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SOUHRN

Dédicneé neuropatie Charcot-Marie-Tooth (CMT)

Urcila jsem relativni zastoupeni typt dédi¢nosti v celkovém souboru CMT rodin dosud
shromazdénych v DNA laboratori Kliniky détské neurologie 2. LF UK (véetné rodin s jiz diive
prokazanou kauzalni mutaci). Zastoupeni dominantnich a sporadickych forem je priblizné
shodné (40% rodin). Malé procento rodin (2%) vykazuje zfejmy autozomalné recesivni (AR) typ
dédicnosti se dvéma nebo vice postizenymi sourozenci a zdravymi rodici. Sporadické pripady
mohou byt bud nasledkem AD de-novo mutaci nebo AR. U zbyvajicich 18% rodin (neptibuznych
pacientti) nejsou k dispozici spolehlivé klinické tidaje o rodiné, které by umoznily stanovit typ
dédicnosti.

Dale jsem urcila relativni zastoupeni typu dédicnosti ve skupiné CMT rodin s dosud
nenalezenou kauzdini mutaci (t. s vyloucenou formou CMTIA / HNPP ev. s vyloucenymi
mutacemi v nékterém z dalsich testovanych genl asociovanych s CMT - Cx32, MPZ, PMP22,
EGR2, NEFL, SIMPLE). Podil dominantnich a sporadickych forem CMT se zde méni, ve srovnani
s celkovym souborem rodin, ve prospéch sporadickych pripadi (dominantni 30%, sporadické
50%). Podle tohoto udaje 1ze usuzovat, Ze nejvyssi zachytnost kauzalnich mutaci je obecné ve
skupiné rodin se zretelné dominantnim typem dédicnosti.

Zjistila jsem frekvenci mutaci v genu pro ,early growth response factor 2 (EGR2) ve
skupiné ceskych pacientd s demyeliniza¢ni formou CMT (CMT1) po vylouceni nejcastéjsi
formy CMTIA (2,2%; 1 ze 46 rodin s pozitivnim nalezem). Zachycena mutace u sporadicky
postizené pacientky vznikla de-novo. Mutace v EGR2 vznikaji podle literatury casto de-novo a
proto ma smysl testovat pacienty se sporadickym vyskytem demyelinizacni neuropatie. I pres
peclivy vybeér testovanych pacientdl je ovsem pravdépodobnost zachytu kauzalni mutace velmi
publikovala v roce 2005 v ¢asopisu Neuromuscular Disorders.

Dile jsem testovala gen pro ,neurofilament light chain polypeptide” (NEFL). Ve skupiné
66 pacienti s postizenim CMT1 a s vyloucenou formou CMTI1A jsem neidentifikovala ani

jednoho pacienta s kauzalni mutaci v NEFL. Mutace v genu NEFL jsou tedy pravdépodobné
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velmi vzdcné mezi ¢eskymi CMT1 pacienty. Naopak ve skupiné ceskych CMT2 pacienti
mohou byt NEFL mutace zodpovédné za 2,2% pripadu (nalez dosud nepopsané mutace u 1 AD
rodiny ze 45 testovanych) a jejich testovani je opodstatnéné zejména u AD rodin s jednoznaénée
axonalni neurogenni lézi a casnym zacatkem v détském véku, u kterych nejsou vyznamné
snizeny rychlosti vedeni motorickymi vlakny n. medianus. Celkova frekvence mutaci mezi CMT1
i CMT2 formami (po vylouceni nejcastéjSich forem CMT1A a HNPP) je velmi nizka — priblizné
0,9% (1 pozitivni nalez mezi celkové 111 testovanymi rodinami).

Frekvence mutaci v genu pro ,small integral mambrane protein of the lysozome/late
endosome” (SIMPLE) ve skupiné ceskych CMT1 pacientt po vylouceni nejcastéjsi formy
CMTI1A predstavuje 3,8%. Mezi 104 testovanymi CMTI rodinami jsme prokazali mutace
u 4 rodin. Identifikovali jsme celkem 3 ruzné kauzalni mutace v genu SIMPLE ve 4 rodinach. Dvé
z nalezenych mutaci jsou nové. Podle spektra zachycenych rodin lze usuzovat, ze zachyt
kauzalnich mutaci v SIMPLE je pravdépodobnéjsi u familiarnich pripadi AD rodin nez
u sporadickych pripadl (3 ze 4 rodin jsou AD). Diagnostické testovani je ale vhodné
i u sporadickych CMTT1 pripadu.

U pacientti s nové nalezenymi kauzalnimi mutacemi v testovanych genech EGR2, NEFL a
SIMPLE byl dle moznosti upfesnén neurologicky a elektrofyziologicky fenotyp nosicu a byla
upresnéna diagnosticka kriteria pro podtypy dédicnych perifernich neuropatii zptisobenych
zachycenymi mutacemi.

Oveérilila jsem a zavedla metodu multiplexni kvantitativni real-time PCR (real-time
Q-PCR) k diagnostickému testovani poctu kopii genu pro ,peripheral myelin protein 22“
(PMP22), jehoz duplikace a delece jsou zodpovédné za dvé nejcastéjsi formy dédiénych
neuropatii Charcot-Marie-Tooth — CMT1IA a HNPP. Testovanim referencnich vzorka (n=158)
s drive znamym poctem kopil PMP22 genu jsem stanovila diagnosticka rozmezi AACt hodnot
pro 1, 2 a 3 kopie PMP22 genu, ktera byla nasledné vyuzita pro prospektivni testovani novych
vzorkli s pfedem neznamym poctem kopii (n=236) i k retrospektivnimu testovani vzorku
vySetienych drfive pomoci mikrosatelitové analyzy s negativnim vysledkem (n=178). Pouziti
kvantitativni real-time PCR umoznilo potvrzeni duplikace PMP22 genu u celkem 6 rodin,
u kterych bylo na zakladé mikrosatelitové analyzy vysloveno podezieni na CMTI1A duplikaci
atypického - mensiho rozsahu. V souboru 243 rodin s potvrzenou CMT1A duplikaci v nasi
laboratofi predstavuji tedy atypicky mensi duplikace cca 3%. Tato frekvence je prekvapivé vyssi
nez jsme puvodné predpokladali a nez bylo uvedeno v literatufe. Zavedenim a ovérenim metody

real-time PCR pro detekci poctu kopii PMP22 jsme ziskali spolehlivy nastroj k pritkazu vsech
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CMT1A duplikaci a HNPP deleci nezavisle na jejich rozsahu. Kvantitativni real-time PCR ma
vuci dosud pouzivané mikrosatelitové analyze vyhodu zejména u sporadicky postizenych

pacientii s predpokladanou HNPP deleci bez moznosti vysetreni rodici.

Choroba Pelizaeus-Merzbacher (PMD)

Choroba Pelizaeus-Merzbacher (PMD) je X-vazanou poruchou centralni myelinizace. Ve vétsiné
pripadii je zplsobena duplikaci genu pro ,proteolipid protein 1” (PLPI1). Vysetfenim
referencnich vzorki jsem ovérilia a zavedla dvé multiplexni real-time Q-PCR eseje na testovani
poctu kopii dvou nesousedicich exontu genu PLPI. Byla uréena diagnosticka rozmezi AACt
hodnot pro testovani poctu kopii PLP1 u suspektnich PMD pacientii a Zen prenasecek. Vysledky
této studie ukazuji, Ze multiplexni real-time Q-PCR je velmi ti¢cinnou metodou dobre vyuZitelnou
k diagnostickému testovani duplikaci genu PLPI u onemocnéni Pelizaeus-Merzbacher. Popis

metody a vysledky ovérovaci studie jsem publikovala v roce 2006 v casopisu Genetic Testing.



SUMMARY

Hereditary neuropathies Charcot-Marie-Tooth (CMT)

We evaluated the relative frequency of each mode of inheritance in the large group of CMT
families gathered in the DNA laboratory of the Dept. of Child Neurology of the 2nd Medical
School (including families with already detected causal mutations). The frequency of dominant
and sporadic forms is approximately equal (40% of families). In a small percentage of families
(2%), 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 family members to indicate the mode of inheritance.

Further we evaluated the relative frequency of inheritance modes in the ,unconfirmed”
group of CMT families without detected causal mutation (which previously tested negative for
the CMTIA / HNPP forms and / or for mutations in some of the following CMT-associated
genes — Cx32, MPZ, PMP22, EGR2, NEFL, SIMPLE). The frequency of dominant and sporadic
forms in this groub is somewhat different from the large cohort of tamilies. The frequency of
dominant pedigrees is lower (30%) and the frequency of sporadic cases higher (50%). This may
indicate that, in general, we can expect the detection rate ot CMT causes to be higher in dominant
pedigrees compared to sporadic CMT cases.

In this study I have estimated the frequency of mutations in the early growth response
factor 2 gene (EGR2) among Czech patients with demyelinating form of CMT (CMT1) and
with excluded most common CMT forms (CMT1A and HNPP). This frequency is 2,2%; (1
patient/family with detected causal mutation among 46 tested). The only causal de-novo
mutation was detected 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 Neuromuscular Disorders journal.

Further on, I tested the neurofilament light chain polypeptide gene (NEFL) in CMT1 and

CMT2 families. Mutations in NEFL are probably very rare among Czech patients with CMT1.
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In this study, there was no causal mutation detected in a group of 66 CMT1 patients with
excluded CMT1A form. In the group of Czech CMT2 patients, mutations in NEFL can be
responsible for 2,2% of cases (1 novel mutation was detected in 1 AD family out of 45 tested).
This study shows that families with AD mode of inheritance and clearly axonal neuronal lesion
without marked reduction in median motor nerve conduction velocity on EMG studies should be
preferentially included for NEFL testing. The overall frequency of mutations in both CMT1 and
CMT2 families (with excluded CMT1A 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 membrane protein of the lysozome/late endosome
gene (SIMPLE) in a group of Czech CMT1 patients with excluded CMT1A 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 families with detected mutations we can conclude that the probability of finding a SIMPLE
mutation is high in AD families (3 out of 4), however, sporadic cases can be included for SIMPLE
testing as well.

In the carriers of the newly detected mutations in the EGR2, NEFL and SIMPLE genes, the
neurological and electrophysiological status was specified and the inclusion criteria for the .
molecular testing of the corresponding CMT subtypes were elaborated.

In this study I further optimized and evaluated a multiplex quantitative real-time PCR
reaction for diagnostic dosage analysis of the peripheral myelin protein 22 gene (PMP22).
PMP22 duplications and deletions are responsible for the two most common forms of CMT
(CMTTA and HNPP). The method was evaluated by testing of 158 reference DNA samples,
which allowed reliable differentiation of 1, 2 and 3 copies of PMP22. The obtained ranges of AACt
values were further used for retrospective screening of patients who previously tested negative
for CMTIA/HNPP by microsatellite analysis (n=178) and for testing of newly received DNA
samples simultaneously 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 families suspected
for an atypical size of CMT1A duplication based on microsatellite analysis. Given the total of 243
CMTIA families detected in our laboratory, we assume that atypical CMT1A duplications are
more frequent than expected. They could represent up to 3% of all CMT1A cases. Their reliable
detection and confirmation requires the use of two independent methods, such as microsatellite
anlysis and real-time Q-PCR. The sensitivity of real-time Q-PCR for CMT1A/HNPP testing is at

least equal, if not superior, to the currently used routine testing by a set of 17 microsatellite
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markers. Another advantage of real-time Q-PCR is the short time-to-result and simple
performance. Simultaneous use of quantitative real-time PCR and microsatellite analysis in

CMT1A testing is necessary for the confirmation of CMT1A duplications of atypical size.

Pelizaeus-Merzbacher disease (PMD)

I have evaluated two multiplex real-time Q-PCR essays for testing of two PLPI1 exons in
patients with the Pelizaeus-Merzbacher disease (PMD) by testing of 110 reference g-DNA
samples with previously known proteolipid protein 1 gene (PLP1) copy number. PMD is an
X-linked disorder of the central nervous system myelination. In most of the cases, the affected
boys carry an extra copy of the PLPI gene as a result of a segmental duplication at Xq22. Female
carriers carry 3 PLPI gene copies. Samples were tested using analogical approach to the PMP22
gene testing. Diagnostic ranges of detected AACt values for 1, 2 and 3 PLPI copies were set by
testing a group of reference samples. These reference ranges were and are being further used for
reliable detection of suspected PMD patients and female carriers. Multiplex real-time Q-PCR is a
highly efficient method that can be successfully used in PLPI copy number testing in PMD
patients and PLPI duplication female carriers. The results of this study were published in 2006 in

the Genetic Testing journal.
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A DEDICNE NEUROPATIE
CHARCOT-MARIE-TOOTH

1. Uvod

V roce 1886 popsali v Paiizi profesor Charcot a jeho zak Marie neobvyklou formu pomalu
progredujici muskularni atrofie charakterizovanou slabosti a atrofii svalii na dolnich koncetinach

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

_SUR UNE FORME -PARTICGLIERE :
D'ATROPHIE MUSCULAIRE PROGRESSIVE
) SOLVENT FAMILIALE .

ET LES JAMDES
TALRD LES HMALS

DEBUTANT PAR |
ET ATTEIGNANT

Par J.-M. CHARCOT et P. MARIE

Obr. 1. Uvodni strana
¢lanku autord Charcot
a Mane z roku 1886,
ktery jako prvni

v historii mediciny
popisuje pacienty

: . s dédi¢nymi perifernimi
g e " neuropatiemi.

e travail ol été faites dans lo labora-

Ve stejném roce nezavisle na nich uverejnil Tooth popis ,peronealniho typu progresivni
svalové atrofie” s prakticky stejnymi klinickymi priznaky, jako uvadél Charcot. (Tooth, 1886)
Dédi¢na povaha onemocnéni byla zaznamendna v obou pracich, tedy jesté v dobé pred
znovuobjevenim Mendelovych zakoni dédicnosti. Tooth ve své originalni praci dale spravné
urcil, Ze se jedna o neuropatii spise nez o myelopatii, jak predpokladali Charcot a Marie.
(Murakami et al, 1996) Nicméné trvalo dalSich vice nez 100 let, neZ mohly byt prvni typy
dédi¢nych neuropatii objasnény na molekularné genetické urovni. (Lupski et al., 1991; Raeymaekers

etal., 1991)



Dédi¢né neuropatie CMT Uvod

1.1. Klinické projevy dédi¢nych neuropatii

Dédicné periferni neuropatie se podle klinického nalezu obecné rozdéluji do tfi velkych skupin:
dédi¢né motoricko-senzitivni neuropatie (HMSN), dédicné distalni motorické neuropatie (HMN)
a dédiéné sensitivni a autonomni neuropatie (HSAN/HSN). (Dyck, 1984; De Jonghe et al., 2000)
Dédicné motoricko-senzitivni neuropatie (HMSN), téZ nazyvané onemocnéni Charcot-Marie-
Tooth (CMT), jsou sincidenci v populaci kolem 1:2500 - 5000 nejcastéjsim geneticky
podminénym nervosvalovym onemocnénim. (Skre, 1974) Jde o Klinicky, ale predevsim geneticky
velice heterogenni skupinu chorob. Pro CMT je charakteristicky pozvolny zacatek a pomalu
progredientni priibéh obtizi. AZ na vyjimky patii do obrazu CMT distalni svalova slabost a
atrofie (nejvice a nejdrive byvaji postizeny peronealni svaly) a dale deformita nohy s vysokym
nartem a klenbou oznacovana jako , pes cavus” (nebo , pes excavatus”). Diky oslabeni extenzoru
nohou pacientim prepadavaji $pic¢ky, pfi chiizi casto zakopavaiji a jako adaptace se objevuje tzv.
,peronealni” - ¢i , kohouti” - chlize. Mezi dalsi zakladni priznaky CMT patri u vétsiny pacientt
snizeni ¢i vymizeni §lachosvalovych reflext (dtive a vice na dolnich koncetinach) a také poruchy
citlivosti, jelikoz pfi CMT jsou postizena jak motoricka tak sensitivni nervova viakna. Pozdéji se
vétsinou objevi slabost a atrofie svalt na rukou a hornich koncetinach. CMT nejcastéji zacina
v prvni nebo druhé dekadé Zivota. Nékteré genové poruchy viak vedou k velmi ¢asnému (CHN)
nebo naopak velmi pozdnimu (CMT2I) zacatku. Spektrum klinickych nalezti u CMT je velmi
siroké, od pacientll s naznakem pes cavus a jen minimalni svalovou slabosti az po pacienty
s tézkymi distalnimi atrofiemi a deformitami nohou i rukou. (Pareyson, 1999; Murakami et al.,
1996) Na jednom konci Sirokého spektra CMT stoji mirna forma , hereditary neuropathy with
liability to pressure palsies” (HNPP) - tzv. tomakuldzni neuropatie, pattici mezi tzv. rekurentni
neuropatie - a na druhém konci dvé zavazneé tormy s velmi ¢asnym zacatkem obtizi - Dejerine-
forma, tzv. kongenitalni hypomyelinizacni neuropatie (CHN). (Suter a Scherer, 2003) CMT lze
klasifikovat podle rady kriterii, nejcastéji je to podle: klinického obrazu, elektrofyziologického
nalezu, typu dedicnosti, neuropatologického obrazu, a dale dle zodpovédné genové poruchy a

veku zacatku. (Dyck, 1984)
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1.2. Kliasifikace dédicnych neuropatii

Elektrofyziologicka klasifikace

V klasifikaci CMT hraje od 60. let minulého stoleti nejdiileZitéjsi roli elektrofyziologické vysetieni
— elektromyografie (EMG), které rozdéluje CMT na mnohem castéjsi typ 1 (demyelinizacni) a
méné Casty typ 2 (axonalni). (Harding a Thomas, 1980) CMT1 forma se vyznacuje sniZenymi
motorickymi rychlostmi vedeni perifernim nervem (MNCV) pod 38m/s. Forma CMT2 ma MNCV
> 38 m/s a snizené amplitudy motorickych i sensitivnich akénich potenciala (CMAP, SNAP).
(Dyck et al., 1993; Suter a Scherer, 2003) CMT1 forma je predominantné nalézana az u 80% vsech
CMT pacienttil. (Young a Suter, 2001) Klinicky neurologicky jsou oba typy nerozlisitelné.

Pro EMG diagnostiku dédi¢nych perifernich neuropatii a pro klasifikaci typt maji zasadni
vyznam tzv. kondukéni studie riznych perifernich nervi. Kondukéni studie stanovuji parametry
vodivosti perifernich nervii. Jsou provadény pomoci povrchovych stimulacnich a registracnich
elektrod (Obr. 2) a jejich vySetieni je proto limitovano pouze pro nervy uloZené blizko povrchu.
Vysetiovat takto lze nervy motorické, sensitivni a i smiSené a ziskany vysledek nam dava
informaci o zachovani kontinuity nervu a o rychlosti vedeni jeho vlakny. (Ambler, 1999) Typické

nalezy u CMT1 a CMT2 jsou znazornény na obrazku 3.

£
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Obr. 3. Zaznamenana elektricka aktivita ¢innych svalll — akénich potencialt (AP) pfi stimulaci perifernich nerva.
Vyska AP (osa Y) vyjadfuje intenzitu svalové odpovédi — amplitudu (mV). Na ose X je vynesen cas.
Elektrofyziologické nalezy — motoricka rychlost vedeni n. ulnaris (MNCV) u CMT1 a CMT2. A - CMT1: MNCV je
vyznamné sniZzena - zde na 26 m/s. Slozené svalové akéni potencialy (CMAP) maji normalni amplitudu, ale
prodlouzenou latenci. Pro CMT1 je typické difusni a uniformni demyelinizac¢ni postizeni na vSech nervech PNS.

B - CMT2: Rychlosti vedeni perifernim nervem jsou téméf v normé (norma > 50 m/s; zde 49 m/s). CMAP na

n. ulnaris ma snizenou amplitudu (norma > 5,5 mV; zde 2 mV). Amplitudy sloZenych sensitivnich akénich potencialt
(SNAP) byvaiji snizené zejména na dolnich konéetinach, jelikoz tize postiZzeni je zavisia na délce nervu (axonu).
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Klasifikace dle typu dédi¢nosti

Po zakladnim rozdéleni na typ 1 a 2 se CMT neuropatie dale subklasifikuji podle typu dédicnosti.
U CMT existuji vsechny typy dédicnosti (autozomalné dominantni (AD), autozomalné recesivni
(AR) 1 X-vazana), nejcastéjsi je ale AD typ. V souboru CMT rodin shromazdéeném v nasi
laboratori je velky podil sporadickych izolovanych pfipadl, za které mze byt zodpovédna jak
nova mutace s dominantnim efektem, tak AR forma s heterozygotni mutaci u obou zdravych
rodic¢h. Nejcastéjsi klinicko genetickou formou CMT je AD CMT1 - autozomalné dominantni
demyelinizac¢ni - ktera predstavuje celkové asi 50% (Graf 1). Do této skupiny patii nejcastéjsi

forma CMT1A.

ARCMT1
(CMT4)
aCMT1X
30%

Graf 1.

Celkové relativni zastoupeni demyelinizacnich forem
CMT1 s AD, AR a X-vazanou dédi¢nosti a axonalnich
forem CMT2 mezi véemi CMT formami. Je patrna
ziejma predominance demyelinizaénich forem s AD
dédic¢nosti — AD CMT1.
(www.neuro.wustl.edu/neuromuscular/time/hmsn.htm/,
www.geneclinics.org/profiles/cmt/)

ADCMTH
50%

Neuropatologicka klasifikace

V histologickém obrazu z nervove biopsie n. suralis je u CMT1 patrny rozpad myelinovych
pochev a koncentrické hypertrofické formace Schwannovych bunék, tzv. ,cibulovité” formace
(onion bulbs), které jsou znamkou opakované probihajici segmentalni demyelinizace a
remyelinizace. Demyelinizacni neuropatie je proto oznacovana také jako hypertroficka (Obr. 4).
S postupem nemoci ubyva i nervovych vlaken (axonaini ztrata), ktera nejlépe koreluje klinickym
zhorSovanim u pacienti a je také jeho pfic¢inou. CMT2 je primarné spojena subytkem
myelinizovanych axonu a s vyskytem skupin regenerujicich vlaken, zatimco myelinové obaly
nejsou primarné postizeny (Obr. 5). (Suter a Scherer, 2003) Sekundarné vsak v pozdéjsich stadiich
dochazi vétsinou take k demyelinizaci. Zcela charakteristicky, i kdyz ne zcela specificky,
histologicky obraz s fokalnim ztlusténim myelinoveé pochvy (tzv. tomakulum) a segmentalni
demyelinizact a remyelinizaci ma druha nejcastéjsi forma CMT - tzv. tomakuldzni neuropatie

(HNPP). (Suter a Schierer, 2003)
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Obr. 4. Obr. 5.

Demyelinizacni neuropatie CMT1. Nahoie Axonalni neuropatie CMT2. Nahoie

fez perifernim nervem barvenym obraz tézkého postizeni s ob&asnymi
toluidinovou modfi. Ve vyfezu pro srovnani zachovanymi axony (Sipky). Ve vyfezu
normalni nerv. Dole obrazek z pro srovnani fez normalnim nervem.
elektronového mikroskopu 1: normaini Dole obraz ,end stage” axonaini

myelin, 2: ,onion bulb” struktura. (zvétSeni neuropatie s uplnym vymizenim axon(.
25.000x) (www.neuropathologyweb.org/chapter12/
(www.neuropathologyweb.org/chapter12/ch chapter12Neuropathy.html)
apter12Neuropathy.html)

Genové poruchy u CMT a klasifikace

Dvéma nejcastéjsimi genovymi poruchami u CMT jsou duplikace a delece genu pro perifermi
myelinovy protein 22 (PMP22) v oblasti chromosomu 17p11.2-12, zodpovédné za formy CMT1A
a HNPP. Forma CMT1A s duplikaci PMP22 genu pfedstavuje asi 70% vSech CMT1 pfipadt a je
tedy absolutné nejcastéjsi formou dédi¢nych neuropatii. (Nelis et al., 1996; Houlden a Reilly, 2006)
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V dobeé sepisovani teto prace na jate roku 2007 je znamo 36 genli a genovych lokust, jejichz
porucha muize vést k ruznym formam dédiénych neuropatii.
(http:/fwww.molgen.a.ac.be/ CMTMutations/) Jednotnou klasifikaci CMT proto neni prakticky
mozné vytvorit. Existuje prehledna databaze genovych poruch se zakladnim zafazenim
klinického obrazu a s odkazy na plvodni prace (http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/) a dale
existuje stranka, ktera nabizi uceleny piehled zohlednujici soucasné jak klinickou tak
i molekularné genetickou klasifikaci dédi¢nych neuropatii.
(www.newro.wustl.edu/neuromuscular/time/hmsn.html)

Hlavnim predmétem mé prace bylo vysetfeni genii asociovanych s formami AD CMT1 (ev.
s AD CMT1 nebo AD CMT?2) a proto se dale ve své praci pro prehlednost zamérim hlavné na

tuto oblast.

1.3. Klinické spektrum a genové poruchy u AD CMT1

Spektrum klinického postizeni u AD CMT1 forem je velmi Siroké. Nejbézneéjsi je klasické CMT1 -
mirné az stfedné tézké postizeni odpovidajici jiz uvedenému obecnému popisu CMT. V ramci
AD CMT1 dale existuji dvé tézké a casné formy oznacované jako Dejerine-Sottas neuropatie
(DSN) a kongenitalni hypomyeliniza¢ni neuropatie (CHN). (Houlden a Reilly, 2006) DSN je
neuropatie s casnym zacatkem, vyraznéjsim snizenim NCV (pod 10 m/s) nez CMT1 a s obrazem
tézké dys/demyelinizace v nervové biopsii. CHN je velmi tézka neuropatie, projevujici se
hypotonii a svalovou slabosti jiZ v novorozeneckém nebo kojeneckém véku, velmi snizenymi
nebo nedetekovatelnymi MNCV a obrazem tézké demyelinizace ¢i dysmyelinizace az absence
myelinu v nervove biopsii. (Houlden a Reilly, 2006) Ackoli CMT1, DSN i CHN jsou
charakterizovany primarni demyelinizaci rizného stupné, je znamo, ze svalova atrofie a progrese
svalové slabosti jsou nejlépe v korelaci s poklesem amplitud CMAP a jsou tedy az dusledkem
sekundarni axonalni degenerace (ztraty) a ne vlastni demyelinizace. (Verhamme ¢t al., 2004)
AD CMTI je nyni klasifikovano podle nalezti molekularni genetiky na podtypy A, B, C, D, EaF
které byly oznaceny postupné podle toho, jak byly vazebnymi analyzami identifikovany

kandidatni lokusy a v nich nasledné zodpovédné geny (Tab. 1). (Houlden a Reilly, 2006)
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Tabulka 1. Klasifikace AD CMT1 s pfislusnymi asociovanymi geny.
(Houlden a Reilly, 2006; http.//www.neuro.wustl.edu/neuromuscular/time/hmsn.html)

Pozice genu Klasifikace Dédicnost Klinicky fenotyp

Geny asociovane s AD CMT1

PMP22 — duplik. / delece  17p11 CMT1A/HNPP  AD/denovo  CMT1/HNPP
PMP22 - bod. mutace 17p11 CMT1A AD/denovo ~ CMT1/DSN/CHN
SIMPLE 16p13 CMTIC AD/denovo  CMT1

EGR2 10921 CMT1D AD / de novo CMT1/DSN / CHN

Geny asociovane s AD CMT1 a zaroven s AD CMT2

NEFL 8p21 CMT1F AD CMT1
CMT2E AD / de novo CMT2

MPZ 1922 CMT1B/ AD / de novo CMT1/DSN/CHN,;
CMT1E CMT1 s hluchotou
CMT2i/ CMT2J AD CMT2

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

Béhem svého studia jsem raznymi metodami vysetfovala na pritomnost mutaci vsechny
geny uvedené v tabulce kromé genu MPZ, jehoz testovani bylo jiz drive zavedeno. Z tabulky
vyplyva, 7e mutace v genech NEFL a MPZ mohou byt zodpovédné jak za demyelinizacni, tak za
axonalni formy CMT. Gen NEFL jsem z tohoto diivodu pozdéji testovala i u skupiny pacienta

s axonalni formou tzv. CMT2E.

1.4. Patomechanismy u AD CMT1

Myelin v perifernim nervovém systému (PNS) je tvoren a udrzovan Schwannovymi bunkami.
Tyto specializované bunky obaluji axony neuronii svymi plasmatickymi membranami a tento
tzv. myelinovy obal umoznuje rychlé Siteni akénich potencidld axonem. Existuje velmi tésna
komunikace mezi Schwannovymi burikami a neuronem a proto neni piekvapivé, ze jakékoli
naruseni této dynamické rovnovahy vede obvykle k projeviim periferni neuropatie. (Niciann ct
al., 2006) Hereditarni neuropatie CMT jsou geneticky i klinicky heterogenni. Mutace v rliznych
genech mohou zpiisobit podobny CMT fenotyp a naopak, mutace ve stejném genu mohou vést

k velmi rozdilnym projeviim onemocnéni. (Suter a Scherer, 2003, Seeman et al., 2004)
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Béhem své prace jsem analyzovala geny exprimované bud v neuronu nebo v myelinizujicich
Schwannovych bunkach v nervovém systému. Riiznymi metodami jsem hledala mutace v genech
PMP22, EGR2, NEFL a SIMPLE. Patomechanismy ptisobeni mutaci v téchto genech jsou rozlisné
a proto jsem zpracovala strucné srovnani funkci téchto gent a efektu mutaci v nich. Seznamila
jsem se se Ctyimi nejdilezitéjSimi mechanismy vzniku demyelinizaéni neuropatie na proteinové
urovni: 1. Mutace v myelinovych komponentach; 2. Mutace v transkripénich faktorech
regulujicich geny kodujici myelinové proteiny; 3. Mutace v neuronalnich cytoskeletalnich
komponentach ovliviujici axonalni transport; 4. Mutace ovliviujici syntézu, tfidéni nebo

degradaci proteinu v myelinizujicich burikach.

CMT demyelinizaéniho typu zplisobené mutacemi ve strukturnich proteinech
myelinu: gen PMP22

Protein PMP22 - glykosylovany membranovy protein obsahujici 4 transmembranové
podjednotky - je exprimovan zejména Schwannovymi bunikami v perifernim nervovém systému
(PNS) a spolecné s proteinem MPZ tvori strukturalni zaklad kompaktniho myelinu. Periferni
myelin ma podobu multilamelarni spiraly tvorené specializovanou bunéénou membranou
Schwannovych bunék. V jeho slozeni pfevlada cholesterol, sfingolipidy a dalsi specializované
lipidy jako galaktocerebrosid nebo sulfatid, mensi zastoupeni maji strukturalni proteiny — kromé
prevladajiciho PMP22 zej'ména myelin protein 0 (MPZ) a myelin bazicky protein (MBP). (Suter
a Scherer, 2003) Ackoli jsou funkce PMP22 jesté z vétsi ¢asti neznamé, predpoklada se, ze je,
kromeé své strukturalni funkce, nezbytny pro iniciaci myelinizace (vytvafeni myelinovych spiral),
regulaci bunécného ristu, diferenciace, bunééné migrace a apoptosy a pro kontinualni obnovu a
udrzovani stability myelinu v perifernich nervech. (Niemann et al., 2006, Houlden a Reilly, 2006;
Vallat, 2003) Gen PMP22 je davkové sensitivni. Nejcastéji nachazenou mutaci genu PMP22 je jeho
duplikace. (Nelis ¢t al., 1996) Zpusobuje tzv. formu CMT1A, ktera — i kdyz je v rAmci CMT
zdaleka nejcastéjsi — ztistava na Grovni bunéénych mechanismu stale do velké miry neobjasnéna.
Existuje vice hypotéz patologického plsobeni nadbytecné kopie PMP22 a kratce je zminim

v ivodu kapitoly 8 o testovani CMT1A/HNPP forem pomoci real-time PCR.

CMT zpisobené mutacemi v transkripénich faktorech regulujicich geny
kodujici myelinoveé proteiny: gen pro early growth response 2 faktor (EGR2)

Exprese myelinovych komponer. (PMP22 a MPZ) je ve Schwannovych bunkach prisné

regulovana. Mutace v transkripénich faktorech regulujicich geny, ktere koéduji myelinové
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proteiny, jsou proto dalsimi kandidaty ve skupiné demyelinizacnich neuropatii. Doposud byly
u CMT1 pacientta identifikovany mutace ve dvou transkripcnich faktorech — EGR2 a SOX10.

(Niemann et al., 2006)

CMT zpusobené zménami v cytoskeletu a poruchou transportniho procesu
v neuronu: gen pro neurofilament light chain gene (NEFL)

Téla motorickych neuronlt PNS jsou uloZena v prednich rozich misnich a téla sensitivnich
neuronti v dorzalnich spinalnich gangliich. Ovladané svaly a receptory se nachazeji na periferii
organismu, ¢asto ve znacné vzdalenosti od téla neuronu, kterd v pripadé dolnich koncetin muze
predstavovat az 1T m. Axony neuronii, zodpovédné za ptekonani této vzdalenosti, maji proto
velmi vysoké naroky na kontinualni obousmémou prepravu materialu -~ zejména bunéénych
organel a vezikul obsahujicich proteiny. Naruseni tohoto transportu rlznymi mutacemi
v komponentach cytoskeletu - jako v pripadé genu pro lehky ftetézec neurofilament —
neurofilament light chain (NEFL), v transportnich proteinech a v proteinech zajistujicich vazbu
organel a vezikul k transportnimu aparatu, vede krozvoji neuropatie. (Nienann ¢t al., 2006)
Mutace v NEFL byly prokazany jak u rodin s dominantnimi atonalnimi i demyelinizacnimi

formami neuropatie CMT. (Mersiyanova et al., 2000, Jordanova et al., 2003)

CMT zpusobené poruchou syntézy, tfidéni nebo degradace proteinu: gen pro
small integral membrane protein of the lysozome/late endosome ( SIMPLE)

Udrzovani spravného sloZzeni myelinového obalu Schwannovou bunkou zavisi na rovnovaze
mezi syntézou a degradaci jeho komponent. Membranové proteiny myelinu jsou syntetizovany
v endoplasmatickém retikulu (ER), modifikovany béhem transportu ER a Golgiho aparatem a
poté bud rovnou degradovany ¢i vélenény do plasmatické membrany. Degradace proteint
zacina procesem endocytozy, pokracuje transportem do ¢asného endosomu, kde probiha tiidéni
a je zakoncena bud pfesunem ve vesikulach za pomoci mikrotubul pres pozdni endosom do
lysozomu k degradaci nebo recyklaci — navracenim do membrany. (Nicwann et al., 2006) Mutace
v genech lodujicich proteiny zapojené do procesu syntézy a degradace proteind jsou
zodpoveédné picvarné za formu CMT1. V soucasné dobé se jedna asi 0 6 znamych protein(i a
jednim z nich je ,small integral membrane protein of lysosome / late endosome” (SIMPLE). Jedna
se o E3 ubiquitin ligazu lokalizovanou v membrané pozdnich endosomi a lysozomu

v cytoplasmé Schwannovych bunék udastnici se procesu tridéni a degradace proteinii
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oznacenych ubiquitinem. (Saifi ¢t al, 2005) Mista exprese jednotlivych zminénych genti, resp.

jejich proteintt v PNS jsou znazornéna na obrazku 6.

Cytoplasm Nucleus
LIT '\f“' EGR2 ®

Schwann cell ,’.-\

Obr. 6.
Schematicky prifez
perifernim nervem

s vyznacenim mista
exprese genll EGR2,

K v SIMPLE, PMP22 a NEFL.
Compact Mvelin Cytoskeleton Upraveno dle Houlden a
PMP22 NEFL Reilly, 2006.
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2. Cile studie

V dobé zahajeni mé prace nebyla v rozsahlém souboru vice nez 500 rodin (v soucasné dobé 770
z celkového poctu 1150 vysSettenych CMT rodin) shromazdéném v DNA laboratofi
neurologickych klinik 2. LF UK pfiblizné u poloviny z nich objasnéna pricina CMT a nebyla
nalezena kauzalni mutace. V té dobé bylo v nasi laboratofi, jako jediné v CR provadéjici DNA
vysetreni CMT pricin, mozné vysetireni 5 nejcastéjsich genovych poruch u dédi¢nych neuropatii —
prestaveb na chromosomu 17p (formy CMT1A a HNPP) a bodovych mutaci gentt Cx32, MPZ
a PMP22.

I po cileném vySetfeni téchto nejcastéjSich 4 az 5 genovych pricin zistava asi u 40% pacientt
pricina na genové urovni nejasna a diagnosa nemiize byt upresnéna. U castych sporadickych
pfipadl se nelze ani spolehlivéji vyjadrit k typu genetického prenosu a tedy ani ke geneticke
prognoze u pacienta a jeho ptibuznych. Z tohoto dlivodu bylo nezbytné, vzhledem k rychlému
rozvoji poznatku o pricinach CMT, rozsirit moznosti dovysetfeni o analyzy dalsich genu u jiz
shromdazdéného souboru pacientii. Mutace v genech EGR2, NEFL a SIMPLE byly teprve
v poslednich 5 letech objeveny jako dalsi priciny chorob CMT. (Warner et al., 1998; (Mersiyanova ct
al., 2000, Strect et al,, 2003) Prvni publikace a studie téchto genli u pacient s CMT ukazaly na
relativné velky vyznam a nadéji pozitivnich nalezii mutaci v téchto genech i u nasich jiz

shromazdénych pacientu s dosud neznamou pficinou choroby CMT.

Cile mé prace byly:

1. Zjistit relativni zastoupeni jednotlivych typu dédicnosti v celkovém souboru dosud
shromazdénych CMT rodin (véetné rodin s jiz drive prokazanou kauzalni mutaci), zejmena
podil autozomalné dominantnich a sporadickych forem.

2. Zjistit relativni podil autozomalné dominantnich a sporadickych forem v souboru CMT rodin
s dosud neznamou kauzalni mutaci (tzv. ,nepotvrzena skupina”) s vyloucenou formou
CMTTA resp. HNPP a event. s vyloudenymi mutacemi v dalSich testovanych genech

asociovanych s CMT - Cx32, MPZ, PMP22.
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3. Ze souboru pacientll sdosud nenalezenou kauzalni mutaci vybrat pacienty a rodiny
s demyeliniza¢ni (CMTT1) a pozdéji i s axonalni (CMT2) formou dédi¢né neuropatie, u kterych
je mozné pripustit autozomalné dominantni (AD) typ dédic¢nosti (rodiny s vertikalnim typem
prenosu choroby v rodokmenu i rodiny se sporadickym vyskytem choroby a moznou
de-novo mutact s dominantnim efektem).

4. Na zakladé podrobnéjsich kritérii navrzenych dle poznatk z literatury vybrat z této skupiny
pacienty ktestovani genti EGR2, NEFL a SIMPLE a u nich provést primou sekvenacni
analyzu celé kédujici oblasti kazdého z téchto gend.

5. Urdcit frekvenci vyskytu, lokalizaci v genu, podil de-novo vzniklych mutaci s dominantnim
efektem (mutaéni frekvenci) a pripadné pavod vzniku mutaci v genech EGR2, NLFL
a SIMPLE ve skupiné pacientii s demyeliniza¢ni formou CMT1 v Ceské republice.

6. Zjistit frekvenci vyskytu, lokalizaci v genu, podil de-novo vzniklych mutaci s dominantnim
efektem (mutacni frekvenci) a pfipadné pavod vzniku mutaci v genu NEFL u pacienti
s axonalnim typem CMT2, kompatibilnich s AD typem dédi¢nosti (viz vyse).

7. Upresnit neurologicky a elektrofyziologicky fenotyp (provést korelaci genotypu a fenotypu)
a diagnosticka kriteria pro podtypy dédicnych perifernich neuropatii zplsobenych
zachycenymi mutacemi v genech EGR2, NEFL a SIMPLE.

8. Dal$im cilem mé prace bylo ovérit spolehlivost a zavést metodu real-time PCR pro rutinni
diagnostickou detekci dvou nejcastéjsSich mutaci u dédiénych neuropatii — duplikaci a delect
genu PMP22 (zodpovédnych za formy CMTI1A resp. HNPP) a nasledné pomoci této metody
retrospektivné otestovat tzv. ,nepotvrzenou” skupinu pacient s drive vylou¢enou CMTIA /

HNPP formou na zdkladé mikrosatelitové analyzy.
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3. Pacienti a metody

3.1. Urceni zastoupeni forem dédicnosti v souboru CMT rodin

Statisticky ptehled zastoupeni jednotlivych forem dédicnosti v celkovém souboru CMT rodin a
vsouboru CMT rodin sdosud nenalezenymi mutacemi (4j.sjiz vyloucenymi nejcastéjsimi
mutacemi) (viz cile projektu), byl vypracovan pomoci selektivnich dotazti v elektronické databazi

CMT pacienttt DNA laboratofe v programu MS Access.

3.2. Vybér pacientu

Opakovany vybér pacientll k sekvenacni analyze byl usnadnén existenci aktualizované databaze
pacientu. Pocet vySetfenych pacientl a ptesna kritéria jejich vybéru budou uvedena postupné
primo v nasledujicich kapitolach tykajicich se testovani jednotlivych CMT-asociovanych gent.
DNA pacienti byla izolovana z periferni krve nebo ze slin za pouziti nékolika standardnich

metod.

3.3. Sekvenaéni analyza geni EGR2, NEFL a SIMPLE

Mutace v genech EGR2, NEFL a SIMPLE jsem hledala metodou obousmérného primého
sekvenovani vsech kodujicich exont a prilehlych intronovych oblasti.

PCR amplifikace: Gen EGR2 jsem amplifikovala v 9 prekryvajicich se fragmentech
s pouzitim dfive publikovanych parQ primert (Timmmerman et al., 1999), gen NEFL v 6 Castecné se
prekryvajicich fragmentech s pouzitim primeri nové navrzenych pomoci nastroje ELXR
(Iittp:/lmutation swmed.edulelxr/) a gen SIMPLE ve 3 PCR fragmentech s pouzitim dfive
navrzenych primerQ. (Street et al., 2003; Dr. Vincent Timmerman) Sekvence primert pro testované

geny jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tab. 2. Piehled primerl pouzitych k PCR amplifikaci a pfimému sekvenovani geni EGR2, NEFL a SIMPLE.

Gen Primer Sekvence primeru - forward ‘ Primer Sekvence primeru - reverse
EGR2 1F 5 AAGTGTGGAGGGCAAAAGGA 3 [1R 5" ACGCGGCTTACCTCCGGC 3
2.1F 5' TCCCCTCCCCAGATGGCATG & \ 2.1R 5 TGACGCTGGATGAGGCTGTG &
2.2F 5' GCTACCCAGAAGGCATAATC 3 |2.2R 5' AGGAAGGAGGTGGTGGGTAG 3
2.3F 5°CCCTCCTGCGTTCCTGTCAG 3 2.4R 5' CAGGGTAAAGTTACGGATTG &
2.4F 5 ACCCAGGTCTCTTCCCAATG 3 2.4R 5' GCAGGTGGTGTGGGTTATAG 3
25aF 5 CAATCCGTAACTTTACCCTG 3 2.5aR 5 GGATGTGCCGTGTCAGCTCG 3
25bF 5 CGAGCTGACACGGCACATCC 3 2.5bR 5' CTCCGCCAAGACTGCTGCTG &
2.5cF 5 CGCAAGTACCCCAACAGACC 3 2.5cR 5' GGTGGTCACTGCGGCTGAAG 3
2.6F 5 ATCGGTGCCAGCCCCCTCTA 3 2.6R 5' TAGGTGGAAAGGGGGCAGTG 3
NEFL 1.1F 5 AGCCTCCCGGCGTATAAAT & 1.1R 5' CTCAGCACCTCCTCTTCATAGC 3
1.2F 5' AGCAGAACAAGGTCCTGGAAG 3 1.2R 5 CTTCTCCAGCGCTTCATTCA 3
1.3F 5' GACAGCTTGATGGACGAAATCT 3 1.3R 5 CAAGCCCTATCCCTAAGAGCTG 3
2F 5' CAGGCTTCATGAACTTGGGTAT & 2R 5 GCAGGGCTGGGATTTATCA &
3F 5 GCTTGCCTTTGTGTTTAGGGTA 3 3R 5 GTTCTTTAGGACACCAACCTGCT 3¢
4F 5' GTTAAGTCTTGGAGAGGAGCAGA 3¢ 4R 5' TGCCGTAGATCCTGAACTCATA &'
SIMPLE 2F 5'CAACTGAATTTCTTATCTGG 3 2R 5 GTAAAACTGGAACGTACTGG 3
3k 5' ATAGCCAGACGATGAACG 3 3R 5° ATGGTGCAGTTGAGAACC 3
4F 5' AGAAGGACATGAACATGG 3 4R 5' CCAAAAGAAGACATGAAGG 3

K PCR amplifikaci jsem pouzila nasledujici DNA polymerazy ¢i premixy: EGR2 — TaqGold
(ABI, USA); NEFL — WinTaq (Institut lékatské geﬁeﬁky Erlangen) a Plain PP Master Mix (Top Bio
s.r.0., CR); SIMPLE — Win Taq a Plain PP Master Mix, a tyto programy:

EGR2 - touch down program: 94°C 7 min; 9 cykla: 97°C 20 sec, 65°C (-1°C/cyklus) 20 sec,
72°C 40 sec; 29 cykla: 94°C 20sec, 55°C 20 sec, 72°C 40 sec; 72°C 10 min, 15°C oo,

NEFL - 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, 61°C 45 sec, 68°C 45 sec; 2 cykly: 94°C 30 sec, 59°C 45 sec, 68°C 45 sec; 31 cykla: 94°C 30
sec, 57°C 45 sec, 68°C 45 sec; 68°C 20 min, 15°C co.

SIMPLE: pro Plain PP Master Mix: 95°C 5 min; 35 cykla: 95°C 30 sec, 53°C 30 sec, 72°C 30 sec;
72°C 5 min; 10°C <. Pro WinTagq: 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, 61°C 45 sec, 68°C 45 sec; 2 cykly: 94°C 30 sec, 59°C 45 sec, 68°C 45 sec;
31 cyklt: 94°C 30 sec, 57°C 45 sec, 68°C 45 sec; 68°C 20 min, 15°C ee.

Purifikace PCR produktii: Po vizualizaci na agarézovém gelu (s vyuzitim interkala¢niho
barviva ethidiumbromidu) jsem PCR produkty precistovala v riznych fazich projektu pomoci
nasledujicich postupli: manualni precisténi pomoci kolonek Qiagen QIAquick (Qiagen Inc.),
enzymatické precisténi Exo/Sap I a dale pfi testovani vétsiho poctu vzorkii zejména automatické

precisténi pomoci multipipetovaciho robotu Tecan (Tecan Ltd.) vyuzivajiciho filtrovaci desticky
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Millipore (Millipore, USA) a robotu Beckman Biomek (Beckman Coulter Inc.) fungujicim na
principu vazby DNA na magnetické castice precistovaciho roztoku Ampure.

Sekvenacni reakce a sekvenace: Precisténé PCR produkty byly sekvenovany s pouzitim kitu
Big Dye Terminator V3.1 Kit (ABI, USA), produkty sekvenacni reakce byly dale purifikovany
precipitaci s kyselym ethanolem nebo pomoci robotu Tecan a desticek Millipore ¢i robotu
Beckman Biomek a piecistovaciho roztoku CleanSeq. Precisténé produkty byly po rozpusténi ve
formamidu analyzovany na pristrojich ABI 3730, ABI 3130, ABI 3100Avant a ABI 310 (Applied
Biosystems, USA).

Analyza sekvenci: Sekvence jsem vyhodnocovala s vyuzitim softwartt SeqMan (DNASTAR
Inc., USA) a SeqScape (ABI, USA).

3.4. Restrikéni mutac¢ni analyza

K testovani DNA vzork( zdravych kontrol na vyskyt kauzalnich mutaci v genech EGR2 a NEFL
(mutace Arg359GIn a Tyr265Cys) bylo vyuZzito polymorfismu délky restrikénich fragmentu
(RFLP) pfi restrikénim Stépeni enzymy BceAl a Btsl (BioLabs Inc, USA). Vhodné enzymy
(takovy, u kterého mutaci bud vznika ¢i zanika jeho restrikéni misto) jsem vyhledala v databazi
NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index php). Vysledek Stépeni u mutace Arg359GIin
v genu EGR2 je zobrazen dale v kapitole 5.3.

3.5. Neurologicka a neurofyziologicka vysetreni

Klinickd neurologicka vysetfeni a genetické konzultace se sdélenim vysledkd molekularné
genetickych analyz u pacientii s nové zachycenymi mutacemi v CMT-asociovanych genech jsme
provadeli spolecné s Doc. MUDr. Pavlem Seemanem, PhD. prevazné na ambulanci Kliniky
détské neurologie 2. LF UK a FNM.

EMG vysetieni a vySetreni evokovanych potencialti probihala v ramci kontinualni zdravotni
péce o CMT pacienty v ambulanci As. MUDr. Radima Mazance, PhD. na Neurologické klinice
dospélych 2. LF UK a FNM.

3.6. Kvantitativni real-time PCR k testovani poctu kopii genu PMP22

Principy a vyuziti teto metody k testovani duplikaci a delect genu PMP22 jsou podrobné popsany

v kapitole 8.
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4. Relativni zastoupeni typu dédi¢cnosti v souboru
CMT rodin

Relativni zastoupeni jednotlivych typti dédi¢nosti v celkovém souboru CMT rodin a mezi

rodinami s dosud nenalezenou mutaci je znazornéno v nasledujicich dvou grafech.

AR; 2%

Dominantni
(AD/nespec.);

429, ——Sporadicky; 38%

Nejsou Udaje;
18%

Graf 2. Relativni zastoupeni typ dédiénosti v celkovém souboru véech CMT rodin (1150 k 1.4.2007)

V grafu 2 je patrnd prevaha dominantnich forem (v této skupiné jsou zahrnuty i rodiny s
X-vazanym dominantnim prenosem) nad formami jednoznacné autozomalné recesivnimi (AR).
Skupina se sporadickym vyskytem CMT je velmi rozsahla a maze obsahovat jak pacienty s de-
novo dominantnimi mutacemi, tak pacienty s AR formami.

Relativni zastoupeni rodin s dominantnimi formami a se sporadickym vyskytem je priblizné

srovnatelné (42% a 38%.)
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Graf 3. Relativni zastoupeni typd dédiénosti v souboru CMT rodin s dosud nenalezenou kauzalni mutaci
(770 rodin v tzv. "nepotvrzené" skupiné k 1.4.2007)

Z grafu 3 je ziejmé, ze v pribéhu procesu objasnovani pri¢in deédiénych neuropatii v nasi
laboratori je nejvyssi uspésnost praveé ve skupiné se zaznamenanym dominantnim prenosem:.
Naopak nejnizsi zachyt mutaci je pravdépodobné u sporadickych pripada. Pavodni cetnost AD
rodin 42% v celkovém souboru rodin poklesla v ramci této skupiny na 27% v ,nepotvrzené
skupiné” a o zhruba stejny podil naopak stoupa zastoupeni sporadickych forem (z 38 na 48%).
Tento trend je vysvétlitelny vysokym zachytem dvou nejcastéjSich forem — CMT1A a HNPP -
které maji obé AD dédicnost, casto se vyskytuji v nékolika generacich (proto je rodina zarazena
jako dominantni) a jsou zachyceny brzy po pfijmu vzorku do laboratore v 1. provedeném

testovani. (Nelis et al., 1996)
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5. Testovani genu pro early growth response
factor 2 (EGR2)

5.1. Uvod a cile

Gen pro ,early growth response 2 gene” (EGR2) lezi na chromosomu 10q21-22 a obsahuje 2
exony, které koduji protein o velikosti 476 AMK. EGR2 je transkripcni faktor typu zinkového
prstu, ktery fidi casnou myelinizaci perifernich nervi.. (Joseph et al, 1998) Ve své strukture

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

R1 domain Zt-1 2f-2 Zf-3
Obr. 7. Schematické
NH, COOH znazornéni domén proteinu
EGR2. (Upraveno dle
Houlden a Reilly, 2006.)

Domény typu zinkového prstu se vyskytuji v mnoha proteinech vazicich nukleové kyseliny.
Domeéna je tvoiena 25 — 30 aminokyselinovymi zbytky, pficemz na jejich koncich nalézame vzdy
dva zbytky cysteinové a dva histidinové, které pfimo vazi atom zinku. Doména je schematicky

znazorneéna na obrazku 8.

X X
X X
X X
X X
X X
X X
C H
x N/ x Obr. 8.
x Zn x Schéma domeény typu zinkového
x / Vox prstu tzv. C2H2 typu.
Cc H (http://www.expasy.org/cgi-
X X X X X X X X X X bin/prosite-search-ac?PDOC00028)

EGR?2 je aktivovan ve Schwannovych bunkach jiz pred zacatkem myelinizace a poruchy jeho
funkce v disledku mutaci vedou k zablokovani vyvoje Schwannovych bunék v ¢asném stadiu

jejich diferenciace. (Topilko et al., 1994)
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Mutace v EGR2 byly popsany u celého spektra pacienti s demyelinizac¢nimi formami HMSN,
tj. u kongenitalni hypomyeliniza¢ni neuropatie (CHN), u Dejerine-Sottas neuropatie (DSN)
a pozdéji i u klasického demyeliniza¢niho typu Charcot-Marie-Tooth — typ 1 (CMT1). (Suter
a Scherer, 2003; Warner et al., 1998) Forma CMT1 zptisobena mutacemi v genu EGR2 byla oznacena
jako CMT1D. (Suter a Scherer, 2003) Dosud bylo popsdno pouze 9 rtznych patogennich mutaci
a jeden nepatogenni polymorfismus v EGR2 genu (Tab. 3).

(http:/lwww.molgen.ua.ac.be/ CMTMutations/) Témér vSechny popsané mutace jsou heterozygotni
s dominantnim efektem a u vétsiny je popsan vznik de-novo. Pouze jedna z mutaci byla popsana

u recesivni CHN v homozygotnim stavu v konsangvinni rodiné. (Warner et al., 1998)

Tab. 3. Prehled dosud publikovanych patogennich mutaci v genu EGA2. U kazdé mutace je vyznaceno,
zda vede k fenotypu CMT1, DSS ¢i CHN. Zpracovano dle www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations

Mutace (v cDNA) Zmeéna v proteinu  Fenotyp Citace
c.[B03T>A]+{803T>A]  [lle268Asn]+[lle268Asn] CHN Warner et al., 1998
c.1064A>T Asp355Val CMT1-tézké Bellone et al., 1999
c.1075C>T Arg359Trp DSS (+ post. hlavovych  Taroni et al., 1999
nervG)/CMT1 Timmerman et al., 1999

Boerkoel et al., 2001
Choi et al., 2004
Chung et al., 2005

EGR2:c.{1075C>TI+GJ EGR2:{Arg359Trp]+GJB DSS Chung et al.,, 2005
B1:¢.[407T>C] 1:[Val136Ala]
c.1076G>A Arg359Gin CMT1 + progresivni Mikesova et al., 2005
skoliéza
c.1086A>C Arg362Arg - (polymortismus) Timmerman et al., 1999
Choi et al., 2004
c.1141C>T Arg381Cys CMTH Yoshihara et al., 2001
c.1142G>A Arg381His CMT1 (+ post. hlavovych Pareyson et al., 2000
nerv() Vandenberghe et al., 2002
c.[1146T>G;1147G>T]  [Ser382Arg; Asp383Tyr] CHN Warner et al., 1998
c.1147G>T Asp383Tyr DSS Numakura et al., 2003
c.1225C>T Arg409Trp CMT1 Warner et al., 1998
c.1352G>T Gly451Val nespecifikované CMT Takashima et al., 2001
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5.2. Pacienti a metody

Testovala jsem 46 nepfibuznych pacientii s demyelinizacni formou CMT. U vSech pacienta byla
v predeslém testovani vyloucena pritomnost nejcastéjsi CMT1A duplikace / HNPP delece pomoci
sady mikrosatelitovych markert. (Seeman et al., 2000) U n€kterych pacientii byly navic vylouceny
mutace v genech Cx32, MPZ, PMP22, SIMPLE a GDAP1.

Pacienti byli vybrani podle téchto kriterii: rychlost vedeni (NCV) motorickymi vlakny
n. medianus NCV<40 m/s, dominantni nebo sporadicky vyskyt CMT v rodiné a veék zacatku
neuropatie pfed 50. rokem véku. Vzorky genomové DNA jsem vysetiovala piimym

sekvenovanim celé kodujici a prilehlych nekédujicich oblasti genu EGR?2, jak jiz bylo popsano.

5.3. Vysledky

DNA testovani

Nalezla jsem jednu novou missense mutaci v heterozygotnim stavu, ¢.1076G>A, vedouci
k zaméné aminokyselin Arg359GIn (R359Q) (Obr. 9). EGR2 mutace byla zachycena v jednom ze
46 testovanych pacienti a frekvence EGR2 mutaci u CMT pacienti s demyelinizacni formou
CMT, bez nejcastéjsi duplikované formy CMT1A, tak predstavuje pfiblizné 2%.

Nové identifikovana mutace Arg359GIn nebyla nalezena u rodict ani u starSi sestry
pacientky (Obr. 9), ktefi nevykazuji Zadné pfiznaky periferni neuropatie a maji normalni nalez
pfi kondukéni studii  perifernich nervii. Paternita byla potvrzena vySetfenim
10 mikrosatelitovych markerd. Tyto skutecnosti svédci pro de-novo vznik mutace Arg359GIn u

pacientky a pro kauzalni patogenni charakter nalezené mutace.

6 AG C TG ACACG G CACA TC CG A AG C TG ACAC®G @ CACA TC CG A

Obr. 9. Mutace
c.1076G>A,
Arg359Gin v genu
EGR2 zachycena
na forward a
revers sekvenci

u pacientky a
forward sekvence
stejného Gseku

u obou rodiéa,

u kterych nebyla
mutace
zachycena.
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Oba rodice pacientky a dale 138 kontrolnich chromosomii (69 kontrolnich DNA
nepfibuznych nepostizenych jedinci)) bylo dale vySetieno metodou restrikéni analyzy
s enzymem BceAl (BioLabs Inc, USA), u kterého zanika diky mutaci restrikéni misto. Ani

v jednom vzorku nebyla mutace Arg359GIn nalezena a byla tak vyloucena moznost, Ze se v ceské

populaci jedna o bézny polymorfismus (Obr. 10).

Obr. 10.

Vysetfeni rodict a pacientky pomoci

restrikéniho §tépeni PCR produktu
enzymem BceAl. U pacientky, ktera
je heterozygotkou pro mutaci

Arg359GIn v EGRZ2, je patrné jen
nestépeny Castecné stépeni PCR produktu
PCR produkt v porovnani se zdravymi rodici, u

kterych restrikéni misto enzymu

nezanika.

— e

U dvou ze 46 testovanych pacientii byl vtéto studii dale nalezen dfive popsany
polymorfismus c. 1086 A>C (Arg362Arg, R362R) (Obr. 11). (Timmerman et al., 1999; Vandenberge et

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

Obr. 11. Vlevo F sekvence zachycujici heterozygotni polymorfismus Arg362Arg v genu EGR2.
Vpravo sekvence téhoz tseku u normaini kontroly.

Klinicka a elektrofyziologicka charakteristika pacientky
nesouci mutaci Arg359Gin

Nyni 18-ti letd pacientka je druhou dcerou zdravych nepfibuznych rodicti. Porodni vaha,
poporodni adaptace a ¢asny psychomotoricky vyvoj byly v normé. Do 12 let véku byla pacientka
zcela zdrava. Ve véku 12,5 let méla opakované distorze kotnikii a ve véku 13 let zaznamenala

epizodu slabosti dolnich koncetin béhem sprintu a pfibliZné ve stejném obdobi rodina
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zaznamenala prvni pfiznaky poruchy chiize charakteru ,Soupani nohou”. Pacientka byla
vysetfena ortopedem, ktery popsal oboustrannou deformitu nohy pes cavus s kladivkovymi
prsty a thorakolumbalni skoliézu. Progrese poruchy chiize, deformit nohou a skolidzy byla
rychla v prvnim roce po nastupu obtizi, ale poté se relativné zpomalila. Svou roli v tom mohl
sehrat intenzivni fyzioterapeuticky program. Diagnéza CMT demyelinizacniho typu 1 byla
stanovena brzy po zac¢atku onemocnéni na zakladé EMG nalezii, které prokazaly vyrazné snizeni
rychlosti vedeni vzruchu perifernimi nervy.

Neurologické vySetfeni ve véku 17 let neprokazalo postizeni hlavovych nervii. Svalové
atrofie byly mirného stupné a patrné pouze na svalech nohou. Pozorovali jsme bilateralni distalni
hypestezii a mirnou distalni svalovou slabost flexorui zapésti (4/5) a extenzoru hallucis longus
(4/5). Pacientka méla bilateralni pes cavus s kladivkovymi prsty a omezeni thlu maximalni

aktivni (105°) a pasivni (90°) extenze nohy (Obr. 12).

Obr. 12.

Deformita nohy pes cavus a
omezeni maximalni extenze
nohy u pacientky nesouci
mutaci Arg359Gin v genu
EGR2.

Pacientka nebyla schopna chiize ani stoje na patach, méla vymizelé vSechny reflexy na
hornich i dolnich koncetinach a neméla Zadné znamky ataxie. Méla stfedné téZkou a progresivni
thorakolumbalni skoliézu s pravou hrudni kfivkou velikosti 36 stupni dle Cobba a levou bederni
kfivkou velikosti 24 stupniti. K¥ivka v bederni oblasti progredovala o 8 stupiit béhem uplynulych

18 mésicii (Obr. 13). V dobé vysetfeni pacientka netrpéla slabosti dychacich svalii.
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Obr. 13.

Thorakolumbalni skoliéza

u pacientky s mutaci Arg359GIn
v genu EGR2. Ve véku 15,5
roku meéia lumbalni kfivka
velikost 16° (A), ve véku 17 let
jiz 24° (B). Hrudni kfivka v tomto
obdobi neprogredovala.

Kondukéni studie ve véku 17 let ukazaly povSechné sniZeni rychlosti vedeni vzruchu
motorickymi (MNCV) i senzitivnimi (SNCV) vlakny perifernich nervii. Amplitudy akéniho
potencialu v motorickych (CMAP) a sensitivnich vlaknech (SNAP) byly na spodni hranici
normalniho rozmezi na hornich koncetinach a vyrazné sniZzené az nedetekovatelné na dolnich

koncetinach (hodnoty EMG vySetfent jsou shrnuty v Tab. 4).

Tab. 4. Vysledky kondukénich studii u pacientky nesouci R359Q mutaci v genu EGR2 odpovidaji
_primarni motorické a sensitivni demyelinizacni 1ézi.

Norma Pacientka
Motoricka n. Medianus DML (ms) <40 8.9
viakna MNCV (m/s) =51 13
Amplituda (mV) 242 52
F-wave (ms) <30 78.4
n. Ulnaris DML (ms) <28 6.5
MNCV (m/s) 250 11
Amplituda (mV) 255 55
F-wave (ms) <30 50.9
n. Peroneus (m. DML (ms) <50 13.3
fibialis ant.) MNCV (m/s) > 39 16
Amplituda (mV) NA 2.5
n. Tibialis DML (ms) <55 14.3
MNCV (m/s) 240 9
Amplituda (mV) 225 0.1
Sensitivni n. Medianus SNCV (m/s) > 48 16
viakna Amplituda (uV) 210 5.0
n. Ulnaris SNCV (m/s) > 48 19
Amplituda (uV) >10 12
n. Suralis SNCV (m/s) =38 Neméritelné
Amplituda (uV) 244 Nemeéritelné

DML, distalni motoricka latence; MNCV, motor nerve conduction velocity — rychlost vedeni motorickymi
vlakny; SNCV, sensory nerve conduction velocity — rychlost vedeni sensitivnimi viakny; NA, not available —
hodnota neni k dispozici. Patologické hodnoty jsou tuéné.
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VySetfeni blink reflexu ve véku 17 let prokazalo demyelinizaéni postizeni n. facialis
a trigeminus. Latence sluchovych evokovanych potenciald (BAEP) a zrakovych evokovanych
potencialti (VEP) ve véku 17 let byly v normé. Koncentrace proteinti v mozkomisnim moku pfi

vysetfeni ve véku 13 let byla v normé (310 mg/1).

5.4. Diskuse

Ukéazala jsem, Ze mutace vgenu EGR2 jsou velmi vzacné mezi dceskymi pacienty
s demyelinizacnim typem onemocnéni CMT. Sekvenovanim genu EGR2 jsem vysetrila 46
nepribuznych pacientl a pouze u jedné pacientky jsem nalezla kauzalni mutaci. Jde o dosud
nepopsanou missense mutaci Arg359Gln. Frekvence nalezenych mutaci v EGR2 ve skupiné
CMT1 pacientu po vylouceni nejcastéjsi formy CMTIA v této studii odpovida asi 2,2 % a je
v souladu s vysledky predeslych screeningovych studii. (Warner et al., 1998; Timmerman et al,
1999; Vandenberghe et al., 2002; Choi et al., 2004 ; Nuwmakura et al., 2003)

Veék nastupu onemocnéni u nasi pacientky a jeji klinicky obraz jsou velmi podobne
nejcastéjsimu fenotypu u formy CMT1A. U pacientky se objevily prvni priznaky neuropatie a
thorakolumbalni skoliézy na zadatku druhé dekady Zivota. Ma vyrazné zpomalené rychlosti
vedeni perifernimi nervy (NCV), oboustrannou deformitu nohy pes cavus, a pouze velmi mirné
svalové atrofie. Nevykazuje zadne znamky klinického postizeni hlavovych nervi.

Ve srovnani s dalsimi popsanymi fenotypy zphsobenymi mutacemi v genu EGR2, se vék
nastupu a klinicky obraz u nasi pacientky shoduje nejblize s fenotypem CMT1 u heterozygotnich
mutaci Asp355Val (sporadicky pifipad) a Arg409Trp (dominantni CMT1 rodina). (Bellone et al.,
1999, Warner ct al., 1998) Tito pacienti méli velmi podobny vék nastupu obtizi, ale NCV u nasi
pacientky jsou jesté vyraznéji snizené. Dalsi dvé mutace v EGR2, obé v kodonu 381, jsou spojeny
s CMT1 fenotypem, ale presto se popsany klinicky obraz pomeérné vyznamné lisi od nasi
pacientky. (Yoshihara ct al., 2001; Pareyson et al., 2000) Nositel heterozygotni mutace Arg381Cys
mél NCV porovnatelné s nasi pacientkou, ale mél velmi pozdni vék nastupu obtizi (59 let).
(Yoshihara ct al., 2001) Druha heterozygotni mutace Arg381His byla popsana v rodiné s tézkou
demyelinizacni neuropatii CMT1 kombinovanou u jednoho ¢lena rodiny s postizenim hlavovych
nervl. (Pareyson et al., 2000) Je potreba zdlraznit, Ze v predeslych publikacich byli popsani 4
pacienti s tézkou neuropatii typu Dejerine-Sottas nesouci jinou mutaci (Arg359Trp, R359W) v
tcmze kodonu 359 genu EGR2. (Timmerman ¢t al.,, 1999; Boerkoel et al., 2001; Taroni ¢t al., 1999)

Prvni ptiznaky se u téchto pacienti objevily velmi casné - do 4 let véku, rychlosti vedeni
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perifernimi nervy byly u vsech pod 8 m/s i zcela nedetekovatelné, ve tiech pripadech bylo
popsano klinické postizeni hlavovych nervl, ujednoho pacienta se rozvinula tézka
thorakolumbaini skoliéza a dva pacienti z této skupiny zemfeli v nizkém véku na respiracni
selhani. (Timmerman et al., 1999; Boerkoel et al., 2001) Fenotyp u nasi pacientky je jednoznacné
mirnéjsi. Predpokladalo se, Ze mutace Arg359Trp konstantné zptsobuje DSN, nedavna studie
ovsem popisuje nalez této mutace u dvou pacientli v dominantni CMT1 rodiné. (Choi ¢t al., 2004,
Chung et al, 2005) Podrobna klinicka studie provedena u nasi pacientky rozsirila a obohatila
znalosti o spektru fenotypti zptsobenych EGR2 mutacemi.

Mutovany argininovy zbytek 359 se nachazi v a doméné prvniho zinkového prstu proteinu
EGR2 (Obr. 14). Tento zbytek je klicovy pro DNA vazebnou aktivitu EGR2 proteinu a jeji
specificitu (Nardelli et al., 1991) a drive popsana mutace Arg359Trp sniZuje v experimentu DNA

vazebnou aktivitu EGR2. (Warner et al., 1999)

1 I 21 el 41 5%

1 MMTAKAVDKI PVTLSGFVHQ LSDNIYPVED LAATSVTIFP NAELGGPFDQ MNGVAGDGMI

61 NIDMTGEKRS LDLPYPSSFA PVSAPRNQTF TYMGKFSIDP QYPGASCYPE GIINIVSAGI
121 LQOGVTSPAST TASSSVTSAS PNPLATGPLG VCTMSQTQPD LDHLYSPPPP PPPYSGCAGD
181 LYQDPSAFLS AATTSTSSSL AYPPPPSYPS PKPATDPGLF PMIPDYPGFF PSQCQORDLHG
241 TAGPDRKPFP CPLDTLRVPP PLTPLSTIRN FTLGGPSAGV TGPGASGGSE GPRLPGSSSA
301 AAARAAAAAAY NPHHLPLRPI LRPRKYPNRP SKTPVHERPY PCPAEGCDRR FSRSQEL?EH
361 IRIHTGHKPF QCRICMRNFS RSDHLTTHIR THTGEKPFAC DYCGRKFARS DERKRHTKIH
421 LRQKERKSSA PSASVPAPST ASCSGGVQPG GTLCSSNSSS LGGGPLAPCS SRTRTP

EGR2, zinc-finger 1

LN
o)

R v Arg359Gin
.~ R359Q

(03 H} Obr. 14.

@ ., SO0 v R362)7 Schéma a-helixu 1. zinkového prstu ve struktufe
o8 % e proteinu EGR2 a znazornéni kodonu 359, ktery
i R pfimo sousedi s jednim ze dvou histidind
_ ; vézajicich kationt zinku.

o .0 Nahore je znazornéno aminokyselinové slozeni
proteinu EGR2. Zvyraznén je rozsah
o subdomény a-helixu 1. zinkoveého prstu, ve
P T které lezl mutace Arg359Gin.
& (http:.//www.expasy.org/cgi-bin/sprot-ft-
COOH details.pl?P11161 @ZN_FING@340@364)
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Ruzné missense substituce vkodonu 359 genu EGR2 vedou krozdilnym fenotypim.
Jednoznacéné mirné€jsi fenotyp u nositelky mutace Arg359GIn je pravdépodobné dan menSim
dopadem substituce za glutamin na DNA vazebnou aktivitu proteinu, nez v pripadé substituce
za tryptofan u zminovanych DSN pacientii. Obdobna je situace v pfipadé kodonu 381 EGR2, kde
byl fenotyp Arg381Cys nositele mirnéjsi, nez fenotyp nositelt mutace Arg381His. (Vandenberghe
et al, 2002; Yoshihara et al., 2001; Pareyson et al., 2000) Relativné cetné substituce na dvou
sousednich bazich v kodonu 359 EGR2 odrazi pravdépodobné pritomnost tzv. hot spot (horkého
mista) pro vznik mutaci v tomto CpG ostriivku. (Boerkoel et al., 2001)

Mutace v EGR2 vznikaji casto de novo a proto ma smysl testovat zejména pacienty se
sporadickym vyskytem demyelinizac¢ni neuropatie. I pfes peclivy vybeér testovanych pacientu je
ovsem obecné pravdépodobnost zachytu kauzalni mutace velmi mala. Pfitomnost nékterych
typickych projevii u pacientii (progredujici skoliéza, velmi nizké NCV, casny zacatek
onemocnéni) miize pravdépodobnost nalezu mutace zvysit.

Mutace Arg359GIn vgenu EGR2 byla zapsiana do mezinarodni databaze mutaci
zpusobujicich CMT - Inherited Peripheral Neuropathy Mutation Database (Obr. 15).
(http:/lwww.molgen.ua.ac.be/ CMTMutations/)

IPNMDB Inherited Peripheral Neuropathies Mutation Database
S et - ; EGR2
Inherited Peripheral
Neuropathies
1 c.[803T>A]+[803T>A] [lle268Asn]+[[le2684sn] CH Warner et al.,
IPN Mutations 1998
2 c.10644>T Asp35sval CMT1-severe Bellone et al.,
1599
3 c.1075C>T Arg359Trp DSS (plus cranial Taroni et al.,
nerve 1999
involvement)/CMT1 Timmerman et
al., 1999
Boerkoel et al.,
2001
: M Choi et al.,
Latest Mutations 2004
Chung et al.
> snd '
Table Legenc 2005
Links 4 EGR2:¢.[1075C>T]+GIB2:c.[407T>C] EGR2: [Arg352Trp]+GIB1: [Val136Ala] DSS Chung et al.,
b " 2005
Submission Form
SE 5 c.1076G>A Argasecin CMT1 + progressive  Mikesova et al.,
Curator scoliosis 2005
S I % 5 6 c.1086A>C Arg362arg - (polymorphism) Timmerman et
al., 1989
Chai et al.,
2004
7 €.1141C>T Arg381Cvs CMT1 Yoshihara et
last updated: 14-Mar-07 Maintained by Eva Nelis, Marc Cruts, Han Woute

Obr. 15. Zapis mutace Arg359Gin v mezinarodni databazi mutaci nalezenych u dédiénych neuropatii (IPNMDB).
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6. Testovani genu pro neurofilament light chain
polypeptide (NEFL)

6.1. Uvod a cile

Cytoskelet neuronii je tvofen tfemi slozkami: aktinovymi mikrofilamenty, mikrotubuly
a intermedialnimi filamenty (IF). Hlavnim typem IF v dospélych neuronech jsou neurofilamenta
(NF) o priiméru 10 nm, ktera jsou sloZena ze tii podjednotek oznacenych podle jejich velikosti:
N-FL (neuroftilament light), NF-M (neurofilament medium) a NF-H (neurofilament heavy).
(Julien, 1999) Podjednotky neurofilament jsou syntetizovany v jadfe neuronu (v perikaryon) a
poté jsou transportovany do axont, kde se organizuji. (Perez-Olle, 2004) Neurofilamenta skupin
N-FL, NF-M i NF-H maji stejnou trojdilnou strukturu s globuldrni doménou (,, hlavickou”) na
amino konci, centralni ,ty¢ovou” (rod) doménou a ,ocaskem” (tail) na karboxy konci. (Julien,
1999; Herrmann a Griffin 2002, Perez-Olle, 2004; Fabrizi et al.,, 2004) Neurofilamenta jsou dilezita
pro udrzeni struktury a zajisténi funkci axonu a bylo prokazano, ze mutace v N-FL vedou
k poruse transportu a agregace neurofilament. (Lee et al., 1993; Perez-Olle et al., 2004) Proto nebylo
velkym prekvapenim zjisténi, Ze mutace v podjednotce N-FL vedou k axonalnimu typu periferni
neuropatie — CMT2. (Mersiyanova et al., 2000) Polypeptid N-FL je sloZzen z 543 aminokyselin a ma
molekulovou hmotnost 61 kDa. Kodujici gen pro tuto podjednotku ,neurofilament light chain
polypeptide” (NEFL), lezi na chromosomu 8p21 v oblasti o velikosti 5,656 kbp a obsahuje ¢tyri
kodujici exony. (Julien et al., 1987)

Mutace v NEFL byly nejdfive nalezeny u pacienti s CMT axonalniho typu (CMT2) a tato
nova skupina byla oznacena jako CMT2E. (Mersiyanova et al., 2000) Nasledné byly ovsem mutace
v NEFL popsany také u pacientl s demyelinizaéni formou CMT1, ktera dostala oznaceni CMTTF.
(Honlden a Reilly, 2006; Jordanova et al., 2003)

Doposud bylo v literature popsano celkem 14 patogennich missense mutaci postihujicich 11
aminokyselin ~a jedna in-frame delece 5 aminokyselin v NEFL (Tab. 5).
(wrro.molgen.ua.ac.be/ CMTMutations/; Kabzinska, 2006; Fabrizi, 2007) Prvni popsanou mutaci byla
GIn333Pro u CMT2. (Mersiyanova et al, 2000) Nasledoval popis mutace Pro8Arg v rozsahlé

belgické rodiné s 10 postizenymi jedinci. Dle elektrofyziologickych nalezii je postizeni v této
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rodiné klasifikovano jako CMT1 nebo také jako intermedialni CMT (NCV mezi 25 a 45 m/s).
(Jordanova et al., 2003)

Tab. 5. Pfehled dosud publikovanych patogennich mutaci v genu NEFL. U kazdé mutace je vyznaceno, zda
vede k fenotypu CMT1 &i CMT2 ev. k obéma. Zpracovano dle www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations

Mutace (v cDNA) Zmeéna v proteinu Fenotyp Citace

1 c[19G>Al+[23C>G]  [Glu7Lys]+[ProBArg]  nespecifikovang CMT ~ Jordanovaetal, 2003

2 ¢.[22C>A;23C>G] Pro8Arg CMT? De Jonghe et al., 2001
3 ¢.23C>A Pro8GIn CMTH Jordanova et al., 2003
4 ¢.23C>G Pro8Arg CMT1 Jordanova et al., 2003
5¢.23C>T Pro8Leu CMT1 Jordanova et al., 2003
6 c.64C>A Pro22Thr CMT1 Yoshihara et al., 2002
7 ¢.64C>T Pro22Ser CMT1/2 Georgiou et al., 2002

Fabrizi et al., 2004
Fabrizi et al., 2006

8 .265G>A GluBalys CMT1 Jordanova et al., 2003

Yoshihara et al., 2002
9 ¢.290A>G Asn97Ser CMT1 : Jordanova et al., 2003
Yoshihara et al., 2002

Ziichner et al., 2004
Fabrizi et al., 2006

, Yoshihara et al., 2002
16 ¢.1582_1584delGAG Glub28del CMT1 / polymortfismus Jordanova et al., 2003

Yamamoto et al., 2004

10 ¢.443C>T Ala148Val nespecifikované CMT

11 ¢.803T>C Leu268Pro CMT?2 Fabrizi et al., 2006

12 ¢.998A>C GIn333Pro CMT2 Mersiyanova et al., 2000
13 ¢.963_977del Del322Cys 326Asn  CMT2 Fabrizi et al., 2006

14 ¢.1001T>C Leu334Pro CMT2 Choi et al., 2004

15 ¢.1189G>A Glu397Lys CMT1/CMT2 Choi et al., 2004

Prvnim cilem mé prace bylo, vzhledem k tehdejsim tidajiim o nalezu mutaci spise u CMT1
(Jordanova et al, 2003), zjistit frekvenci mutaci v genu NEFL u ceskych pacientd
s demyeliniza¢nim typem CMT (CMT1) s autozomalné dominantnim (AD) nebo sporadickym
vyskytem a s vyloucenou nejcastéjsi CMT1A duplikaci / HNPP deleci. Po vysetfeni NEFL genu u
pocetného souboru CMT1 pacient, které nevedlo knalezu zadné kauzalni mutace, jsem
nasledné provedla testovani skupiny pacientli s AD nebo sporadickym vyskytem axonalniho
typu periferni neuropatie (CMT2), opét s cilem identitikace zodpovédnych mutaci a urceni jejich
frekvence. Pacienti byli k vySetfeni zarazeni po peclivém vybéru a analyze klinickych a

genealogickych udajli podle predem stanovenych kriterit (viz nize).
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6.2. Pacienti a metody

Pacienti
Celkové jsem vysettila 111 nepfibuznych CMT1 nebo CMT2 pacientli na ptitomnost mutaci
v genu NEFL.

Nejdtive jsem vysetiila 66 ceskych nepiibuznych pacientil (z 66 rodin) s CMTI: Prvni
skupinu 48 pacienti jsem vybrala podle téchto kriterii: rychlost vedeni (NCV) motorickymi
vlakny n. medianus NCV<40 m/s, dominantni nebo sporadicky vyskyt CMT v rodiné a vék
zacatku neuropatie pred 50. rokem véku. DalSich 18 pacientt jsem vybrala podle upravenych
kriterii, ktera preferovala pacienty s casnéjsim vékem nastupu onemocnéni: rychlost vedeni
(NCV) motorickymi vlakny n. medianus nebo n. ulnaris NCV<40 m/s, dominantni nebo
sporadicky vyskyt CMT v rodiné a zacatek onemocnéni ptred 20. rokem zivota. U vSech CMT1
pacientu byla jiz dfive testovanim sady 17 polymorfnich markert (Seeman et al., 2000) vyloucena
nejcastéjsi forma CMT1A a ebeny mutace v nékterych z dalSich testovanych gent.

V dalsi sérii jsem vySetfila 45 nepiibuznych ceskych pacientd s CMI2 s AD nebo
sporadickym vyskytem v rodiné a sudajem o primarné axonalnim typu periferni neuropatie
(NCV n. medianus / n. ulnaris > 38 m/s). U sporadickych pfipadit jsem prednostné vybrala
pacienty, u kterych byly jiz vySetfeny alespon dalsi dva CMT-asociované geny bez nalezu
kauzdlni mutace.

Za ucelem ovéfeni segregace novych missense variant v NEFL detekovanych ve dvou
rodinach s postizenim CMT, jsem vysetrila dalSich 6 ¢lenti rodiny A (mutace Tyr265Cys) a
3 ¢leny rodiny B (mutace Lys529Glu).

Dale jsem otestovala celkem 103 zdravych jedinci kavkazské populace jako kontroly pro obé

nové varianty zachycené v NEFL.

Molekularni analyza
Vzorky genomové DNA byly vysetfeny primym sekvenovanim celé kodujici a prilehlych
nekodujicich oblasti genu NEFL (viz kapitola 3.3).

Pritomnost nové mutace Tyr265Cys, ktera vytvari noveé restrikéni misto pro enzym Bts, byla
nasledné testovana na 103 vzorcich kontrolni populace pomoci analyzy délky restrikénich
fragmenti (RFLP) stimto enzymem (BioLabs Inc., USA). Stejny pocet kontrol pro mutaci

Lys529Glu byl otestovan primym sekvenovanim exonu 4 genu NEFL.
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6.3. Vysledky

Testovani genu NEFL

Ve skupiné 66 CMT1 pacientii jsem nenalezla kauzalni mutaci v NEFL ani u jednoho pacienta.

U dvou pacienti jsem identifikovala tyto dfive popsané nepatogenni polymorfismy: c.667C>T

(Leu224Leu) (Obr. 16) vexonu 1 v homozygotni formé a c.1405G>A (Asp469Asn) v exonu 3

v heterozygotni formé (Obr. 17). (Jordanova et al., 2003)

| ¥
f /‘
A / A \r |“ | /\ /\'
'”N \J_ &_J{l Hl'x ."f f_. | M =

Obr. 16.
Nahore polymorfismus
c.670C>T (Leu224Leu)

v genu NEFL, dole kontrolni
sekvence.

Obr. 17.

Nahofte forward sekvence

s heterozygotnim polymorfismem
c.1405G>A (Asp469Asn), dole
kontrolni sekvence.

Dale jsem identifikovala mnozstvi opakujicich se intronovych zmén — patrné polymorfism,

které nebyly v literatufe publikovany ani studovany. Jedna se o tyto zameény (v zavorce je

uvedena jejich Cetnost zjiSténa v testovaném souboru): IVS 1+46G>A (3/66) v heterozygotni

a1
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formé; IVS 2+111T>G v heterozygotni formé (1/66); IVS 2-13T>C v heterozygotni formé (5/66)
(sekvence nejsou zobrazeny).

Ve druhé vySetfené skupiné 45 CMT2 pacientii jsem nalezla dvé nové mutace
v heterozygotnim stavu ve dvou rodinach. Jedna se o pravdépodobné kauzalni mutaci c¢.794A>G
v exonu 1 NEFL vedouci k zaméné aminokyseliny tyrosin na cystein — Tyr265Cys (Obr. 19). Tato
mutace byla doposud nalezena ve 4 generacich u 5 ze 7 vysetfenych clentu stejné CMT2 rodiny
(déle rodina A). Nebyla detekovana v zadném z 206 vySetfenych kontrolnich chromozomii.
Druhou identifikovanou mutaci je heterozygotni zaména ¢.1585A>G v exonu 4 NEFL vedouci
k zaméné aminokyseliny lysin za glutamovou kyselinu — Lys529Glu (Obr. 18). Tato zaména byla
nalezena celkem ve 3 generacich - u sporadicky postizené pacientky s CMT2 a dale u jejiho otce s
neobjasnénym jednorazovym a prechodnym postizenim hybnosti a u jeho zdravé matky (rodina
B). Mutace nebyla zachycena v zadném z 206 vySetfenych kontrolnich chromozomii. Jedna se

pravdépodobné o vzacny nepatogenni polymorfismus v genu NEFL.
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Obr. 18. Heterozygotni zaména c.1585A>G (AAA>GAA) v exonu 4 NEFL vedouci
k zaméné aminokyseliny lysin za glutamovou kyselinu — mutace Lys529Giu.
Vlevo nahoie forward, dole revers sekvence. Vpravo kontrolni forward sekvence.
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Obr. 19.

Testovani genu NEFL

Forward sekvence zachycujici novou
heterozygotni mutaci c.794A>G

(TAC>TGC)

(Tyr265Cys) v genu

NEFL u 3 &lent rodiny s AD
vyskytem CMT2. V posledni fadce
normalni sekvence nepostizené
¢lenky rodiny.

Ve skupiné CMT2 jsem dale identifikovala nékolik polymorfisma - jiz popsany ¢.1212C>T

(Ser404Ser) (1/45) (Jordanova et al., 2003) a dale dva intronové polymorfismy IVS 2+111T>G (1/45)

a IVS 2-13T>C (5/45) zachycené jiz ve skupiné CMT1 (sekvence nejsou zobrazeny).

Celkovy prehled vsech sekvencnich variant (polymorfismti a kauzalnich mutaci)

zachycenych v genu NEFL je uveden v tabulce 6.

Tab. 6. Prehled nami zachycenych mutaci a polymorfismii v genu NEFL. Pocet rodin se zachycenou zaménou je

uveden ve sloupecku vpravo (n/111).

Exon 1/Intron 1 Exon 2/Intron 2 Exon 3 Exon 4
Polymorfismy Leu224leu 1 [IVS2+111T>G 2 Asp459Asn 1 | Lys529GIu 1
IVS1+46G>A 3 |1VS2-13T>C 10 | Ser404Ser 1
Kauzalni Tyr265Cys 1
mutace
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Rodina A: AD CMT2 rodina nesouci mutaci Tyr265Cys v genu NEFL

Jedna se o rodinu s mutaci Tyr265Cys zachycenou ve tyfech po sobé nasledujicich generacich u 5 Zijicich
Clena rodiny (I11/4, [11/4, IV/4, TV/5 a V/2) (sekvence na Obr. 19; rodokmen na Obr. 20). U 4 ¢clena ze tii
generaci (I1/4, 111/4, [V/4, 1V/5) je postizeni dédi¢nou polyneuropatii typu CMT2 podrobné klinicky a EMG
zdokumentovano. Clenové rodiny [I/5 a 1I/7 ndmi nebyly podrobné klinicky ani EMG vysetteni pro
nesouhlas, aviak charakter poruchy chiize, atrofii a deformit na dolnich kondetinach svéddi pro postizeni

dédicnou neuropatii stejného charakteru, jako u ostatnich pfibuznych v rodiné.
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Obr. 20.

Rodokmen AD rodiny nesouci mutaci Tyr265Cys v genu NEFL. PostiZeni je klinicky a EMG prokazano ve 3
generacich; mutace je detekovan celkem u 5 ¢lenl rodiny ze 4 generaci (nosi¢i oznaceni hvézdickou). U jedinct
s otaznikem neni klinicky a EMG fenotyp znam (u nosic¢ky mutace VI/2 pro velmi nizky vék, jedinci V/8 a [V/9
jsou dle udajl od otce zdravi).

Dle udajl rodiny byl poruchou chiize a deformitami nohou postizen maternaini pradédecek probandky (1/3), Matka
probandky /4 (75 let) ma tézkou deformitu nohy s kladivkovymi prsty, poruchu chize a ndlez tézké axonalni léze
na EMG. Jeji sestra (maternalini teta probandky) ma tézke postiZzeni stejného charakteru, ale nebyla dosud
vySetfena molekularné geneticky ani EMG. Jeji syn (maternaini bratranec probandky) je také postizen a je

v invalidnim ddhodu od 45 let pro poruchu chize.

Probandka ma 1 zdraveého bratra a 2 déti postizené dédiCnou neuropatii — syna (1V/2; 27 let) a dceru (IV/1; 28 let).
Dcera a syn maji od détstvi poruchu chtize, bolesti nohou, zkraceni Achillovych Slach. Syn ma bilateralni
deformitu pes excavatus.

PROBANDCE (III/4) je v soucasne dobé 52 let. Periferni neuropatie se u ni zacala projevovat
ve véku 8 let véku bolestmi nohou a opakovanymi vyrony kotnikd, asi v 10 letech se vytvorila
bilateralni deformita pes excavatus s kladivkovymi prsty a zacala atrofovat lytka. Ve skole

nezvladala télocvik (zvlasté béh a skoky) pro silné bolesti nohou. ObtiZze trvale pomalu
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progreduji a od 38 let je pacientka v plném invalidnim dichodu. V soucasné dobé kromeé
poruchy chiize a stability udava subjektivné nocni bolesti stehen a lytek, parestezie nohou
i rukou, poruchy taktilniho ¢iti na ploskach doprovazené bolesti a poruchu termického citi na
dolnich koncetinach. Od 50 let pozoruje poruchu citlivosti na rukou. Od 38 let pouzivala
1 francouzskou hul, od 50 let pouziva obé trvale. Ve véku 51 let podstoupila korektivni
ortopedickou operaci pravé nohy (op. sec. Steindler) a ve véku 52 let levé nohy (artrodéza
sub talo) ke zmenseni deformit s velmi dobrym efektem na mobilitu a postaveni nohou.

Pfi objektivnim vysetfeni ve véku 52 let méla fyziologicky nalez na mozkovych nervech,
horni koncetiny (HK) bez napadnych svalovych atrofii, kontrakturu pravého maliku, jemny
akralni tfes prstli, normalni svalovou silu na HK (MRC 5/5) (Obr. 21). Reflexy C5-C6 byly
normalné vybavné, C7-C8 oslabené, taxe byla pfesna, vibracni ¢iti (ladicka) na prstech rukou bylo
vyznamné omezeno (prostrednik 4/8, malik 2/8), monofilamentum 8-9/10 — zhorSeni citlivosti na
maliku obou rukou. Na dolnich koncetinach (DK) méla pacientka vyrazné svalové atrofie
zasahujici do distalni 1/3 stehen, oboustrannou deformitu pes cavus po operativni korekci (Obr.
21), zkracené Achillovy $lachy (90 st.) a distalni oslabeni extenze a flexe palce (3/5). Reflexy L2-L4
byly zvysené (3) s rozsifenou zénou, reflexy S1 normalné vybavné, vibraéni ¢iti (ladicka) bylo od
polovin bércti niZze vymizelé (0/8), pod koleny silné oslabeno (1/8), vnimani monofilamenta od
poloviny bérct nize 0/10, na kolenou 3/10. Termické ¢iti pod koleny bylo vymizelé. Na $picky ani
na paty se pacientka nepostavi, chlize je abnormalni, mozna pouze s oporou. Klinicky obraz
odpovida polyneuropatickému syndromu s prevahou postizeni DK nad HK, s postizenim

motoriky i sensitivity.
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Obr. 21.

Probandka 11I/4 nesouci mutaci
Tyr265Cys v genu NEFL. A — Stav
deformit pes excavatus a pes
equinovarus pied operacemi. B, C a
D — stav po operacich s vybornou
napravou varozity. E a F — ruce bez

napadnych atrofii, kontraktura pravého
dig. V., lehce omezena Spetka.

DCERI PROBANDKY (IV/4) je 28 let. Jeji ¢asny psychomotoricky vyvoj byl normalni, chodila od
14 mésict. Pocatek obtizi s CMT udava v 10 letech, kdy méla opakované distorze kotniku a objevily se
obtize s béhem (,placani“ nohama). Od 25 let ma po ranu silné bolesti plosek nohou pii prvnim
kontaktu s podlozkou, v téhotenstvi méla pfechodné brnéni nohou, jinak parestezie neudava, poruchy
Citi subjektivné nema, bolest citi dobte. ObtiZe na rukou zatim nepozoruje.

P1i objektivnim vy3etfeni ve véku 28 let méla pacientka fyziologicky nalez na mozkovych nervech,
horni koncetiny bez atrofii s normalni svalovou silou (MRC 5/5), normalni Spetku, reflexy C5-Cé
zvysené (3), C7-C8 snizené (1), pfesnou taxi, zkracené vibracni ¢iti (ladicka) na prstech (6/8), vnimani
monofilamenta 10/10. Dolni koncetiny méla bez patrnych atrofii, s normalni svalovou silou (MRC 5/5),
bez pes cavus, pouze kladivkovité prsty a varozitu nohou (Obr. 22). Achillovy Slachy ma pacientka
zkraceny (dorsalni flexe max. do dx/sin 95/85 st.), reflexy L2-1.4 jsou v normé, reflexy S1 jsou vymizelé,
vibracni ¢iti (ladicka) na palcich vymizelé (0/8) a vyse je vyrazné oslabeno (4/8), vnimani

46



Dédiéné neuropatie CMT Testovani genu NEFL

monofilamenta na ploskach dx/sin 6/10, 7/10. Na Spicky se postavi, na paty ne, dfep svede. Chiize je

samostatna s normalnim doslapovanim na paty. Termické ¢iti je neporuseno.

Obr. 22. Dcera probandky (pacientka IV/4) nesouci mutaci Tyr265 Cys v genu NEFL,
A, B — dolni koncetiny bez patmych atrofii.

C, D a E — nohy s kladivkovymi prsty ale bez deformity pes cavus,

patmé zkraceni Achillovych slach pii maximalni extenzi nohy.

F — ruce bez napadnych atrofii a kontraktur.

SYNOVI PROBANDKY (IV/5) je nyni 27 let. Od détstvi mél vySsi narty, asi od 11 let byl pomalejsi
pii béhu, mél obtize se skoky do dalky a pocifoval chladné prsty u nohou. Neurologicky a
molekularné geneticky byl poprvé vySetfen v ramci sledovani své matky. Ma bolesti nohou po
namaze, udava kratké prechodné bolesti a brnéni plosek nohou rano po doslapnuti na podlozku
(obdobné jako jeho sestra). Subjektivni poruchy ¢iti neudava, obtiZe na rukou nepozoruje. EMG bylo
vysetfeno opakované s nalezem primarné axonalniho typu periferni neuropatie (Tab. 8).

Pfi objektivnim vySetfeni ve véku 27 let mél pacient fyziologicky nalez na mozkovych nervech,
horni koncetiny byly bez atrofii a s normalni svalovou silou (MRC 5/5), s jemnym akralnim tfesem
prsti, reflexy bicipitové i tricipitové byly sniZené (1), taxe pfesna, vibracni citi (ladicka) na prstech HK
bylo zkraceno (5/8), viimani monofilamenta 10/10; na DK byly patrné atrofie az do 1/3 lytek, zkraceni
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Achillovych Slach (90 st.), oboustranna deformita pes cavus s kladivkovymi prsty (Obr. 23). Dorsalni
flexi svedl maximalné do 100 stupnti. M€l distalni svalovou slabost (oslabena extenze pravé nohy
(MRC 3-4/5) a extenze obou palci (MRC 2/5), reflexy patellarni i reflexy Achillovych Slach nebyly
vybavitelné, vibracni ¢iti (ladicka) na palcich DK bylo vymizelé (0/8), na vnitfnich kotnicich i pod
koleny oslabené (4/8), vnimani monofilamenta na prstech a chodidlech 5/10. Chuizi a stoj spatny (II)
mél pacient nestabilni, na Spicky postavil, na paty ne, dfep byl mozny s oporou. Taktilni a termickeé ¢iti
bylo dle orientacniho vysetfeni neporuseno. EMG vysetfeni bylo provedeno ve 24 letech (Tab. 8).

Obr. 23. Syn probandky (pacient IV/5) nesouci mutaci Tyr265Cys v genu NEFL.
A, B, C - dolni koncetiny s patmymi atrofiemi do 1/3 Iytek.

D a E — nohy s kladivkovymi prsty s mimou deformitou pes cavus, patmé zkraceni
Achillovych $lach pii maximalni extenzi (dorsalni flexi) nohy.

F, G, H — ruce bez napadnych atrofii a kontraktur.
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MATCE PROBANDKY (I1/4) je nyni 75 let a je také nosickou mutace Tyr265Cys. Od mladi
udava deformity nohou a zvySenou tnavnost pri chiizi. Neurologicky byla vysetfena pro
nar(stajici obtiZe az ve 48 letech a kratce na to ji byl pfiznam invalidni dichod. Francouzské hole
pouziva od 50 let. Bolesti ani parestezie neudava, na rukou pozoruje zhorsenou citlivost.
Pacientka uziva chronickou medikaci pro astma bronchiale a hypertenzi.

Pti objektivnim vysSetfeni ve véku 75 let méla fyziologicky nalez na mozkovych nervech,
patrné svalové atrofie rukou, jemny akralni tfes prstii, mirné oslabenou svalovou silu stisku
rukou a extenze zapésti (MRC 4/5). Reflexy C5-C6 a C7-C8 byly nevybavné, Spetka byla vyrazné
omezena, vnimani vibracniho ¢iti (ladicka) na prstech rukou bylo vyznamneé zkraceno (3/8). Na
dolnich koncetinach méla vyrazné svalové atrofie zasahujici az do distalnich 1/3 stehen,
oboustrannou deformitu nohou pes cavus (bez napadné zvysené klenby) ale s vyraznymi
kladivkovymi prsty, zkracené Achillovy slachy (90 st.) a distalni svalovou slabost na DK (extenze
nohou a palcou (2/5)). Reflexy L2-L4 a S1 byly nevybané, vibracni ¢iti (ladicka) bylo vymizelé na
celych DK vcetné na spina illiaca ant. sup. (0/8), monofilamentum na ploskach nevnimala (0/10).
Na Spic¢ky ani na paty se pacientka nepostavi, diep nesvede, chlize je abnormalni, mozna pouze
s oporou.

EMG vyéetfeni svéddi pro téZkou motorickou a sensitivni primarni axonalni lézi (hodnoty
zde nejsou uvedeny).

Dalsi ¢lenové rodiny nebyli molekularné geneticky ani podrobné neurologicky vysetreni.
Bratr probandky byl vySetfen neurologicky i EMG a je zdrav.

Piehled klinického stavu a neurologického vysetreni u matky probandky (I1/4) probandky
(IT1/4) a jejich dvou postizenych déti (IV/4 a IV/5) je uveden v tabulce 7. Vysledky EMG

kondukcnich studii u jedinct I1I/4, IV/4, IV/5 a 1I/4 jsou znazornény v tabulce 8.
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Tab. 7. Piehled klinického stavu ¢tyf neurologicky vysetienych nosicl mutace Tyr265Cys v genu NEFL (rodina
A). (Tabulka v angli¢tiné do pfipravované publikace o vySetieni NEFL genu u ¢eskych CMT pacientd.)

Patient 14 iv/i4 1V/5 /4

Genotype Tyr265Cys Tyr265Cys Tyr265Cys Tyr265Cys

Age(yr)/ Gender 54/ F 28/F 26/ M 75/F
zrifllénser:;ins Recurrent High arched Foot

Initial symptoms P , ankle sprains; feet; weakness | deformities;

lower extremity

slapping feet

in LE; cold feet

weakness in LE

pain

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

Foot deformity Severe pes Feet varosity Mild pes cavus | Severe pes
cavus and and hammer with hammer cavus and

equinovarus
with hammer
toes

toes

toes

hammer toes

Motor LE | Weakness distal or | No No Distal Distal
proximal (MRC) weakness; weakness;
great toe great toe
extension 2/5, extension 2/5,
foot dorsiflexion | foot dorsiflexion
4/5 3/5
Atrooh Severe, up to No Mild, up to Severe, up to
phy distal thirds of distal thirds of | distal thirds of
thighs calfs thighs
UE | Weakness distal or No No No wggkc:::tssl (4/5)
proximal (MRC)
Atrophy No No No Hands
Walking ability Crutches No support No support; Crutches
unstable
Reflexes LE L2-1L4 L2-L4 normal; L2-L4 absent; L2-L4 absent;
increased with L5-S1 absent L5-S1 absent L5-S1 absent
enlarged
reflexogenic
zone;
L5-S1 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 Touch sense/pain Severe loss up | Moderate loss Moderate loss Severe loss at
to knees at feet up to knees feet
Vibration sense (x/8) Reduced at Reduced up to NA Reduced up to
fingers 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)
I Monofilament testing Absent at Reduced at NA Absent at soles
soles, reduced soles
| up to knees
i Thermal sense Absent up to Mild loss at feet | NA NA
| knees, reduced
‘ up to hips
Other Contracture of No Keratoconus No
right hand dig. bilaterally

\

"
M, male; F, female; LE, lower extremities; UE, upper extremities; MRC, Medical Research Scale; NA not

available
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Tab. 8. Vysledky kondukénich studii motorickych a sensitivnich vlaken u pacientt 111/4, VI/4 a IV/5 nesoucich
mutaci Tyr265Cys (pedigree A) v genu NEFL odpovidaji motorické a sensitivni, primarni axonalni 1ézi.
Nalezy u pacientky nesouci variantu Lys529Glu (pedigree B) v genu NEFL odpovidaji primarni motorické axonalni
lézi. Vysledky u jejiho otce (M/38) jsou fyziologické. (Tabulka v anglictiné do pfipravované publikace o vySetfeni

NEFL genu u ¢eskych CMT pacientd.)

Normal Pedigree
Case/sex/years
A A A B B
.4 V4 V.5 F/14 M/38
F/52 Fr24 M/24
Motor Median nerve DML (ms) <40 6,1 5,7 4.9 3,3 3,8
nerves MNCV (m/s) 251 50 48 42 62,9 62
Amplitude (mV) 242 3,5 7,5 3,7 10,7 9.1
F-wave (ms) <30 34,4 32 36,4 18,4 23,6
Ulnar nerve DML (ms) <28 4,15 52 3,4 2,8 2,7
MNCV (m/s) 250 49,4 50 59 68,7 55,3
Amplitude (mV) 255 4,6 3,1 2,3 4,9 51
F-wave (ms) <30 35,6 NA 34,3 20 28,4
Peroneal nerve DML (ms) <50 54 11,7 6,5 3,3 4.0
(m. TBA) MNCV (m/s) > 39 40 37 427 40,1 48,5
Amplitude (mV) NA 1,9 0,5 0,6 0,7 7.6
Tibial nerve DML (ms) <55 7,9 10,2 7,4 4.5 4.3
MNCV (m/s) 240 36 35 18 39,2 43,4
Amplitude (mV) =225 0,3 0,4 0,1 1.2 114
Sensory Median nerve SNCV (m/s) 248 43,2 45 52 58,5 71,7
Horves Amplitude (uV) >10 9,2 7.1 13 26 11
Ulnar nerve SNCV (m/s) > 48 37,5 44 42 59,2 46,7
Amplitude (uV) 210 4,3 4,7 75 19 2,9
Sural nerve SNCV (m/s) > 38 59 N.R. 7 3,8 6,7
Amplitude (uV) >4.4 4,8 N.R. 5 10 7,7
Needle m. TBA Fibrilation 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
Amplitude MUP (mV) 4,0 5,6 3,7 n.p. n.p.

M, male; F, female; DML, distal 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 vyskytem mutace Lys529Giu v genu NEFL

Mutace Lys529Glu byla zachycena u 14-leté sporadicky postizené divky, u které byla
diagnostikovana dédi¢na neuropatie typu CMT2 na Oddéleni détské neurologie Nemocnice
v Novém Meésté na Moravé (prim. MUDr. Souckova). Je jedinym ditétem zdravych rodica. Jiz
dfive byla vySetrena na pritomnost mutaci v genech GDAPI a Cx32 s negativnim vysledkem.

Prvni obtiZze u probandky zacaly ve 2 letech. Po prodélanych planych nestovicich a nasledné
viroze s horeckami méla bolesti dolnich koncetin a svalovou slabost, padala, zakopavala a na
1 den zcela prestala chodit. Stav se postupné béhem 2 tydnli upravil, ale v podobné formé se
nékolikrat opakoval vzdy po prodélaném bézném virovém onemocnéni s teplotami (ve 4 a 10
letech). Pacientka zakopava pfi chlizi na rovném terénu a od 10 let ma casté distorze kotniku
(vétsinou mirné, 1x se sadrovou fixaci).

Pri objektivnim vysetieni ve 13 letech meéla pohledovy nystagmus do vsech smért, jinak
cavus s kladivkovitymi prsty (Obr. 24), mirné zkracené Achillovy Slachy (85°), zvysené reflexy
L2-L4 (3) s rozsifenou zénou nad kolena, lehce snizené reflexy S1 (2-), oslabeni sily extenze palcit
na DK (4/5), oslabené vibra¢ni ¢iti na DK (5/8) do vySe kotnikt. Chiize byla samostatna
s abnormalnim zvedanim prstl pii doslapnuti (kompenzace zkraceni Achillovych slach). Taktilni

¢itl bylo normalné zachovano.
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Obr. 24. A, B, C - Vzhled dolnich koncetin bez zjevnych atrofii u probandky nesouci heterozygotni zaménu
Lys529Glu v genu NEFL. Patrna je varozita pravé paty. D, E — naznacena mirna deformita pes cavus. F — ruce
bez patrnych atrofii.

Pfi EMG vysetfeni v 10 letech byl nalez na hornich koncetinach v normé, na dolnich
koncetinach byl obraz axonalni pfevazné motorické neuropatie (viz vyse tabulka 8).

Nasledné byli vysetfeni rodice pacientky na DNA urovni a stejna missense zaména byla
nalezena u otce (38 let). Orientacni neurologické vySetfeni bylo u obou rodictt v normé. Pri
podrobné analyze osobnich dat otce se ukazalo, Ze ve véku 7 let prodélal pfiusnice a poté byl asi
mésic hospitalizovan s podezienim na encefalititu (opakované vysetfena lumbalni punkce byla
vSak normalni). S tydennim odstupem po ukonceni hospitalizace se u néj rozvinula celkova
porucha hybnosti — pfestal zcela chodit a nebyl se schopen pro slabost ani posadit a otacet na
liZku. Stav trval asi 10 dni, poté se zacal spontanné upravovat a odeznél do 3 tydnt pfi soucasné
provadéné rehabilitaci. Pfi¢ina stavu nebyla objasnéna, ale k jeho opakovani v této mife jiz nikdy
nedoslo. V dospélosti se u otce objevuje (cca 1x za 2 roky) béhem horecnatych onemocnéni
prechodné trvajici slabost a bolesti dolnich koncetin (1 den). Nedavno provedené kondukéni

studie u néj byly zcela v normé (bez znamek axonalni 1éze motorickych vlaken jako u dcery) (viz

vyse tabulka 8).
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V dalsim kroku jsem vysetrila DNA od prarodi¢u probandky z otcovy strany a zaména
Lys529Glu byla detekovana u matky (68 let) (paternalni babicky probandky), ktera neudava
7adné obtize charakteru svalové slabosti ani poruchy chiize. Neurologické a EMG vysetfeni u ni

bude doplnéno v ¢ervnu 2007.

6.4. Diskuse

Ukazala jsem, ze mutace v genu NEFL jsou pravdépodobné velmi vzacné mezi ceskymi CMT1
pacienty. Ve skupiné 66 pacientl s prokazatelnym postizenim CMT1 a s vyloucenou formou
CMT1A nebyl identifikovan ani jeden pacient s kauzalni mutaci v NEFL.

Déle jsem vysetfila 45 nepfibuznych pacienti z CMT2 rodin av této skupiné jsem
identifikovala jednu novou pravdépodobné kauzalni mutaci a jeden novy pravdépodobné
nepatogenni polymorfismus. Mutace Tyr265Cys byla nalezena v AD rodiné s dokumentovanym
postizenim ve 4 generacich. Polymorfismus Lys529Glu se vyskytuje ve 3 generacich v rodiné se
sporadickym postizenim CMT2 u jednoho clena.

Ve skupiné ceskych CMT2 pacientli mohou byt NEFL mutace zodpovédné asi za 2% pripadii
(2,2%; 1 ze 45 testovanych rodin) a jejich testovani je opodstatnéné zejména u AD pfipadi.
Vyznamnéjdi se zda i casnéjsi vék zacatku v 1. dekadé (rodina A) a pomérné variabilni tize
postizeni v rodiné. Celkova frekvence mutaci NEFL mezi pacienty s CMT1 i CMT2 formami je
priblizné 0,9% (1 pozitivni nalez mezi celkové 111 testovanymi rodinami). Tato nizka frekvence
zhruba odpovida celkové frekvenci NEFL mutaci udavané v jiné rozsahlejsi studii na kavkazské
populaci (Jordanova et al, 2003), ve které byla zachytnost 1,9% (6 zcelkového poctu 323
vySetfenych rodin s CMT1, CMT2 i bez specifikovaného typu neuropatie a po vylouceni
nejcastéjsich forem). Je ovsem prekvapivé, ze MNCV na n. medianus ve vsech 6 rodinach
s detekovanymi mutacemi v této studii jsou nizsi nez 38 m/s a spadaji tak do rozmezi pro CMTT1.
Vjiné studii provedené na asijské populaci, ktera oviem nespecifikuje elektrofyziologicky typ
vysetfované skupiny, byl celkovy zachyt NEFL mutaci (po vylouceni CMT1A) 2 ze 42 rodin, tedy
4,8%. (Choi ¢t al., 2004) Zcela nedavno vysla rozsahla studie mutaci v NEFL u 177 CMT pacient
(76 s CMT1 a 101 s CMT2), ve které bylo detekovano celkem 5 kauzalnich mutaci, z toho 3
u forem CMT2 (uréeno dle NCV n. med) a 2 uforem CMT1. (Fabrizi et al, 2007) Celkova
frekvence mutaci NEFL ve skupiné CMT1 i CMT2, po vylouceni nejcastéjsich mutaci, tak
odpovida 2,8%; frekvence pouze ve skupiné CMT1 odpovida 2,8%; frekvence pouze ve skupiné

CMT2 3%. Toto je jedina publikovana studie s dostupnym utdajem o frekvenci vyskytu NEFL
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mutaci pouze ve skupiné CMT2 pacientil. Nami zjisténa frekvence 2,2 % je velmi podobna
tomuto vysledku. (Fabrizi et al., 2007)

CMT v dasledku NEFL mutact zacina typicky v 1. nebo ve 2. dekadé svalovou slabosti na
dolnich koncetinach a poruchami chtze. (Ziichner a Vance, 2006) Néktefi pacienti meli velmi
Casny zacatek onemocnéni (Jordanova et al., 2003), ktery byl v pripadé nosi¢e mutace Asn97Ser
dale komplikovan opozdénim psychomotorického vyvoje. (Ziichner a Vance, 2006) Svalova slabost
na dolnich koncetinach dosahuje u pacienti rizného stupné, od mirného oslabeni az po
kompletni parézu. (De Jonghe et al, 2001; Ziichner a Vance, 2006) Poruchy ¢citi jsou typicky
pritomné u nosic¢u mutaci v NEFL a zahrnuji vdechny modality. U vétsiny pacientt je pritomna
deformita nohy pes cavus (Tab. 9). Rodiny s mutacemi v NEFL vykazuji casto pomérné velkou
variabilitu tize postizeni. Horni koncetiny jsou vétSinou pouze mirné postizeny. (Fabrizi ¢t al.,

2007) U dvou rodin s mutacemi Glu396Lys a 322Cys-326Asn in-frame deleci byla zaznamenana

vazba epizodické ataxie na horecnata onemocnéni. (Fabrizi et al., 2007; Ziichner et al., 2004)

Tab. 9. Prehled publikovanych udaju (dédiénosti, véku zacatku, klinického a elektrofyziologického fenotypu)

o pacientech s kauzalnimi mutacemi v genu NEFL.

NEFL | Dédic- | Zaé. | Fenotyp | Klinika |Por. [Pes |MNCVn. |REF.
mutace nost (vek) citi Cavus | med(m/s)/
| Amp.(uV)
Pro8Arg AD [ 2. CMT2 Slabost (nékde i W ano NA 25-39 (1.4— | De Jonghe
(c.22C>A+23 dekada paréza) a atrofie DK i 3.8) etal., 2001
C>G) HK
Pro8GIn Spor. <5 CMT1, Slabost a atrofie DKi | ano ano 21 (1) Jordanova
(Tézky) | HK, etal,, 2003
kontraktury DK N
Pro8Arg | Spor. 7-13 CMTH Slabost a atrofie DKi | ano ano 38 (4.9) Jordanova,
(c.23C>G) (Tézky) HK 2003
Prosleu Spor. <2 (CTMT}: E{I:bOSt a atrofie DKi | ne ano 15 (2) Jordanova
ezky) e et al., 2003
tres, opoZdéna chize
- AD 18, 24 CMTH Slabost a atrofie DK'i | sev./m | NA 36 (0.01) ,
Pro22Thr cuy { Yoshihara
(T?zky{ HK od 29 (0.74) | et al., 2002
Stredné
tézky)
AD 1. CMT2 Slabost a atrofie DK a | ano ano |21-54 (0.8- .
Pro22Ser dekada | (Mimy/ | pozdé&ji HK | 4.6) Georgiou et
o . al., 2002
Stredné
tezky) |
AD | S?tzctm'l (CS!\t/lej ) al;bost a atrofie DK'i | ano ano (221 743 Fabrizi et
elstvt | istredne 74) al., 2004
tézky)
Glusalys | Spor. <2 tS_t[iQne E{l:bost aatrofie DKi |ano  [ano ‘ 26 (3.9) Jordanova
esKy ; | etal, 2003
1 1
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Pokrac¢ovani Tab. 9.

NEFL Dédic- | Zac. Fenotyp |Klinika Por. Pes MNCV n. |Citace
mutace nost (vek) citi Cavus | med(m/s)/
| Amp.(uV)
Spor. <1 CMT1 Slabost a atrofie DKi | NA ano 26 (7.4)
Asn97Ser Yl « oix Jordanova
(Tézky) H’K, onzdeny PM et al., 2003
VYVOj
Spor. 15 CSr\.t/!rTg1 ) alsbost a atrofie DKi | mild NA 22 (0.52) Yoshihara
(Stredné et al,, 2002
tézky)
Alai48Val Spor. 33 Nespec. Slabost a atrofie DK'i | mild NA NA Yoshihara
CMT HK
L etal., 2002
(Mirny)
AD 1.-5. CMT2 Slabost a atrofie DKa |ano~ [ NA 38-55 (3.2- -
Leu268Pro dekada | (Mimy/ méné HK: nékde vibr. 8.7) Fabrizi et
. ; L al., 2007
Stfedné hluchota Citi
téZky)

AD 1. CMT2 Slabost a atrofie DK a |ano— | NA 39-49 (6.9- s
del322Cys_3 dekada | (Mimy/ méné HK; nékde vibr. 17.2) Fabrizi et
26Asn ; o N B al., 2007

Stredné hluchota a sensoricka | Citi
tézky) ataxie
GIn333Pro AD 2.—3.’ CMT2 ) Slabost a atrofie DK ano ano 38-52 Mersiyanov
dekada | (Stfedné
t&2ky) aetal,
¥ 2000
Leu334Pro Spor. NA CMT2 NA NA NA NA Choi et al.,
2004
GIU397Lys AD 4-46 CMT2 Slabost a atrofie; mild/ ano/ ne |57 — 63 Ziichner et
y (Mirny/ hluchota (1 pac.) sev. (10-14) al., 2004
Stfedné
téZky)
AD NA CMT1 NA NA NA NA Choi et al.,
2004
AD 1.-2. CMT1 Slabost a atrofie DKi  |ano— | NA 29-30 (2.1) | Fabrizi et
dekada | (Stredné HK; hluchota (1 pac.) | vibr. al., 2007
tézky) Giti
Glu528del AD 12 CMMT‘I’ Slabost a atrofie DK ano ano 30(11.5) Jordanova
(Mirny) et al., 2003

HK, horni koncetiny; DK, dolni konéetiny; MNCV, rychlost vedeni motorickymi viakny; Amp., amplituda motorické
odpovédi; AD, autozomailné dominantni pfenos; mild, mirné postizeni; mod., stfedné tézké postizeni; sev., tézké
postizeni; PM, psychomotoricky vyvoj; NA, hodnota nebo Udaj neni k dispozici

Jak vyplyva ze souhrnné tabulky 9, rychlosti vedeni motorickymi vlakny n. medianus

(MNCV) jsou pomérné variabilni od vyrazné snizenych (v pasmu CMT1), pies hrani¢né snizené,

az po hodnoty normaini u dvou publikovanych mutaci (GIn333Pro, Glu397Lys). (Mersiyanova ct

al., 2000; Ziichner et al., 2004) Amplitudy motorické odpovédi n. medianus (Amp., CMAP) jsou

vetsinou stredné az vyrazné snizené. Snizeni MNCV miize byt spise sekundarni, primarné jde

pravdépodobné vétsinou jen o axonalni postizeni.
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Rodina A
Postizeni pacientll z nami zachycené rodiny A, nesouci mutaci Tyr265Cys, neni zcela identicke
s 7adnym z ostatnich dokumentovanych CMT2E pfipadi. Pomérmé vysokymi motorickymi
rychlostmi vedeni n. medianus (MNCV), které ani u jednoho postizeného clena rodiny neklesaji
pod 38 m/s (43 — 48 m/s), se elektrofyziologicky fenotyp rodiny A nejvice blizi AD rodinam
s mutacemi Glu397Lys a GIn333Pro. (Mersiyanova et al, 2000; Ziichner ct al, 2004) Klinické
postizeni unasSich pacient s mutaci Tyr265Cys odpovida polyneuropatickému syndromu
s prevahou postizeni DK nad HK s postizenim motoriky i sensitivity. Horni koncetiny jsou
u pacientu klinicky ielektrofyziologicky téméf nepostizeny, probandka ma pouze lehkou
kontrakturu maliku na pravé ruce bez znamek svalové slabosti. V tomto je fenotyp odlisny od
vétsiny CMT2E pacienttt, u kterych je uvadéna rizna mira svalové slabosti a svalovych atrofii
i na hornich koncetinach (viz pfehledna tabulka 9).

Mutace Tyr265Cys lezi v centralni ,tycové” domeéné proteinu NF-L. Tato ¢ast je tvorena
4 spiralovitymi subdoménami oznacovanymi ,coiled coil” doména. (Mersiyanova et al.,, 2000;
http:llexpasy.org/uniprot/P07196) Mutace Tyr265Cys lezi v nejmensi z nich — coiled coil 2A - ve
které byla doposud popsana pouze jedna kauzalni mutace (Leu268Pro) (Obr. 25 a 26).
(http:llexpasy.org/cqi-bin/sprot-ft-details.pl? P07196@REGION@252@270; Fabrizi et al., 2007) Centralni
,rod” doména je zodpoveédna za vzajemnou agregaci neurofilament v axonu. (Mersiyanova et al.,
2000; Carpenter a Ip 1996) Vzhledem kcharakteru zdmény Tyr265Cys, kde tyrosin (Tyr;
molekulova hmotmost MW 181) je mirné polarni aminokyselina s heterocyklickym jadrem a
cystein (Cys; MW 121) naproti tomu aminokyselina obsahujici — SH skupinu nachylnou k oxidaci
a lehce tvofici hydrofobni disulfidické miistky, lze predpokladat vyznamny dopad této mutace
na zminény proces agregace neurofilament. Aminokyselina tyrosin v pozici 265 je vysoce
konzervovana jak v ramci Siroké skupiny lidskych intermedialnich filament, tak mezidruhové

(Obr. 27).
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e G VS Schematické znazornéni domén

polypeptidu NEFL. Nové nalezena
mutace Tyr265Cys lezi v centralni
doméné v podjednotce ,coiled coil 2A“.
Varianta ¢.1585A>G, Lys529Glu lezi
= IS 28del COMT ol ymorphism) na konci ,,tail“ domény.
S0 (polymorphism) (Upraveno dle Kabzinska et al., 2006)
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Obr. 26. Aminckyselinové sloZeni proteinu NEFL. Jednoduchym podtrzenim je zvyraznén rozsah subdomény
coiled coil 2A, ve které lezi mutace Tyr265Cys. Dvojitym podtrZzenim je zvyraznéna subdoména B koncove (tail)
domeény, ve které lezi varianta Lys529Glu.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=62511894
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B ure ol s i ®onwelleame Xan ool ootea e viosl e vale wrek | lswiee M alls & 55 %0s 5 il Lasic Foru eyl
g1 125961 RRVDAENRLQTLKEELEFQKNIVSEELRETKRRHETR LVEIDNGRgoge tESKLAEALQDLRROHEDQIRHYRD 26
query S ARAELEKRIDSLMDEISFLEKKVHEEEIAELQAQIQYAq-- 1SVEMDVT- KPDLSAALKDIRAQYEKLAAKNNQ 274
gi 549452 NRLQLEKKVESLLDEIAFLRKVHEEEIAELQASVQE Aq- 1SVEMDVVSE -~KPDLTAALKEIRMOYEVLSARNQQ
gl 1703221 209 ARLDLEERVESLLDELAFVRQVHDEEVAELLATLQAS=qga-aacsVDVAVA KPDLTSALREIRAQYESLAAKNLY 281
gl 128146 11 MRAELDEKKVQOSLQDEVAFLRGNHEEEVAELLAQLQASh-~~~-aTVERKDYL--~~KTDLTTALKEIRAQLECQSDHNMH 281
gl 33302611 212 ARVDLQKKAQALQEECGYLRRHHQEEVGELLGQIQGSga=gacqmQAETRDAL KCDVTSALREIRAQLEGHAVQSTL ¢
gi 138531 3 ARIDLERKVESLQEEIAFLKKLHDEEIRELQLQIQESh--- iQVDHDVS -~ -~ ~KPDLTAALRDVRQOYENVAARNLS 27
gi 118453 12 ARIDLERRIESLQEE IAFLKKVHEEE IRELQAQLQEQh 1QVENDIS KPDLTAALRDIRAQYESIAAKNIA
gi 124212 10 ARLDLERKVETLQEEIMFLKKLHEEEIIELQAQIRDSy- fRKVENDYY RPDLTAALQDVRSCOFDKLASKNIA 27
gi 121138 1 ARLDLERKIESLEEE IRFLRKIHEEEVRELQEQLARQq- -~~~ vHVELDVA- -~ - ~KPDLTAALKEIRTQYE AMASSNMH 1
gi 400800 193 ARLELERKIESLMDEIEFLEKKMHDEE IQDVQVSVQSQy ~-wKMEVMETS = RPDLTGALRDIRAQYESIATKNMQ 264
gi 129822 SRLELERKIESLMDEIEFLKKLHEEELRDLQVSVESQqg--~~~-vQQVEVEATV~-~-~KPELTAALRDIRAQYENIAARKNLQ 27
gl 125116 { RKSDLEANSEALIQEIDFLRRLYQEEIRVLQANISDT= v IVKHDNSE DLNMDCIVAEIRKAQYDDIASRSRA 294
gi 2506774 & NKVELESRLEGLTDEINFLRQLYEEEIRELQSQISDT=---~-vVLSMDNSR----SLDMDSIIAEVRAQYEDIANRSRA 27¢
gl 124740 4 NKVELEAKLESLSDE INFLRQIFEEEIRELQSQIKDT=-- VVVEMDNSF NLDMDAIVAEVRAQYEDIANRSRA 294
gi 20178293 ¢ SKVELEARVDALNDE INFLRTLNETELTELQSQISDT2--~--vVLSHDNSE SLDLDGIIAEVEAQYEEMAKCSRA 277
gi 125108 5 NKVELEAKVDALMDE INFMKMFFDAELSQMQTHVSDTs -~~~ ~vVLSMDNNER---~-NLDLDSIIAEVEAQYEEIANRSRT 35¢
gi 547752 NKVELQAKVDSLTDEVSFLRTLYEMELSQMQSHASDTs vVLSHDNNE CLDLGSIIAEVRTOYEEIAQRSKS 7
@i 20141510 68 NKVELEAKVDSLNDE INFLEVLYDAELSQMQTHVSDTs-----vVLSMDNNE----NLDLDSIIAEVRAQVEEIAQRSKA
gi 547754 1 IKVELQSKVDLLNQE IEFLKVLYDAEISQIHQSVTDTn v ILSMDNSF NLDLDSIIAEVKAQYEEIAQRSKE
g: S47750 KKEHQEEVDGLHKHLGNT V.(1] .VDA. (2] . GLNLGVINNENSQK YEVMAQKNLQEAKEQF ERQTAVLOQQOVTV
g1 S47748 KNHEEENSQL TGONSGD V.[1].INV. (2] .GKDLTKTLNDNRQE YEQL TAKNRED IENQYETOITQIEHEVSS
gy 12508 i FENWEEEVKGLOAQIASS V.| VDA. | SQDLAKINAD IRAQYDELARKNREELDKYVSQOUIEESTTVVTT
g1 12595€ ¥NVF EEE IRE TREKRHEHR v VDT. | ENKNAQALEDLENGHDEQVKL YRNELEQT YQAKLENAILASDQ
g1 5952 FNVYEEE IKETRRKHETR v VDS. (6] . EYKLAQALKE IRECHD AQVKL YKEELEQT YSSKLENIRQSSEN
g3 125959 FNINETOEVKE IKKRHDTR. (1] .V, Ips. | ESKLAEALQELFRDHEQQOILEYREHLEKNF SAKLENAQLAAAK
g1 266616 ¥DVHAQELKELAALAYRD A NRE . RNELAQAIRD IQQE YDAKCDQNRGD IEAY YNLEVQEFRTGATE 14

Obr. 27. Vysoce konzervovana oblast v proteinu NEFL v rdmci Siroké rodiny lidskych intermedialnich filament

i mezidruhové. Sipkou je znazornén kodon 265, ve kterém lei mutace Tyr265Cys. gi 125961 — Lamin A Gallus
Gallus, gi 549452 XNIF_XENLA Low molecular weight neuronal intermediate filament (XNIF), gi 1703221 -
AINX_RAT Alpha-internexin (ALPHA-INX)[Rattus norvegicus], gi 128146 - NFM_CHICK Neurofilament triplet M
protein (160 kDa neurofilament protein) (Neurofilament medium polypeptide) (NF-M) [Gallus gallus], gi 33302611
- NFH_HUMAN Neurofilament triplet H protein (200 kDa neurofilament protein) (Neurofilament heavy polypeptide)
(NF-H) [Homo sapiens}, gi 138531 - VIM1_XENLA Vimentins 1 and 2, gi 118453 - DESM_CHICK Desmin [Gallus
gallus], i 124212 - IF3T_TORCA Type Ill intermediate filament, gi 121135 - GFAP_HUMAN Gilial fibrillary acidic
(432 aa), gi 400800 - PLST_CARAU Plasticin, gi 129822 - PERI_RAT Peripherin, gi 125116 - K2M2_SHEEP
Keratin, Type Il Microfibrillar, gi 2506774 - K2C8_HUMAN Keratin, type |l cytoskeletal 8 (Cytokeratin 8) (K8) (CK
8) [Homo sapiens], gi 124740 - ION3_CARAU Intermediate filament protein ON3, gi 20178293 - K2C7_HUMAN
Keratin type Il cytoskeletal 7 Cytokeratin 7 K7 CK 7 Sarcolectin, gi 125105 - K2C5_HUMAN KERATIN, Type I
Cytoskeletal 5 (CYtokeratin 5) (K5) (CK 5) (58 KDA Cytokeratin), gi 547752 - K220_HUMAN Keratin, type Il
cytoskeletal 2 oral (Cytokeratin 2P) (K2P) (CK 2P) [Homo sapiens], gi 20141510 - K2C4_HUMAN Keratin, type I
cytoskeletal 4(Cytokeratin 4), gi 547754 - 22E_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal (Cytokeratin 2e),
gi 547750 Keratin, type | cytoskeletal 20 (Cytokeratin 20) (K20) (CK 20), gi 547748 Keratin, type | cytoskeletal 9
(Cytokeratin 9) (K9) (CK 9), gi 125952 Lamin B1, gi 125959 Lamin L(lil) (Lamin B3), gi 266616 60 kDa
neurofilament protein (NF60),. hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/conserveddomains
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Rodina B

Klinicky obraz CMT u sporadicky postizené pacientky zrodiny B, nesouci pravdépodobneé
nepatogenni mutaci Lys529Glu v genu NEFL, odpovida axonalni, pfevazné motorické, neuropatii
s velmi c¢asnym zacatkem, postihujici zejména dolni koncetiny. Zacatek onemocnéni i jeho
prubéh je pomeérné atypicky. Onemocnéni se poprvé projevilo ve 2 letech vyraznou svalovou
slabosti DK navazujici na prodélané plané neStovice a nasedajici virozu, ktera pacientce
prechodné zcela znemoznila chiizi. Mimo tyto fidké ataky je pacientka minimalné postizena
a progrese je velmi pomala. Ve véku 14 let ma zcela zachovanou a témér normalni chuzi, ma
hyperreflexii na dolnich i hornich kondcetinach. Podle EMG se jednd o axonalni prevazné
motorickou neuropatii postihujici pouze dolni koncetiny. Rychlosti vedeni motorickymi vlakny
n. medianus (MNCV) byly ve véku 14 let normaini a amplitudy CMAP vyrazné snizené. Jde
proto jednoznacné o typ CMT2. Stejna zaména Lys529Glu byla nasledné nalezena u otce, ktery je
klinicky zdrav, nicméné v jeho osobni anamnéze je nékolik epizod svalové slabosti DK
v souvislosti s hore¢natym onemocnénim. Na rozdil od probandky jsme vsak v jeho pfipadé pri
EMG vysetfeni detekovali normalni rychlosti vedeni a amplitudy odpovédi a tak nelze mluvit
o periferni neuropatii. Paternalni babicka probandky, u které byla identifikovana stejna zaména
Lys529Glu, neuddva 7adné podobné obtize. Na zakladé téchto poznatkii nelze povazovat
missense zaménu Lys529Glu za kauzalni mutaci. Jde spiSe o vzacny polymorfismus v genu
NEFL. Tim ovSem neni vylou¢ena moznost existence jiného dédiéného podkladu podobnych
epizod svalové slabosti u probandky a jejiho otce.

Zajimavou zustava podobnost klinického obrazu a prabéhu CMT u nasi probandky
s pacienty nesoucimi kauzalni mutace Glu396Lys a 322Cys-326Asn in-frame deleci, u kterych
byla zaznamendana vazba rekurentnich epizod nestabilni chlize (ataxie) na horecnatd onemocnénti
v détstvi. (Fabrizi et al., 2007; Ziichner et al., 2004)

Missense mutace Lys529Glu je lokalizovana na konci subdomény B koncové (tail) domény
proteinu NE-L (http:/lexpasy.or/cgi-bin/sprot-ft-details.pl? P07196@REGION@443@542) (Obr. 25 a
26). [ pres obecné vyznamny charakter zamény — lysin (Lys; MW 146) je zasadita aminokyselina,
naproti tomu glutamova kyselina (Glu; MW 147) je kysela se schopnosti vazby na kovové ionty a
tvorby solnych miistkii — nelze ocekavat vyznamnéjsi efekt na funkci proteinu. Tento predpoklad
je vsouladu s popsanou postradatelnosti koncové domény prii procesu agregace neurofilament
a s publikovanym pripadem nekauzalni out-of-frame nonsense delece v poslednim exonu NEFL —

viz dale. (Yamamoto et al., 2004; Lee et al.,, 1993; Andrigo et al.; 2005 )
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Ve stejné doméné byla dale v literature popsdna delece Glu528del. V jedné studii byla
oznacena za kauzalni mutaci, jelikoZ segregovala s postizenim v AD CMTT1 rodiné. (Jordanova ct
al., 2003) V pozdéjsi studii, provedené na asijské populaci, je ukazano, ze se jedna patrné o
vzacny nepatogenni polymorfismus. (Yamamoto et al., 2004) Dale byla v subdoméné B koncové
domény (exon 4 NEFL) popsana vzacna nepatogenni out-of-frame jednobazova inzerce 1576insG,
ktera v uvedené rodiné nesegregovala s fenotypem CMT2. (Andrigo et al, 2005) Vzhledem
k tomu, Ze tato inserce vede k pred¢asnému zarazeni stop kodonu a lezi blize k zac¢atku exonu 4,
nez nami detekovana mutace Lys529Clu, je velmi nepravdépodobné, Ze by mutace Lys529Glu
méla kauzalni efekt.

V této studii jsem identifikovala dvé nové zdmeény v genu NEFL. Obé varianty lezi ve dvou
subdoménach proteinu NF-L s dosud nejmensim poctem detekovanych mutact a polymorfismu.
V obou rodinach se vyskytuje axonalni typ neuropatie, ale pouze u jedné z detekovanych zameén
se nam podarilo prokazat jeji segregaci s CMT2 svédcici pro kauzalni vliv na vznik tohoto
postizeni (forma CMT2E). Pro definitivni objasnéni by bylo tfeba provést funkcni studie a
analyzu na arovni mRNA ¢i proteinu.

Mutace Tyr265Cys v genu NEFL byla nalezena u ¢lent AD rodiny s ¢asnym zacatkem CMT
v détském véku. Vzhledem k charakteru postizeni v této rodiné (rodina A) lze shrnout, ze
testovat gen NEFL ma vyznam u pacientu s jednoznacné axonalni neuronalini 1ézi se zacatkem
onemocnéni v prvni (ev. druhé) dekadé, u kterych nejsou vyznamné snizeny rychlosti vedeni

motorickymi vlikny n. medianus. Testovani je opodstatnéné predevsim u AD rodin.
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7. Testovani genu pro small integral membrane
protein of the lysozome/late endosome (SIMPLE)

7.1. Uvod

Na pocatku roku 2002 byly v literature popsany dvé CMT rodiny, které vykazovaly vazbu na
chromosom 16p13.1. Tato forma byla oznacena jako CMT1C. (Street et al., 2002) Stejna skupina
autort pozdéji urcila, ze onemocnéni je zplisobeno riiznymi missense mutacemi v genu pro small
integral membrane protein of the lysozome/late endosome (SIMPLE), diive oznacovaném
LITAF/SIMPLE. (Houlden a Reilly, 2006, Strect et al, 2003) Gen SIMPLE ma 3 exony a koduje
protein o velikosti 161 AMK, ktery hraje roli pri degradaci proteint. Je pritomny v cytoplasmé

Schwannovych bunék. (Bennett et al.,, 2004) Celkem bylo dosud popsano 10 kauzalnich missense

mutaci v tomto genu (Tab. 10).

Tab. 10. Prehled dosud publikovanych patogennich mutaci a polymorfismG v genu SIMPLE. Upraveno

a doplnéno dle http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/

Mutace (v cDNA) Zmena v proteinu Fenotyp Citace

1 ¢.146C>T Thr4a9Met CMT2 Saifi et al., 2005

2 ¢.220+38T>C - (polymorfismus) Saifi et al., 2005

3  ¢.222T>C lle74lle - (polymorfismus) Bennett et al., 2004

4  c.274A>G lle92Val - (polymorfismus) Saifi et al., 2005

5 ¢.330C>T Asn110Asn - (polymorfismus) Saifi et al., 2005

6 ¢.332C=G Ala111Gly CMTH1 Latour et al., 2006

7 c.334G>A Gly112Ser CMT1 gggﬁ;g’;’; 5020030 y
Saifi et al., 2005
Latour et al., 2006

8 ¢.344C>A Thr115Asn CMTH Street et al., 2003

9 ¢.344G>A + CMT1A Gly112Ser + CMT1A CMT1 - tézké Meggouh et al., 2005

10 ¢.3467>G Trp116Gly CMTA1 Street et al., 2003

11 ¢.364C>G Leu122Val CMTH Saifi et al., 2005

12 ¢.403C>T Pro135Ser CMT1 Latour et al., 2006

13 ¢.403C>A Pro135Thr CMT1 Latour et al., 2006

14 ¢.378-29C>T - (polymorfismus) Saifi et al., 2005

15 ¢.477G>A Lys159Lys - (polymorfismus) Saifi et al., 2005

16 ¢.539C>G 3'UTR - (polymorfismus) Saifi et al., 2005

17  ¢.585C>T 3'UTR - (polymorfismus) Saifi et al., 2005

18 ¢.629C>T 3'UTR - (polymorfismus) Saifi et al., 2005

19 ¢.671T>C 3'UTR CMT1 Saifi et al., 2005
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Existovalo mnoho teorii o funkci SIMPLE (a LITAF) proteinu a o patogennim pusobeni
mutaci v SIMPLE. Pivodné byly popsany dva transkripty genu kodujici dva rozdilné proteiny
LITAF (,lipopolysaccharide induced tumor necrosis factor « factor” — LITAF) a SIMPLE (Houlden
a Reilly, 2006), ale nedavna studie ukazala, Ze jedinym transkriptem genu je protein SIMPLE a ze
predpoklad existence proteinu LITAF byl zalozen na sekvenacnim omylu. (Saifi et al., 2005)
Protein SIMPLE je E3 ubiquitin ligaza lokalizovana v membrané pozdnich endosomii a lysozomu
v cytoplasmé Schwannovych bunek. Ucastni se procesu tiidéni a degradace proteinii oznacenych
ubiquitinem. (Bennett et al., 2004) Ackoli je SIMPLE exprimovan ve vsech bunkach, je zajimavé, ze
projevy mutaci jsou patrné izolovany pouze na periferni nervovy systém. MoZnym vysvétlenim
je vysoka citlivost Schwannovych bunék na overexpresi (nespravnou davku) a poruchy skladani
proteini. Nejcastéjdi formou CMT1 je CMT1A zplisobena zvysenou davkou (a overexpresi) genu
pro periferni myelinovy protein 22 (PMP22). (Lupski 1999) Protein PMP22 je hlavni strukturalni
komponentou periferniho kompaktniho myelinu. Jeho skladani je obtizné a s tim souvisi fakt, ze
az 80% nové syntetizovaného proteinu je v bunce rychle degradovano. (Notterpek et al., 1999)
Mutace v SIMPLE mohou naruSovat degradaci ubiquitinem mediované degradace PMP22 a tim

vést ke klinickému rozvoji demyelinizacni neuropatie. (Notterpek et al., 1999, Bennet et al., 2004)

7.2. Pacienti a metody

Pacienti

Vysetiili jsme celkem 107 pacientt ze 104 rodin s demyelinizaéni formou CMT1. U vsech
pacientli byla v pfedeslém testovani vyloucena pritomnost nejcastéjsi CMT1A duplikace / HNPP
delece pomoci sady mikrosatelitovych marker. (Seeman et al., 2000) U nékterych pacientt byly
navic vylouceny mutace v genech Cx32, MPZ a PMP22. KvySetreni byli vybirani pacienti
s dominantnim nebo sporadickym vyskytem CMT, u kterych byl klinicky nalez typicky pro
CMT1 a ktefi méli snizené rychlosti vedeni (NCV) motorickymi vlakny n. medianus a/nebo

n. ulnaris pod 38 m/s.

Molekularni analyza
Vzorky genomové DNA a vzorky kontrolni DNA byly vysSetieny primym sekvenovanim celé

kédujici a prilehlych nekodujicich oblasti genu SIMPLE (viz kapitola 3.3).
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7.3. Vysledky

V souboru vysetfenych 104 rodin resp. nepiibuznych pacienti s CMT1 byly zachyceny celkem
3 rlizné kauzalni mutace ve 4 rodinach. Diive popsana missense mutace Gly112Ser (c.334G>A),
(Obr. 28) byla detekovana v heterozygotnim stavu ve dvou AD CMT1 rodinach celkem u 5
postizenych jedinch (rodiny A a B). (Street et al, 2003, Bennett ct al., 2004) Mutace nebyla
zachycena v 64 kontrolnich chromosomech dosud vysetfenych primym sekvenovanim.

Druhou zachycenou missense mutaci je dosud nepopsana Pro58Leu (c.173C>T)
v heterozygotnim stavu (Obr. 29) u sporadicky postizené pacientky (kazuistika C).

Treti detekovanou missense mutaci je také dosud nepopsana Leull4Gln (c.341T>A)
v heterozygotnim stavu (Obr. 30) u pacienta s pravdépodobné AD prenosem postizeni v rodiné
(rodina D). Mutace nebyla zachycena v 64 kontrolnich chromosomech dosud vysetfenych
primym sekvenovanim.

V testovaném souboru bylo dale identifikovano velké mnozstvi polymorfisma, znichz
nékteré jsou velmi casté: [le92Val (c.274A>G) (Saifi et al, 2005) (Obr. 31); Thr78Thr (c.238G>A)
(Latour et al., 2006); ¢.220+42C>T (IVS2+42C>T) v heterozygotnim i homozygotnim stavu (Latour ct
al,, 2006) (Obr. 32); Asnl10Asn (c.340C>T) (Saifi et al, 2005); c220+65T>C (IVS2+65T>C)
v heterozygotnim stavu; ¢.378-30C>T (IVS-30C>T) v heterozygotnim i homozygotnim stavu.

Prehled nami zachycenych mutaci a polymorfisma v SIMPLE je uveden v tabulce 11 a poloha

mutaci v proteinu SIMPLE je zndzornéna na obrazku 33.

Tab. 11. Pfehled zachycenych mutaci a polymorfism v genu SIMPLE. Vpravo je vZzdy uveden pocet rodin se
zachycenou zaménou (n/104).

Exon 2 / Intron 2 Exon 3 Exon 4 / Intron 3
Polymorfismy €.220+42C>T het. 45  lle92Val het. 30 ¢.378-30C>T het. 11
€.220+42C>T hom. 20 lle92Val hom. 10  ¢.378-30C>T hom. 3
€.220+65T>C het. 3  Thr78Thr het. 6
Asn110Asn het. 1
Kauzalni Pro58Leu het. 1 Gly1128Ser het. 2
mutace Leu114Gin het. 1
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Obr. 28.

Heterozygotni mutace

Gly112Ser na

forward sekvenci

kontrola T v genu SIMPLE

detekovana v nasem

souboru pacientt

u 3 ¢lent AD CMT1C

rodiny.

Dole kontrolni

sekvence.

kontrola Obr. 29.
Heterozygotni
L mutace Pro58Leu
v genu SIMPLE
u sporadicky
postizené pacientky.
Dole kontrolni

sekvence.

kontrola ¢ Obr. 30.
Heterozygotni mutace
Leu114GIn v genu

SIMPLE u probanda
z AD CMT rodiny. Dole
kontrolni F sekvence.
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Obr. 31.

Cetny polymorfismus ¢.274A>G,
lle92Val v genu SIMPLE.
Nahofte forward sekvence
heterozygota pro zaménu, dole
kontrolni sekvence.

T T 6 6 C C C|J|T C C A4 CCC Obr. 32.
: Mutace v intronu 2 genu SIMPLE

; IVS 2+42C>T. Mutace se v naSem
! souboru pacienti vyskytuje jak

/ Y rﬁ }‘W v heterotygotnim tak v homozygotnim

\. W b, : stavu. Ve spodnim fadku je pro porovnani

T T G G € C YIlT B € & C £ 'C zachycena i wt sekvence.

1 MSVPGPYQAA TGPSSAPSAP PSYEETVAVN SYYPTPPAPM PGPTTGLVTG PDGKGMNPPS
61 YYTQPAPIPN NNPITVQTVY VQHPITFLDR PIQMCCPSCN KMIVSQLSYN AGALTWLSCG
121 SLCLLGCIAG CCFIPFCVDA LQDVDHYCPN CRALLGTYKR L

Obr. 33. Aminokyselinové slozeni proteinu SIMPLE. Dvojitym podtrZzenim jsou zvyraznény kodony 58, 112
a 114, ve kterych jsme detekovali tfi kauzalni mutace.
http.//www.expasy.org/cgi-bin/sprot-ft-details.pl?Q99732@CHAIN@ 1@ 161

A. AD rodina nesouci mutaci Gly112Ser v genu SIMPLE
Jedna se o rodinu s molekularné geneticky potvrzenym postiZzenim CMT1 ve tfech po sobé jdoucich
generacich (viz rodokmen na obr. 34). Probandce je v soucasné dobé 18 let.
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T o d

I:1 I:2

Obr. 34.

Rodokmen AD CMT1C rodiny
D nesouci mutaci Gly112Ser
v genu SIMPLE. Podobné
m:2 In:3 :

II:1 I1:4 II:5 postiZzeni méla udajné matka

1:6
maternalniho dédecka
! probandky; dale je podobné

Elﬂ postiZena sestra maternalniho
dédecka, dale jeji dcera
III:1 III:2 III:3 III:6 (r. 1970) a i jeji dcera
(r. 1996). Tito postizeni
¢lenové rodiny nebyli
neurologicky ani geneticky
Vel _— vySetieni. Otec probandky je

zdrav.

MATKA PROBANDKY (I11/5; 41 let, neurologicky vysetfena ve 37 letech) je subjektivné bez obtiZi,
slabost nepocituje, miva pouze bolesti lytek pii zméné pocasi. Ma hypotrofie drobnych svali rukou,
naznacenou bilateralni kontrakturu 5. prstu, na dolnich koncetinach hypotrofie lytek a drobnych svalt
nohy, deformitu nohou typu pes cavus a zkraceni Achillovych slach (Obr. 35). Pacientka ma areflexii
C5-C8 a L2/4 a L5/S2 a mirné oslabeni dorsalni flexe planty i palce (4/5 bilat.). Chiizi po patach
nesvede, chiizi po Spickach svede ale zvyraziiuje se deformita pes cavus. Taktilni ¢iti je bez vypadk.

Obr. 35.

Postizena matka probandky
nesouci mutaci Gly112Ser

v genu SIMPLE. Jsou patrné
atrofie dolnich koncetin,
deformita nohou pes cavus
zvyraznéna pii stoji na Spicce a
atrofie drobnych svall rukou.
(Foto P. Seeman)

EMG nalez odpovida difizni neurogenni lézi senzitivnich a motorickych vlaken na HK a DK
s primarnim postizenim myelinu (Tab. 12).

Dalsim anamnesticky zjisténym postiZzenym a molekularné geneticky vySetfenym clenem rodiny
je maternalni dédecek probandky (84 let). Ma lehké atrofie drobnych svalii nohy, deformitu pes cavus,
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snizeni svalové sily na dolnich koncetinach, areflexii .2/4 a L5/S2 a ponozkovitou hypestesii. Chiizi po
patach svede nedokonale. EMG vysetfeni nebylo provedeno.

PROBANDKA je subjektivné téméf bez obtizi. CMT u ni bylo diagnostikovano nahodné pri
hospitalizaci pro bolesti zad. Prvni pfiznaky onemocnéni CMT se u ni objevily asi v 5 letech zhorSenou
lokomoci — hiife béhala, skakala a nemohla se postavit na paty. ObtiZze se vyraznéji projevily na
zakladni sSkole, kdy nezvladala cviky tak dobfe, jako ostatni. Dvakrat prodélala distorzi levého
kotniku. Od 14 let pozoruje horsi jemnou hybnost na obou rukou. Podezfeni na dédi¢nou neuropatii
bylo vysloveno ve 14 letech a bylo potvrzeno EMG vySetfenim a obdobnym neurologickym nalezem
u matky probandky a maternalniho dédecka probandky.

Pri objektivnim vySetfeni v 15 letech méla pacientka na hornich koncetinach lehkou
hypotrofii drobnych svali ruky, naznacené kontraktury na 5. prstu bilateralné (jako u matky),
mirné oslabenou svalovou silu na celych hornich koncetinach (4-5/5) a hyporeflexii C7-C8. Na
dolnich koncetinach méla hypotrofii drobnych svalii nohy, lehké deformity typu pes cavus (Obr.
36), mirné oslabenou svalovou silu distalné i proximalné na DK (4-5/5) a areflexii L5/4 a L5/S2.

Nesvedla chiizi po patach. Taktilni a vibra¢ni ¢iti bylo neporuseno.

Obr. 36.

Naznacena deformita nohy pes
cavus u pacientky nesouci
heterozygotni mutaci Gly112Ser
ve genu SIMPLE.

(Foto P. Seeman)

EMG vysetfeni bylo u probandky provedeno v 15 letech se zavérem primarné
demyeliniza¢ni polyneuropatie sensitivnich a motorickych nervii s pfevahou na dolnich

koncetinach (Tab. 12).
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Tab. 12. Vysledky konduké&nich studii motorickych a sensitivnich viaken u probandky (111/1) a jeji matky
(1/2) nesouci mutaci Gly112Ser v genu SIMPLE odpovidaji primarni demyeliniza¢ni lézi.

Norma /1 112
Motoricka n. Medianus MNCV (m/s) 251 30 26
viakna Amplituda (mV) 242 6,2 57
n. Ulnaris MNCV (m/s) 250 24 29
Amplituda (mV) 255 3,8 52
n. Peroneus (m. MNCV (m/s) > 39 17 22
tibialis ant.) Amplituda (mV) NA 1,5 0,5
n. Tibialis MNCV (m/s) 240 17 19
Amplituda (mV) 225 1,1 0,7
Sensitivni n. Medianus SNCV (m/s) 248 35 24
viakna Amplituda (uV) 210 8 11
n. Ulnaris SNCV (m/s) > 48 28 28
Amplituda (uV) =10 5 5
n. Suralis SNCV (m/s) 2 38 ND ND
Amplituda (uV) 244 ND ND

MNCV, motor nerve conduction velocity — rychlost vedeni motorickymi viakny; SNCV, sensory nerve
conduction velocity — rychlost vedeni sensitivnimi viakny; NA, not available — hodnota neni k dispozici.
ND, not detected - neméritelné. Patologické hodnoty jsou tucné.

B. AD rodina nesouci mutaci Gly112Ser v genu SIMPLE
Také druha rodina se zachycenou mutaci Gly112Ser v SIMPLE vykazuje znamky AD prenosu
postizeni (Obr. 37).

—@®

111 1/2
/2 1/3 /4
Obr. 37.
Rodokmen probandky nesouci
mutaci Gly112Ser v genu
/1 SIMPLE.

PROBANDCE (III/2) je v soucasné dobé 42 let. Onemocnéni se u ni zacalo projevovat ve 2. dekadé
zivota. Ve véku 40 let méla deformity nohou pes cavus a distalni svalovou slabost na dolnich
konéetinach. Chuze po patach nebyla schopna a homi koncetiny méla nepostizeny. EMG vysetieni
provedene ve 32 letech ukazalo obraz tézké demyelinizacni léze (MNCV n. medianus 19,2 m/s; SNCV

n. medianus 24 m/s; vedeni na n. peroneus a n. suralis bylo nevybavné).
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DCERI PROBANDKY (IV/1) je vsoucasné dobé 18 let. Prvni piiznaky postizeni periferni
neuropatii se uni zacaly projevovat mezi 5. a 10. rokem véku. Pacientka ma deformitu nohou pes
cavus. Pri vysetfeni v 17 letech byla schopna chuze po patach a neméla znamky distalni svalové
slabosti a atrofii na dolnich ani na hornich koncetinach. EMG vysetfeni provedené v 17 letech ukazalo
obraz hrani¢ni demyelinizaéni léze (MNCV n. medianus 40,4 m/s; SNCV n. medianus 36,3 m/s; MNCV

na n. peroneus 28,3 m/s; SNCV n. suralis 20,3 m/s).

C. Sporadicky postizena pacientka nesouci mutaci Pro58Leu v genu SIMPLE

Pacientce je v soucasné dobé 33 let. Je narozena z rizikového téhotenstvi ve 34. gestacnim tydnu. Ma
jednoho mladsiho zdravého bratra a zdravou dceru. Dle starsich anamnestickych udajt byli oba rodice
udajné po neurologické strance zdravi a ani u nikoho dalsiho v rodiné se nevyskytuje podobné
postizeni jako u pacientky. Po narozeni byla zjisténa kombinace vyvojovych vad typickych pro
syndrom Beckwith-Wiedemann (BWS): exomfalos, makroglosie a gigantismus (drive take EMG
syndrom) (Obr. 38). Delece na kratkém raménku chromosomu 11, kterd je nejcastéjsi pricinou
syndromu BWS, ale nebyla u pacientky cytogenetickym vysetfenim technikou HRT prokazana.

Psychomotoricky vyvoj byl u pacientky normalni.

Obr. 38.
Pacientka s BWS syndromem.
oznacovanym také jako EMG —
exomphalos, makroglosie,
b B S gigantismus. Na obrazku je dobre
35’\ - ‘%' patrny exomphalos.
it (Foto E. Seemanova)

Probandka chodila od 1 roku a od zacatku méla sklon k chiizi po Spickach. V 15 letech véku si
rodice vsimli deformit nohou typu pes cavus, zhorseni chiize a prepadavani spicek (vice vlevo). Pri
objektivnim neurologickém vysetreni v 15 letech na jiném pracovisti méla pacientka nystagmoidni
zaskuby od v krajnich polohach, na homich koncetinach snizeny svalovy tonus, hyporeflexii a
naznacenou hypotrofii interosealnich svali. Na dolnich koncetinach méla oboustranné deformitu pes
cavus, zkracené Achillovy Slachy, nizsi svalovy tonus, hyporeflexii L2-L4, areflexii L.5-S2. Chiize byla
peronealni, na patach nesvedla. EMG vysSetreni v 15 letech zaznamenalo snizenou rychlost vedeni

motorickvmi vlakny n. ulnaris (39m/s) a nevybavné vedeni motorickymi vlakny n. peroneus.
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D. Pacient nesouci mutaci Leu114Gin v genu SIMPLE z AD CMT1 rodiny

Probandovi je v soucasné dobé 42 let. Vjeho rodiné je tidaj o postizeni paternalni babicky, ktera
ochrnula ve véku 40 let. Otec probanda ma parestezie koncetin a revmatismus. Jedna se tedy s nejvétsi
pravdépodobnosti o AD prenos postizeni v rodiné (rodokmen na Obr. 39). Sourozence proband nema,
ma dva syny, u kterych se zatim nelze spolehlivé vyjadrit o pritomnosti postizeni vzhledem k nizkému
véku. Proband byl narozen predcasné v 7. mésici s PH 1,85 kg. V osobni anamnéze ma détskou
mozkovou obrnu (DMO) a pravostranny nystagmus. Prodélal ortopedickou prolongaci Achillovy
Slachy a korekci deformity na pravé noze ve veku 12 let. Druhou ortopedickou operaci prodélal v 17
letech se zpevnénim pravého zdpésti vnesenim kostniho stépu z kycle a prolongaci Slach. Pri treti
operaci ve 25 letech byla prodlouzena Slacha m. extensor hallucis longus na pravé homi koncetiné.

Pacient ma bilateralni myopii (5,5D).

Obr. 39.
Rodina probanda nesouciho
mutaci Leu114Gin v genu
Vi V)2 SIMPLE.

Ve 33 letech se u pacienta zacalo objevovat, v souvislosti se zménou zaméstnani z kancelarske
prace do vyrobniho provozu, mravenceni a mrtvéni v dolnich koncetinach, které zacinalo v prstech a
sifilo se ke stehntim. Obtize se stupniovaly s namahou. Budil se ze spanmi pro bolesti, mravenceni a
necitlivost v lytkach. Na levé horni koncetiné pozoruje bméni a sniZzenou citlivost asi od 36 let véku.

Pii objektivnim vysetteni v 38 letech mél nepravidelné nystagmoidni zaskuby oci viemi sméry a
hypestezii levé tvare. Na hornich koncetinach mél bilateralné Zivé reflexy C5-C8 (vice vpravo), pravou
homt koncetinu (PHK) s kladivkovymi prsty, spastickou a retrahovanou bez moznosti ohybu v zapésti
a lokti a s omezenim pohyblivosti v ramennim kloubu, LHK mél bez paréz. Na PHK mel zachovane
¢itl, na LHK mél hypestezii. Na PHK mél dystaxii, na LHK presnou taxi. Na dolnich koncetinach mél

oboustrannou deformitu pes cavus, reflexy [2-S1 symetrické a Zivé, bilateralné bvl pozitivni
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Babinského priznak, taxe byla presna, na PDK mél takfilni anestezii, na LDK hypestezii. Chtize byla
samostatnad, ale parapareticka, spasticka a o Siroké bazi.

Pii EMG vysetteni ve véku 38 let byl na HK i DK obraz tézké demyelinizaéni sensitivni a
motorické polyneuropatie s vyrazné snizenymui rychlostmi vedeni (Tab. 13). U studie sensitivnich

vlaken byla zcela nevybavna odpovéd na n. suralis (Tab. 13).

Tab. 13. Vysledky kondukcnich studii motorickych a sensitivnich viaken u pacienta
nesouciho mutaci Leu114Gin v SIMPLE odpovidaji primarni demyelinizaéni 1ézi se
sekundarnim axonalnim postizenim.

Norma Pacient
Motoricka n. Medianus MNCV (m/s) =51 26,3
viakna Amplituda (mV) 2472 0,4
n. Ulnaris MNCV (m/s) 250 26,7
Amplituda (mV) 255 4,9
n. Peroneus (m. MNCV (m/s) > 39 19,7
tibialis ant.) Amplituda (mV) NA 0,5
n. Tibialis MNCV (m/s) 240 13,2
Amplituda (mV) 225 0,8
Sensitivni n. Medianus SNCV (m/s) > 48 28,6
viakna Amplituda (uV) 210 0,9
n. Ulnaris SNCV (m/s) 248 30,8
Amplituda (uV) =10 2,0
n. Suralis SNCV (m/s) 238 N.D.
Amplituda (uV) 24.4 N.D.

MNCV, motor nerve conduction velocity — rychlost vedeni motorickymi viakny; SNCV, sensory
nerve conduction velocity — rychlost vedeni sensitivnimi vliakny; NA, not available — hodnota
neni k dispozici. ND, not detected - neméfitelné. Patologické hodnoty jsou tuéné.

Zrakové evokované potencialy (VEP) mély oboustranné prodlouzené latence viny P100, coz
odpovida 1ézi zrakové drahy. Vysledky vysetreni sluchovych evokovanych potencialt (BAEP) byly
v mezich normy. Motorické evokované potencialy (MEP) mély extrémné prodlouzené latence
v periferni ¢asti motorické drahy bilateralné. Sensitivni evokované potencialy (SEP) n. medianus
sveédcily pro oboustrannou 1€zi sensitivnl drahy v perifernim useku, SEP n. tibialis byly bez vybavné
odpovédi.

Klinicky obraz u pacienta odpovida kombinaci postizeni v ramci DMO (spasticka triparéza DK a
PHK) a CMT demyelinizacniho typu s klinicky dominujicimi algoparestéziemi dolnich koncetin a leve

horni koncetiny.
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7.4. Diskuse

V této studii jsme identifikovali 3 ruzné kauzalni mutace v genu SIMPLE u 4 rodin ze souboru
104 ceskych nepribuznych CMT1 pacientlt (rodin) s vyloucenou formou CMT1A. Frekvence
mutaci je tedy priblizné 3,8 % (4 pozitivni nalezy mezi 104 testovanymi rodinami). V celkovém
souboru 360 rodin (nepfibuznych jedincii) s dominantni demyelinizacni formou CMTI! je
zastoupeni mutaci v SIMPLE 1,1% (4/360). Frekvence mutaci v SIMPLE udavané v jinych studiich
jsou podobné: 3,75% (3/80) mezi CMT1 rodinami s vyloucenim CMT1A a mutaci v nékolika
dalsich dominantnich genech (Bennett ct al., 2004); v jiné studii je udavana frekvence 0,6% (6/968)
mezi viemi AD CMT1 nepribuznymi rodinami. (Latour et al., 2006) Podle spektra zachycenych
rodin lze usuzovat, Ze zachyt mutace v SIMPLE je nejpravdépodobnéjsi u AD rodin (3 ze 4 rodin
jsou AD), ale testovani je opodstatnéné i u sporadickych CMT1 pripadit.

Fenotyp CMTIC sAD dédi¢nosti a vékem zacatku obtizi v détstvi je Kklinicky
i elektrofyziologicky velmi podobny fenotypu CMTI1A. Prvnimi projevy byva deformita pes
cavus nebo porucha chuze a dale obvyklé CMT priznaky jako distalni svalova slabost, svalové
atrofie, snizeni az vymizeni reflexii a poruchy senzitivity. EMG nalezy jsou ve vétsiné drive
popsanych CMTIC rodin typické pro demyelinizacni typ CMT1, pouze jedna rodina méla
rychlosti vedeni odpovidajici formé CMT2. (Saifi et al, 2005) V biopsiich nervii pacientt
s prevazujici demyelinizaéni formou CMTI1C byly nalezeny ,onion bulb” formace typické pro
demyelinizaci. (Bennett et al., 2004; Saifi ¢t al, 2005) U pacienti z rodiny s axonalni formou
CMT1C byla popsana axonalni ztrata. (Saifi et al., 2005)

Charakterem priznaku se nami detekovana rodina A s mutaci Gly112Ser podoba dalsim péti
popsanym evropskym rodinam se stejnou mutaci, i kdyz se zda, Ze subjektivni i objektivni
priznaky jsou v nasi rodiné mirnégjsi. (Bennett ct al., 2004; Saifi et al., 2005; Street et al., 2003; Latour
et al, 2006). Klinicky obraz v publikovanych rodinach odpovida klasickému obrazu CMT1
s distalni svalovou slabosti a atrofiemi, hyporeflexii a poruchami ¢iti. MNCV na n. medianus jsou
u vdech G112S pacientit velmi podobné a pohybuji se v rozmezi 20 — 25 m/s. Vék nastupu
onemocnéni se pohybuje v rozmezi 3 — 34 let.

Charakter postizeni v rodiné B s mutaci Gly112Ser je méné diikladné zdokumentovan, ale
podle dostupnych udajt jde o typicky obraz CMT1 podobny ostatnim jiz zminénym kazuistikam.
(Bennett et al., 2004, Saifi et al., 2005; Street ¢t al., 2003)

Zajimavosti je, ze mutace Gly112Ser byla v literature dale popsana u pacienta z AD rodiny se

soubéznym vyskytem s duplikovanou formou CMT1A. (Meggouh et al, 2005) Proband ziskal
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mutaci Gly112Ser od otce a duplikaci PMP22 od matky. Oba rodi¢e méli klinické postizeni
typické pro CMT1. U syna se onemocnéni projevilo jiz ve véku 2 let, mél tézké deformity nohou,
téZké svalové atrofie, slabost a areflexii. Zavazny klinicky prubéh je ptipisovan soubéhu CMTIA
a mutace v SIMPLE. U nasich pacientii s mutacemi v SIMPLE vsak byla CMTIA duplikace jiz
piedem vyloucena.

Je pravdépodobné, ze opakovany zachyt mutace Gly112Ser je dan pfitomnosti tzv. hot spot
pro vznik mutaci v genu SIMPLE v misté CpG dinukleotidu. (Saifi et al,, 2005) Kodon 112 lezi
v oblasti genu SIMPLE o velikosti 38 aminokyselin (AMK), jejiz slozeni je vysoce konzervované
napfic zivoc¢isnymi druhy. Tato oblast je soucasti jesté rozsahlejsi domény asi o 70 AMK, ktera je
sice konzervovana v mensi mire, zato ale v ramci Sirsi skupiny druhd. (Saifi et al., 2005) Mira
konzervovanosti AMK v pozici 112 naznacuje vyznamny funkéni dopad mutace Gly112Ser na

protein SIMP'LE (Obr. 40).

b

Hs 89 DRPIQMACPSCNKMIVSQLSYNAGALTWL 126
R T R R RS SRR

Rn 89 DRPIQ PSCN’EG-!I‘JTQLSYNAGALTJL‘ 126
dehk dkhfkk k] kkkh hok ok koo kAR

Mm 89 DRPVQ} PSCEKMIVTQLSYNAGALTWLS 126
o v--i---- [ Z 2RISR & R 22 )

Mm (Nedd4) 90 DRPVQOMGCPSCISKMIVTQLSYNAGALTWL 127
> hw W i**tﬁ’tﬁii LR R E ] IS 222

Ec 89 DRPVQ} : PSdNKHIVTQLSYTAGALT’ﬂL 126
kA kR |utt--l *h ok L] Awhwhw

Gg T6 DRPVQMS'CPSGFQMIV‘TRLCYESGALI"JI. 113

Obr. 40. Konzervovana oblast v proteinu SIMPLE. Sipkami jsou znazornény kodony 112 a 114, ve kterych jsme
detekovali mutace Gly112Ser a Leu114Gin. (Hs, Homo sapiens; Bn, Rattus norvegicus Mm, Mus musculus;
Ec, Equus caballus; Gg, Gallus gallus)

Druha detekovand mutace Pro58Leu (kazuistika C) nebyla dosud jinymi autory popsana. Jak
je patrmé zobrazku 41, lezi v daldi konzervované oblasti proteinu SIMPLE. Vzhledem
k charakteru zamény - prolin (Pro; MW 115) je lehce kysela aminokyselina s vyjimecnou
heterocyklickou strukturou obsahujici sekundarni amino skupinu a leucin (Leu; MW 131) naproti
tomu aminokyselina alifaticka a hydrofobni - [ze oc¢ekavat vyznamny funkéni dopad.

Dostupné udaje z dokumentace pacientky svédci pro typicky priibéh onemocneéni CMTI.
Pacientku bohuzel zatim nebylo mozné od nalezu mutace nové vysettit z dvodu jejiho nesouhlasu a

ani rodice nebyli vySetfeni na DNA trovni k potvrzeni segregace mutace s onemocnénim (otec jiz
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nezije). Predpokladame ovsem, Ze se jedna o dominantni kauzalni mutaci s de-novo vznikem

u probandky.

!

Hs: 29 VNSYYPTPPAPMPGPTTGLVTEPDGKGMNPHSYYTQPAPIPN 70

LA SR SR AR ERE S o W ook ok od i od e kW ok kR L * *

Mm : 29 VNSYYPTPPAPMPGPATGLITEPDGKGMNPESYYTQPVPVPN 70

Rk Wk whw Whekwwhkwhwdrwrrdrdrd & A

Rn: 29 VNSYYPTPPAPQPGPATGLITGPDGKGMNPHSYYTQPVPVPN 70

Ah ARk w kAR whk Ap Ak r ARk r Rk Ak & Aok

Rn 2: 195 ‘J"NSYYPTPPAFQPGPATGLITG?DGKG‘MIIP!#SYY’I‘QPVPVPN 236

W o kk Rw kMR wAxwwwra bk ph kA Ak Mr ek kRk ok AW

Ec: 29 ‘JHSYFPTP?APVPGPTTGLVTtEFDGKG?o[‘NPAAYT]‘QPVPVPN 70
L8 * - L b - ® L ko ok W ko ok * LE *
Gg: 24 VN-Y-PHPY-PVPQP--GLR-1PDGKGMNPPRYSGQPMP--- 55

Obr. 41. Dalsi konzervovana oblast v proteinu SIMPLE. Sipkou je znazornén kodon 58, ve kterém jsme
identifikovali mutaci Pro58Leu. (Hs, Homo sapiens; BRn, Rattus norvegicus Mm, Mus musculus;
Ec, Equus caballus; Gg, Gallus gallus).

Treti nova detekovana mutace Leu114Gln (rodina D) leZi ve stejné konzervované oblasti jako
mutace Gly112Ser (Obr. 40). V kodonu 114 SIMPLE zatim nebyla v literature popsana zadna dalsi
mutace. V sousednich dvou bazich v téze oblasti byly dfive popsany zamény Thrll5Asn a
Trp116Gly u AD rodin s typickym CMT1 postizenim (Street et al., 2003; Bennett et al., 2004) a diky
napadnému soustfedéni nékolika missense mutaci do malé oblasti pouze 6 aminokyselin
v SIMPLE (kodony 111, 112, 115 a 116) byla vyslovena domnénka, Ze tato doména muize byt
kriticka pro periferni myelinizaci. (Bennett et al, 2004; Latour et al, 2006) Nalezem mutace
Leul14CGln ddle podporujeme tuto hypotézu a doplnujeme tak spektrum mutaci v této vyznamné
oblasti genu SIMPLE. I podle charakteru zamény alifatické a hydrofobni aminokyseliny leucin
(Leu; MW131) za polarni glutamin (Gln; MW 146), vytvarejici vodikové mustky, lze u této
mutace ocekavat funkéni dopad a kauzalni vliv na vznik neuropatie.

V dobé sepisovani prace je proband jedinym klinicky a molekularné geneticky vysetrenym
¢lenem rodiny. Zhodnoceni miry jeho klinického postizeni v dtisledku mutace v SIMPLE a i véku
prvnich klinickych projevii neuropatie je do znacné miry znesnadnéno pritomnosti zakladniho
onemocnéni DMO, jehoz priznaky (deformita nohou a rukou, zkraceni Achillovych slach) se
s CMT castecné prekryvaji. EMG vySetfeni zistava u tohoto pacienta jedinou objektivni metodou
posouzeni tize CMT. Rychlost vedeni motorickymi vlakny n. medianus (26,3m/s) byla velmi

podobna rychlostem zaznamenanym u pacientek z rodiny A s mutaci Gly112Ser.
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Z vysledkt této prace vyplyva, ze testovani genu SIMPLE je smysluplné jak u rodin s AD

tak u pacienti se sporadickych postizenim s typickym klinickym obrazem CMT1 a

MNCYV n. medianus u nosi¢u SIMPLE mutace byla 19,2 m/s a nejvyssi 34 m/s).
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8. Testovani CMT1A a HNPP pomoci real-time PCR

8.1. Uvod

V roce 1989 byla u rozsahlého souboru CMT1 rodin prokazana vazba na chromosom 17p11.2 a
tato torma byla pojmenovana CMTIA. (Vance ¢t al., 1991; Houlden a Reilly, 2006) O dva roky
pozdéji byla ve stejném chromosomalnim pruhu, v oblasti 17p11.2-12, nalezena velka
segmentalni intrachromozomalni duplikace o rozsahu 1,5 Mb (Lupski et al., 1991; Houlden a Reilly,
2006) a nasledujici rok byl v této duplikované oblasti zmapovan gen pro periferni myelin protein
22 (PMP22). Domnénku, Z7e pravé on je zodpovédny za CMT1A, se podarilo potvrdit nalezem
bodovych mutaci v PMP22, které mély podobny fenotypovy projev, jako segmentalni duplikace
na 17p11.2. Dale byl objeven i zvifeci model CMT, tzv. Trembler-J mouse, s mutaci v PMP22
k porozuméni moiekularni genetiky CMT, jelikoz tato tzv. duplikovana forma predstavuje 50 %
vSech CMT pripadl a asi 70% vsech CMT1 pripadu a je tedy nejcastéjsi formou dédi¢nych
neuropatii vubec. (Nelis et al., 1996; Houlden a Reilly, 2006) Klinicky se CMT1A projevuje priznaky
typickymi pro dédi¢né neuropatie (viz kap. 1).

Delece PMP22 ve stejné 1,5 Mb oblasti nezptisobuje difusni demyelinizaci jako u CMT1A, alé
segmentalni asymetrickou dysmyelinizacni / demyelinizacni polyneuropatii - tzv. hereditarni
neuropatii se sklonem k tlakovym parézam (HNPP), neboli tomakuldzni neuropatii, ktera je
druhym nejcastéjsim typem dédicnych neuropatii (Obr. 42). Jedna se o postizeni s epizodami
prechodnych nervovych motorickych a sensitivnich paréz a diky mirnéjsi tizi postizeni ve
srovnani s CMT1A zustava pravdépodobné mnoho pacientt s HNPP nezachyceno. (Shy et al.,

2002)
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Protein ¥MP22 je hlavni strukturdlni komponentou periferniho kompaktniho myelinu. (Suter
a Scherer, 2003) Zvyseni genové davky PMP22 (nadbytecna kopie genu) u CMTTA vede priblizné
k dvojnasobné expresi PMP22 v perifernim myelinu ve srovnani s kontrolnimi vzorky nervi a ta
pravdépodobné k zmenseni strukturalni stability myelinu. (Lupski, 1997, Vallat et al., 1996) Nové
teorie predpokladaji, ze nové syntetizovany PMP22 ma i za normalnich podminek velmi kratky
polocas a vétdina je rychle degradovana. Detailni molekularni mechanismus vzniku CMT1A
vsak neni dosud objasnén. (Shy et al., 2002) CMT1A muze byt zpusobeno také pomérné vzacnymi
bodovymi mutacemi PMP22. Molekularni mechanismy ptsobeni bodovych mutaci jsou odlisné
od CMT1A a zahrnuji poruchy transportu, prostorového usporadani a agregace p'roteinu PMP22.
U formy HNPP dochazi naopak ke sniZeni exprese a snizeni relativntho obsahu PMP22
v perifernim myelinu pfiblizné na 60% ve srovnani s kontrolnimi vzorky nervt. (Vallat ¢t al,
1996; Suter a Scherer, 2003)

Rutinni vysetiovani CMT1A a HNPP v Ceské republice vyuZziva fragmentovou analyzu sady
mikrosatelitovych markertt lokalizovanych v okoli genu PMP22 na chromozomu 17 (tzv.
mikrosatelitova analyza). (Seeman et al,, 2000) Tato metoda je ale pri narlstajicim mnoZstvi
vzork( a pouzitim 17 markert relativné pracna a ¢asové i finanéné narocna.

Pomoci této metody bylo v dobé sepisovani prace v DNA laboratofi kliniky détske
neurologie celkem vySetreno jiz 1800 osob, pricemz bylo detekovano 440 pacientli (z 243 rodin)
s CMTIA duplikaci a 243 pacient(i (ze 133 rodin) HNPP deleci. CMT1A je potvrzeno nalezem
3 alel alespon u jednoho z pouZzitych mikrosatelitovych markerti. HNPP je prokazana nalezem

pouze jedné alely ve viech pouzitych markerech, ale jen v kombinaci s vysetfenim dalSich

78



Dédi¢né neuropatie CMT Testovani CMT1A a HNPP pomoci real-time PCR

piimych pribuznych pacienta nebo obdobné postizenych osob v rodiné, kde lze prokazat chybéni
alelického prenosu od postizeného rodice na postizeného potomka.

U malého procenta CMT1A pacientli (3-4%) vsak nachazime pouze zvysenou intenzitu
jedné alely nékterého z vysetfenych markeri bez nalezu 3 rliznych alel a dale je rada HNPP
pacientd, kteri byli vysetfeni jako jediné osoby vrodiné. Diagnoéza je u téchto pacienti
s podezrenim na CMT1A/HNPP stanovena s vysokou pravdépodobnosti, nemiize viak byt tpiné
potvrzena.

Kvantitativni real-time PCR nabizi jednak moznost dal$i nezavislé metody k potvrzeni
spornych vzorkii, ale hlavné moznost rychlé a cilené detekce davky PMP22. Proto jsme se
rozhodli zavést tuto metodu pro rutinni diagnostické pouziti a v neposledni fadé i k zpresnéni
zachytu CMT1A a HNPP a k moznosti kontroly starSich zavért analyzy mikrosatelitovych
markertt alternativni metodou. Dalsi vyznamnou motivaci k zavedeni této metody bylo ziskani
nastroje k prukazu duplikaci a deleci PMP22 genu u pacienti s podezfenim na CMT1A duplikaci
atypického rozsahu, které bylo vysloveno z vysledki mikrosatelitové analyzy, a umoznit tim

stanoveni frekvence téchto atypickych mensich duplikaci. (Thiel et al., 2003a)

