený svalový tonus, hyporeflexii a 

n aznačenou hypOh'ofii interoseálních svalů. Na dolních končetinách měla oboustranně deformitu pes 

GlVUS, zkrácené Achillovy šlachy, nižší svalový tonus, hyporeflexii L2-L4, areflexii LS-S2. Chl'Ize byla 

perone.ilní, na patách nesvedla. EMG vyšetřeni v 15 letech zaznamenalo sníženou rychlost vedení 

motorick\lmi lákny n. ulnaris (39m/s) a nevýbavné vedení motorickými vlákny n. peroneus. 
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D. Pacient nesoucí mutaci Leu114Gln v genu SIM PLE z AD CMT1 rodiny 

Probandovi je v současné době 42 let. V jeho rodině je údaj o postižení paternálni babičky, která 

ochrnula ve věku 40 let. Otec probanda má parestezie konče tin d revmatismus. Jedná se tedy s největší 

pravděpodobností o AD přenos postiženi v rodině (rodokmen na Obr. 39). Sourozence proband nemá, 

má dva syny, u kterých se zatím nelze s polehlivě vyjád ři t o přítomnosti postižení vzhledem k nízkému 

věku. Proband byl narozen předčasně v 7. měsíci s PH 1,85 kg. V osobní anamnéze má dě tskou 

mozkovou obrnu (DMO) a pravostranný nystagmus. Prodělal ortopedickou prolongaci AchiUovy 

šlachy a korekci deformity na pravé noze ve věku 12 let. Druhou ortopedickou operaci prodělal v 17 

letech se zp vněním pravého zápěstí vnesením kostního š těpu z kyčle a prolongaó šlach. Při třetí 

operaci ve 25 letech byla prodloužena šlacha m. extensor hallucis longus na pravé homi končetině. 

Pacien t má bilaterální myopií (5,5D). 

111/1 1111"2 

Obr. 39. 
Rodina probanda nesoucího 
mutaci Leu11 4 Gln v genu 

IV/1 IV/2 SIMPLE 

Ve 33 letech se u pacienta začalo objevovat, v souvislosti se změnou zaměstnáni z kance lá řské 

práce do výrobního provozu, mravenčeni a mrtvěni v dolnich končetinách, které začínalo v prstech a 

šířilo se ke stehnům. Obtíže se stupňovaly s námahou. Budil se ze spani pro bolesti, mravenčeni a 

necitlivost v lýtkách. Na levé horni končetin ě pozoruje brněni a sniženou citlivost asi od 36 let věku. 

Při objektivním vyšetřeni v 38 letech měl nepravidelné nys tagmoid ni záškuby očí všemi směry a 

hypestezii levé tváře. Na horních končetinách měl bilaterálně živé reflexy C5-CS (více vpravo), pravou 

horní končetinu (PHK) s kladívkovými prsty, spas tickou a retrahovanou bez možnosti ohybu v zá pěs tí 

a lokti a s omezením pohyblivosti v ramennirn kloubu, LHK mě l bez paréz. Na PHK měl zachované 

čiti, na LHK měl hypestezii . Na PHK měl dystaxii, na LHK přesnou taxi. Na doLnich končetinách měl 

oboustrannou deformitu pes cavus, reflexy L2-S1 symetrické a živé, bilaterálně bvl pozitivní 
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Babinského příznak, taxe byla přesná, na PDK měl takb lni anestezii, na LDK hypestezii. Chůze byla 

samostatná, ale parilparetická, spastická a o široké bázi. 

Při EMG vyšetřeru ve věku 38 let byl na HI< i DK obraz těžké demyelinizační sensitivní a 

motorické polyneuropatie s výrazně sníženými rychlostmi vedení (Tab. 13). U studie sensitivních 

vláken byla zcela nevýbavná odpověď na n. suralis (Tab. 13). 

Tab. 1 3. Výsledky kondukčních studií motorických a sensitivních vláken u pacienta 
nesoucího mutaci Leu 114Gln v SIMPLE odpovídají primární demyelinizační lézi se 
sekundárním axonálním postižením. 

Motorická 

vlákna 

Sensitivni 
vlákna 

n. Medianus 

n. Ulnaris 

n. Peroneus (m . 
tibialis anI.) 

n. Tibialis 

n. Medianus 

n. Ulnaris 

n. Suralis 

MNCV (mls) 

Amplituda (mV) 

MNCV (mls) 

Amplituda (mV) 

MNCV (mls) 

Amplituda (mV) 

MNCV (mls) 

Amplituda (mV) 

SNCV (mls) 

Amplituda (uV) 

SNCV (ml s) 

Amplituda (uV) 

SNCV (mls) 

Amplituda (uV) 

Norma Pacient 
::: 51 26,3 
::: 4.2 0,4 
::: 50 26,7 
::: 5.5 4,9 
::: 39 19,7 
NA 0,5 
::: 40 13,2 
::: 2.5 0,8 
::: 48 28,6 
::: 10 0,9 
::: 48 30,8 
::: 10 2,0 
::: 38 N.D. 
:::4.4 N.D. 

MNCV, motor nerve conduction velocity - rychlost vedení motorickými vlákny; SNCV, sensory 
nerve conduction velocity - rychlost vedeni sensitivními vlákny; NA, not available - hodnota 
není k dispozici. ND, not detected - neměřitelné. Patologické hodnoty jsou tučně. 

Zrakové evokované potenciály (VEP) měly oboustranně prodloužené latence vlny P100, což 

od pov ídá lézi zrakové dráhy. Výsledky vyšetření sluchových evokovaných potenciálů (BAEP) byly 

v mezích nonny. Motorické evokované potenciály (MEP) měly extrémně prodloužené latence 

v periferní části motorické dráhy bilaterálně. Sensitivru evokované potenciály (SEP) n. medianus 

svědčily pro oboustrannou lézi sensitivru dráhy v perifenúJn úseku, SEP n. tibialis byly bez výbavné 

odpovědi. 

Klini ký braz u pacienta odpovídá kombinaci postižení v rámci DMO (spastická triparéza DK a 

PHK) a CMT demyelinizační.ho typu s klinicky dominujícími algoparestéziemi dolních končetin a levé 

horní končetiny. 
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7 .4. Diskuse 

V této studii jsme identifikovali 3 rúzné kauzální mutace v genu SIMPLE u 4 rodin ze souboru 

104 českých nepříbuzných CMTl pacientů (rodi n) s vyloučenou formou CMTlA. Frekvence 

mutací je tedy přibližně 3,8 % (4 pozitivní nálezy mezi 104 testovanými rodinami). V celkovém 

souboru 360 rodin (nepříbuzných jedinců) s dom inan tní demyelinizační formou CMTl je 

zastoupení mutací v SIMPLE 1,1 % (4/360). Frekvence mutací v SIMPLE udávané v jiných studiích 

jsou podobné: 3,75'}'o (3/80) mezi CMTl rodinami s vyloučením CMTlA a mutací v několika 

dalších dominantních genech (Bcnnett ct n/., 2004); v jiné shldii je udávána frekvence 0,6% (6/968) 

mezi všemi AD CMTl nepříb uznými rodinami. (Lntour et ni., 2006) Podle spektra zachycených 

rodin lze us uzovat, že záchyt mutace v SIMPLE je nejpravděpodobnější u AD rodin (3 ze 4 rodin 

jsou AD), ale testován í je opods ta tněné i u sporadických CMTl případú . 

Fenotyp CMTl C s AD dědičností a věkem začátku obtíží v dětství je klinicky 

i elektrofyziologicky velmi podobný fenotypu CMTlA. Prvními projevy bývá deformita pes 

cavus nebo po rucha chůze a dále obvyklé CMT příznaky jako distální svalová slabost, sva lové 

atro fie, snížení až vymizení reflexů a poruchy senzitivity. EMG nál ezy jsou ve většině dříve 

popsaných C TI C rod in typické p ro demyelinizační typ CMT1, pouze jedna rodina měla 

rychlosti vedení odpovídající formě CMT2. (Snifi ct ni., 2005) V biopsiích nervů pacientů 

s převažující demyelinizační formou CMTlC byly nalezeny " onion bulb" formace typické pro 

demyelinizaci . (Bennett ft ni., 2004; Snifi ct ni., 2005) U pacientů z rodiny s axonální formou 

MT1C byla popsána axonální z tráta. (Snifi ft ni., 2005) 

Charakterem příznakú se námi detekovaná rodina A s mutací Gly112Ser podobá dalším pěti 

popsaným evropský m rodinám se stejnou mutací, i když se zdá, že subjektivní i objektivní 

příznaky jsoll v naší rodině mírnější. (8ennett et n/., 2004; Snifi et ni., 2005; Strect et n/., 2003; Latour 

et n/., 2006). Klinický ob raz v publikovaných rodinách odpovídá klasickému obrazu CMTl 

s distáln í svalovou slabostí a atrofiemi, hyporeflexií a poruchami čití. MNCV na n. medianus jsou 

u vš ch G112S pacie n t-ú velmi podobné a pohybují se v rozmezí 20 - 25 mls. Věk nástupu 

onemocnění se pohybuje v rozmezí 3 - 34 let. 

Charakter postižení v rodině B s mutací Gly112Ser je méně dúkladně zdokumentován, ale 

podle dostup ných údajů jd e o typický obraz CMTl podobný ostatním již zmíněným kazuistikám. 

(Bennctt cf ol., 2004; Soifi ct 11/., 2005; Strcet ft 0/ ., 2003) 

Zajímavostí je, že mutace Gly112Ser byla v literatuře dále popsána u pacienta z AD rodiny se 

s uběžným výskytem s duplikovanou formou CMT1A. (Meggouh et n/ ., 2005) Proband získa l 
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mutaci Gly112Ser od otce a duplikaci PMP22 od matky . Oba rodiče měli klinické postižení 

typické pro CMTl. U syna se onemocnění projevilo již ve věku 2 let, mě l těžké deformity nohou, 

tVžké svalové atrofie, slabost a areflexii. Závažný klinický průběh je připisován souběhu CMT1A 

a mutace v SJMPLE. U našich pacientů s mutacemi v SJMPLE však byla CMTlA duplikace již 

předem vyloučena . 

Je pravděpodobné, že opakovaný záchyt mutace Gly112Ser je dán přítomností tzv. hot spot 

pro vznik mutací v genu SJMPLE v místě CpG dinukleotidu. (Snifi et ni., 2005) Kodon 112 leží 

v oblasti gen u SIMPLE o velikosti 38 aminokyselin (AMK), jejíž složení je vysoce konzervované 

napříč živočišnými druhy. Ta to oblast je součástí ještě rozsáhlejší domény asi o 70 ANll<, která je 

sice konzervovaná v menší míře, zato ale v rámci širší skupiny druhů . (Snifi ct ni., 2005) Míra 

konzervovanosti Atv[[( v pozici 112 naznačuje významný funkčni dopad mutace Gly112Ser na 

protein SIMPLE (Obr. 40). 

~ l 
89 DRPI VSQLSYNAGALTWL 12 6 

.. -
Rn. 89 DRPI LG 126 

•• 
89 126 .. . 

Mm (Nedd4) 90 12 7 ... 
Ec 89 ORPV VTQLSYTAGALTWL LG 1 6 

• • * ••••• ... 
Gg 76 LG 113 

Obr. 40. Konzervovaná oblast v proteinu SIMPLE. Šipkami jsou znázorněny kodony 112 a 114, ve kterých jsme 
detekovali mutace Gly112Ser a Leu114Gln. (Hs, Homo sapiens; Rn, Rattus norvegicus Mm, Mus musculus; 
Ec, Equus caballus; fu, Gallus gallus) 

Druhá dete k v, ná m utace Pro58Leu (kazuistika C) nebyla dosud jinými autory popsá na. Jak 

je patrné z ob ráz ku 41, leží v další konzervované oblasti proteinu SllvIPLE. Vzhledem 

k charakteru záměny - prolin (Pro; MW 115) je lehce kyselá aminokyselina s výjimečnou 

heterocyklickou strukturou obsahující sekundární amino skupinu a leucin (Leu; MW 131) naproti 

tomu aminokyselina alifatická a hydrofobní - lze očekávat významný funkční dopad . 

Dostupné údaje z dokumentace pacientky svědčí pro typický průběh onemocnění CMT1. 

Pacientku bohužel zatím nebylo možné od nálezu mutace nově vyšetřit z důvodu jejího nesouhJ asu a 

ani rodiče nebyli vyšetřeni na DNA úrovni k potvrzeni segregace mutace s onemocněním (otec již 
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nežije). Předpokládáme ovšem, že se jedná o dominantní kauzální mutaci s de-novo vznikem 

u probandky. 

! 
Hs: 29 VNSYYPTPPAPMPGPTTGLVT PDGK SYYTQPAPIPN 70 

.* ................... 1r1r. * ****.* .. .,. 
Mm : 29 VNSYYPTPPAPMPGPATGLIT SYYTQPVPVPN 70 

... ... .......... .... .. ... * . ......... . • • 
Rn: 29 VNSYYPTPPAPQPGPATGLIT SYYTQPVPVPN 70 

••• * ........... *.* .. ". * .'***** .. ** 
Rn 2 : 195 VNSYYPTPPAPQPGPATGLIT SYY"I'QPVPVPN 236 

• "" .* •• ** ................. * ... **** • . * 
Ec: 29 VHSYFPTPPAPVPGPTTGLVT YYTQ PVPV PN 70 ... " • .. .. .. .. * .. .* .. 
Gq: 24 VN-Y-PHPY-PVPQP--GLR- YSGQPMP-- - 55 

Obr. 4 1. Další konzervovaná oblast v proteinu SIMPLE. Šipkou je znázorněn kodon 58, ve kterém jsme 
identifikovali mutaci Pro58Leu. (Hs, Homo sapiens; Rn, Rattus norvegicus Mm, Mus musculus; 
Ec, Equus caballus; §g, Galius galius). 

Třeli nová detekovaná mutace Leu114G ln (rodina O) leží ve stejné konzervované oblasti jako 

m u tace Gly112Ser (Ob r. 40). V kodon u 114 SlMPLE zatím nebyla v literatuře popsána žádná další 

mu tace. V sousedních dvou bazích v téže oblasti byly dříve popsány záměny Thr11SAsn a 

T rp116Gly u O rodin s typ ickým CMTl postižením (Street et 11/., 2003; Bennett et Ill., 2004) a díky 

nápadnému sous tředění několika missense mutaci do malé oblasti pouze 6 aminokyselin 

v SIMPLE (kodony 111, 112, liS a 116) byla vyslovena domněnka, že tato doména může být 

kritická pro periferní myelinizaci . (Bennett et nl., 2004; Lntour et Ill., 2006) Nálezem mutace 

Leu114Gln d á le podporujeme tuto hypotézu a doplňujeme tak spektrum mutací v této významné 

oblasti genu S/MPLE. I podle charakteru záměny alifatické a hydrofobní aminokyseliny leucin 

(Leu; MW131) za polární glutamin (Gin; MW 146), vytvářející vodíkové můstky, lze u t ' to 

mutace očekávat fun kční dopad a kauzální vliv na vznik neuropatie. 

V době sepisování práce je proband jedin)rm klinicky a molekulárně geneticky vyšetřeným 

~I nem rodiny. Zhodnocení míry jeho klinického postižení v dúsledku mutace v SIMPLE a i vě ku 

pr ních kli ni kých projevů neuropat1e je do značné míry znesnadněno přítomností základního 

onemocnění DM O, jehož příznaky (deformita nohou a rukou, zkráceni Achillových šlach) se 

s O vIT čá s tečně pře krývají. EMG vyšetření zůstává u tohoto pacienta jedinou objektivní metodou 

posou zení tíže M T. Rychlost vedení motorickými vlákny n. medianus (26,3m /s) byla velmi 

podobná rych los tem za znamenaným u pacientek z rodiny A s mutací Gly112Ser. 
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Z výsledků této práce vyplývá, že testování genu SIMPLE je smysluplné jak u rodin s AD 

tak u pacientů se sporadických postižením s typickým klinickým obrazem CMTl a 

s rychloshni vedení na n. medianus spíše v horní části spektra pro CMTl (nejnižšÍ detekovaná 

MNCV n. medianus u nosičů SIMPLE mutace byla 19,2 mls a nejvyššÍ 34 mls). 
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8 . Testování CMT1 A a HNPP pomocí real-time PCR 

8.1. Úvod 

V roce 1989 byla tl rozsáhlého souboru CMrl rodi n prokázána vazba na chromosom 17pl1.2 a 

tato forma byla pojmenována CMTIA. (Vance et al. , 1991; HOlllden a Rci/ly, 2006) O dva roky 

později byla ve stejném chromosomálnÍm pruhu, v oblasti 17pll.2-12, nalezena velká 

segmen tá lní intrachromozomální duplikace o rozsahu 1,5 Mb (Lupski et al., 1991; Houlden a Rei/ly, 

2006) a následující rok byl v této duplikované oblasti zmapován gen pro periferní myelin protein 

22 (PMP22). Domněnku, že právě on je zod povědný za CMrlA, se podařilo potvrdi t nálezem 

bodových mutací v PMP22, kte ré měly podobný fenotypový projev, jako segmentální duplikace 

na 17pll .2. Dále byl objeven i zvířecí model CMr, tzv . Trembler-J mou se, s mutací v PMP22 

genu. (Suter ct al., 1992) Tyto objevy jsou považovány za historicky nejdůležitější přínos 

k porozumění molekulárn í genetiky CMT, jelikož tato tzv. duplikovaná forma představuje 50 % 

všech CMT případú a asi 70% všech CMTl případů a je tedy nejčastěj ší formou dědičných 

neuropati í vůbec. (Nclis ct al. , 1996; Houlden a Rt!i /ly, 2006) Klinicky se CMTIA projevuje příznaky 

typickými pro dědičn~ neuropatie (viz kap. 1). 

Delece PMP22 v stejné 1,5 !Vrb oblasti nezpúsobuje difusnÍ demyelinizaci jako u CMTIA, ale 

segmen tální asymetrickou dysmyelinizač ní / demyelin izační polyneuropatii - tzv . hereditární 

neuropatii se sklonem k tl akovým parézám (HNPP), neboli tomakulózní neuropatii, která je 

druhým nejčastěj ším ty pem dědičných neuropatii (Obr. 42) . Jedná se o postižení s epizodami 

př chodných nervových motorických a sensitivních paréz a díky mírnější tíži postižení ve 

srovnání s CMTlA Zllstává pravděpodobně mnoho pacientů s HNPP nezachyceno. (Shy et al., 

2002) 
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~ PMPll 0==:= 
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===;JJF==== 
1 kopie PMP22 - HNPP 

Obr. 42. 
Schema vzniku PMP22 
duplikace a delece 
mechanismem nerovnoměrného 
crossing-over. 

Protein V\lIP22 je hlavní strukturá lní komponentou periferního kompaktního myelinu. (SLita 

n Schcrer, 2003) Zvýšení genové dávky PMP22 (nadbytečná kopie genu) u CMTlA vede přibližně 

k dvojnásobné expresi Prv1P22 v periferním myelinu ve srovnání s kontrolními vzorky nervů a ta 

pravděpodobně k zmenšení struk turální stability myelinu. (Lupski, 1997; Vallat ct nI., 1996) Nové 

teorie předpokládají, že nově syntetizovaný PM P22 má i za normálních podmínek velmi krátký 

poločas a větši na je rychle degradována. Detailní molekulární mechanismus vzniku CMTlA 

však neru dosud objasněn. (Shy et al., 2002) CMTlA může být způsobeno také poměrně vzácnými 

bodovými mutacemi PMP22. Molekulární mechanismy působení bodových mutací jsou odlišné 

od C MT1A a zah rnují poruchy transportu, prostorového uspořádání a agregace proteinu PNIP22. 

U formy H NPP dochází naopak ke snížení exprese a snížení relativnmo obsahu PMP22 

v periferním myelinu př ib ližně na 60% ve srovnání s kontrolními vzorky nervů. (Vallnt ct n/. , 

1996; Sllta n Schacr, 2003) 

Rutinní vyšetřován í CMTl A a H fPP V České republice využívá fragmentovou anal)!zu sady 

mikrosatelitových markerů lokalizovaných vokolí genu PMP22 na chromozomu 17 (tzv. 

mikrosa telitová analýza). (Seeman et n/, 2000) Tato metoda je ale při narůs tajícím množství 

vzorků a použitím 17 markerů relativně pracná a časově i finančně náročná . 

Pom ocí této metody bylo v době sepi sování práce v DN A laboratoři kliniky dětské 

neurologie celkem vyšetřeno již 1800 osob, přičemž bylo detekováno 440 pacientů (z 243 rodin) 

CMT1A duplikací a 243 pacientů (ze 133 rodin) HNPP delecí. CMT1A je potvrzeno nálezem 

3 alel alespoň u jednoho z použitých mikrosatelitových markerů. H pp je prokázána nálezem 

pouze jedné alely ve všech použitých markerech, ale jen v kombinaci s vyšetřením dalších 
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p římých příbuzných pacienta nebo obdobně poshžených osob v rodině, kde lze prokázat chybění 

alelického přenosu od postiženého rodiče na postiženého potomka. 

U malého procenta CNIT1A pacientů (3-4%) však nacházíme pouze zvýšenou intenzitu 

jedné alely některého z vyšetřených markerů bez nálezu 3 rúzných alel a dále je řada H pp 

pacienru, kt ří byli vyšetřeni jako jediné osoby v rodině . Diagnóza je u těchto pacienru 

s podezřením na CMTlA/HNPP stanovena s vysokou pravděpodobností, nemůže však b)/t úplně 

potvrzena. 

Kvanti tativní real-time PCR nabízí jednak možnost další nezávislé metody k potvrzení 

sporných vzo rků , ale hlavně možnost rych lé a cílené detekce dávky PMP22. Proto jsme se 

rozhodli Z ést tu to metodu pro rutinní diagnostické použití a v neposlední řadě i k zpřesnění 

záchytu CMTlA a H pp a k možnosh kontroly starších závěrů analýzy mikrosatelitových 

markeri:! alternativní metodou. Další významnou mohvací k zavedení této metody bylo získání 

nástroje k prúkazu duplikací a delecí PMP22 genu u pacientů s podezřením na CMTlA duplikaci 

atypického rozsahu, které by lo vysloveno z výsledků mikrosatelitové analýzy, a umožnit tím 

stanovení frekvence těchto atypických menších duplikací. (Thiel ťt ni. , 2003n) 

8.2. Cíle studie 

1. Vyp racování spolehlivého real-time PCR protokolu k detekci duplikaci a delecí genu PMP22 

za ú v lem: 

• Přeš tř ní souboru pa cien tů se zřejmou klinickou diagnózou CMT, ale dosud bez 

molekulárně geneticky potvrzené diagnózy (tzv. "nepotvrzená skupina"). Tito všichni 

pacienti byli vyšetřeni pomocí mikrosatelitové analýzy, která nepotvrdila ani CMTlA 

duplikaci ani HNPP deleci. 

• Dovyšetření pacientů s vysoce pravděpodobnou (nikoli jistou) přítomností HNPP de lece 

a CMT1 A duplikace. 

2. Zjištění rel a tivního výskytu atypických CMT1A duplikací/HNPP delecí v české populaci 

ve srovná ní s typick)/mi duplikacemi a delecemi. 

3. Porovnání úspěšno ti obou diagnostických metod (mikrosatelitová anal)/za vs. real-time 

PCR) v záchytu atypických HNPP delecí a CMTlA duplikací v oblasti 17p11.2-12; stanovení 

podílu vzorků, které mohou zůstat při mikrosatelitové analýze nezachyceny čí nesprávně 

diagnoshkovány. 
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4. Za vedení kvantitativní real-time PCR do ru tinního diagnostického procesu pro CMTIA 

a H NPP_ 

8.3. Pacienti a metody 

Pacienti 

Kvantitativní m ult iplexní real-time PCR metoda byla zavedena a ověřena pomocí 

retrospektivního te tování 158 referenčních DNA vzorků pacientů, kteří byli v minulosti 

vyšetřen i mikrosatel itovou analýzou s využitím 8-17 markerů: HNPP pacienti - 1 PMP22 kopie 

(n=54), zdravé kontroly - 2 PMP22 kopie (n=44), CMTlA pacienti - 3 PMP22 kopie (n=60). 

Referenční vzorky pocházely jak ze skupiny s nepochybně stanovenou diagnózou (H pp 

s jednou a le lou ve všech použit)íCh markerech u více příbuzných v rodině a alespoň ve dvou po 

sobě jdoucích generacích; CMTlA pacienti se 3 alelami alespoň ve 2 markerech u více příbuzných 

v rodině a alespoň ve dvou po sobě jdoucích generacích a zdravé nepříbuzné osoby.s normálním 

neu ro logi kým a EMG nálezem), tak ze skupiny s pouze vysoce pravděpodobnou diagnózou 

(v iz výše). 

Dále bylo testováno 178 pacientů vybraných z "nepotvrzenéJJ skupiny, která zahrnuje 

pacienty s klinickými příznaky OvIT, ale dosud bez molekulárně geneticky potvrzené diagnózy. 

Všechny vzorky byly dříve vyšetřeny pomocí 'analýzy mikrosatelitov)!ch markerů a touto 

rr todou n byla CMTIA duplikace ani HNPP delece prokázána. Většina těchto vzorků byla 

testována dále na přítomnost mutací v některém z CMT asociovaných genú bez nálezu 

moleku lárně gene tické příčiny onemocnění. 

Následně bylo pomocí real-time PCR testováno 236 nově zachycených CMT pacientů 

s klinickým podezřením na CMTIA nebo HNPP bez molekulárně geneticky potvrzené diagnózy 

souběžně s d iagnosticky prováděným vyšetřením pomocí mikrosatelitové analýzy. 

Genomová O A byla izolována z periferní krve pomocí QIAamp DN A Blood Kit. 

(Q iagen Gm bH) 

Materiál 

Specifické TaqMan primery a sondy byly navrženy pomocí Primer Express software v2.0 

(App lied Biosys tems, U A) a jejich sekvence byly ověřeny pomocí nucleotide-nucleotide blast. 

(/zttp .-!/www.tlclJi.nlnuzih.gov/BLASTI) Primery a sondy byly objednány od Applied Biosystems 

(ABI) . Gen pro lidský sérový albumin (/-lSA ) byl pou žit jako endogenní kontrola. rT/lid d a/. , 
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2003b) TaqMan sonda pro HSA exon 12 obsahovala excitační fluorofor 5'-VIC (reporter) a 

3' -Tamra jako zhášedlo (quencher), sonda pro P/v1P22 exon 3 obsahovala excitační fluorofor 

5'-FAM a 3'-Tamra jako zhášedlo (quencher). Sekv nce pri merů a sond použitých ve studii jsou 

shrnuty v tabulce 14. 

Tab. 14. Primery a TaqMan sondy pro exon 12 genu pro lidský sérový albumin (HSA) a exon 3 PMP22 genu 
použité ve studii. 

H SA exon 
12 
PMP22 
exon 3 

forward primer (5'>3') 
reverse primer (5'>3') 
TGTTGCATGAGAAAACGCCA 
GTCGCCTGTTCACCAAGGAT 
TCTGTCCAGGCCACCATGA 
GAAGAGTTGGCAGAAGAACAGGA 

Real-time peR reakce 

TaqMan sonda 

5' -VIC-AAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAG
TAMRA-3' 

5' -6-FAM-CCTGTCGATCATCTTCAGCA nCTGTCTCTG
TAMRA-3' 

Vzorky byly tes továny jako triplikáty v multiplexní PCR reakci (~. 2 páry primerů byly použity 

v jed né zkumavce) na přistroji ABI Prism 7000 (A BI). 

v ý ledný reakční objem byl 20 1-11 v každé jamce. Složení PCR reakční směsi bylo: IX qPCR 

Maste rmix (ABI), 750 nM každý HSA primer a 750 nM každý P/v1P22 primer, 100 nM HSA 

TaqMan sonda a 100 nM P/v1P22 (ex on 3) TaqMan sonda. Vstupní množství gDNA do reakce 

v každé jamce bylo 50-100 ng. Celkové množstv í DNA pro všechny 3 triplikáty jednoho vzorku 

bylo nařeď no přes noc v 9 pl H20 a při přípravě PCR reakce smícháno s 58 ,ul reakčního master 

mix u. Zkumav ky by ly pečlivě promíchány a 3 alikvoty po 20 ~tl byly rozpipetovány pomocí 

automa tické pipety do 96-jamkové des tičky. Destičky byly překryty pomocí fólie "optical 

adhesive cover" (ABI) a krátce zcentrifugovány při 4500 rpm. 

PCR reakce jsou prováděny za podmínek dle TaqMan univerzálního PCR protokolu: pre-run 

2 min. př i 50°C a 10 min. při 95°C, 45 cyklů: 15 sec. při 95°C a 1 min . při 60°C (TaqMan Universal 

PCR Protocol, ABI). 

V každé destičce byla vyšetřena vždy stejná DNA pacienta s HNPP (1 kopie P/v1P22), která 

byla použita jako kalibrátor pro potřeby hodnocení výsledků metodou ~~Ct. Vše hny reakce 

byly dále monitorovány vyšetřením 3 kontrolních vzorků s prokázanými třemi, dvěma a jednou 

kopií testovaného genu P/v1P22 (1 HNPP pacient, 1 zdravá kontrola, 1 CMTlA pacient). 
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Analýza dat 

Kvantitativní real-time PCR zaznamenává již v průběhu PCR reakce míru amplifikace PCR 

produktu, která je přímo úměrná výchozímu počtu kopií vyšetřovaného genu. Testování počtu 

kopií genu PMP22 spočívá v našem případě ve srovnání míry amplifikace produktu z PMP22 

vůči produktu z referenčního genu, kterým je vitálně nezbytný gen pro albumin (HSA) . 

Vzájemné porovnávání vzorků je umožněno vztažením výsledků ke stejnému kalibračnímu 

vzorku, který je analyzován v každé reakci. 

Určení výchozího počtu kopií genu PMP22 je provedeno pomocí relativní komparativní 

metody (comparative treshold cycle; delta delta Ct; MCt), která u vzorků porovnává a 

matematicky zpracovává pořadová čísla dvou PCR cyklů ("treshold cycle"; Ct), ve kterých dojde 

poprvé k detekovatelnému nárůstu fluorescence z oblasti genu PMP22 a referenčního genu pro 

albumin. Množství kopií testovaného genu je stanoveno výpočtem: 2 -Met, kde MCt = [Ct 

albumin (kalibrátor) - Ct PMP22 (kalibrátor)] - [Ct albumin (testovaný vzorek) - Ct PMP22 

(testovaný vzorek)]. (ABI PRlSM User bulletin # 2) 

Konečné výsledky vyšetření jsou vyjádřeny hodnotami ~~Ct, které při použití kalibrátoru 

s 1 kopií PMP22 představují přímo počet kopií genu v testovaném vzorku. Výpočet ~~Ct hodnot 

byl prováděn pomocí programu RQ software, který je v příslušenství přístroje ABI PRlSM 7000. 

8.4. Výsledky 

Optimalizací a přesným pipetováním jsem dosáhla velmi malého rozptylu paralelních 

amplifikačních křivek jednotlivých triplikátů stejného vzorku pro obě fluorescenční barvy (F AM 

a VIC). Typické příklady amplifikačních křivek u HNPP pacienta, zdravé kontroly a CMT1A 

pacienta jsou zobrazeny na obrázku 43. 

Obr. 43. Amplifikační křivky exonu 3 PMP22 a exonu 12 HSA genu v multiplexní kvantitativní real-time PCR 
reakci. Hodnoty ~Rn představují normalizovanou fluorescenci emitovanou při odpoutání fluoroforu z TaqMan 
sondy. (A) Typická amplifikační křivka u HNPP pacienta (1 PMP22 kopie); (B) u zdravé kontroly (2 PMP22 
kopie); (C) u CMT1A pacienta (3 PMP22 kopie). Povšimněte si relativního posunu křivky PMP22 doprava u 
HNPP pacienta a posunu doleva u CMT1A pacienta ve srovnání se zdravou kontrolou. 
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Dědičné neuropatie CMT Testování CMT1A a HNPP pomocí real-time PCR 

Testování 158 referenčních vzorků umožnilo spolehlivé rozlišení vzorků do 3 dobře 

ohraničených skupin podle očekávaného počtu 1,2 a 3 kopií PMP22 . Zjištěná nepřekrývající se 

rozmezí MCt hodnot pro jednotlivé skupiny jsou (Graf 4): < 1.1 pro HNPP delece (1 kopie 

PMP22), 1.7 - 2.5 pro zdravé pacienty (2 kopie PMP22), 2.9 - 4.3 pro CMTIA duplikace (3 kopie 

PMP22). 

4 ,5 

- -

- - - - - - -- -- "-- - .. - -
Zdravé kontroly 

3,5 

- - - - 1-:7 "2.5 _. - i 
_ 2.5 - It:~~~í 
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Graf 4. Hodnoty MCt a standardní odchylky detekované pro 157 referenčních vzorků se známým genotypem. 
Patrná jsou tří dobře ohraničená rozmezí pro vzorky s 1, 2 a 3 kopiemi testovaného genu. Z leva doprava: 
hodnoty MCt kolem 1 u pacientů s HNPP delecí, hodnoty kolem 2 u zdravých kontrol a hodnoty kolem 3 
u CMT1A pacientů. 

Testování referenčních vzorků umožnilo jejich spolehlivé a jednoznačné rozlišení do 

3 dobře ohraničených skupin. Diagnostická rozmezí Met hodnot využívaná v dalších 

analýzách neznámých vzorků byla nastavena dle těchto výsledků. 

Při testování referenčních vzorků jsme narazili na vzorek jedné pacientky s podezřením na 

HNPP, jejíž óóCt hodnota při vyšetření real-time PCR opakovaně svědčila pro 2 kopie. Jedná se 

o sporadicky postiženou pacientku s údajem o opožděném vývoji chůze, distální svalové slabosti 

a difusně snížených NCV. Dříve provedená mikrosatelitová analýza detekovala 1 alelu 

v 7 vyšetřených markerech, v markeru Mfd 41 nalezeny 2 alely (Mfd 41 ale neleŽÍ vždy spolehlivě 

v kritické oblasti) se závěrem svědčícím pro podezření na HNPP. U obou rodičů této pacientky 

byly nalezeny 2 alely v 7 z 10 použitých markerů. Nález 2 kopií genu PMP22 byl u pacienty 

potvrzen jednak na referenčním zahraničním pracovišti a jednak pomocí většího počtu použitých 

mikrosatelitových markerů. Opakovaně homozygotní nález ve více markerech u pacientky byl 

vysvětlen stejným haplotypem u obou rodičů. Toto je pn'klad vzácné, ale možné limitace 

mikrosatelitové analýzy, především při nedostatečném počtu použitých markerů, která v případě 

náhodného homozygotního stavu pro vyšetřené markery nerozliší tento stav od delece. 
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Ve skupině 178 "nepotvrzených" pacientů dříve testovaných mikrosatelitovou analýzou na 

CMTlA/H pp s negativním vy'fsledkem byli zachyceni dva pacienti, u kterých spadá hodnota 

L'l.L'l.Ct do rozmezí pro CMT1A duplikace. 

Ve skupině 236 pacientů testovaných souběžně pomocí real-nme peR a mikrosatelitové 

analýzy by lo identifikováno 57 případů H. pp delece, 51 případů CMTlA duplikace a 

128 případů s normálním počtem 2 kopií genu PMP22 . Pomocí mikrosa telitové analýzy byl ve 

stejné skupině detekován stejný počet HNPP pacientů a případů s normálním počtem kopií genu 

PMP22, u 42 pacientů byl zřejmý nález CMTlA duplikace a u 9 pacientů z 5 rodin bylo vysloveno 

podezření na atyp ickou CMT1A duplikaci (Tab. 15). 

Tab. 15. Přehled výsledků souběžného testování 236 nově příchoz ích vzorků pomocí rutinní metody 
mikrosatelitové analýzy a kvantitativní real-time PCR. 

Real-time PCR 

Mikrosateli tová 

analýza 

8 .5. Diskuse 

HNPP 

57 

57 

CMT1A 

51 

42 

9 pac . (z 5 rodin) 
podezření na atypickou 
duplikaci CMT1 A 

2 kopie 

128 

128 

Tato studie vedla k zav dení a ověření spolehlivosti nové metody (multiplexni kvantitativní real

time peR eseje na testování počtu kopií genu PMP22 k detekci nejčastější genetické příčiny 

u choroby CMT). Výsledky testování 158 referenčních vzorků umožnily spo lehlivé a snadné 

rozlišení vzorků s 1, 2 a 3 PMP22 kopiemi a podle nich byla určena diagnostická rozmezí. Metoda 

je využitelná pro rychlé a spolehlivé testování CMT pacientů. Celkem jsem v průběhu studie 

pomocí real time PCR vyšetřila 572 DNA vzorků. Jak bylo již uvedeno, u jedné pacientky 

z referenční skupiny s podezřením pro HNPP jsme detekovali pomocí real-time PCR 2 kopie 

genu PMP22. Předeš lý výsledek byl tedy v této skupině potvrzen v 99,3% (157/158). 

První ze dvou pacien tú s L'l.L'l.Ct hodnotou odpovídající CMTlA duplikaci ze skupiny 178 

nepotvrzeny'fch pacientů byl přešetřen sadou v současné době 17 dostupných markerů a dále 

pomocí metody MLPA a byla potvrzena duplikace celého PMP22 genu resp. CMTI A duplikace 

atypického (menšího) rozsahu . Jedná se o starší vzorek, který byl vyšetřován v počátku 

výzkumného zavádění metody k detekci CMTlA duplikací a HNPP delecí pomocí menšího 

počtu ma rkeru, který neumožnil průkaz duplikace menšího než ty pického rozsahu. Jedná se tedy 
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Dědičné neuropatie CMT Testovaní CMT1A a HNPP pomocí real-time PCR 

o případ CMTIA atypické duplikace, který byl objasn <n a korigován díky metodě real time PCR 

a potvrzen i nově provedenou mikrosatelitovou analýzou s použitím více markerů a 

modernějšího přístroje a dále i a metodou MLP A. 

Ve skupině 236 pacientů testovaných souběžně pomocí real-time PCR a mikrosatelitové 

analýzy byla pomocí real time PCR potvrzena duplikace PMP22 genu u 5 rodin, u kterých 

výsledky mikrosaletitové analýzy svědčily pro atypický (menší) rozsah CMTlA duplikace. 

Celkem jsme pomocí real-time PCR potvrd ili CMTlA duplikaci atypického rozsahu 

v 6 rodinách. V celkovém souboru 243 rodin s detekovanou CMTlA duplikací v naší laboratoři 

představuje již ny ní tato skupina nezanedbatelný počet . Zdá se pravděpodobné, že CMTl A 

duplikace atypického rozsahu jsou ča s tější, než jsme dříve předpokládali. Podle dosavadních 

výsledků by mohly být zodpovědné za 2-3% všech CMTlA případů. Jejich potvrzení vyžadovalo 

zavedení d alší metody k přímému průkazu počtu kopií genu PMP22 a tím byla real-time PCR a 

následně i MLPA. 

Tato s tudie potvrd il a předpokla d, že souběžné testování CMTlA/HNPP pomoci 

kvantitativního real- time PCR a mikrosatelitové analýzy umožní detekci a potvrzení CMTIA 

du plikací aty pického rozsahu. 

Me tod a real time PCR k de tekci počtu kopi í PMP22 genu byla evaluována retrospektivním 

testováním 158 re ferenčn ích vzorků a v této skupině potvrdila předešlý výsledek mikrosatelitové 

ana lýzy v 99,3 %. Potvrdily se tím známé limitace metody v rozlišení homozygozity 

vyše t řovaných markerů od H p p d alece či CMTIA duplikace se zvýšením intenzity signálu. Dle 

naš ich výsledků lze us uzovat, že spolehlivost mikrosatelitové analýzy v detekci atypické CMTIA 

duplikace závisí na pOČh.! vyšetřených markerů, tj. že při použití menšího počtu polymorfních 

markerů mltže bý t spolehlivost, zejména v případě atypicky krátké CMTIA duplikace, omezena. 

·aopak záchyt aty picky krátké H NPP delece je pomocí mikrosatelitových markcrú téměř 

nemožný. Z těchto důvodú může být použití real time PCR pro CMTlA a HNPP diagnostiku 

zřejmě dokonce výhodnější a spolehlivější . 

Vzo rek z nepotvrzené skupiny s atypickou duplikací CMTlA byl púvodně vyše třen sadou 

8 markerů a duplikace nebyla zachycena . Naopak u všech 5 rodin s atypickými CMTIA 

dupl ikacemi, kte ré byly testované sadou 17 markerů, bylo vysloveno podezření a nález byl 

současně potvrzen pomocí real-time PCR. V celkovém počtu 572 vyšetřených vzorků pomocí 

real-t ime Q-PCR byl pomocí real-time PCR upřesněn nebo korigován nález počtu kopií genu 

PMP22 stanovený mi krosatelitovou analýzou u 3 vzorků (1 vzorek s 2 kopiemi v H N PP 

referenční s ku pině a 2 vzo rky se 3 kopiemi v nepotvrzené skupině. Podíl vzorků, které mohou 
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zústat při mikrosatelitové analýze nezachyceny či nesp rávně diagnostikovány je tedy přibližně 

0,3% (2/572) . 

Využití kvantitativní real-time PCR metody k testování CMTlA/HNPP bylo již dříve 

popsáno několika autory za použití rů zných p ns trojú .. (Anrskog a Vcdeler, 2000; Thiel čt ni, 2003; 

Patitucci ct ni. , 2005; CllOi ct ll/' 2005). Výhodou té to metody oproti dalším dříve navrženým 

metodám pro rutinní testování HNPP a CMTlA (R owland čt al., 2001) (kvantitativní Southernův 

blotting; fluorescenční in situ hybridizace (FISH); pulsní gelová elektroforéza (PFGE)), je zejména 

rychlost a opakovaně ověřená vysoká spolehlivost. Bylo ukázáno, že real-time PCR je stejně neno 

i více senzi ti vní p ro záchyt CMTl A du p likace, než použití sady mikrosatelitových markerů, (kde 

došlo nezachy ení vzorku v začátku používání metody při použití výrazně menšího a tím 

nedostatečného počtu markerú) a naše výsledky se shodují s tímto závěrem. (Th iel čt ni ., 20030; 

Patit llcci ct al. , 2005) Další dříve využívanou metodou by la REP-PCR - PCR rekombinovaného 

junkčníh fragmentu (CMTlA-REP) vzniklého rekombinaci proximálního a distálního 

re petitiv ního elementu, které ohraničují 1,5 Mb oblast. Jedná se sice o metodu poměrně rychlou a 

jednoduchou, nicméně i v jejím případě existují doklady o nižší sensitivitě ve srovnání s real-time 

PCR. (Patitllcci ct ni, 2005; Choi et al , 2005) Další metodou teprve v nedávné době navrženou 

k testování CMTl A a HNPP je multiplex ligation-dependent probe amplificaton (MLPA). 

(Schoutol ct al., 2002; S/ater et ni. , 2004) Spolehlivost této metody byla srovnávána s FISH a byla 

prokázán a vysoká se nsitivi ta a specificita metody. Jedná se o metodu poměrně levnou. V"lkou 

výhodou real- ti me PCR ve srovnání s MLPA ale zůstává mnohem větší rychlost (2 hodiny oproti 

2 dnům k získání výsledku pomocí MLPA). 
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9. Závěr CMT 

V této studi i jsem pomocí přímého sekvenování genů EGR2, NEFL a SIMPLE a pomocí metody 

real-time PCR při testování forem CMT1A a HNPP objasnila charakter postiženi CMT na 

molekulární ú rovni celkem u 12 rodin z našeho rozsáhlého souboru. 

U 6 rodin byly nalezeny kauzální mutace - čtyři dosud nepopsané (1 v genu EGR2, 1 v genu 

NEFL a 2 v genu SLMPLE) a d ále v genu SLMPLE u dvou rodin dříve popsaná mutace. Celkový 

záchyt mutací ve třech testovaných genech odpovídá asi 2,3% (6 identifikovaných mutací 

v celkovém počtu 261 vyšetřených rodin). U rodin s nalezenými mutacemi mohlo být upřesněno 

genetické riziko přenosu vlohy na potomky a bylo nabídnuto testování dalším postiženým 

členům či osobám v riziku. Důležitým přínosem je i vyloučení známých příčin - mutací ve 

vyšetřených genech u velkého počtu českých pacientů a rodin s CMT. 

Výsledky této studie společně s dalšími výsledky DNA laboratoře ukazují na omezený 

diagnostický význam testování některých genů spojených s CMT pro nedostatečný záchyt 

mutaCÍ. Opodstatněnost testování může být v některých případech podpořena malou velikostí 

těchto genů a tím nižšími náklady na testování. 

V 6 rodinách s potvrzenýnů atypickými duplikacemi CMTIA mohlo být spolehlivě 

stanoveno genetické riziko přenosu mutace na potomky. 

CMT choroby jsou progresivní onemocněni zpravidla nezkracující normáhú délku života 

pacientů a mírná závažnost postižení není obecně medicínskou indikací k prenatáhú diagnostice. 

Tato je však na přání pacientů se známou kauzáhú mutací nyní principielně možná. 

Znalost kauzáhú mutace je důležitá při plánování rehabilitační léčby i pro doporučení (byť 

dosud velmi omezených) možností farmakoterapie, jako je podávání vitaminu C u formy 

CMT1A. (Passage et al., 2004) 



B CHOROBA PELIZAEUS-MERZBACHER 

10. Úvod 

Choroba Pelizaeus-Merzbacher (PMD) (OMIM 312080) a k ní alelická tzv. spastická paraplegie 

typu 2 jsou gonosomálně recesivní (X-vázané) poruchy myelinizace centrálního nervového 

systému (CNS) způsobené mutacemi genu pro proteolipid protein 1 (PLPV. (Willard a Riordan, 

1985; Hudson et al., 1989) Gen PLP1leží na chromosomu Xq22.2, zahrnuje oblast velikosti -17 kb a 

má 7 kódujících exonů. (lnoue 2005) PLP1 kóduje dva hlavní proteiny centrálního myelinu,' 

integrální membránový protein PLP1 a jeho o 35 aminokyselin kratší isoformu DM20, vznikající 

alternativním sestřihem z místa v exonu 3. (Nave et al., 1987) 

PMD je typicky onemocnění chlapců; u žen - přenašeček PLP1 duplikace - většinou 

k projevům onemocnění nedochází. PMD je tradičně klasifikováno dle tíže postižení (Seitelberger, 

1970) Častější klasická forma se projevuje brzy po narození nebo od kojeneckého věku 

nystagmem a hypotonií, která se později mění v progresivní spasticitu, a dále výraznou 

cerebelámí ataxií a psychomotorickou retardací, více v oblasti motorické než mentální. (Seeman et 

al., 2003) Fenotyp pacientů a typický nález na MR jsou znázorněny na obrázcích 44 a 45 (Bouloche 

a Aicardi, 1986) Vzácnější a těžší kongenitální forma je spojena s chyběním psychomotorického 

vývoje a vede většinou k úmrtí v raném věku. 

Obr.44. 
Dva PMD pacienti z našeho 
souboru. Patrná je 
spasticita na hornich i 
dolních končetinách . 

Nahoře pacient s bodovou 
mutací v PLP1, dole 
pacient s nejčastější 
duplikovanou formou. 
(Foto P. Seeman) 



Choroba P M D Úv o d 

Na molekulárně genetické úrovni je zdaleka nejčastější příčinou PMD (-60-70 %) 

chromozomálnÍ tandemová duplikace různého rozsahu na Xq22 obsahující vždy celý gen PLP1. 

(Sistermans et al., 1998; Woodward et al., 1998; lnoue et al. , 1999) Vzácnější příčinou jsou různé 

bodové mutace PLP1 (Garbern et al., 1999) a také vzácné delece PLP1. (Raskind et al.,1991) Hlavním 

mechanismem vzniku PMD je tedy zvýšení dávky PLPl vedoucí k over xpresi PLPl/DM20 

proteinů a ta k nestabilitě centrálního myelinu (myelinové deficienci). (Ellis and Malcolm, 1994; 

lnoue 2005) 

Obr. 45. 
T2-vážené MRl obrazy u 2 PMD pacientů 
s PLP1 duplikací . Je patrná 
hyperintenzita signálu v bílé hmotě 
mozkové. U většiny pacientů je 
redukován objem bílé hmoty. 
(Plecko et al., 2003) 

PMD pacienti nesoucí PLPl duplikaci mají obvykle klasickou formu PMD a jejich postižení je 

většinou mírnější než u pacientů s bodovými mutacemi v PLP1. (lnoue et al., 1999; Seeman et al., 

2002; Seeman et al., 2003) Bodové mutace PLP1 genu způsobují celé spektrum fenotypů PMD od 

nejtěžších konnatálních forem až po mírné formy SPG2. (Seeman et al., 2002) I přes tuto znalost 

není však určení genotypu jen na základě klinického obrazu spolehlivé díky př krývání 

klinických symptomů u pacientů s různými genotypy. (lnoue 2005) Z tohoto důvodu jsou všichni 

pacien ti s klinickým podezřením na PMD a také předpokládané ženy přenašečky testováni 

v první řad ~ na přítomnost nejčastější příčiny PMD - PLPl duplikace. Detekce tandemové 

genomické duplikace velmi variabilru'ho rozsahu je výzvou jak pro molekulárně genetické tak 

i cytogenetické metody. K tomuto účelu byla již vyvinuta řada postupů - kvantitativní Southern 

blotting, kvantita tivní PCR a interfázrú FISH. (lnoue 2005) V nedávné době k těmto klasickým 

metodám přibyly další alternativy: multiplex Ligation-dependent p robe amplification assay 

(MLPA), multiplex amplifiable probe hybrid.ization assay (MAPH) a real-time PCR. (Cao et al., 

2005; Wolf et al., 2005; Regis et al., 2005; Híibner et al. , 2005; Combes et al., 2006) 

Odesílající kliničtí lékaři obvykle žádají rychlý výsledek testování na PMD u novorozenců a 

malých dětí. Diagnostický přístup založený na kvantitativním fluorescenčním multiplexním PCR 

(QFM-PCR), který v současnosti rutinně využíváme v naší laboratoři, je v porovnání 

s možnostmi real-time PCR relativně časově náročný a vyžaduje několikeré opakování reakcí. 
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Choroba PMD Úvod 

Z tohoto d uvodu jsme se rozhodli zavést d a lší nezá islou metodu na detekci PLPl duplikace, 

která by byla spolehlivá a hlavně rychlá a levná . Real- time kvantitati vní PCR (Q-PCR) je rychlou 

metodu, která se v posl"dní době stává rozšířenou pro kvan tifikaci nukleových kyselin. (Aarskog 

n Vedeler, 2000; Regis et al ., 2005; T71id et al" 2003/;; Wilke et 17l., 2000; Heid et ai. , 1996). 

O ptimalizova la jsem dvě multiplexní Q-PCR reakce cílené na dva nesousedící exony z opačných 

stran gen u PL PI a ty to reakce jsem validizovala vyšetřením vzorků s již známým genotypem. 
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11. Pac ienti a metody 

Pacienti 

Celkově jsem za účelem validace dvou multiplexních reakcí cílených na exon 3 (esej A) a na exon 

6 genu PLP1 (esej B) po užila 110 referenčních vzorkú genomové gDNA se známým počtem kopií 

genu. 

Nejdříve j, em testovala 67 vzorkú jedinců, kteří byli v minulosti vyšetřeni na PMD v naší 

laboratoři. Tato skupina zahrnovala: 12 klinicky a geneticky diagnostikovaných PMD pacientů 

(2 PLP1 kopie), 19 žen přenašeček (3 PLP1 kopie), 15 zdravých mužů (1 PLP1 kopie) a 

21 zdravých ž n příbuzných PMD pacientům (2 PLP1 kopie). Všechny tyto vzorky byly testovány 

pomocí dvou kvantitativních fluorescenčních multiplexních PCR reakcí (QFM-PCR). V první 

PCR se koamplifikuje exon 4 PLP1 genu a exon 4 cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator (C FTR ) genu; dru há koarnplifih~e exon 4 PLP1 genu a exon 48 genu pro dystroph in. 

(Mimault et al., 1999; Woodward et al., 1998; Seeman et al. , 2003) Dále byly tyto vzorky testovány 

pomocí mikrosatel itové anc lýzy di nukleotidového polymorfismu (CA repeatu) uvnitř prvního 

int ronu PLP1 (Mimault et al., 1995) a vzorky s detekovanou duplikací PLP1 dále analýzou 

3 mikrosatelitových markerů při léhajících k PLP1 (DXS1106, DXS8096 a DXS1191) k mčenÍ 

rozsahu dupli kovaného úseku (nepublikované výsledky Mgr. 1. Sakmaruové). (Woodward ct al., 

2003) 

Obě testované reakce byly dále ověřovány na 43 kontrolních DNA vzorcích nepříbuzných 

zd ravých jed i nců, kteří nebyly dříve testováni na přítomnost PLP1 duplikace (24 nepříbuzných 

zdravých žen a 19 nepříbuzných zdravých mužů testováno reakcí pro PLP1 exon 3; 23 zdravých 

žen a 20 zd ravých mužú testováno reakcí pro PLP1 exon 6). 

Genomová DNA (gDNA) byla izolována z periferní krve pomocí standardních metod. 

Materiál 

TaqMan jJrimery a sondy byly navrženy pomocí Primer Express software v2.0 (Applied 

Biosys tems, USA) a jejich sekvence byly ověřeny pomocí nudeotide-nucleotide blast 

(http://wwwncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).Primery a sondy byly objednány od Applied Biosystems 

(ABI). Gen pro lidský sérov)! albumin (HSA) byl použit v obou reakcích jako endogenní kontrola. 
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(Thiel et 111., 20031;) TaqMan sonda pro HSA exon 12 obsahovala excitační fluorofor 5' -VIC 

(reporter) a 3'-Tamra jako zhášedlo (quencher). Obě sondy pro PLPl exon 3 a exon 6 obsahovaly 

excitační fluorofor 5'-FAM a nefluorescenční zhášed lo. Sekvence primerů a so nd použitých ve 

s tudii jsou shrnuty v tabulce 16. 

Tab. 16. Primery a TaqMan sondy pro exon 12 genu pro lidský sérový albumin (HSA), exon 3 a exon 6 proteolipid 
protein 1 genu (PLP1) použité ve studii. 

HSA exon 12 

PLP1 exon 3 

forward primer (5'>3') 

reverse primer (5'>3') 
TGTTGCATGAGAAAACGCCA 
GTCGCCTGTTCACCAAGGAT 
GGCGCAGTCAGGCAGATC 
CCCTTGCCGCAGATGGT 

TaqMan sonda 

5'-VIC-AAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAG
TAMRA-3' 

5' -6-FAM-TTGGCGACT ACAAGAC-MGB-3' 

PLP1 exon 6 
TCCAAATGACCTTCCACCTGTT 
CTTGCCAAGATCA TTCAAAGTCAAC 5' -6-FAM-TACACTGGTTTCCCTGGTG-MGB-3' 

Real-time peR reakce 

Na začátku projektu jsem provedla pilotní studii optimalizující koncentrace pri.merů a sond a pro 

obě reak e jsem vypracovala stejné pa rametry a reakční podmínky. 

Vzorky byly testovány jako triplikáty v multiplexní PCR reakci na přístroji ABI Prism 7000 

(ABI). vý I dný rea kční objem byl20 f-ll v každé jamce. Složení PCR reakční směsi bylo identické 

pro obě reakce (kromě PLPl primerů a sond): uvedeny jsou výsledné koncentrace: IX qPCR 

Mastermix (Eurogentec, Belgium), 750 nM každý HSA primer a 750 n1vl každý PLPl (exon 3 nebo 

6) primer, 100 nM HSA TaqMan sonda a 100 nM PLPl (exon 3 nebo 6) TaqMan sonda. Vstupní 

množství gDN A do reakce v každé jamce by lo 50-100 ng. Celkové množství DNA pro všechny 

3 triplikáty jednoho vzorku bylo naředěno přes noc v 9 f-ll H20 a při přípravě PCR reakce 

smícháno s 57 pl reakčního mixu. Zkumavky by ly pečli vě promíchány a 3 alikvoty po 20 ,ul byly 

rozpipetovány pomocí utomatické pipety do 96-jamkové destičky. Destičky byly překryty 

pomocí fólie "optical adhesive cover" (ABI) a krátce zcentrifugovány při 4500 rpm . 

peR reakce probíhaly za těchto teplotních podmínek: pre-run 2 min. při 50°C a 10 min. při 

95°C, 45 cyklů: 15 sec. při 95°C a I min. při 60°C (TaqMan Universa! PCR Protoco!, ABI). 

V aždé des tičce byla vyšetřena vždy stejná DNA zdravého muže (1 PLPl kopie), která byla 

použita jako kalibrátor pro potřeby hodnocení v)/sledků metodou L'l.L'l.Ct. Každá reakce byla dále 

monitorována vyšetřením 4 kontrolních vzorků (1 PMD pacient, 1 zdravá příbuzn á žena, 

1 zd ravý příbuzný mu ž a 1 žena - přenašečka PLPl duplikace). 
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Analýza dat 

Metoda Q-PCR je založena na m ' ření hodnot O během exponenciální fáze PCR amplifikace. 

Parametr O je definován jako číslo cyklu, ve kterém míra fluorescence v průběhu pokračující 

amplifikace překročí určitý práh. Práh byl v p rLlběh u studie nastaven automaticky na 10 

standardních odchylek nad průměrnou baseline fl uore cenci a ve většině případů byla jeho 

pozice manuálně upravena v rozmezí logaritmické fáze amplifikační křivky. 

Vyhodnocení da t bylo provedeno pomocí software přístroje ABl Prism 7000 Sequence 

Detection System a RQ software (ABl) . Počet kopií gen u PLPl byl stanoven relativní kvantitativní 

O komparativní metodou (MO) s využitím HSA genu jako endogenní kontroly. (Thiel et al., 

2003b; AB! PRISM User bul/etin II 2) MO metoda normal izuje fluorescenční signál detekovaný 

z oblasti zkoumaného genu k endogennímu referenčnímu genu a následně porovnává signál 

z jednotlivých vzorků s kalibrátorem. Množství kopií tes tovaného genu je s tanoveno výpočtem: 

2 ·.hlO, kd MO = [O albumin (kalibrátor) - O PLPl (kalibrátor)] - [O albumin (testovaný 

vzorek) - O PLPl (testovaný vzorek)]. (AB! PRISM User bulletin 11 2) 

Tímto výpočtem zjistíme relativní rozdíl mezi vzorky - výsledná hodnota tedy představuje 

poměr mezi počtem kopií PLPl genu v testovaném vzorku a v kalibrátoru. Vzhledem k tomu, že 

námi použitý kalibrátor je DNA zdravého muže s 1 PLPl kopií, výsledná hodnota představuje 

tedy jednod uše po Vet kopií PLPl genu (na buňku) v testovaném vzorku. 
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12. Výsledky 

Cílem této práce bylo vyvinout a validovat rychlou metodu na diagnostiku nejčastější mutace 

zodpovědné za onemocnění PMD - PLPI duplikace. Optimalizovala jsem dvě Q-PCR metody 

založené na použití Taqman reagencií a multiplexní amplifikaci endogenního kontrolního genu. 

V obou navržených reakcích jsem dosáhla velmi malého rozptylu paralelních amplifikačních 

křivek jednotlivých triplikátů stejného vzorku pro obě fluorescenční barvy (FAM a VlC). Typické 

příklady amplifikačních křivek u zdravého muže, PMD pacienta, zdravé ženy a ženy přenašečky 

jsou zobrazeny na obrázku 46. 
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Amplifikační křivky exonu 6 PLP1 a exonu 12 HSA genu v multiplexní kvantitativní real-time PCR reakci. 
Hodnoty ~Rn představují normalizovanou fluorescenci emitovanou při odpoutání fluoroforu z TaqMan sondy. 
(A) Typická amplifikační křivka u zdravého muže (1 PLP1 kopie); (B) u PMD pacienta (2 PLP1 kopie); (C) u 
zdravé ženy (2 PLP1 kopie) a (D) u ženy přenašečky (3 PLP1 kopie) . 

Zpracováním dat, jak je popsáno výše, dává metoda výsledek, který představuje absolutní 

počet kopií genu PLP1. V obou reakcích jsme získali 3 dobře ohraničené skupiny nepřekrývajících 

se hodnot odpovídající skupinám vzorků s očekávaným počtem 1, 2 a 3 PLPI kopií. Tyto 

3 skupiny jsou jednoznačně odlišitelné a umožňují spolehlivé rozlišení testovaných vzorků. U 

všech 110 vzorků jsme získali výsledek shodný s naším očekáváním vzhledem k dříve provedené 

analýze nebo k jejich pohlaví a normálnímu klinickému nálezu. Esejí pro exon 3 jsme 

identifikovali 19 vzorků se třemi kopiemi, 57 vzorků se dvěma kopiemi a 34 vzorků s jednou 

kopií. Esejí pro exon 6 jsme identifikovali 19 vzorků se třemi kopiemi, 56 vzorků se dvěma 

kopiemi a 35 vzorků s jednou kopií. 



Ch oroba PMD V ýsled ky 

Rozmezí detekovaná pro vzorky s 1, 2 a 3 PLP1 kopiemi v eseji A byla 0.87-1.19, 1.85-2.23 a 

2.86-3.32; rozmezí detekovaná v eseji B byla 0.92-1.16, 1.80-2.21 a 2.86-3.25 (Graf ). 
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Graf 5. 
Hodnoty Met a standardní odchylky detekované pro 110 vzorků se známým genotypem v eseji pro exon 
3 genu PLP1 (A) a v eseji pro exon 6 genu PLP1 (B). V obou esejích jsme zachytili nepřekrývajicl se 
rozmezí hodnot pro vzorky s 1, 2 a 3 kopiemi testovaného genu. Z leva doprava: hodnoty Met kolem 1 
u zdravých mužů s 1 PLP1 kopíi. zdravé ženy a PMD pacienti s hodnotami kolem 2 a ženy přenašečky 
s hodnotami okolo 3. 

Tabulka 17 shrnuje rozmezí výsledků získaných pro každou skupinu vzorků v obou esejích, 

jejich průměrnou hodnotu se standardní odchylkou (SD) a koeficient variace (CV). Průměrné 

hodnoty velmi dobře aproximují hodnoty 1, 2 a 3 dle očekávaného počtu kopií genu PLPl . 

Rozmezí hodnot dále UŽÍvané pro diagnostické testování na PMD byla nastavena d le rozmezí 

výsledků v této studii (Tab. 17). 

Tab. 17. Rozmezí a průměry Met hodnot detekované ve dvou multiplexnich real-Ume peR esejlch 
pro exon 3 a 6 genu PLP1 . Standardnl odchylka, (STO); koeficient variace, (eV) 

Počet vz. Met range Met mean:tSTD ev (%) 

PLP1 exon 3 
Zdraví muži 34 0.87-1.19 1.04±O.O8 7.69 
PMD pacienti 12 1.92-2.16 2.05±O.09 4.26 
Zdravé ženy 45 1.85-2.23 2.00±O.09 4.72 
Leny přenašečky 19 2.86-3.32 3.05±O.09 3.08 
PLP1 exon 6 

Zdravi muži 35 0.92-1.16 1.03±O.O5 5.08 
PMD pacienti 12 1.96-2.21 2.09±O.08 3.69 
Zdravé ženy 44 1.80-2.20 1.98±O.1 1 5.37 
Leny přenašečky 19 2.86-3.25 3.08±O.14 4.60 
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13. Diskuse 

V této studii jsem zavedla a ověřila dvě multiplexní real-time Q-PCR eseje na záchyt nejčastěj š í 

příčiny PMD pomoci testování dvou nesousedících exonů genu PLP1. Byla určena diagnostická 

rozmezí pro testování počtu kopií genu PLP1 u suspektních P.MD pacientů, která jsou nyní 

využÍváni1 k diagnostickému testování nejčastějšÍ mutace u P.MD. 

vý ledky ObOll esejí umožnily spolehlivé a snadné rozlišení vzorků s 1, 2 a 3 PLP1 kopiemi. 

Obě reakce pos ky tly konzistentní výsledky a mají tedy srovnatelný význam pro testování PMD 

případu způsobených preva lentní duplikací zahrnující celý gen PLP1. 

Multiplexní real-time Q-PCR metoda má ve srovnání s dalšími rutinně používanými 

metodami mnoho výhod. Jedná se o metodu velmi rychlou a poměrně velkým obratem vzorků; 

25 vzorků může být vyšetřeno ve 2 hodinách. Na rozdíl od dalších kvantitativních PCR metod, 

jako je kv antitativní fluo rescenčn í multiplexní PCR (QFM-PCR), komparativní multiplexní PCR 

(CM-PCR) a kvantitativní m ul tip lexní PCR krátkých fluorescenčních fragmentů (QMPSF), není 

při real-time PCR nutn ' zpracovávat PCR produkty a tím odpadá riziko kontaminace budoucích 

reakcí. (lIZOll f! et al. , 1996; Mimault et al., 1999; Woodward et al. , 1998; Vaurs-Barriere et ni., 2005) 

Du ležitou diagnos tickou metodou pro P.MD, včetně prenatální diagnostiky, je na některých 

pracovištích interfázn í FISH. ([noue 2005) Metoda FISH je poměrně pracná a o mnoho časově 

náročnějš í n ž real-time PCR a má také svá omezení spolehlivosti v záchytu více než dvou PLP1 

kopií. (Woodward dni., 1998; Wolf et al., 2005) 

N >dávno byly k testování počtu PLPl kopií navrženy další dvě metody, MLPA a MAPH, 

které zároveň umožní de tekci malých intragenových PLPl přestaveb (demonstrováno pro 

MAPH) a detekci tří a více PLPl kopií (demonstrováno pro MLPA). (Wolf ft ni., 2005; ValLl's

Barrien: et al ., 2005; Combes et al , 2006) Možnost detekce částečných přestaveb pomocí jedné real

time Q-PCR reakce je omezena. Nicméně, současné testování dvou nesousedících exonú genu 

PLPl (jako v této studii) zvyšuje významně pravděpodobnost detekce možných PLPl 

intragenových přestaveb a tak představuje nástroj na velmi rychlé ověření genové integrity. 

Spoleh livost rec l-time Q-PCR v detekci vice než tří PLP1 kopií nebyla zatím v žádné studii 

ověřena, ale je pravděpodobné, že by tento stav vedl k odpovídajícímu zvýšení výsl edného 

pom ~ru dle počtu přítomných PLP1 kopií. MLPA představuje levný a spolehlivý nástroj, 
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ale vel kou předností reaI-time PCR je rychlost získání výsledku. (2 dny při .tvrLPA a 2 hodiny při 

real-time PCR). 

Nedávno byly popsány dvě real-time PCR eseje na de tekci počtu kopií PLP1 založené na 

použití metody standardních křivek. (Regis et al. , 2005; Gao et al., 2005) V těchto studiích se 

amplifikace testovaného (PLP1) a autozomálního referenčního genu provádí v oddělen)'ch 

zkumavkách a v každé rekci je nutné analyzovat sadu standardních vzorků za účelem sestavení 

standardní křivky. Výsledná kapacita metody je významně nižší ve srovnání s multiplexní reakcí 

využívající t. .0.Ct metodu (analýza 11 oproti 25 vzorkům v každé reakci) . (Regis et IlI., 2005) V jlné 

stud ii byl popsán záchyt PLP1 delece (Gao et al., 2005) a další z nedávno publikovaných studií 

popisuje metodu multiplexní real-time PCR prováděné se systémem SYBR-Green PCR ověřené 

na 20 zdravých jedincích a použité pro detekci PLPl duplikace. (Hiibner et al., 2005) 

PLPl duplikace u PMD představuje jakousi paralelu k dvěma nejčastějším typúm dědičn)'ch 

neuropatií Cha rcot-Marie-Tooth (CMTlA a H PP) způsobeným duplikacemi a delecemi dalšího 

dávkově sensitivního myelinového genu pro peripheral myelin protein 22 (PMP22). (Lupskí, 1997) 

V diagnostice CMTl a HNPP se metoda real-time PCR, založená jak na metodě standardní 

k řivky tak na .0.t.Ct m todě, velmi osvědčila a v mnoha laboratořích, včetně naší, byla zavedena 

jako ru ti nn í testovací metoda. (M ikesova et al., 2006; Aarskog a Vede/a, 2000; Tlúel lOt al ., 2003b) 

Multiplexní real-time PC je ze všech metod nav ržených k PMD testování nejrychlejší a 

pravděpodobně i nejjednodušší. Dle našich výsled kll shrnujeme, že multiplexní real-time Q-PCR 

je me todou robustní, vysoce sensitivní a specifickou, využitelnou v testování pOČhl kopií genu 

PLP1 u pacientů s onemocněn ím Pelizaeus-Merzbacher i II žen přenašeček. Představuje tedy 

užitečný nástroj k ru tinní diagnostické detekci nejčastější PLP1 mutace u PMD pacientů a u jejich 

příbuzných. 

Po zavedení metody bylo do současné doby v naší laboratoři otestováno 47 vzorků 

suspektnich PMD pacientů a j jich blízkých příbuzných. V této skupině byli pomocí metody real

time PCR identifikováni 2 PMD pacienti a 2 ženy přenašečky ze 2 rúzných rodin. Jejich v)'sledné 

.0. .0.Ct hodnoty byly: 2,02 a 2,23; 2,88 a 2,93 a spadaly tak do určených diagnosti kých rozmezí. 

Tyto výsledky e shodují se souběžně prováděným testováním rutinni metodou . 
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Case report 

Novel EGR2 mutation R359Q is associated with CMT type 1 
and progressi ve scoliosis 
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Abstrnct 

MulaliOns in the early growth response 2 gene (EGR2) cause demyelinating neuropathies differing in severily and age of onsel. We lesled 
46 unrelated Czcch pluien ts wilh dominant or sporadic demyelinaling CMT neuropalhy for mUlations in the EGR2 gene. One novel de-novo 
mutalion (Arg359Gln, R359Q) was identiflcd in hetcrozygous state in a patient with a typical CMT l phenotype. progressivc moderate 
lhoraco lumbar scolíosis and without clinical signs of cranial nerve dysfunction. This patienl is presenlly less affected compared to previously 
dcscri bcd Dcjcrinc-Souas neuropathy (OS ) palienL~ carrying anolher substjtution at codon 359 (Arg359Trp. R359W). This reporl shows 
lhat EGR2 mutations are rare in Czech patients with demyelinating type of CMT lind sugge. ts lhat different substitulions ar codon 359 of 
EGR2 can cause significanlly different phenOlypes. 
© 2005 Elsevier B.V. AI! rights reserved. 

Keyword.\·: Peripbeml neuropalhy; Charcol-Marie-Toolh Discasc; EGR2; HMSN Type I; Arg359Gln 

1. Introdnclion 

Hereditary motor and sensory neuropathies (HMSN) or 
Charcot- Mari Toolh (CMT) diseases have been tradition
aHy classified into more frequent demyelinating (CMTl or 
HMSN I) and less frequent axonal (CMTI or HMSN II) 
subtypes III . 

Mutations in tbe early growth response 2 gene (EGR2) 
were reponed to be rare causes of demyelinating HMSN 
includ.ing congenilal hypomyelinating neuropathy (CHN), 

Oejerine-Sottas neuropathy (OSN) and demyelinating type 

of Charcot-Marie-TooLh disease-type 1 (CMTl) [1 ,2J . 

CMT l caused by EGR2 mutations has been classified as 
CMT10 fl l. Only njne d.ifi"erent pathogenic mutations and 
one silentmutation (polymorphisrn) have been reponed in the 
EGR2 gene (hnp:tlwww.molgen.ua.ac.beJCMTMutations/). 

.. Corre'pondin g lluthor. Tel .. +420 224436816; fax : + 420224433322. 
E·m.ail addres s: mikc!<ova@yahoo.com (E. Mikešuvá). 

0960-8966/$ . see front mailer ., 2005 U,evier B. V. All righls reserved. 

doi: 10.1016/j .nmd.2005 .08.oo1 

Almost all the reported mutations are autosomal 
dominant or de novo helerozygous mutalions, while only 
one was described to cause recessive CHN in homozygosis 
in a consa nguineous family L21 . 

EGR2 encodes a zinc finger transcription factor [3) 
controlling early myelination of peripheral nerves. EGR2 is 
activated in the Schwann cells before the onset of 
myelination and ilS disruption blocks Schwann cell s at an 
early stage of their differentiation [4] . 

The aim of lhis study was to establish the frequency of 
EGR2 mutations among Czech patients with demyelinating 
type of CMT and to extend our knowledge of CMT 
phenotype caused by EGR2 mutations. 

2. Patients and methods 

2.1. Patients 

The study included 46 unrelated patjent with dernyeli
nati ng type of CMT. Al! were initially tested negative 
for the CMT IA duplicationlHNPP deletion using a set of 
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13 m.icrosatellite markcrs [5]. Mutations in the Cx32, MPZ, 
PMJ>22, SIMPLE a:nd GDAPl genes were excluded in some 
of the tested patients. Our selec lion criteria were: median 
motor NCV S 40 mls , dominant or sporad.ic occurrence of 
CMT in the family and age of onset before the age of 50. 

2.2. Sequencing onalysis 

In all 46 patients, bidirectional direct sequeneing of both 
coding exons of the EGR2 and fl ank.ing intron sequenees 
was pcrformcd. Nlne overlappi:ng fragments were amplified 
by PCR using published primers 16]. PCR products were 
directly sequcnced using the Big Dye Terminator V3.1 Kit 
and analyzed on the ABI 3730 sequcncer (Applied 
Biosystems. USA). Tbe sequenees were evaluated using 
SeqMan software (DNASTAR Inc., USA). 

2. 3. Reslriclion mulalion analysis 

Restriction enzyme BeeAl (BioLabs Inc. , USA) was 
used to test DNA samples of healthy eontrols for the 
occurrence of the Arg359Gln mutation. 

2.4. Neurophysiology 

All used neurophysiologic measuremenL~ performed 
aceording to standard proeedures. 

3. Resulls 

3.1. DNA lesling 

We found one novel m.issense heterozygous mutation. 
c.1076G> A. predic li.ng an aminoacid exchange Arg359Gln 
(R359Q) . EGR2 mutation was detected in one of the 46 
patients, thus represcnting approx.imately 2% of patients 
with non-duplicated demyelinating CMT. 

The Arg359Gln mutali.on was not found in tbe parcnts 
a.nd in the older sistcr of thc patient who dld not show any 
sigrJS of peópheral neuropathy and have normal results in 
nerve eonduction sLUdies. Correct parentity of both parents 
was eonfirmed using a set of 10 mierosatellite markers. Tbis 
indieates that the mutation Arg359Gl1l oó ginated de-novo. 

Furtbermore. tbe mutatioll was absent in 138 e01ltrol 
chromosomes tested by restriction analysis with BceAl 
ÍlIdieating thal this variant is not a eommoll polymorphism. 

The previously described polymorphism c.1086A > C 
(Arg362Arg, R362R) [6-8J was additiollally detected in 
heterozygous state in two of the 46 tested patients. 

3.2. Clinical and electrophysiologicalfeutures oj Ihe patiem 
carrying Ihe Arg359Gln mula/ion 

The patient 1S now 17 -years-old. She is the seeond ehild 
of healthy unrelated parent~. Birth weight, postpartum 

adapta.tion and early motor and intellectual development 
were aH nonual. No physical handicap was noticed until the 
age of 12. 

At age 12.5, the patient showed recurrent ankle sprains . 
at age 13 she noticed an episode of weakness ÍlI her legs 
during sprinting and ÍlI the same period the fami ly reported 
the fi rst signs of gait disorder (shuffiing type of gait). 
Bilateral pes eavus with hammer toe deform.iti s and 
thoracolumbar seoliosis were detected on orthopedic 
examination. The progression of tbe gait disorder. the foot 
deformities and the seoliosis was fast in the first year after 
the onset ofthe symptoms, but then slowed down. Diagno is 
of HMSN I was established at age 13 after detection of 
severe nerve conduetion slowing in nerve conduction 
studies. 

Neurological examination at age 17 showed no clinical 
signs of cranial nerve involvement. Muscle atrophies are. 
miJd and apparent only ÍlI the fcet. We observed bilateral 
distal hypesthesia and mild distal muscle weakness of wrist 
flexors (4/5) and of extensor hallucis longus (4/5). The 
patient has bilateral pes eavus with restriction of maximum 
active (105°) and passive (90°) foot dorsiflexion (Fig. 1). 
She is unable to stand and walk on heels and has no evident 
signs of ataxia. Dcep tendon reflexes were absent in al l fOlII 

extremities. She has moderate progressive thoracolumbar 
seoliosis with a right thoraeie eurve of 36° and a left lumbar 
eurve of24°. The lumbar eurve progressed at 8° per past 18 
months (Fig. 2). The patient has no respiratory problems at 
trus moment 

Nerve eonduction studies at age 17 showed overa 11 
slowing of motor and sensory nerve eonduction veloeities 
(MNCV. SNCV) (Table 1). Tbe amplitudes of compound 

Fig. 1. Lower limbs of the 17-years·old patient carrying the Arg359GIn 
rnutation in EGR2. The picture sbows bilateral pes cavus with hammer toes 
and minima1 musc!~ atroprues. At age 15, varosi.ty of the left ca1caneus was 
corrected surgically (op. sec. Steindler and Dwyer). Tbc surgery improved 
the gait pattem and , therefore. a correction of the right tool defonnity is 
plann~,d 
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Fig. 2. AP radio graphs and photograph of thoracolumbar scoJiosis in the patient carrying th Arg359Gln mulllti.on in EGR2. At age 15.5, she bad a left lumbar 
curve of 16· (image Al and al th8 time ofpresentation (17 yearsl, lb lumbardeformity had progressed to 24° (image B) . The Iboracic curve of36° díd no! show 
any progression in · ·s period. 

muscle action potelltiaJS and sensory nerve action potentiaJs 
were at tbe lower limit of normal range in the upper limbs 
and significantly decreased or completely absent in the 
lower limbs (Table 1). Exam.ination of the blink reflex 
showed demyelinating lesion of faeial and lIigeminal 
nerves. The wave latencies of the brain stem auditory 
evoked potentials (BAEP) and the visuaJ evoked potentiaJs 
(VEP) were normaJ. The CSF protein concenlIation was 
normal (310 mgll). 

Tahle 1 

4. DiscussioD 

We show that mutations in EGR2 are very rare among 
Czech patients with demyelinating type of CMT. We 
examined 46 patients and found one novel missense mutation 
Arg359Gln. The number of EGR2 mutations found in our 
screening is similar to previous findings [2,6--9J. 

The age of onset and clinical phenotype in our patient 
carrying the Arg359Gln mutation is most compatible with 

Nerve conduction study in Ibe patient carrying lb" R359Q mutation in EGR2 sbowing motol and sensitive primary demyelinating les:ion 

Motor nerves 

Sensory nerves 

Median nerve 

Vlnar nerve 

Peroneal norve 
(m . tibialis ant.) 

Tibial nerve 

Med.ian nerve 

Ulnar nerve 

Sura! nerve 

Dm (m, ) 

MNCV (mls) 
Arnplitude (m V) 
F-wave (ms) 
DML (ms) 
MNCV (mls) 
Amplitude (mV) 
F-wave (ms) 

DML (ms) 
MNCV (mls) 
Arnplitude (mV) 
DML (ms) 
MN (mls) 
Amplitude (mV) 

SNCV (mls) 
Amplitude (uV) 
SNCV (mls) 

Amplitude (uV) 
SNCV (mls) 
Arnplitude (uV) 

Nonna! Pati""t 

:S: 4.0 8.9 
~51 13 
2:4.2 5.2 
5;30 78.4 
5; 2.8 6.5 
~ 50 II 
2: 55 5.5 

30 50.9 
S 5.0 13.3 
~39 16 
NA 2.5 

:S:5 .5 14.3 
~ 40 9 
~ 2 .5 0.1 

2: 48 16 
~ 1O 5.0 
~48 19 
~ 1O 12 
~ 38 Not recordable 

4.4 Not recordable 

DML. dístal motor btency; MNCV, motor nerve conduction velocity: S CV, sens ry nerve conduction vc:locity; NA, not available. Pathologic values are 

bold. 
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the classica l CMTl phenotype. The patient presented first 
signs of CMT 1 and tboracolumbar sco1iosis in her car ly 
teens. She shows marked slowing of nerve conduction 
velocities CVs), bila leral pes cavus with hammer loes 
deformities and very mild muscle atrophies. She shows no 
clinical signs o f cranial nerve involvement. 

ln comparison with phenotypes caused by other EGR2 
mutations, tbe age of onset and cUnical manjfestation in our 
patienl resemb le most closely to CMTl phenotypes 
associated with the Asp355Val (sporadic case) and 
Arg409Trp (dominant CMrt family) heterozygoos llbsti
tutions in EGR2 [10.2]. Carriers of these mutations had very 
similar age of onsel of CMT 1 as our patienl, but NCV s .in OlI!" 

patient seem to be even more markedly reduced. Other two 
mutations in EGR2, both at codon 381, have been associated 
with CMTl phenotype, bUL their phenotypes differ notably 
from the phcnotype in our patien t [11,12]. Tbe carrier of the 
Arg38 1Cys h terozygous mulati on had NCVs comparable 
with our patieet but his age of O/lSet of CMT was very late (59 
years) Lil]. Tbe second mu tati on. Arg381His, was reporteď in 
heterozygous state in a family a1fec ted by severe CMTl with a 
unique combination of cranial nerve deficits in one member 
lL 2J. It must be emphasized th.at anotber mutation at codon 359 
ofEGR 2 (Arg359Trp, R359W) has been prev.iously described 
in four patients with Dejerine-Sottas neuropathy [6, l3,141. 
They developed the first symptorns very carly, their MNCV 
were below 8 mls or undetectable and two of them died at a 
young age of respiratory fai Jure. In three of !hern, c1inical 
cranial nerve invol verne nt was reported r 6,1 3] and one of !hem 
developed severe th racolumbar seoli is rBl Phenotype in 
our patient is Wldoubtedly milder , The Arg359Trp mlI1ation 
was thought to cansistcntly cause DSN, howcver, a recent 
study reports on two Arg359Trp carriers from a dominant 
CMTl family 18.15] . C1inical findings in the patient described 
bere further extend the know ledge of the pbenotypic spectrum 
caused by EGR2 mutati o/lS. 

Tbe argini:ne resjdue 359 in EGR2 pJays an essential role 
for DNA binding recognition and specificity [16 and the 
Arg359Trp rnutation decreases DNA binding activity of 
EGR2 fl TI. Different substitutions at codon 359 of EGR2 
were found in patients with signifi antly different severity and 
age oť onset indicating th.at the change to glutamine at codon 
359 in our patient has probably Jess deteriorating effect on the 
EGR2 protein DNA binding than the change to tryptophan at 
this codon detected in DSN patients. Similarly at the codon 
381 of EGR2, the phenotype of the Arg381Cys carrier 
was milder lhan that of the Arg38 1His carriers [7,11,12]. 
MultipJe reports on changes at adjacent bases of codon 359 of 
EGR2 may reflect the presence ol' a mutation hot spot within 
EGR2 at this site oť a CpG dinucleotide [13]. 

Mutations in EGR2 seem to occur frequently de novo 
and, lherefore , patients wíth demyelinating type of CMT 
with sporadic occuu ence should be inc\uded for EGR2 
te !ing, a1lhough the probability of finding a causal mutation 
e en in clinically carefully characterized cohon of patients 
seems to be generally very 1091. 
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.'"r f.II" II1Jt: I . IIIIlIL\l1I .'1. r;'\I~!:t IlJ1t l't>.: . !0,1111111\/1'1-1'1 
Io:x"n 1 'li' h LlqM,1Il pl"l . TI" illl Ut '1I1IO'lInl "I :ll '. \ JI' 'oj 

.11 :,1"\ \\c ll '.1 • .: .. ~O-tl~)11~ Tll.: rlll,d ,lInllllfl( ,'I D~A 11lll'IIII'd 

T .. I!1.i I I'R"IFP_~ \;lr, T .. ,., l AN 1'Tl" [S F-IJR ]f, ' IA 1 'iER1'~ 1 \!St.tl" tlf-.NE 111".\1 [_"ON I~, PpuHullPlD P!iflTFlN I (,I~<E 
1/'1/', I 1\"",. Ar,O I 'LI '1 r~x'-' :> ( ... l:D IN RcAL-TI.\1" P< , (! ·LTlrLI.:.o.;:\ SA L 

I""~iud l!UII't-f 1""--:-."',1 
f\'" \ t ' ! \(' }I) ln .~ r ,' 5' - ) ' ~ 

,(,TTl .! ,\ff .\f,.\.\ \ .\( Ir< t .. \ 
j{'.\'ll1112 

(,TI (,'-I. TI, nI .\CI .\,-\I"r ',\ r 

!'U'l '\1 11 .' 
1,11. 1, ,-\1, I( \c;r ,I \(,xrc 
( ( I. TTl ,Cll -\1;,\ T(",c.T 

Tl í \,\ r( ,\( l TTl ( \( ( TI ,TI 

.'i -'~J \\[:n( ,( 'u '. r. r,\ť .\: 1, .... \ -. [c ,I3 - ~ ' 



Při I o h Y 

lo'l ;dl Ihr,,: Ifll'h"llt'~ 1\." "IIIJl,'d ,,\ '11\1;:111 III '11-'1 ,.t H~() 
liJ mn..:tl \\11 ~7,.,. 1 " I tll..: Ic.ld ll'll IIlI\ rul" '.'ť l '· 1lI1,~d 

lil< 1,'\1::11 1\ . • lIlli II1Il" .,lh lu lll, III ':'11 JlI ," "'h \\.' 1<.' 01"1 'n«J 

11Ih Ih~ 'IA-\\<'II "I'li,aJ lt:cIdl" 1l 1111' ll'lll=- ~n '!II1,'I1\.,1 tl 
1'11,,' 11.: PI.1!<·, ,\,' t;,' , '" ~f.:d 1\ 11h .111 "1 111.- .11 .1Jh':~I\': ,'úH'r 

.-\911 .lnJ <,':IHIlIU~"J fl l l'lh .11_'iI~lII'I1L 
Ttk'IIIl.II . '1IIl~ ,','1Id ill" Il'> III,h ltl '.I .1 1'11' -11111 "r ~ 111111 . • Ir 

'ill (' .JIlJ ln 11111\ .;t "5 C. lh'n-l5 ,,,k, II I 15 '-I?č.lI'/~ _ .UIJ 

11111 11 .1 1 N/ I . "1';''1\1,111 L·I\I\.'I ,;,I I 'l1 Pn·[I'\.:,' I. . Bl'i, 
11'1 ".H. 1l pl.lk . [ll'A I /Llnl J h'II Lll) 11I.1i " , I PLPI ",'p~ 1 \1 ." 

dl1.t1!Nd .mol II '.1 a th ,a,libl al"r. ;lI 1rlc hl! ,1"1.\ ,· \.lllI.III .. '! 
'''II\~ tllt' ~~1I 111,'111\1<.1 1·.lIo.: h 1.' .I':U"1l l'lal~ \\..1' lunh.:- r \;l li-
1.II<:d l\'lIl~ IHur ·" lIlr" I ...;)lIIl'k" "'ll~ Pl\tr) 1';' I ll: 11[. "IlC 11 .... llth) 

1,'1. k'J km.L1" . "~ h ·.Ihl \ 1t'I.ileJ 111.11.:. ,lI lJ "ne Pl PI durll
,.,lh.n '·.(fI i~r r"Ill.Jkl 

r;-p( R 1\ bJ., .... d " 1l 1llťa ... ulC'llvnll.1 (', ' ., ll1~' dl1 ll l1~ Itl ... et-
1 .... lk:IlIl.11 pha .... • ,'I ,lInl,ltti,·.,t"'Il. Tll .. Cr ".'(,Ull!!I,·( I' dťli néJ 

.. ' Ih.: \lk II 1I11lix' I .ll '.\h l \h Ilt~ III11'I tlll.lII, ' 11 pl" l 1':1 '-I? ... ,I 

11.\ 'cllhr ... ,h"IJ, Tll.: lhrt'sh"IJ I,,, l ,dClI I,ltll'n .'1 CI "h .,ll1c -

11l,1IIl'.,lIy ~I .,1 II 'i D '!Pl>'t: Ihl' IIr"-" L',I,<lm: tllll>r ' " [X • .: 

, nJ IIllll",1 ,'\1 'nl1lť l ll. \ '.1' I 1l.JJ1UJJ I , ,'.!III'I·tJ "llhm th k':;
.tlllhllUC I' !t ilo;(.', . '1 lilo: .Hllpllll·"tinu 1,1.'1 

11.11.1 .:-\ .llu.lupn \\'.1' I~rh, rm,'d II 'I ll!,! lh.: :\DI Pn" I -Oi\l) 

,'1[11'11,: r 'lú'II"11 "'~'l.:m :mJ 1111' Rl) ~"I f\\'\r~ 1\1:1 11 N .?} 
" '1'\ nUlll ~r \\.\'l.klcI'IlIJ1a.:J b) Ih.: 1-'1 ,l" .. \jIl,IUlll . U\ · , '1 '111 -

piuall\ ť Ihre lil,ld c\,'k 11,,'111 .. " I~<.() 1I\ llIg ~h.-\ .1' lh.: ,'no 
d"gcn .. u' "'l1l1t,1 ;'<:110: ,Thl,:-I " .Ii. ~(kl,', ABl PRI :-'1 l ' ,~r 

Hull'u ll it~) Th.! ~~<.' "lo.: l h.>J 11<\1111.111/':\ (h ... J ... t 'l.:u th l\, 

'~'l 'n I ,i~lt.lI (" ,Ul .. nJ,'~':Il ' u .. l'I't-'Il'l! ,!!ťllt' " IlO '110' ' 
qlk' llll\' ·(l1I11'..u<"\ 1..Ilgt·t d ~'n~ 1\ 111 d lll . .' I,'1H ,a lll pk .... 1.\ ,I ,':111 -

hl.n"l '1Int'l~ rh~ .mH·l l flt "11.,rfl"ll' ; 1\"'11 1>\ ·~ - .l...'lli \\I'l!'C\: 

..l~( I = fl I :llhUlI1l1lll',lllbu ln r ',II11pl'j - (I PLP/ "':.lit'm-
1"1 ,Ul1l'k,' - II. r .Jhlllntn '1',l!I.:n l ,;tllll'kl - Cr /'/1'/ '.1'.1' 
1/':111 "'lIlpit:'I I,\BII'RI. \r U""r 8ull ·tlll:i ~1. 

Tll,' 11:1,11 1\ ': dllkl':o,:c 1~1\\.:,'n "IlII'k ... " ,',Ilc:II 1.1l ... J . IIIJ 

lila: I' ullillg \ dll': lli,'lt' I"I ' 10:].11': 'nl\ ' 1,llh\ ,'r rLPi ; ... nt 

Cvclll t~ulllb&r 

!17 

'''I)~ nU III [>,'1 ""f',\ , II lit.' ' 1" ' ''111'11 "lId':l ,lu,I"lld Ih·' ,'\1 -
l[or,unr C,)n'IJ': lln!' th .11 lh~ "11 " '1.11, ' [ ,, 1l" IIIl.Ii nul.' 
Dt\A \\llh I f'U'1 :;~n ' ... ,,1' I'n ú ' ll. Ihl\ 1,'111' i, '/1111' '' 
Ih-~ 11I1IlIl t "I [ 'LPI ;;<:Ik I.'''!'''''' p,' r , ·11111 I I I~ 11,,11':111 I ' ,'-
1111 'no 

R E~ľl r~ 

Th' [' Il rp<. ' ''' I \I IhJ' \ 1'1 k " .1' 10 d.:v '1 " 11 ,lilII \ .1 liJ ,ll'" ;) I <\I'IJ 

1l11'llwJ " 'I llk: ,h, I~I1" I' ol' 11i~ Itlo" l'OIllI1\1Ir1 IU\llaf p 'l1 111 111.: 

N .r I ,~nlť lhal ,'::tlhl" 1'\ln. ,1 Jurl l, ..l l. , fl .. f Ih.: .:nfm: ~I\: 

\\ť "(l[lIllilL'J l\ () r)-l'cR lI\~lh"d, . t,..' lh I ... , ' I Ul 01 11 T.lq man 

~h ' l il i Iľ\ \\ Ith ;} mul('1' k~, ... <.I <:'i1d.~~I1Pll ' c"'nl r,,1 ;~n ' III b,"llr 
.,'~.l~,.lh.: Iril'lt~,I':' ,11 .. \ cd \ en :,",,1 "ved. p " I';O\ .l lldlln
I'ltl IL,.,[P '!1 pr,\b 1"1 j)tll ll I 'pr,ner J\ .. , ,j:A'c1 ,\ll \ICI T~rl

,Ol l t' \;lInpks III .unpIiI II.:Jn 'JI] pll)!' Inr ;I h,'alLh\ Ill .d· 1'r..1D 

!\tl h.·nLtk"Jl lhy kllLIIc . ,~ lJ l';lm.: r kmOl'" ,lit' gi"'n lil r:1~, I 
.... 11 .. , 1'r. .... 'C'·. 1l1,c: tl~ d., I<I.1 d""l:IItx:d in \1.1\':11,11, .'I\J \klh

, \.Is . Ihe J"'\\ ;1\<'\ IIk t!un1~r ,\I ['LPI ~"" !1 1.' l ,'pl<~' 1'<: 1 ,,,II 

1111'11'lh ""I)'"tlu.:;: .... t'II· .... · I'. ~·"lťd,lll'l~ l. ,'ff'LI'/ '('1'\ 11\1111-

ho.: I 1<'.\11 /1'. Ilm."p<lOrltn g ll) g[,.ur~ " I ',,1111'1::, \\llh · , f't.' , ·lcd 
'':''lJl1s "f Plk". 1\\" ,nu tll~ rl PI ," 'I'I , \\ '1 <" ,'1' .\.1\ 111\-
Illlglll'h.1bk ..... I,k I,· "par.:d. ,mJ ~lIcl\\"'u r.:lIJ!:>\!.' JI II;,:ftllll,l-
((" Il \.1 .:, I~<.l ... lInpl~ I r,~ . I I .. \11 I ll) 'I '':111 .. '1'' g.l\.' rólIl" 

"11'1"'1::111 ,\ lUl Itk.· lf .. nf't.'.:tI.J ~éllo'i\ I" kml\\ n 1/"111 [11<':' "'U, 
,tna!l',i, II l lhelrg.:nd r l','1111 incJ \l l t h Ihelr ,I tIlh.L';t 1I" JIll .. d 

,umf ,I. I ,'r Ihe ,':1.1'111 3 a.,~"v [111, in' lulk'" I ') ' 1~,'ll1t' lt \\ llh 
Ihl.", '·",lc".:'7 "Illl 1\\ •• "'1'1<::\ . .. ucl . "llh oné ,''' I'\' fo"r th' 
,:,'1II h ,'<,""l • tll" indud .. ,J 1'1 ,\ til 111I,~ ""l'ln, ~M ',I tll! "I,,, 
~ "rl(' - . :mJ 35 \\llh "Cle ~" I':· 

Thc' I"n~e\ ,I ' k.:tťd r ' I' ;'110: . {\\ ll • • 1110.1 thr,..: PL PI ,,:,'PI<''' lil 

.\ ' .\\0 .\ \\.1 I' H7- 1 1'1. t "'-~ 2..> ,l nJ':: ;-11-' ,_, tll' 1.1I1~' 

J~tť,·fI.·J lil ,h,,'" B ",,'1 . (11'1 2- 1 16. I " 11-221. ."IJ ~ Sti-; ~~ 
Figurl:' ~ and T .. tbk .:: ,UIIlIll.U i1.e th~ 1'.111_ <" ,d ľr..,utl ,,11.lIn·J 
1',1 <'.h II :?,"ur "r \wnpk\ ln ,,,'tl< .1~',ly', tll,,:! Il lé~Jt" . "D. :tnd 

Ih.: ll~· l ti,. 'nl' " ť \.trl.II/l'1l ,C\· , Tll<: 1I~,,1\ \ tllI':\ .. r f'/1'1 
,I'p~ l1um l"'~1 ,)bfalllt'd ln 1 .... lh I)-PCR .!\ .I~' al [l " '\IIlI;t1.' ,,'1\ 

\\ ' li lII;: c. p;:~kJ ' ,ll uo:: , R.Hl';<" II 'u Inr u h:-... ·l]Il<"llt JI.I:;n(l, -

111. ., I. \1111'1111' Ill l'II!,1 'I' "I IOn h "I" I'f.1'l UI,J ,',"n 12 , '1 IIt.:-li'l.t ._"1).:' ln ,I - n ~k-lll~ m ul llrl,'~ r::d-lllll:! ('-PI R .',. 
," nI\" ~I\" . . dll' r'· I 'I~,.'I1 I, II',,; !!"lln.,hll'cI '':I'"IL'1l IIU"I."U·IlU' c'Jl1I~'II'n ,I Ih~, I 'F"flo::r .I' C' I' 1,'1'.1 "d 1'1 II II I IlI': r, q~1.111 

I'" l't: r.,I , I Irlll'hl"" .. Ulll ,1I r'," I ' I .\,.1 III litl" ! Iii: tllll ~ III. tJ , I i'JI ""1" I H: P. ID 1'.lll ť1lt (~[,Li ' ) '1'''''1.1: h.: .. lth' 
1,'111;11' I_/'!/'/..: 'p~ I. ,.nol f) : ' ;tIII'1 "iII.,k \ ['LI'; "'1'11.' " 111 , " II'I';Jn\,'1I t. , Ih.: '1IIIIL, ľ. IIIl I,· ]lli.:atr"IlI'ILlr, I' I II.: 1'.1[1 

111t 'IIIBI 110111·',1111\ 1·III.d·tI" "I ' ,I ',hl rl Jlh.'f'Li>1 1111['111 /: .111('1 1'1 ' \1 1' lh ' II·.:.ltlt 'I Ilh:lh,lllI.dh .... llh\ III"l-'r \ 1 ,,111 
" -lil II 1" ih .. 1:11 I, I II) , fU'/ "II I 'IIl .I I" ' 1"I ,' "III 'ľ k lil dť DI. I,"ullln; 1.\ "Jel ... .1, .• " .1!lJ , (!<I:a" ,J I'L/'J C"I'\ 11111111 I ' dl": 

' I ' II'. ,." 

119 
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\ II 
3.5-----------------_ 15 

:3 3 ľ , .. 

I, , 2.5 

:11, ~ 20. 

II 

Sampl€' No. 
11 11 0 

Sample No. 

("l(;, 2. kll) I' Ilit. 1~- ... ~o\ allk:" clllJ'I.ltlu.lrd Ilt'l"- d 'll!dúl l ', r llO ,llllplť .. \lllh J; lb' \\n~':!l"I~ 1 In[h~ I", ') I ,'r ... ,\n 
'I II rl I \1 ;tnu 111 Ih ... I . d. l nI "\" 11 ft nr rL/JI H) . ln 1'(llh .I~'..lY" 11"11' " ,'ilIPPUl,:, Iafl o' ol' f'LI>/ '~c ll'" ""1'" 11111»1 ' r hlr 

,.lIlIrk .. II Irh "ll" 1\\, . lIl I thr~(' j'Lr I ,"rl"'~ " ... ,c ,kl 'dC-u Fr-!TI ! 'fr r,) Il:;hl h',lllhY ma!ť,. II IIh , 11' PLPI ,Ojl', ItC .1lth\ 1.:-

111.11.:, .111 I ni tk P. I!J p.lt!Cll" \Hh 2 ,:"PIC ': 1:'111.11-' dllpll!:.llil'l1 l arľlt' r~ II il h thl:l' PU'! ,'OPIt" 

tl, I~ 111l~ ,It I'Lf'l "'IW IIUII1r.:r \\ ' I ' o[ "ú'''ldll\~ [n tth?.J1 -

UIlIUtll'lI t tll~'lI ll" .. th '"n liL T Ibk .: . 

l>l:-.(·l:-'. fO"! 

lil 1111' '\lIJ) "I.' "['l tlrll :· .... J .IiIU <!I .IIU.llťU t\l.1I Jl1ulltl' ll." n:,u-

!lUl ' Ij-F'( R .1".1" Idl ." ... .. d .11 Ilh. IIU!l,lcll.I,·,'nt .:. ,'n ln Ih.: 
'LP/ ;;:011': 11'111; I .( " I' 1~I.: I .:n,·,' n, 'A '..Inl l'!.:' [)1.J';:lIlhli-.: 

r. l ~':, \\t?!',' : ,[,lb ll, I'k·J tolr ,pI,lnl lllc ,II i"ll ,,' PIPf ; .,'n ,:"p~ 

Illimt.:r \11 pUI.ll1 .: P\ID P,I{I'llt'. 

R':'lIlr.. ~. \ 'U n) ""Ul .1'\.1 , ,.! I Il\~l·d I ·holhl.: .IIlU ;:,l"i J,, 
'. I I II 1111 alJ ill1 "I ,.IIIl~ ll'''' \\lIh "ll '. l\ fl. ,lnJ 11 11 ':': "LPI, '1'1" .... 
Rut il ,I".l~' ;;,1,· ."1\'1,1':1\1 r;!,ult' 11I.lil .ll in·;. (,'mr, Il.II'!..' ,tluc 
111 k" I lil;! IJ • fO ,au,.·J ll\' r l \ aklll lJl'll ... ltll\l' .:n,·'.l ll1-

"""in!! tJI ',\h"l~ 1'l.!'1 ~ ... n B"lh , I",l\~ '.\(' 1'<:0 II '~, ,,rll!1I 

t'" Ilo '11l1~J llt\,I.: .. "I'nll • .1 ,,'IlJI!I' ln'. 

T!.: tlllll l,! 1.:\ I '.d'ltllh': t). p -R 1\~lh"d ,h,\\\ , .,":r.;! .1,1-

I: 111.1 ' ':\ lil '''1111'.111'11 11 \ Ilit, IIi: I"II II U,'I\ II 'd m··lll",!... ( Hlr 

I l -P! [{ 1I),'lh"J I' 1 t [.11 lila .. I " "naltl " Ili "h 111I"1I ~ltpllL 2:1 
','lOpl.: ,U l I . . 11l,d\l.:J ln .: fl Luh,,: 1 · lh.: ľ ctll.1I11l!,lll '.(' PCR 
11l\'lh,,.k 'u,h .\ 1 )I'~I · Pl R. '''IIlPilhll l \\' IlIUlllpl"x I~_ R. Uloj 

l[U.UlIII.It', · IlIultwl ' Jl tI.t , h. ll{ 11110'1' ,·'nlll.l~mť l lt" . llrť 

H."~I- t lln(' mclh\lc! ,1.'1('\ IlPI r~'llIlre h.ll1dllng \,1 f'( R pn J ll\'IS , 

" hlt.: h I ... JUCc" rhť Pl>lť llli al 1'''1 , 'outUl1un .. IIPn "I rUlU!'" ('<1.' 

li"II, dn" lIt' tf ,1/. I'I'/h. W,.>Jll.uJ tf I/!. I 'IIIS . ~l"no1ul { ( / ol 
I 'JIJ' I. \ ' ,IU I" ll l il.'r<.' II ,I! 20 If, \ 

ltllťlph. c [1'>11 h'l' ( ~n 'ol I d \ u .. :d ,.Ir r=-ID I' linf'. 111-

.. hldm; pren.u"l '.11.1.:,:1111", 1 I<'\~~\\~d 11\ In"l1': ~íKI.:\\ H, \\' ' \ • ."r. 
R')H is mill\! (,lbnr-II11t'Il'I\;.! ~1l1,1 I l mt" l"'"~lIl1\ll1~ tll 'lIl ft'.I I -

1111);,' PCR ln .1.1<llIt l ·n . nC:;H I' "f1'111"'llln h;l\t' 11I1lI1t-, 1 dl l 

"_'II':) it 11,'1 ' (1111; m .. r ... {h,lll nt"~ {'U'll'PI',e' I Wlkld\\arJ c/ 

c'i I q·},", \\',' lr (f "I. ~(KI51. 
R,(;!nt il, 1\\0 Ilo ld I.:-:hntqlk" . I'o ILP:\ .,nU \1: PH. \Id'č 

p"'p,"td tor r' II .. ,l~t... rU'1 dn\.1 9ť t.c\,m~ , ,tllll\\lll~ lk.·[,' l·lh'l\ 

" I' '0111.111 1I111i.lp:~n l ' f'U' 1 1 ~·. rn ;l1 l~ , nt'l1l. 1~IIWl1"r Ik lp i' 

\I.·\PH .:11 d.:t"''' I''1I "I lIli 'č pr l,,;'re PU'I "" ["':' 1,)"; 111,' 11-

qr,ned r .. r \Il. P.\1 l\',llll .. -B..IIHI.'I U ,Ii,~; 11'1 . \\',1 11 .., ,1/ 

':f'i lS, (,'tl, ., /., "! . .!1~1ft). Th~ <.kL ' 'I j"" ,.! r;,lIi.d 1 .' ,lllall~'

Itlt'nl\ I I,ing.1 ~In;k ' .... 11-11 111<' j)-Pl.R i, l itlllku H(\\\ \ •. , P;If

.t1I,,1 I ' . lm; .. I tl,,, ll! n.ld l;] "nl ť\(II1> "I PLI'1 l.b ,h.)\\n in 

(hlO; 'IUJjl l l1d '" '<," tli.: ,· I1 :. l1ľ<' 10 11 ,I 'I'dll'l1 II 'P'. tl I Pl Pl 
1I1O . lf~n IL 1,';1[I , III :;· ·U1::I11<. .Ul.] Ihll\ [11i1\ Id', III ,· ,.!ln.IlI"n 'I I' 

Uk' ;<:'11,' 1 , 11~~ in F'" , f'ot11l;:J in mUl'Il ,Il"11 I hll.: 111 I-:Ii. ,· 
h!tll' " I r ... tI · rIlH.:! (j-P< R '''r d.:"I;!,'lIon "1 m,.!r,' Ih,Hl thl,'c' !'U" 
""['1 ". 1M' not c' l h.,>·' 11 dlu\tr,ll:U Hm' ' I·cr. " Il~ ,1)\Ild l·X~"-!\.·1 

r'Olt: ' Rl ~I I f', FR' M f'oVll 'll LlI!' I! X RE\[ ·T [~IF I I-Pf I{ \ ~r,.I' . !'OR 

L"I'rl -' \'1l1 " 'F nlF [' [j'l , ir" I:: 

\,h':" I"~' \ t ~ I Ulil :!: \U~ RlU' ~.t' r \ 

I'll'/ '\"11 
, 

1[' tlrh\ lil; j ." ,-\ I 1'-1.:!: 1. 11;-' '1 ? -I I') ~ ",\) 

Jl III I,,,tl .' rll' I ~ ~.'I - ~f1 I') I 112 , Ir. ...:. ~II -
11',1' I 1 .. IlI.J~ .. ..).=. .:: I { I :!: " ,~, I ,.,:5- ~ ~3 , ,1I 1,'r r~rn.II-' " ." ' 1:\ :!: iI ' I') 

, 'o-, .~~ ~ IX -
['I PI ,'rl h 

11',11111, Itl;.J ·, ~, ~ 1'1. - iI IIi "I 'I ~ I II) (IX -

\t11 ['o 11\'1\" I~ "::{j\} 2:: O If."\ [ 'It.., ~ ~ I c,'1 
II'JlIl '. I 111.11. .l,l I '1 II I ~ I ..... ' 'I I .5 \ 

~ _. 

l" I.~ ~ I ~ 1..\ ~ 'f-.-, ~.- .!. ~ •• I 

. '11011 ·r .. / '1':<1111,11 : " II 11"1ll ., Ilt.·r~1l 1 iIlJI ·· IIIl.tll.' <[·d 111 Irlt'll'.\" 

, ll . [aItŮ,Il,llj·\I.11111!. 1 \' . • ' JlI'1 II I ,ľ' 11;111"" '\!'r~\, ... d · , 1('h'IH 



Při lohy 

;IPI " "rnal' .I'\;)t lllll III 1~'U lttn~ rall." ,'I',r<"I"'n" ' \1~ ln Ih~ 

Illll1ll~ 1 "I l,tI;.:! rU'! (''1''11:' \1U'A 1'"1 i ll" P '1I'1\~ .il\U 

I ·lIal' l<.' [('cIUHqU" . hUl II ~t ,', I I .IJ\ .lI1r i! '''I le.ll· l i ll' Pl R j, lIS 

111111..11 h,'\l'r WH " ll)'lnul! • ~ <I"" Itlr \ILP,\ I' ~ II lPI n:al· 

11m' I' Rl 

R , ~"," t l) . I\\ tl h'. Ii ' Ii Ill' P R "~,,,h I,'f ol·IÚ U.'1l ,'I PU J 

.,:':11<' ""[1' Jlllml""r 1'0 ,1"'" " 11 lil<.' 1,'IlJ..IId 'U t \c lIil'tlt .. J hal ' 

t-oc'~ I1 " I "'II 'J d ."w,·,' .":. 2(1.15 , 1~.' gl' ,r tll. ~ 1. 16 J. [nlllt~"" .I'" 
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Abstrad 

Mutarions in tbe ganglioside-induced dijferentiatjon associated prolein-J gene (GDAP 1) cause autosomal recessive (AR) demyelin
a ting or axonal Charcot-Murie-Tooth neuropathy (CMT), In order to establisb the spectrum and frequency of GDAPI muta tions in 
Czcch population, we sequenced GDIf Pl in 74 Czech patienls from 69 unrelated fa milies with early-onset demyelina ting or axonal 
CMT compat ible with AR inheritance. We identified three isolated patients with GDAPJ rnutations in both a l!eles. In one additional 
sporad ic a nd one familial case, the s\..'Cond pathogenic mutation remained unknown. Overal!, \Ve detected two differ nt mutations, a 
novel R 191 X nonsense and a L239F missense mutation. L239F previously described in a Gennan-Italian family is a prevaJent muta
tion in Czech population and we give evidence for its common ancest ral origin. AH Czech GDAPl patients developed involvement of 
aU four limbs evident by tbc end of second decade, except fo r one isolated patient showing very slow d iseast! progression. AU patients 
displayed axonal type of neuropathy. 
© 2007 EJsevier S.V. All rights reserved . 
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t. lntroduction 

Charcot-Marie-Tooth disease (CMT) is a hercdjtary 
diso rder or the peripheral nervo us system charactcrized 
by progres ive dista! limb wealmess, muscle atrophy 
and scnsory )oss, maxima) in the )ower extremities. Based 
on electrophysiological and histopalhological findings, 
two CMT lypes are distinguished. The demyelinating 
type or MTI is characterized by the median nerve motor 
conduction vc)ocity rcduccd be)ow 38 mls, demyclination 
<.tod onion bulb formation in nerve biopsies. In the axonal 
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type CMT2 nerve conduction velocities are normal or 
slighUy reduced and nerve biopsies show axonal )055 

[1,2]. CMT) and CMT2 are further sub-classified 
accord ing to inheritance paU.em (autosomal dominant 
(AD), aulosomal recessive (AR), or X-linked) and the 
underlying molecular genetie cause (3], 

Mutations in the ganglioside-induced dijferen liatiofl 
associated protein-J (GDA P 1) gene were originally 
reported in four AR Tun.ísian fa milies with demyelinating 
neuropathy (CMT4A) and simultaneously by a dilTerenl 
research group in three Spanish [amilies diagnoscd with 
AR axona) ncuropathy and voca) cord parcsis [4,5]. $o 
far more than 20 difli rent GDAPJ mutations have been 
describcd (http://www.mo)gen.ua.ac. bc/CMTM utations/ ) 
to cause severe carly-onset AR neuropathy [6-) 3]. 

Pleasc cil' lhis artlclc in prcss <lS' Bar,m 'od L cl al . GDAPJ mutations 10 zech fam ilks witb ea rly-olllicl CM 
Disord (2007). t1oi: Jj)JOi (, 'j.III11J :W07.01.0 10 
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The protein cn ded by GDAP 1 shows similarity to 
glutathione-S- transferases (GST), enzymes involved in 
cellu lar antioxidative pathways [4,5,14]. Additionally, 
its localisa tion in neuronal mitochondrial membranes 
has heen demonstrated and a role of mitochondrial dys
funclion in the disease p alhogt:nesis has been suggested 
15]. 

We report the frequency, spectrum and phenotypic 
expression of GDAP 1 mutations in Czech CMT patients. 
We further give evidence for common ancestral origin of 
each mutation. 

2. Patients and methods 

2.1. Patients 

Seventy-four pa tients from 69 unrelated Czech CMT 
families were screened for mutat ions in GDAP 1. Al l 
selected famiJ ies had pedigrees compatible with AR 
inheri tancc, i.c. the patients were either affected siblings 
boru to healthy parents based on family history (nine 
families) or more often isola ted cases. Consanguinity 
was not reported for ny of the families. Al! the patients 
presented wilh the fi.rst neuropathy symptoms in the fust 
decade. Both axonal (32 farnilies) and demyelina ting (37 
families) CMT lypes were included. Al! patients were 
previously tested negative for CMTIA and 42 famili es 
(61 %) also for mut.a tions in MPZ and/or x32 genes 
(37 families (54%) were examined for MPZ and 24 
(35%) fo r Cx32 gene). 

2.2. Mo/ecu/ar sludies 

AlI six coding exons and iotron- exon boundaries of 
GDAPl were PCR amplified using primers as described 
prcviously [4,5 ]. Purified PCR produets (Exo I, SAP, 
Fermentas Lithuania) were direct ly sequenced using 
four dye t\!rmina tor chemistry (BigDye Terminator 
v3. l, ABI, USA) and ana!ysed on an ARI 3100 capillary 
sequencer. Availab!e relatives of tbe pa tients with 
sequence variations in the gene were examined genetically 
and cJinically to confirm the segregation pattem . One 
hundred and fifty unrelated normal oontrol subjects (300 
cbromosomes) were sereened for the c.571 C>T (R191X) 
mutation by primer extension analy is (SNaPshot, ABI, 
USA). 

In thefamilies carrying GDAP 1 mutations, hap lotype 
analysis of the GDA Pl locus was pe rformed using two 
intragenie single nuele tide polymorphisms (SNPs) , 
rs16938893 (c.507T>G, p.Ser1 69Ser) and rs3739345 
and six microsatellite markers, D8S279, D 8S286, 
D8S55 l , D8Sl 474, D8S548 and D 8S1829, tlankin g the 
gene loeus. Tbe regions comprising tbe S Ps were 
directly sequeneed. The microsatelli te markers were 
PCR amplified using tluorescent labelled prim rs 
(http://www.gdb.org/) and the fragments were resolved 

on an ABJ 310 sequencer. Allele frequencies we re estab
lished by testin g 50 Czech unrelated individuals ca rrying 
neither of the detected mutations (100 ehromosomes). 
Probabilities of :finding the L239F or R19lX associated 
haplo typ s among normal Czech chromosomes were 
calculated by multiply ing the respective marker allele 
frequencies. Haplotyp of a previously reported 
German-ltalian family [7] were c mpared with Czech 
patients carrying tbe same GDAPl mutation (c.715C>T, 
L239F). 

For reverse transcription CRT) PCR experiments, 
RNA was extracted from peripheral bl od, reverse 
transcribed (Promega), and PCR amplified with primer 
p airs spanning all coding exons. PCR produets were 
visualizcd on 1.5% agarose gel and dircctly sequenced. 

2.3. Clinica! sludies 

Clinieal alld electrophysiological evaluations of thc 
p atients with GDAP1 muta tioos and parent muta tion 
carriers were performed according to standard 
p rocedures. 

All tested individuals signed an informed consent and 
thc shldy was app roved by the Central Ethical Committee 
of the University Hospita1 M otol Praglle. 

3. ResuJts 

3.1. M ula/ion ana!ysis 

Two differen t p oin t mutati ons, a nove l c.57 1 T 
(R 191X) and a previously reported c.71SC>T (L239F) 
[71 were detected in the coding region of GDAPJ . At 
least one pathogenic mu tation was found in six patienls 
from five apparen tly unrelated families represen ting 
7.2% out of the 69 famil ies tested. As there was no 
GDAP1 mutation detected among demyelinating cases, 
the frequency in CMTI families is estimated La be 
15. 6%. Mutations in both alleles were detected in three 
isolated CMT patients (4. 3% and 9.4% of CMT2 
families), in one compound heterozygote for c.715C>T 
and c.571C>T, and in two homozygotes for c.715C>T. 
Heterozygous state of c. 71 5C>T in the paren tal generation 
of thc two !atter famil ics oould be oonfumed only in onl: 
parent that was avai!able for the examina tion. Tbe second 
pathogenic mutation remained unidentified in one 
isolated patient heterozygous for c.715C>T from family 
4 and in two siblings from family S, both heterozygous 
for c.571C>T. In both families the mutant allele was 
inherited from an unaffected parent as illustrated by 
clinical and electrophysiologica! data given in Tables 3 
and 4. Tbe c.715C> T (L239F) detccted in six aut of 
eight mu tant alleles is a prevalent mutation in the O..ech 
population. The muta tion has been already described in 
a compound heterozygous state in one German-Italian 
fami!y [7]. 

'DAPl mUlatiolls in CZt:ch families with early-o nsel CMT, 



Přlloh y 

L Baránkovti et al I Nt llromuscular Disordu$ xx x (2007) xxx xxx 

In order to idenlify the second causative mutation in 
family 5, RT-PCR analysis was performed. No exon 
deletions and no abnormal splicing were detected. 

The novel mutation c.571C>T (R 191X) was not 
detected in 150 control individuals. 

3.2. Haplotype cma/ysis 

To find Du l wh.ether each of the detected GDA-Pi 
mutation originates from a common ancestor, we 
reconstructed haplotypes fo r the German-lta lian and 
the five Czech GDAPI families by analysis of six 
microsatellite markers spanning the gene locus aud two 
intragenic SNPs. Fig. I summarizes the haplotypes 
observed. Haplotype phase could not be dctermined 
completely in tbe patient [rom family 4. 

Detai1ed family b..istory assessment of the German 
L239F carrier revealed her parents' origin from Western 
Pommerania, a region near tbc German- Polish bordeL 
Five Czech L239F cm omosomes originate from tbe 
Moravia region in the eastern part of tbe Czecb Republic 
and one from the western part of the country. Four Czecb 
chromosomes CA, B, C and E from fam ilies 1, 2 and 3) and 
tbc German chromosome carrying tbe L239F variant 
sbowed an identical core haplotype between D8S286 
through D8S548 C~560 kb). Tbe probability of finding 
the hap lotype among normal chromosomes is very low, 

L239F 

Familyl 
Olromosorm Origin 0 8S279 0 8S2 6 0 8S551 

1IA. Moravia 

liB Mor.vi.?" 

2/e Moraviab 

2ID we sLB ohernia 

3/E MOI:avia 

4/F Mora,,'ia 

Marker a lle le freq. in controls 

Gerrmn· 
[laJi.n 

R191X 

W LPo=ania 

250 229 278 

246 229 278 

246 229 278 

226 229 178 

226 229 278 

250/238 229 276 

0.219 <0.01 

250 229 278 

i.e. less than 7.34 X 10- 6
. Accidental coincidence of the 

marker alleles in the L239F cbromosomes is therefore 
unlikely. Czech chromosome A and the German 
chromosome shared the complete haplotype including 
al1 analysed markers (~2970 kb).Compared to the care 
haplotype, chromosome D revealed au allele one repeat 
sborter at marker D8S1474 but shared tbe rare allele 
278 at marker D8S551 (not found in 100 chromosomes) . 
Chromosome F coincided only at marker D8S286 and a t 
both intragenic SNPs assmning its haplotype to be T-G. 

AH the markers in families 3 and 5 segregated with 
R l91X. Tbe probability of occurrence of the R19 lX 
associated haplotype in the Czech popula tion lS even 
lower, i.e. less than 6. 59 X 10- 8. 

3.3. Clinica/ and electrophy iologica/findings in GDAPJ 
patients 

3. 31 Fami/y i 
In the pa tient from fam i1y 1, early motor development 

was nOlJllal. At the age of 4 years he developed bi1ateraJ 
pes planovalgus. Motor nerve c nduction sturues 
performed at tbe peroneal and tibia l nerves a t age 5 
showed severely decreased or absent compound muscIe 
action potentials (CMAPs) and normal nerve conduction 
velocities (NCVs). At ages 6 and 7, the patient underwent 
surgica l corrections of the foot deformity. Neurological 

GDAP1 

rs3739345 c ..50Tf/G 08S1474 08S548 08S1829 

T G 177 234 113 

T G 177 234 113 

T G 177 234 103/1 II 

T G 18\ 234 1031111 

T G 177 234 III 

TI Gn 185 232 113 

0.343 0 .370 0.075 0.352 

T G 177 113 

GDAPl 

Farnily Orlgi ll 0 8S 279 0 8S286 08S551 ri3739345 c..50TrIG D8S1474 0 8S548 O 1829 

midll.Bohem. 26 2r 266 T G 177 248 113 

5 midd.8ohenía 226 235 266 T G 177 248 II 

Marlulr a llele freq . ill coOOols 0.323 0.042 0.229 0.343 0.370 0.075 <0.01 0.223 

Fig. 1. Disease haplo types in five Czech and the German ltalian family wi th GD Pl mulations. "DNA of tbe patienľs father Wa! not a-vailable for 
examination, paternity was nol proven. bDNA of tbe patient's mother was n ot available for examination. 

Please cite this arii cle in press as: Bar' nková L el 
Disord (2007). doi :IO. 10I6/j .nmd .2007 .02 .010 
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examination at age 8 revea!ed marked dista! !ower limb 
(LL) weakncss aud atrophies, absent Achilles tendon 
rctlexes and decreased patellar reflexes, m ild wasting of 
tbe band muscles wi tb slíghtly reduced strength and 
diminished upper limb (UL) reflexes. 

3.3.2. Fami/y 2 
The patient from fam ily 2 started to walk a t 1 year of 

age. At age 4, walking a t the outer edge of the len fool 
was noted fo llowed by bilatera! development of pes 
cavovarus. The defoonity was trea ted by orthopaedic 
surgery at age 7. On examina tion at age 12, lhe patient 
showed dista l LL weakness and marked atrophies of the 
[oot llluscles and ealves gait with foot drop, finger tremor 
aud spine deformity (scoliosis and chest hyperkyphosis). 
At age 19, LL at rophies reached distal pa rts o f the thighs, 
Achilles tendon reflexes were absent and patellar retlexes 
diminished. There was m ild a trophy of the right thenar 
and norma! UL reflexes. At age 29, atrophies o f the 
interosseal muscles were noted without loss of strength. 
From age 35, the patient states weakening of the hands 
and using a eane for longer distances because of marked 
proxima! LL muscle weaken ing. 

3.3.3. Fami/y 3 
Early m tor mílestones of th pati nt from family 3 

were normally acquired by 1 year of age. At tbe age of 2 
years, his parents notOO lip toe walk:ing. At age 4, bíl ateral 
prolougatíon of the Achilles tendous was performOO. In 
the fust decade, the gail deteriora tOO by progressive distal 
LL weakness and pes equinovarus defo rmi ty and was 
ouly possib le wi th the aid or cru tches. Tbe ambulation 
much improvOO after the second o rthopaedic surgery a t 
agc 13 and support was fu rther required on ly for longer 
distances. Weakness and wasting of the small band 
mu scl es and clawing of tbc fingers were a lready apparent 
before the start of school a ttendance at age 8. 

3.3.4. Family 4 
ln the pa tient from family 4, tbe mst CMT symptoms 

were o bservOO at tbe age of 4 years, when he presented with 
cavus root deformity. At ages 12 and 13, he underwent 
its surglcal corrections. The fus t neurologica l and 
electrophysiological examination a t age 39 showed well 
preservOO foot dorsillexion, preservOO patella r reflexes, 
normal clinical and electrophysio logical frndings at the 
UL and diminishOO CMAPs and sensory nerve action 
potenLials (SNAPs) at the LL. Tbe patien t has no maj or 
complaints excep t of ankle instability and frequen t ankle 
distortions. 

33. S FamiJy 5 
Tbe older affectOO sibling from family 5 (S/I) exhibitOO 

bilatera l Achilles tendon shortening, high a rchOO foot 
and clumsy gait a t the age of 6 years. Examína tion at 
age 15 showed dista! LL a t rop hies, complet.e LL areflexia, 

diminishOO UL retlexes, band tremor and scoliosis. Tbe 
Achilles tend TIS were surgicaUy length ened at age 16. 
At age 19, atrophies of thc srnall hand muscles were 
noted, but strength was well preserved. Examination at 
age 22 revea led preserved foot and toe dorsiflexion, UL 
muscle a trophies up to the distal forea rms a ud on ly m ild 
hand muscle weaken iug with preserved dexteri ty . Ris 
sister (5/2) showOO normal m otor m ile..<;tones. At age 6, 
tip toe gait and inward twisting of the rigbt foo t became 
apparent. She developOO early pes equínovarus right, 
pes planovalgus left and steppage gait. Neurological 
examination at age 13 showOO hand muscle alrophies 
and weakening, diminished UL rellexes and scoliosis. 
The right foo t deformity was surgically trea ted at age 
16. Examination a t age 16 revealOO evere LL muscle 
wasting up to tbe lower thighs, gait with markOO foot 
drop, using Goweťs manoeuvre when rising from tbe 
floor, marked band muscle atrophies, weakening and 
c1umsiness with beginning finger retraction and complete 
areftexia. 

Fu rther c1in.ical and electrop hy iologica! data are 
summarized in Tables 1 and 2. 

4. Discussion 

We identified mutations in at least one GDA P 1 alIele in 
7.2% of unrelated Czech CMT families with early-onset 
axonal or demyelinating neuropathy and d isease trans
mission eornp tibie with autosoma! recessive inheritance 
paUem. Patho genic mutations in both alleles were 
detectOO in 4.3% of the fami1ies. A detection ra te oť 5% 
in isolated cases makes testing sporadic CMT patien ts 
for GDAPl mutations rea nablein the Czech population 
[7,16]. D irect sequencing of alI coding cxons and ' djacent 
intronic regions of the gene did not reveal a second 
pathogenic mutation in a significant portion of the 
GDAPl families (2 aut of 5, 40%). 

We detected two distinc t GDAPl mutations, a novel 
nonsense (c.571C>T, R191X) and a previously described 
missense (c.715C T, L239F) mutation [7]. R 191X 
predic ts a truncation of the GDAP 1 proteÍD in front o f 
the functiona! GST_C domain and the transmembrane 
domains, which a re necessary for the p roper localization 
of G DAP1 to mitochondrial membranes [14,15 ]. Thus, 
we speculate on a loss of function effect of R191X. 

AII aur GDA Pl patients showed normal motor 
milestones before tbe mst year of age followOO by early 
development of severe [oot deformity between 2 and 6 
years that requi red surgical treatment. Cousistent witb 
previous reports, most Dr our patients developed severe 
mo tor deficit in the distal lower limbs within the first 
decade. H owever, n one ofthepatientsagOO 11-43 became 
wheclchair-bound as frequently reported in GDAP 1 
patients [6-9,11 ,13,16,17]. One patient has becn using a 
cane due to proximal LL weakness only since tbe fourth 
decade. Dista! upper limb muscIe involvement oť varying 

Please cite this article in press : Baránková L el a!. , GDAPJ mUlations in Czech families with early-ooset CMT. Neuromuscul 
Disord (2007), doi: lO. 10 16/j .nmd.2007.02.01 0 
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Tablo I 
L-1inicaJ 

Fanuly/pa'ocnt 

ry io '.( Clech polieou v.;Lh f iD_A_ p_ l_ m.,.u"'_ I;_"_' ______ ::-_ _ _ 

\ ien,otype 1.2J9F I 1.239F 1.219F+ 1.2.19F t.1.39 f<-t R I91X 

A", (yrllll<'lder II / M 43/M 171M 
FOOI der. rm ity Po pJa"O""'1!U> Pes ca .... ovaru., Pe:! planoval!UJ 

['ool lIor~ne.Uuu riSbl-. 2,3/5 O.nl5 0,015 
I.n (M R ) 

PrI'X.lJ1131 I L W\.~~~lrne.-s K na- Oc;(ioo 1'4 ,4-15 K uee f1exion 3.215, k.nee No 
r;gtl~ 1 II (MR ""lL'n5ion 4+,4/ 5, lUp 

uterulion 4,4/5 
LL. alrophy Sevt! I'C. up tCl disfa.1 SevCC"e', up lo lowcr ~erc. up lO dista.1 

thlgll.111 hn lvcs nf thi&h Lhird ol" thigbs 
LL r-Cne)[~ Ab n I A~nl bsent 

Walking abilit y No tupport Ol"" Crulches 
L atrophy Mild a l hands Mo(jc:.tale :tl han<b, mi ld SC:VCRl al hand&- b ...... · 

al rOf'e3 n lls haDLl, Oloderat.e Oll distaJ 
ba,IYeS of forcam-~ 

0 15taJ Ul .... ~uess H and lLl ip 4,4/5. v. Tl.:;:t f land p;rip 4 I il+/S tland gn p J,J/5 , wns l 
"j!.h~ "'Il(~ R I cdcn!U')B 4+.4 -r/"i , ",'list ed .eo.sors 4- ,3/5, wriu 

0"0" 4-,4+/5 80Xů" 4+ ,4/5, I".. o f 
dexLcri ly 

Proximal Ul. walkn . No No O 

(MR , 
UL reIJ.,. .. omlaJ ~d Decrcnscd 
S-ensory impairruert t Mdd 101 of l ů uch st:tue No Modemte lo$S of Loueb 

Ilt LL .... to and mi ld1y 
d o;reated, jouu pO~lIlio ll 

5ente al LL 
Other No Scol ~-s Tongue Irt:rnO r 

M. rrulle; F. fttu:de; Mll ' McJiC::-11 RCk:al"ch :oun ci l~ LI .... lower li11ll)!l; Ul, upper limbJ-. NA, not availa.b le 

127 

5/1 512 

1.239F+? RI 9 IX+! RI 91XH 
41/M 22 18/1' 
Pes ca""" Pes C<lV'U.i Pes c<lujnOv&ru..1 right, 

,... 
• pI ' nO""'1!U> lefl ." .. 

4 + ,4 liS 4.,tJ.j5 3,1/' ~ 
No No Hip and k-:n~e ACJl:tou ;J.nd a 

e.tICll!ion 4-,4-/5 !l. 

~ 

Modemrc., up to dis taJ Sa",cn!I, up to dis tal parts ar Severe, includiug, lowcr -.: 
thigh.'II l h.igbS pan. of th ;gb' ~ 

AdtiH~ lendoD rcfic.j:es Abszn l b ..... i ~. 

O upport No support o ""ppor' ~ 
No Mild al bands a,nd f re;" nns MooC'Milc ul h:íllru: fi nd o 

fOl'e3mu '" 
~ No H ,r.d grip 4+,4+/5 Se"",.. baud grip 

~\t~,,_l..eninAo exac.t data '< 

NA 
Q 

No 'o No ~ 
a Norma! D ecrc .. \s(XI Decretl..<oed 

No Mlkl I"'" or .ou b ""'-'" ol N"l loss of touch sen.se. a LL, modera.(e loS! of rurthcr data A 
vibmlion Set1.i1e al LL 

Scoliosis Soohosis Sc,) l iosi~ 
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Table 2 
Summary or electropb.ysiolúgical findi ngs in Slx Czech pa lients wilh GDA Pl mUlalions 

F amlly/pa tieol 1 2 3 4 sn sn. norma! 
Age (yr) 8 43 15 4 1 23 18 

MOlor neroes 
Median nerve OML (ms) 3.9 3.8 NR 3.6 4.9 NA <4.0 

MNCV (m/ s) 64 59 53 45 > 51 
CMAP (mV) 6.4 8.8 8.2 7. 1 :>4.2 

nar nerve OMI_ (ros) 3.4 3.4 4.1 2.3 3..2 3.6 <2.8 
MN 'V (m/s) 67 56 40 60 51 49 > 50 
CMAP (mV) 4.6 3.6 0..9 7. 1 5.8 1.9 > 5.5 

Peroneal nerve OML (ros) NR NR NR 3.2 NA NA < - .0 

MN V (m/s) 45 > 39 
CMAP(mV) 3.0 > 2.0 

Tibial nerve OML (ros) 5.2 NR NR 5. 3 NR NR <5.5 
MNCV(m/s) 44 38 > 40 
CMAP (mV) 0.5 O.S :>2.5 

s.Cl1JiQr'i. n'lJlf~ 
Medjan nerve SNCV (m/s) NR 44 NR 57 NR NR > 48 

SNAP (/-IV) 15 14 > 10 

Ulnar nerve SNCV (mls) NR 48 NR 55 NA NA :>48 
SNAP (/-IV J 15 10 > 10 

SuraJ n ' rve SNCV (m/s) NR 40 NR 38 NR NR :>38 
SNAP (/-IV) 2.0 5.0 >4.4 

OML, di slal molor laten y; CMAP, compound muscfe aclion poten lia l; MNCV, motor nerve conduction velocity; SNAP, sensory ne rve action 
poten tial; S CV, senso ry nerve conduclion velocity; NR, not recordable; NA, n ot available. 
P:lthological values are in hold. 

Tab le 3 
Clinical summary in parent car rier o r L239F and R 191 X in two heterozygous rami lies 

Family 

Genotype 
Age (yr)jGender 
Fool defo rmi ty 
Foot dorsiflexion rigbl, left (MRC) 
Proximaf LL weakness r igh t, left (MRC) 
LL a tropby 
LL refleKcs 
Walking ability 

L alrophy 
Distal UL weakness right, leCt (M R C) 
ProJtimal L weakness (MRC) 
UL refl eJles 

4 

L239 I'<' 
72/ M 
No 
5,5/5 
N o 
N o 
Decreased 
No su ppo rt 
No 
No 
N o 
Nonual 

s 
R I91X 
57/M 
No 
5, -/5 
No 
No 
Normal 
N o support 
N o 
N o 
N o 
Normal 

Senso ry impa inuen l Mi ld lo,,~ of vibration smse a t LL M ild loss or [ouch sense in median nerve distribution 

M, male; MRC, Medical Resea rch C-Oun il; L ,lowe r lim bs; UL, upper limbs. 

exttmt becameevident by theend of theseconddecade and 
appeared to be severe only in two patients [8-11,17]. 
Morcover, we observed very slow disease progression in 
tbe 41 year old heterozygous carrier of the L239F 
missense mutation fcom family 4 showing ouly rnild 
weakening of the toe md foot dorsiflexion. The mutation 
was reported in a compound heterozygote sta te with 
Glul 14fs by Ammar et al. in a pa tient who seemed to be 
more severe ly a.ffected compared to our L239F pa tients 
due to loss of ambulation at age II [1]. We also noted 

strikingly dif:Jerent disease progression and severity in the 
two siblings from farnily 5, heterozygotes for the R191X 
nonscnsc mutalioD. All the GDAPl patients displayed 
an axonal type of neuropathy. None of them had voeal 
cord paresis, previously reported to be associated with 
eMTI and GDAPJ mutations [11,12,17]. N o patient 
showed respiratory insufficieney due to diaphragm 
paraly is [11,12]. Regarding the better walking ability in 
our patients, we admit positive impact of t.he early 
orthopaedic surgery perfonned. 

Please cite lhi arlicle in press as: Baránková Lel al. , GDA-Pl mulations in Czech families ""ith early
Disord (2007), doi:lO.lOI 6fj.nmd .2007 .02.01O 
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T able 4 
Summary of elecl.rophys iological findi ngs in pa ul carrie rs ol' L239F and R 191X in lwo helerozygous families 

FIIJ)Ů!Y 

Genotype 
ge (yr) 

Molor nerve" 
Median nerve 

Ulnar nerve 

Peronea/ nerve 

TibiaJ nerve 

Sensorv neruc.s 
Median nerve 

U/ nar nerve 

Suml nerve 

DMI, (ms) 
MNCV (m/s) 
CMAP (mV) 

DML (m ) 
MNCV (mls) 
CMAP{mV) 

DML (m s) 
MNCV(m/sl 
CMAP (mY) 

DML (ms) 
MNCV (mls) 

MAP (mV) 

SNCV (m/s) 
SNAP (JlY) 

SNCV (m/s) 
SNAP (/lV) 

SNCV (mls) 
SN P (JlY) 

4 
L239F 
72 

3.6 
54.1 

10.3 

2.6 
6.2 

10.2 

4 .6 
46.7 

5.1 

.9 
46.2 
11.8 

51.8 
14.2 

47.1 
16.7 

46.6 
6. 3 

5 
RI 91X 
57 

5.6 
50.5 

5. 5 

2.8 
57.1 

9.9 

4.7 
48.3 
4.9 

N 

36.4 
5.9 

48.3 
7.7 

40.6 
5.4 

norma! 

<4.0 
>51 
>4.2 

<2.8 
> 50 
> 5.5 

<5.0 
> 39 
> 2.0 

< 5.5 
>40 
> 2.5 

' 4S 
> 10 

>48 
> 10 

> 38 
>4.4 

DML, distaI motor lalency; CMAP, compo\J.l1d muscle aclion potent ial ; MNCV, m otor nerve cooduction velocity; AP, sensory nerve action 
potential; SNCV, sensory nerve conduclion velocity; NR, not recordable; NA, not available. 
Abnorm a/ valu~ are in bold. 

L239F accountcd for 75% of the mutant alleles in the 
Czech popuJa tion. Haplotype analysis of tbe German
lta lian and four Czech families ca rrying the L239F 
muta tion indica ted a common ancestral founder. The 
anceslors of the German L239F carrier lived in Western 
Pommerania. near todays German- P lish border. This 
area was histori Hy populated by Gennans and Slavs 
with a high ra le of inten:narriage. Considering the lack 
of systematic screening data on spectrum and frequency 
of GDAPl muta tions in GeImany and Poland and 
historicaJ and geographical proximity of aH three 
counlries, closer specification of tbe mutation origin is 
not possible. Tbe less frequent nonsense muta tion R l91X 
was also found to be associa tcd witb a common 
haplotype, which included remote markers as well, 
indicaling its laLer origin . 

l n the view of a recent laramunt el al. report on 
autosomal dominant effect of some GDAPl mutations 
we examined clinica ll y and electrophysiologically pa rent 
mulalion carriers from the two heterozygous familics 
[16]. Our findings do not support dominant transfer of 
tbe diseasc and suggest thata second mutation in another 
region (i.e. in tbe promotor or deep intronic regions) of 
GDAP1 ar in another gene caused the CMT pbenotype 
in the beterozygous patients. Haplotype analysis in these 
families showed notable difference in the "nonmutant" 

chromosome haplotypes (differing in five out of six 
microsatellite markers tested, data not shown). This 
might indicate the existence of two additional GDAPl 
mutations in the Czech population provided that we 
do no t consider a digenic cause of tlLe disease. ln 
family 5, RNA ana lysis excIuded large deletions and 
ÍD tronic mutations affectíng plicing. After a1l, we cannot 
rule out co-occurence of a beterozygous GDAPl muta tion 
and CMT with different genetic cause, e.g. in tbe 
L239F heterozygote from family 4 with mild clinical 
phenotype. 

The results or this study will help to optirnize tbe 
molecular-genetic examination algorithm in Czech 
CMT patients. Testing fo r GDAPl mutations should 
be peďormed in patíents with axonai CMT in preference 
to demyelinating cases. Targeted muta tion anaIysis to 
L239F fo llowed by R 191X using a cheaper specific 
mutation directed method appears to be effective. In 
case of nega tive ar mono-aJlelic mutation nndings, 
sequcncing ol' the whole gene should be completed. 
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