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AR - autozomdlné recesivni dédicnost

AR-CMT2 - axondlni typ CMT s autozomdlné recesivni dédicnosti

ASD - alternative splicing diabase

c

CHN - kongenitdlni hypomyelinizacni neuropatie

CMAP - compound muscle action potential
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SOUHRN

Vysettili jsme gen LMNA sekvenovanim vsSech kodujicich exona ve skupiné 98
pacientll s axondlnim typem dédi¢né periferni motoricko-senzitivni neuropatie Charcot-
Marie-Tooth (CMT2). V tomto genu jsme nenalezli u zddného pacienta s CMT?2 bialelické
mutace. Nasledné jsem metodou MLPA a kitem pro vysetfeni LMNA genu vysettila 48
vybranych pacientii, u kterych sekvenovanim nebyly nalezeny mutace. MLPA je kitem
sestavenym na detekci deleci a duplikaci v genech (napt. LMNA), které nejsou zachytitelné
pomoci sekvenovani. U Zadného ze 48 vySetfenych pacientl nebyla ani metodou MLPA
prokazana zadna odchylka v poctu kopii jednotlivych exoniit LMNA genu.

Mutace v genu LMNA tedy nejsou Castou pii¢inou onemocnéni Charcot-Marie-
Tooth v CR a mozna se u &eskych CMT2 pacientl ani nevyskytuji. LMNA gen nebude
zafazen do bé&zného diagnostického testovani pacientd s dédi¢nou neuropatii v CR.

Vysledky této studie byly publikovany v ¢asopise Journal of Human Genetics.

Daéle jsem vysetiila 8 pacientl s klinickym podezfenim na autozomalné¢ dominantni
formu svalové dystrofie Emery-Dreifuss (AD EDMD). Kauzalni mutace v genu LMNA
byly nalezeny u dvou rodin (3 pacientd). Proto u pacientd s muskularni dystrofii typu
Emery-Dreifuss doporucujeme vySetfeni genu LMNA, kdyZ spliluji pfesna diagnosticka
kritéria a nejsou nositeli mutace v genu pro emerin. Toto vySetieni je v nasi laboratofi 1

nadale dostupné. Vysledky této studie byly publikovany v ¢asopise Pediatric Neurology.

Nejvyznamnéjsi Casti disertace bylo vySetieni SH3TC2 genu u Ceskych pacientd
s HMSN 1. Vysettila jsem gen SH3TC2 u 60 ¢eskych pacientli s demyelinizaénim typem
dédi¢né periferni motoricko-senzitivni neuropatie. Mutace v tomto genu se ukézaly byt

Castou pfi¢inou onemocnéni Charcot-Marie-Tooth v ¢eské populaci. Alespon jedna mutace
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byla nalezena u 13 rodin. Bialelické kauzalni mutace byly nalezeny u 7 rodin. Prokazala
jsem, Ze prevalentni mutace v tomto genu v CR je p.Arg954Stop.

Z tohoto divodu jsem zavedla vySetieni genotypovanim pomoci vysokokapacitni a
nenakladné metody TagMan SNP genotyping Assay na tuto nejcastéj$i mutaci. Timto
zpusobem bylo vySetieno 412 vzorkd od pacienti s riznym fenotypem, ktefi byli diive
zaslani k DNA vySetfeni pro podezieni na chorobu CMT. Mutace p. Arg954Stop byla
touto metodou nalezena u 8 z nich.

Pomoci sekvenovani vSech 17 kodujicich exoni SH3TC2 genu jsem detekovala i
nové, dosud nepopsané mutace v tomto genu. Tyto mutace jsem dale analyzovala. Pro
kazdou z nov€ popsanych mutaci byl vySetfen vzorek nepostizené Ceské populace pro
vylou€eni moznosti ¢asté¢ho polymorfismu (vzdy minimélné 200 kontrolnich DNA). Toto
bylo provedeno s pouzitim nasledujicich technik: SnapShot analyza, restrikéni enzymy,
TagMan SNP Genotyping Assays. Dale jsem provedla pocitacovou analyzu nové
nalezenych mutaci pro potvrzeni, resp. vyvraceni jejich patogenniho charakteru.

Vsichni pacienti, u kterych byly nalezeny kauzalni bialelické mutace v genu pro
SH3TC2 byli pozvani k neurogenetické konzultaci a vySetieni. Dostavilo se 12 pacientd, u
nichz byla shromdzdéna klinick4 data. Byl upfesnén fenotyp pacientii s CMT4C.

Vysetteni genu pro SH3TC2 bylo zavedeno do rutinni praxe nasi laboratofe a bude
soucasti bézného diagnostického postupu u ceskych pacientli s demyelinizaénim typem
dédic¢né periferni neuropatie. Diky vysledkim a zkuSenostem ziskanych v této mé studii je
nyni mozné zefektivnit a zjednodusit i zlevnit vySetfovani SH3TC2 genu. U pacientii
S HMSN I, u kterych byl jiz vyloucen nejcastéjsi typ CMTI1A doporucujeme na zaklade
vysledkil nasi studie nejdiiv pouzit genotypizacni assay na pritomnost prevalentni mutace
p.Arg954Stop, a teprve v piipadé negativniho vysledku sekvenovat cely kodujici usek

genu SH3TC2. Zjistili jsme, ze pomoci genotypizacni assaye a sekvenovanim pouze téch



pacientli, u kterych byla prokdzana nejcastéj$i mutace p.Arg954Stop v heterozygotnim
stavu zachytime az 92 % vSech pacienti s CMT4C, tedy téch s bialelickymi mutacemi
v genu SH3TC2 v ceské populaci, coz je diagnosticky velice vyhodné. Vysledky této studie

byly pfijaty do Casopisu Clinical Genetics a ¢lanek je t.C. v tisku.

V nasi laboratofi jsem také zavedla vySetieni genu MTML1, jehoz mutace jsou
pric¢inou X-vazané myotubularni myopatie. DNA vysSetfeni této zdvazné nemoci ani tohoto
genu nebylo dosud v CR dostupné. Byli vysetieni dva pacienti, dvojéata, u kterych byla

nalezena mutace v tomto genu a tim se prokazala diagndza myotubularni myopatie.



SUMMARY

The LMNA gene was sequenced in 98 Czech patients with axonal Charcot-Marie-
Tooth(CMT 2) disease consistent with both autosomal recessive inheritance and sporadic
cases. Biallelic pathogenic mutations were not found in any patients in this group. To
exclude larger deletions/duplications in the LMNA gene not detectable by sequencing 48
patients from this group were also analyzed with multiplex ligation-dependent probe
amplification method (MLPA). No rearrangements in the LMNA gene were detected.

Mutations in the LMNA gene are either absent or are very rare among Czech
patients with axonal CMT. Therefore, we cannot recommend LMNA analysis for
diagnostic testing of Czech patients with axonal CMT. These results were published in

Journal of Human Genetics.

Furthermore, eight patients with clinical signs of Emery Dreifuss muscular
dystrophy and pedigrees compatible with autosomal dominant inheritance were tested for
mutations in the LMNA gene. Three patients (from two unrelated families) were shown to
carry causal mutations in the LMNA gene. Therefore, the LMNA gene testing is due to be
recommended for patients with clinical suspicion of Emery Dreifuss muscular dystrophy
who have normal emerin. This genetic testing is now available in our laboratory. Results

were published in Pediatric Neurology.

My PhD thesis put emphasis on the SH3TC2 gene testing among Czech patients
with HMSN I, mainly. Most of the results obtained are related to this project. The SH3TC2
gene was sequenced in 60 Czech patients with demyelinating Charcot-Marie-Tooth.
Mutations in this gene were shown to be a surprisingly frequent cause of CMT among

Czech patients. At least one mutation was found in 13 unrelated families. Biallelic causal



mutations were found in 7 families. Mutation p.Arg954Stop was shown to be a prevalent
mutation among Czech patients with CMT4C.

Based on this knowledge, a TagMan real-time PCR assay for detection of
p.Arg954Stop mutation was developed. This assay has a high-throughput and was used to
test DNA samples from 412 patients who were previously sent to our laboratory for
CMT DNA diagnostics and were negative for CMT1A/HNPP. Mutation p.Arg954Stop
was found in 8 of them, six were homozygous, two were heterozygous.

During the sequencing of the SH3TC2 gene several novel, not yet having been
described, mutations were found. These mutations were further tested, either
experimentally, either in silico.

Firstly, in order to exclude the possibility of a frequent polymorphism, DNA
samples from healthy Czech population were tested for the presence of these mutations.
For each and every one of the novel mutations at least 200 DNA samples were tested.
Several methods and approaches were used: SnapShot method, restriction analysis (RFLP)
and TagMan SNP Genotyping Assays. Secondly, computer analysis of novel mutations
was performed using different databases and online tools.

All patients with biallelic causal mutations in the SH3TC2 gene were invited to a
neurogenetic consultation. From 14 CMT4C patients, twelve came and were clinically
reexamined. The phenotype of CMT4C patients was inspected, documented and described
in detail.

The SH3TC2 gene testing is now used in our laboratory on a daily basis and is
highly recommended for patients with demyelinating hereditary peripheral neuropathy
CMT, who were tested for CMT1A/HNPP and were negative. Thanks to this study it is
now possible to make the diagnostic testing for CMT4C simpler, cheaper and more

efficient. Genotyping assay for p.Arg954Stop is being used for patients with HMSN | who



were negative for CMTL1A/HNPP. If a patient is negative for p.Arg954Stop, sequencing of
the whole coding region of SH3TC2 gene might follow.

According to our pilot study, we proved, that by using genotyping assay followed
by sequencing of the entire coding region only in those patiens, who were heterozygous for
p.Arg954Stop, we are able to detect 92 % of all CMT4C patients in Czech population.
Only 8 % of CMTA4C patients have biallelic pathogenic mutation other than p.Arg954Stop,
it means 92 % of CMT4C patients are either homozygous or heterozygous for
p.Arg954Stop. This makes the diagnostic testing for the presence of p.Arg954Stop
mutation with genotyping assay a superior screening test. Results of the study were

accepted for publication in Clinical Genetics.

Last but not least, sequencing analysis of the MTM-1 gene was performed in two
brothers with suspected severe myotubular myopathy . This genetic testing was not
available in Czech republic until now. Two patients, gemini, with clinical suspicion on
myotubular myopathy X-linked, which is caused by mutations in the MTM-1 gene, were
tested. A causal mutation was found in both of them and later also in their mother and the
diagnosis was proved. Therefore, we recommend testing of MTM-1 in patients with clinical

signs of myotubular myopathy. This testing is now available in our laboratory.
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DEDICNE NEUROPATIE CHARCOT-MARIE-TOOTH

. Uvod

Choroba Charcot-Marie-Tooth (CMT), nazyvana téz hereditarni motoricko-
senzitivni neuropatie (HMSN) je heterogenni skupinou dédi¢nych neuropatii, kdy
neuropatie je zakladem obtizi (Reilly, Hanna 2002). Je to nejcast&jsi dédi¢né
neuromuskuldrni onemocnéni, s prevalenci v populaci pfiblizn¢ 1:2500 (Skre 1974;
Pareyson, Marchesi 2009). Patii k nejc¢astéjsim monogenné dédiénym chorobam vibec.

Onemocnéni popsali francouzsti neurologové Jean-Martin Charcot a Pierre Marie
(Charcot, Marie 1886) a Anglican Howard Henry Tooth (Tooth 1886) soubé&iné a

nezavisle na sobé v roce 1886.

1. Klinické projevy onemocnéni Charcot-Marie-Tooth

Mezi klasické ptiznaky onemocnéni patfi kombinace symptomil vyplyvajicich
Z postizeni bud’ primarné¢ myelinového obalu periferniho nervu anebo priméarné axonu.
Postizeni axonti perifernich nervi je u dédiéné neuropatie typicky zavislé na jejich délce a
svalova slabost u pacientl nejlépe koreluje se stupném axonalni degenerace (Verhamme, et
al. 2004).

Typickymi pfiznaky dédi¢né neuropatie jsou distalni a pomalu progresivni svalova
slabost, atrofie (Obrazek 1), hypestezie a hypo az areflexie. Symptomy se zacinaji
projevovat s maximem na akrech, diive na dolnich koncetinach s progresi onemocnéni

postupuji vice proximaln¢. Typické je postizeni chodidel, protoze chronické postizeni
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nervu vede k deformité nohou, vétSinou typu pes cavus, kladivkovym prstim a vysokému
nartu (Obrazek 2). Dale se rozvijeji typické distalni atrofie svalstva dolnich koncetin.
Pozdégji se vétSinou postupné piidava i postizeni hornich koncetin (Obrazek 3), distalni
slabost rukou a neschopnost provést tzv. Spetku. Extensory jsou vétSinou diive a vice
postizeny slabosti nez flexory (Kuhlenbdumer, et al. 2002; Reilly, Hanna 2002;
Haberlova, et al. 2006; Smetana, et al. 2008).

Senzitivni postiZzeni se projevuje ve stejném sméru, s maximem postizeni na
chodidlech a rukou. Je snizena citlivost pro teplo, bolest, ale i vibra¢ni ¢iti. Nékdy mizeme
u pacientll pozorovat senzitivni ataxii. Typicka je hypo aZ areflexie Slachosvalovych
reflext na dolnich i hornich kon¢etinach (Thomas, et al. 1997, Kuhlenbdumer, et al. 2002).
Byva i skolidza, zejména u typu CMT4C (Hordcek, et al. 2005, Azzedine, et al. 2006)

Obrazky 1 az 3 - fotografie jsou z archivu DNA Laboratoie KDN, 2.LF UK a FN Motol.

Obrazek 1 - Progresivni distalni svalové atrofie u pacienta s chorobou CMT
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Obrazek 2 - Deformity chodidel typu pes cavus u pacienta s chorobou CMT

Obrazek 3 - PostiZeni rukou — atrofie svali u pacienta s CMTX1
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2. Pritbéh onemocnéni Charcot-Marie-Tooth

Nemoc typicky zacina v prvni nebo druhé zivotni dekadé. Manifestuje se
poruchami chtize, neschopnosti béhu, pozdé¢ji Casto 1 deformitami nohou (Haberlova,
Seeman 2010). Dale se rozvijeji atrofie svalstva. Pacienti maji Casto i poruchy C¢iti, které
ale vétSinou piili§ nevnimaji. S postupem nemoci se rozviji 1 neSikovnost rukou.
Onemocnéni ma zpravidla pomalu progredientni charakter (Harding, Thomas 1980a+b;

Vance 1991). Z vyse popsaného vsak existuji ¢etné vyjimky.

3. Klasifikace Charcot-Marie-Tooth

Klasifikace typt dédiéné neuropatie prosla postupnym vyvojem a i pies velky
rozvoj poznatkli o molekularnich pfi¢inach dédi¢né neuropatie zistava ptivodni déleni
podle klinickych nalez pouzitelné a platné — rozdéleni na HMSN (dédi¢na motoricko-
senzitivni neuropatie, 90 % pacient), HMN (dédicna motoricka neuropatie, 10 %
pacientl) a HSN/HSAN (dédi¢na senzitivni neuropatie, 1% pacientti) (Dyck, Lambert
1968b; Harding, Thomas 1980a).

Ve druhé poloving€ 20. stoleti s nartstajicim mnoZstvim poznatkli vznikd moderni
klasifikace nemoci dédi¢nych motoricko-senzitivnich neuropatii a to zejména na
elektrofyziologickém zaklad¢. Na tomto principu byly vyclenény dva zakladni typy a to
demyeliniza¢ni (HMSN I) a axonalni typ (HMSN II). Jako kritérium byla zvolena rychlost
vedeni vzruchu perifernim nervem na n.medianus na piedlokti (Dyck, Lambert 1968a;

Harding, Thomas 1980a). Pro demyeliniza¢ni typ plati, Ze onemocnéni primarné postihuje
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myelinovou pochvu, sekundarné také strukturu axonu. Tento typ je charakterizovany
snizenymi rychlostmi vedeni perifernim nervem (rychlost vedeni na n. medianus < 38 m/s).
Axonalni typ postihuje primarn¢ samotny axon, az druhotné zplsobuje také poSkozeni
myelinové pochvy. Pro tuto formu je tedy typické, ze rychlosti vedeni perifernim nervem
jsou normalni nebo subnormalni, ale vrozmezi > 38m/s (Reilly 2000). Dale je
charakteristické snizeni tzv. CMAP (compound muscle action potential, sumacni svalovy
akéni potencial) (Berger, et al. 2002). Toto dé€leni je zasadni a pouzivané dodnes. Pozdéji
se jesté¢ vyclenila jednotka tzv. intermediarniho typu, s rychlostmi vedeni na pomezi
demyeliniza¢niho a axonalniho typu (25-45 m/s) (Verhoeven, et al. 2001).

S rozvojem molekuldrné-genetickych analyz bylo mozné najit kauzéalni pti¢inu
onemocnéni u ¢asti nemocnych na genové turovni, potvrdilo se, zZe se jedna o heterogenni
skupinu  onemocnéni, zplGsobenou mutacemi v riznych  genech (databaze

www.molgen.ua.be’,  www.neuromuscular.wustl.edu?).  Klasifikace na  zakladd

elektrofyziologie byla spojena s molekularné genetickymi poznatky, které jsou v soucasné
dobé k dispozici. Jsou rizna kritéria pro klasifikaci dédicné neuropatie, napt. podle typu
dédi¢nosti, podle typu neuropatie. Tradi¢né je zakladni d€leni na demyelinizaéni (typ 1),
axondlni (typ 2) a intermediarni typ (podle elektrofyziologického néalezu). Dale pak je
vhodné kazdou tuto podskupinu rozdélit podle typu dédi¢nosti na dominantni, recesivni a

X-vazané formy dédicnosti (Reilly, Hanna 2002).
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a)  Demyeliniza¢ni typ CMT (HMSN I)

(1) Autozomdlné dominantni dédi¢nost: CMTI

Jako CMT1 dnes oznacujeme demyelinizacni typ (HMSN 1) s autozomalné
dominantni dédi¢nosti. Je nejéastéj$i formou CMT (Harding, Thomas 1980a). K typu
CMT1 vedou napt. mutace v genech: PMP22, MPZ, EGR2 a jiné (Kuhlenbdumer, et al.

2002; Pareyson 2004).

(a) CMTIA

Je nejcastéjsi formou CMT vubec (cca 70 % vSech pacientd s CMT) (Nelis, et al.
1996). Je zptisobena poruchami genu pro PMP22, a to nejcastéji duplikaci 1,5Mb regionu
chromosomu 17p, nebo vzacnéji také bodovymi mutacemi genu pro PMP22 (Lupski, et al.
1991; Shy, et al. 2002). Nemocni s CMT1A maji ¢asto tzv. ,klasicky“ CMT fenotyp, i
kdyz existuje relativné velka variabilita (Thomas, et al. 1997). PostiZeni je ¢asto mirngjsi

V porovnani s jinymi skupinami CMT.

(b) CMTIB:

Jedna se o méné castou formu, zplisobenou mutacemi v genu pro MPZ. Mutace
Vv tomto genu vSak mohou také zptisobovat axonalni typ neuropatie (Seeman, et al. 2004b).
Je znamo vice nez 100 rliznych mutaci v tomto genu (Barisic, et al. 2008) a je mozné

udélat urcité genotypovo-fenotypové korelace (Shy, et al. 2004b; Shy 2006).
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(c) CMTIC

Mutace v genu LITAF/SIMLPE (Street, et al. 2003) jsou pti¢inou CMT1C. Fenotyp

mize byt podobny typu CMT1A (Shy 2004a).

(d CMTI1D

Pti¢inou CMT1D jsou mutace v genu EGR2 (Warner, et al. 1998; Mikesova, et al.
2005). Mutace v tomto genu mohou zpusobovat i jiné klinické formy CMT / Dejerine-
Sotass syndrom (DSS) a kongenitalni hypomyeliniza¢ni neuropatie (CHN) (Reilly, Hanna

2002).

) CMTIF

Pficinou CMTI1F jsou mutace v genu NEFL (Jordanova, et al. 2003a). Je to vzacné
se vyskytujici forma onemocnéni s Casnym zacatkem obtizi, nékdy je pfitomen i tremor a
ataxie. Mutace v tomto genu mohou zpisobovat i axonalni formu onemocnéni (CMT2E)

(Pareyson 2004).

(Hereditary neuropathy with lability to pressure palsies, Cesky nazev dédicna
neuropatie s tendenci k tlakovym obrnam nebo také tzv. tomakulézni neuropatie) je
onemocnéni, které je taktéz zptisobeno poruchami genu pro PMP22, a to konkrétné deleci
1,5Mb useku na chromosomu 17p (Chance, et al. 1993). Jedna se o mirnéjsi formu
neuropatie. Fenotyp je charakterizovan rekurentnimi atakami nervové dysfunkce
(motorické 1 senzitivni) — obrnami v mistech komprese. Opakujici se ataky maji za

nasledek neschopnost navratu plné funkce, tj. zanechavaji funkcni deficit. Ve vyS$im véku
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proto muze byt postizeni pacientti s HNPP velice podobné CMTI1A (Szigeti, Lupski 2009).
Reflexy jsou sniZzeny. V nervové biopsii jsou typickym znakem tzv. tomakula ( Li, et al.

2002), jde o buitovita ztlusténi myelinového obalu.

(9) Dejerine-Sotass syndrom

Tézs81 forma onemocnéni s Casnym zacatkem v predSkolnim ¢i dokonce batolecim
véku — Dejerine-Sotass syndrom (DSS) (Dyck. Lambert 1968a) je oznacovan také jako
HMSN 1I1. Pro tuto formu CMT je typické vyrazné snizeni rychlosti vedeni perifernim
nervem < 10 m/s. Je opozdény ¢asny motoricky vyvoj, opozdény nastup samostatné chtize,
dale hypotonie a areflexie (Saifi, et al. 2003). Poruchy v né€kolika riznych genech mohou
vést k fenotypu DSS resp. HMSN Ill (Seeman, et al. 2004a; Mikesova, et al. 2005;

Barisic, et al. 2008).

Ostatni typy CMT]1: Dalsi zavaZznou formou je kongenitialni hypomyeliniza¢ni
neuropatie (CHN), kde klinické pfiznaky jsou patrné jiz po narozeni, je vyrazna
hypotonie, areflexie a svalova slabost a velmi vyrazné snizené rychlosti vedeni perifernim

nervem, nékdy i neméftitelné ( http://www.ncbi.nIm.nih.gov/omim/605253%). CHN je nekdy

v Vv
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(2) Autozomalné recesivni dédi¢nost: CMT4

Jako CMT4 oznacujeme demyelinizacni typy CMT s autozomalné€ recesivnim

typem dédi¢nosti (http://www.ncbi.nlh.nih.gov/omim/214400%)(Pareyson 2004). Do této

skupiny fadime 8 podtypu a je znamych 9 asociovanych gent:

() CMT4A- GDAP1

() CMT4B1- MTMR2

(c) CMT4B2- SBF2

(d) CMTA4C- SH3TC2

() CMT4D- NDRG1

() CMT4E- EGR2

(@) CMT4F- PRX

(h) CMT4H-FGD4

() CMT4J- FTG4

(d) CMTA4C- SH3TC2

Ve své praci jsem vySetfovala gen SH3TC2, a tedy typ CMT onemocnéni

oznacovany jako CMT4C. Je to demyeliniza¢ni forma CMT s autozomalné recesivnim

typem dédic¢nosti v disledku mutaci v genu SH3TC2 (Senderek, et al. 2003; Azzedine, et

al. 2006).
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Gen odpovédny za CMT4C byl dlouho nezndmy. Teprve neddvno se podafilo
zmapovat gen do useku 5q23-933 (LeGuern, et al. 1996; Gabreéls-Festen, et al. 1999;
Azzedine, et al. 2006). Starsi, ptivodni nazev genu, pro ktery byl protein ptivodné neznamy
je KIAA1985 (Nagase, et al. 2001). Gen SH3TC2 ma 17 kodujicich exontl, které koduji
1288 aminokyselin. Protein SH3TC2 ma n¢kolik dilezitych domén, zj. SH3 doménu (Src
homology domain) a TPR repetice (tetratricopeptide repeat)

(Wwww.uniprot.org/uniprot/Q8TF17°). Kodovany protein je pfitomen zejména v nervové

tkani (Senderek, et al. 2003). Bylo provedeno nékolik studii, které zkoumali funkci
SH3TC2 proteinu (Arnaud, et al. 2009; Lupo, et al. 2009).

Nasledné byly nalezeny kauzdlni mutace v tomto genu u pacientll s onemocnénim
CMT4C, a to ve Francii, Alziru, Spanélsku, Némecku, Recku, Italii a jinde (Senderek, et
al. 2003; Dubourg, et al. 2006). Domnivali jsme se proto, ze mutace v tomto genu mohou
byt pfi¢inou onemocnéni CMT4 1 v Ceské populaci. Frekvenci onemocnéni CMT 4C v
Ceské republice nebylo dosud mozné ani odhadovat, protoze v CR az do roku 2007 nebyl
nikdo na poruchu tohoto genu vySetien.

Nemoc CMT je pfi¢inou zavazné morbidity i v romské populaci (Seeman, Siskova
2006). V této skupingé lze predpokladat vys$§i procento autozomalné recesivnich
onemocnéni, vzhledem k mife endogamie a nékdy i konsaguinity a uzavienosti etnika
(Vallat, et al. 2005). Tato hypotéza se potvrdila i ve Spanélsku, kde se prokéazalo, Zze v
populaci Spanélskych Romi AR formy CMT tvoii velkou cast vSech CMT onemocnéni
(Kalaydjieva, et al. 2005), a ze Castou pii¢inou jsou také mutace v genu SH3TC2
(Claramunt, et al. 2007).

U pacienti s CMT4C jsou rychlosti vedeni perifernim nervem snizeny (< 38 m/s),
prumémné v rozmezi 20-38 m/s (Gabreéls-Festen, et al. 1999; Senderek, et al. 2003;

Colomer, et al. 2006). V obdobi pied nasi studii byl tento typ povazovan za pomérné
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vzacny. Klinicky jsou pro CMT4C typické ptiznaky jako u jinych forem periferni
neuropatie, tedy distalni svalova slabost a atrofie, poruchy C¢iti, deformity chodidel.
Vyraznym znakem tohoto typu je Casné nastupujici zdvazna skolioza (Azzedine, et al.
2006). Upfesnit fenotyp pacienti s CMT4C bylo také soucasti prace na tomto projektu.
Vysledky jsou uvedeny v kapitole IV. NaSe studie ukazala, Ze mutace v tomto genu jsou
relativné &astou pii¢inou onemocnéni CMT v Ceské republice, a soudasné jsme prokazali,

ze frekvence této formy CMT je porovnatelna s frekvenci CMT v disledku mutaci v genu

MPZ.

Ostatni typy CMT4

Ostatni typy CMT4 jsou relativné méné Casté.
Z nich nejvice jsou v této skupiné€ zastoupeni pacienti s mutacemi v genu GDAP1. Gen
koduje protein Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1 (GDAP1). Mutace
Vv tomto genu byly popsany jak u pacientll s demyelinizacnim typem CMT autozomalné
recesivné dédicné (CMT4A), tak prevazné u pacientd s axonalni formou CMT, u nékterych
pacientli byla popsana i s paréza hlasivek (Nelis, et al. 2002; Sevilla, et al. 2008). Mutace
v genu GDAP1 zpusobuji zavazné formy CMT, s asnym nastupem obtizi (Baxter, et al.
2002; Bardnkovd, et al. 2007). V nasi laboratofi je vySetieni tohoto genu bézné dostupné.

V genu GDAPL1 byly v ¢eské populaci detekovany 2 prevalentni mutace (Bardnkovd, et al.

2007).
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(3)  X-vdzané formy CMTI

Mutace v genu GJB1 pro protein Connexin 32 zpusobuji onemocnéni CMT-X1
(Lee, et al. 2002). Je to druha nejcastéjsi forma CMT, predstavuje asi 10 % vSech CMT
(Seeman, et al. 2003). Postizeni muzi maji typicky CMT1 fenotyp, ale elektrofyziologicky
je Casto lze zatadit do intermedidlniho typu, s rychlostmi vedeni v rozmezi 25 - 45 m/s
(Vondrdcek, et al. 2005). Zeny, nosi¢ky, maji ¢asto na EMG axonalni typ postiZeni a jsou

vétsinou postizeny mirné (Seeman, et al. 2001; Mandich, et al. 2008).

b)  Axonalni typ CMT (HMSN II)

Axonélni typ (HMSN II) se dale déli na autozomalné dominantni typ, ktery
oznacujeme jako CMT2 (AD-CMT2) a autozomalné recesivni typ (oznacujeme jako AR-
CMT2) (De Sandre-Giovannoli, et al. 2002). Axonalni typ je mén¢ Casty nez typ HMSN I
(Harding, Thomas 1980a; Gemignani, Marbini 2001). Na EMG je jen lehké snizeni ¢i

normalni rychlosti vedeni, ale jsou vyrazné¢ snizené amplitudy (Lupski 1998).

(1) Dominantni dédi¢nost

Vyskytuji se pti poruchach genit MFN2 (Boaretto, et al. 2010), KIF1B (Saito, et al.
1997), RAB7 (Verhoeven, et al. 2003), GARS (Hamaguchi, et al. 2010), HSP27 (Solla, et

al. 2010), MPZ (Shy, et al. 2004b).
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(2)  Recesivni dédi¢nost (AR-CMT?2)

Vyskytuji se pii  poruchach geni: GDAP1l, LMNA a MED25

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1285°%).  Axonalni typ CMT s autozomalné

recesivni dédi¢nosti je relativné cCastéjsi v nékterych populacich, zejména. v oblastech
S vys$i mirou konsanguinnich snatkti, a to napt. v Severni Africe a na blizkém vychodé

(Tazir, et al. 2004).

(@) AR-CMT2BI (zpisobené mutacemi v genu LMNA)

Kauzalni mutace v genu LMNA, ktery kéduje Laminy A/C, byly popsany u pacienti
s nejméné péti riznymi genetickymi onemocnénimi (Goizet, et al. 2004): autozomdlné
dominantné dédicna muskuldarni dystrofie typu Emery-Dreifuss (AD-EDMD), pletencova
muskularni dystrofie typu 1B (LGMD 1B), dilatacni kardiomyopatie typu 14 (CMD1A),
familiarni parcidalni lipodystrofie (FPLD), autozomdlné recesivné dédicna, axondlni
periferni neuropatie Charcot-Marie-Tooth (AR-CMT2B1).

Laminy A/C jsou proteiny jaderné membrany a jsou ¢leny rodiny intermedialnich
filament (Vytopil, et al. 2003). Gen je lokalizovan na chromozomu 1ql1-g23.
Alternativnim sestfihem vznikaji 4 rizné mRNA: A, Adell0, C a C2 (Goldman, et al.

2002). Struktura genu je znazornéna na obrazku 4.
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Obrazek 4 - Struktura genu LMNA (upraveno dle (Brown, et al. 2001)

Legenda: Horni ¢ast obrazku odpovida mRNA, ukazuje
jednotlivé exony (1-12).
Dolni c¢ast obrazku odpovida proteinu, ukazuje
jednotlivé proteinové domény- a to N-koncovou
hlavu, alfa-helikalni centralni tyCovitou doménu
a CAAX box.

Exons

1 19 171 213 270 312 386 466 496 536 566 656 664

@D E @

Neterminal Ceniral rod domain NLS Igfold CAAX
head

Mutace v genu LMNA, které jsou spojeny se skeletalnimi laminopatiemi jsou
rozprostifeny podél celého genu, naopak mutace zpusobujici FPLD jsou zejména jen v C-
karboxylové doméné (Mounkes, et al. 2003).

V genu LMNA byla nalezena homozygotni mutace p.Arg298Cys v nékolika
alzirskych rodinach s nemoci Charcot-Marie-Tooth (Bouhouche, et al. 1999; De Sandre-
Giovannoli, et al. 2002; Tazir, et al. 2004). U téchto pacienti byla pozorovana relativné
velka variabilita postizeni, se zaCatkem obtizi ve véku 6 az 27 let. Elektrofyziologicky
spadali pacienti prevazné do kategorie HMSN 11, tedy axondlniho typu.

V nasi studii jsme se podrobnéji vénovali testovani genu LMNA u Ceskych pacientli
s autozomalné recesivné dédicnou (Castéji sporadicky vyskyt) periferni neuropatii

axondlniho typu.
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c) Intermediarni typ (Reilly, Shy 2009)

Tento typ periferni neuropatie je charakterizovan rychlostmi vedeni perifernim
nervem na pomezi demyeliniza¢niho a axonalniho typu (rychlost vedeni n. medianus 25 -

45 m/s) (Davis, et al. 1978; Jani-Acsadi, et al. 2008). Radime sem nékolik podtypii:

e Dominant intermediate DI-CMTA - lokus 10g24.1-25.1 (Villanova, et al. 1998)
e Dominant intermediate DI-CMTB - mutace v genu DNM2 (Kennerson, et al. 2001)

e Dominant intermediate DI-CMTC - mutace v genu YARS (Jordanova, et al. 2003b)

d) HMSNYVaHMSN IV

U dalsich dvou typt je periferni neuropatic v kombinaci s poskozenim centralniho
motoneuronu. Jedna se 0o HMSN typ V (CMT with pyramidal features (Harding, Thomas
1984), a HMSN typ VI, (periferni neuropatie s atrofii optiku) (Voo, et al. 2003; Vucic, et

al. 2003).

Jak je ale patrné z tohoto celkového prehledu typit CMT a jejich pfi€in v genovych
mutacich, situace je komplikovana tim, ze poruchy jednoho genu mohou vést k riznym
klinickym fenotypiim resp. manifestacim. A podobné klinické manifestace mohou byt
zpusobeny poruchami riznych genti. Ucebnicovym piikladem je gen MPZ (Brozkova, et
al. 2010) nebo pravé PMP22. Podle typu poruchy genu PMP22 vznika i typ postizeni
mirngj$i nesymetrické postizeni, formu HNPP. Bodové mutace podle lokalizace a efektu

na cilovy protein mohou zpusobovat jednak CMT1A, jednak HMSN III (Roa, et al. 1993).
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e) Vzacnéjsi typy dédi¢né neuropatie

(1)  Hereditarni motoricka neuropatie

Zvana téz distal hereditary motor neuronopathy (dHMN), nékdy také Iépe
oznacovana jako dSMA (distalni spinalni muskularni atrofie). Skupina distalnich
dédicnych motorickych neuropatii je heterogenni skupinou onemocnéni, ktera je klinicky
charakterizovana motorickou slabosti a atrofii distalniho svalstva bez senzitivniho deficitu
(Irobi, et al. 2004). Radime sem sedm typa, které délime podle klinického obrazu, typu

dédicnosti a kauzalni genové poruchy (Irobi, et al. 2006).

(2)  Hereditarni senzitivni neuropatie (HSN)

Zvana téz hereditary sensory neuropathy (HSN, HSAN). Skupina dédi¢nych
neuropatii, kdy senzitivni deficit vyrazné€ prevySuje motoricky deficit, ktery je ale obvykle
také pfitomen. Nemoc vede k chronickym ulceracim akralng, casté jsou také zavazné
komplikace (infekce mékkych tkani, osteomyelitis, apod.) (Auer-Grumbach 2008). Je to
heterogenni skupina onemocnéni, kterou lze rozdélit podle typu dédicnosti (autozomalné
dominantng vs. autozomalné recesivné) a dale také podle pfislusné genové poruchy (Auer-

Grumbach 2004).
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a)  Autozomalné dominantné dédi¢né formy HSN

Jsou znamé mutace ve dvou genech: SPTLC1 a RAB7. Nejcastéjsi pii¢inou jsou

mutace v genu SPTLC1, které zpusobuji formu HSN IA (Houlden, et al. 2006).

b)  Autozomalné recesivné dédi¢né formy HSN

Je znamych nékolik gend, které mohou zpisobovat AR HSN (WNKI1/HSN2,

NTRK1, NGFB, CCT5 and IKBAP) (Rotthier, et al. 2009).
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4, Lécba onemocnéni Charcot-Marie-Tooth

V soucasnosti bohuzel neni dostupna kauzalni 1écba pro dédi¢né periferni neuropatie,
i kdyz existuji nékteré publikované terapeutické studie na zvifatech (Pareyson, Marchesi
2009). U lidi je dosud k dispozici pouze symptomaticka 1é¢ba. Vyuzivaji se pomocné
pristupy a prevence.

Ur¢ity vyznam ma prevence zkracovani nepostizenych nebo mén¢ postizenych svala
protahovanim. Celosvétové nyni narstd pozornost vénovana této problematice, dosud
vSak nejsou ovéfena ani sjednocena doporuceni, jak maji pacienti s diagndézou dédi¢né
periferni neuropatie cvicit (Young, et al. 2008). Australska skupina prosazuje progresivni
svalové cviceni (Burns, et al. 2009). Toto vSak odporuje v§eobecné pfijimanym uvaham o
mechanizmu neurogenni svalové slabosti v disledku posSkozeni periferniho nervu, ze
neurogenni slabost svalu nelze posilovanim odstranit, jak je to béZné¢ u zdravého a
normalné inervovaného svalu (Vinci, et al. 2009). Jiné skupiny proto preferuji mirngjsi
postupy, ale tato data jsou zatim vétSinou nepublikovana.

Ortopedicka péce: Ma nezastupitelnou roli v pé€i o pacienty s dédicnymi perifernimi
neuropatiemi. A to jednak preventivni péce, pouzivani riznych korek¢nich pomtcek, ale i
korekénich operaci (Smetana, et al. 2008).

Medikamentdzni 1écba: Zatim nebyly zaznamenany slibné vysledky. I nasi pacienti
S CMTI1A se ucastnili studie s Vitaminem C, ktery se ve zvifeci studii pfiznivé ovlivnil
oslabeni, ale bohuzel vysledky klinické studie u pacientii nebyly takové, jak bychom si pro
pacienty prali (Micallef, et al. 2009). Je otazkou, zda bude studie pokraCovat, v jiném

davkovani, nebo jiném schématu.
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Il. Cile studie

CMT je jak klinicky, tak hlavné geneticky, velice heterogenni skupinou chorob.
Pacienti s podobnymi klinickymi pifiznaky mohou mit mutace v riznych genech a naopak,
rizné mutace ve stejném genu mohou vést k rozdilnym fenotyptim (Wise, et al. 1993). Ve
své praci jsem se zaméfila na dvé podskupiny CMT, a to skupinu zpisobenou mutacemi

v genu pro LMNA a skupinu zptisobenou mutacemi v genu pro SH3TC2.

A. Vysetireni LMNA genu

Mutace v genu LMNA, ktery kéduje laminy A a C, zpisobuji riznd onemocnéni
souhrnné oznafena pojmem laminopatie. Laminy jsou soucdsti cytoskeletonu bunky
(Broers, et al. 2004). Ptedpoklada se, ze interakce laminti A/C se lisi v jednotlivych typech
bungk, a Ze tyto interakce jsou modifikovany vice mutacemi v LMNA genu (Goldman, et
al. 2002). Z toho se odvozuje Siroké spektrum klinickych manifestaci. Nov¢ se zjistilo, Ze i
nemoc CMT (typ 2B1) muze byt zpisobend mutacemi v. LMNA genu (De Sandre-

Giovannoli, et al. 2002).

1. Cile

e Zjistit frekvence vyskytu mutaci v genu LMNA u pacientt s axonalnim typem CMT
v Ceské republice. Zjistit piipadné prevalentni mutace v tomto genu v &eské

populaci.
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Ze souboru pacienti jiz vySetfenych pomoci sekvenovani vybrat cca 50
nejvhodnéjsich pacientl k vysetieni vétSich deleci nebo duplikaci v LMNA genu,
které nemusi byt zachytitelné pomoci sekvenovani. VySetfeni téchto odchylek
v poétu kopii (CNV) pomoci nové metody MLPA, kde je k dispozici i Kit

k vysetfeni LMNA genu.

B. Vysetieni SH3TC2 genu

Mutace v genu SH3TC2 jsou zodpovédné za onemocnéni CMT typu 4C (Azzedine,

et al. 2006). Je to zavazna demyelinizaéni motoricko-senzitivni neuropatie. Jejim

obvyklym klinickym projevem je ¢asné nastupujici skolioza (Houlden, et al. 2009).

V dobg, kdy jsem zacinala své postgradualni studium, v CR nikdo na poruchu tohoto genu

vySetien nebyl a spektrum a frekvence mutaci v tomto genu v ¢eské populaci byly zcela

nezname.

Cile

Zjistit frekvenci a spektrum mutaci v genu SH3TC2 u ¢eské populace — u ¢eskych
pacientii s HMSN 1.

Vysetrit gen SH3TC2 a vyhodnotit vysledky u reprezentativniho souboru 100 - 200
pacientd s Charcot-Marie-Tooth chorobou a tim objasnit pfi¢inu dédi¢né neuropatie
u dalsi ¢asti pacientl s dédicnymi neuropatiemi.

Zjistit, které mutace v SH3TC2 genu jsou prevalentni v ¢eské populaci pacientd s
Charcot-Marie-Tooth a jak jsou relativné Casté.

Zjistit jaka je heterozygotni frekvence nejcastéjsi SH3TC2 mutace v normalni ceské

populaci.
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Zjistit, které mutace v SH3TC2 genu je vhodné u nemocnych s Charcot-Marie-
Tooth vySetiovat a jaky raciondlni a optimalni postup zvolit pro diagnostiku
ceskych pacientti s CMT 4C - navrhnout optimalni postup pro efektivni detekci v
nasi populaci prevalentnich mutaci pro rutinni diagnostickd DNA vySetieni
pacientti s CMT 4C.

Uptesnit neurologicky a elektrofyziologicky fenotyp a diagnosticka kritéria pro
CMT4C.

Zjistit, zda existuji korelace SH3TC2 genotypu a zavaznosti postizeni u
vySetfenych pacientd.

Navrhnout optimalni postup pro budouci diagnostické DNA vySetfovani pacientl
s CMT na zékladé zjisténych tdaji o frekvenci a spektru mutaci v téchto genech,

spolu s analyzou dosud zndmych poznatk.
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I11. Pacienti a metody

A. Pacienti

DNA laboratof Kliniky détské neurologie UK 2. LF a FN Motol shromazdila v
poslednich 13 letech soubor s vice nez 3500 pacienty s podezienim na onemocnéni CMT.
Z tohoto rozsahlého souboru ziistava pti¢ina CMT 1 po vySetfeni n€kolika nejcastéjSich

pric¢in neobjasnéna asi u 40 — 50 % piipada.

DNA vsech pacientti byla izolovana z periferni krve nebo slin (Miller, et al. 1988).
VSsichni pacienti podepsali informovany souhlas s genetickym vysetienim na chorobu

CMT. Studie byly schvaleny etickou komisi FN Motol.

1. Gen LMNA

Z databaze byli pro vySetfeni LMNA genu vybrani pacienti s axondlnim typem

CMT, u kterych lze pfedpokladat AR formu dédi¢nosti. U 98 takto vybranych pacientd byl

vySetien cely kodujici usek LMNA genu. Z této skupiny byli dale vybrani pacienti pro

vySetieni zaméfené na detekci deleci a duplikaci exoni LMNA genu pomoci metody

MLPA.
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2. Gen SH3TC2

Pro vysetfeni genu SH3TC2 byli ze souboru vybrani naopak pacienti a rodiny s

demyeliniza¢ni formou CMT, kde lze predpokladat AR typ pfenosu. U 60 vybranych

pacientl byla provedena sekvenacni analyza celého kddujiciho iseku SH3TC2 genu.

Kritéria pro vybér pacientti k vySetieni genu SH3TC2:

1. motoricko-senzitivni neuropatie se za¢atkem v prvni nebo druhé zivotni dekadg;

2. neptitomnost klinickych zndmek postizeni u rodicu;

3. konsaguinita v rodiné nebo alespon jeden dalsi postizeny sourozenec;

4. EMG vySetieni s nalezem NCV < 38 m/s;

Cilen¢ jsme vybirali pacienty s idajem o skoliéze v anamnéze, ale do studie byli zafazeni i

pacienti bez udajii o skoliéze v anamnéze.

U dalSich 412 pacientii s neupiesnénym fenotypem byla provedena detekce nejcastéjsi

mutace p.Arg954Stop metodou real-time PCR.
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B. Metody

1. Metody pouZité pro analyzu vsSech cilovych genii

a) Sekvenac¢ni analyza cilovych gent

Q) PCR amplifikace cilovych genii

Postup pripravy reakéni smési pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR): pro

vSechny cilové geny bylo pouzito obdobné slozeni reakéni smési (Tabulka 1 - Slozeni

amplifikacni smési).

Tabulka 1 - SloZeni amplifikaéni smési

Komponenty master-mixu

Objem na 1 vzorek

genomova DNA (100ng) 0,5-5,0 uL

Primer — forward (10 uM) 0,65uL

Primer — reverse (10 uM) 0,65 uL
2x PPP mix (Top-bio) 6,5 uL

H20

doplnit objem do 3 pL.

Celkovy objem

13 uL

Primery byly pouzivany v pracovni koncentraci 10 uM.

2xPlain PP mix (PPP mix) je standardn¢ dodavany premix pro

piipravu PCR reakci (Top Bio s.r.0., CR).
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()

Gen LMNA

Cely kodujici usek genu LMNA vcetné pfilehlych intronovych oblasti byl

amplifikovan ve 12 PCR reakcich. Byly pouzity primery navrzené

ExonLocator. Primery jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 - Primery pro amplifikaci genu LMNA

softwarem

Sekvence primert (5'—3')

Velikost produktu

PCR Fragment | Pokryva exony Forward Reverse

(bp)

11 1 GGG ACT GCC CCT TTAAGA GT | CACCTC TTC AGA CTC GGT GA 497
12 1 AGG ACC TGC AGG AGC TCAAT | CCCTCTCACTCCCTTCCTG 313
2 2 TGC AAA CCA ACC TAATGC AA | AGG ACA GGT GAATGG CTC TG 433
3 3 CTC CTTCCCTGG ACCTGTTT | TAACCT GGG AGC TGAGTG CT 373
4 4 TTG GCC TCC CAG GAA CTAAT | CTG ATC CCC AGA AGG CAT AG 289
5 5 TAG CAG TGA TGC CCAACT CA | GCC ATC TGA CTC CAC ATC CT 375
6 6 CTC TGG GGA AGC TCT GAT TG | CCA AGT GGG GGT CTA GTC AA 424
7 7 GGC AAC TGG CCT TGA CTA GA | CTC TGA GGG CAA GGATGT TC 371
8.9 8,9 TGG GCC TTT GAG CAA GAT AC | TCT AGA AAG GGG CCC TGA AT 465
10 10 TCA CTG GGG TAGACATGC TG | TTCCCACTCCCTTCCTTACC 353
11 11 GCA CAG AAC CACACCTTCCT | CCT ACCCCTCGATGACCAG 452
12 12 GGG AGA TGC TAC CTC CCT TC | GGG CAG AAA AGC AGA AGC TA 485

(b) Gen SH3TC2

Cely kodujici usek genu SH3TC2 véetné prilehlych intronovych oblasti byl

amplifikovan v 19 PCR reakcich. Byly pouzity primery jiz dfive publikované (Senderek, et

al. 2003). Sekvence PCR primert jsou uvedeny v tabulce 3.

35




Tabulka 3 - Primery pouZité pro amplifikaci genu SH3TC2
(Podle: Senderek, et al.2003)

Sekvence primert (5'—3')
PCR Pokryva Velikost produktu
fragment | exony Forward Reverse (bp)
1 1 GCTGTAGCCGGGATATCAAA AGCACAATCATCTCCCCATC 337
2 2 CCATGCCACTAATCCTGGAA TCATCAAGAGGGAAAGAGGG 318
3 3 CACCAGTTGAGGGTTCAGGT GGACCTACTTTGTTCCAGATGC | 338
4 4 TGACGTAAAAATCAATGCCA TAATTACCAGAGCCAGGCCA 320
5 5 GGTCTGGGAATCAAGCTCAG ACAGGTGGGTTCATTTGTGA 376
6 6 CCAGGAAGAAAAGTACTCCAGC | TCCACACTATGGATGCCCA 413
7 7 TTCTCAATAAACTTTTGCCATCA | TGGCTTCCCTAAATCCAGTT 348
8 8 AGTCTGGGAACCCCTCATTT GTGCTTTTCTGGCTCCATGT 416
9 9 ATTTGCGGGAAGTTGGTTT CATGGCCACCCAAATTCAT 378
10 10, 11 TGAATGCCAAGGCTCCTAAG TCCAGGTAGGCCACAAACTC 629
11A 11 ACTGGTCAGGAGGAGGAGG GGAGGGTGTCCAGAGAGGA 629
11B 11 AAGCATGAACTCGACGTGGT TAAGAGATAGGCCCATGCCA 597
11C 11 GCCCTGTGTCTCATCCTTTC GATGCCTTAAGCCAAACAGC 569
11D 11,12 CCTGCAGGCTGTACGACTCT CTTCCTTTGGCTGATGAGGA 692
13 13 GCTGTTCCTGCTCAGAGCTT TCCACAGGCTTAGGGTGAAC 367
14 14 GGGGGACTTTAGCAGAGGAT AGGAGAAGAGGGACTCAGGC 331
15 15 TTTTAGTCCACTGCCGTTCC CACACAGTCTGACTCCAGGG 364
16 16 CAGCACAGTCCCTGACATCT CTGGTTTTCTCAGCTCCACC 415
17 17 ATGTTGGGCAAACAAACAAA AGGTAAGGACTCGGACCCTC 416
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2 Post-pcr zpracovavani vzorkii

Po PCR amplifikaci byly vzorky vzdy zpracovavany s pouzitim stejnych technik,
bez ohledu na cilovy vysetfovany gen. Amplifikace byla kontrolovana vizualizaci na
agardzovém gelu (1,5procentni). Jako interkalacni ¢inidlo byl pouzivan Ethidium Bromid,
pozdéji barvivo GelRed (Biotium, CA, USA).

Nasledn¢ byly vzorky — PCR reakce - piecistény, a to jednak bud’ pomoci Exo I/
SAP Stépeni (NEB Molecular Biology, Cleveland, Ohio, USA) nebo pomoci
paramagnetickych partikuli - kitem Ampure (Agencourt Ampure, Beckman Coulter, CA,
USA).

Nasledovaly sekvenacni reakce s pouzitim BigDye Terminator v3.1 sekvenacniho
kitu (Applied Biosystems, Foster City, CA) a sekvenacnich primert, které byly shodné
s amplifikacnimi primery tak, jak je uvedeno v tabulkach 2 - 3. Sekvenovalo se vZdy,
pokud to bylo mozné, s pouzitim primeru forward (ve sméru Cteni, vSechny fragmenty
krom& dale uvedenych). U nékolika fragmentli bylo sekvenovano s pouZzitim primeru
reverse (proti sméru ¢teni, byly to tyto fragmenty: pro gen SH3TC2 - exon 4 a exon 15) a
nékolik dlouhych a obtizné sekvenovatelnych fragmentl bylo potiebné sekvenovat z obou
stran ve dvou sekvenacnich reakcich s pouzitim jak forward tak reverse primeru (gen
SH3TC2 - vSechny fragmenty exonu 11 /5 fragmentli). Po sekvenacni reakci bylo
provedeno odstranéni nadbytecnych terminatord kitem Agencourt CleanSeq System
(Beckman Coulter, CA, USA) nebo precipitaci kyselym etanolem, byly vzorky
analyzovany na pfistrojich ABI 3100Avant a ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Ziskané sekvence byly vyhodnocovany a zpracovany s pouzitim Sequencing

Analysis software (Applied Biosystems, Foster City, CA). Porovnavani s referencni
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sekvenci a zdravou kontrolou probihalo jednak vizualn¢ a jednak s pouzitim softwaru
Mutation Surveyor Software (SoftGenetics, LLC., State College, PA) anebo také
programem SegMan ( DNASTAR Inc., USA). Pro jednotlivé geny byly pouzivany tyto

referen¢ni sekvence ( http://www.ncbi.nIm.nih.qov/sites/entrez7):

Gen SH3TC2 : NM_024577.3

Gen LMNA: NM_170707

Pti sekvenovani bylo dbano obecnych doporuceni podle

http://www.cmgs.ora/BPGs/pdfscurrentbpgs/Sequencingv2.pdf® (Ellard, et al. 2009), ktera

jsou povazovana za zlaty standard.

Pro objasnéni vyznamu nalezenych mutaci a eventuelniho patogenniho efektu
mutaci, které dosud nebyly popsany (gen SH3TC2), ale také pro ucely podrobnéjsiho
zkoumani téchto gent (hledani zdmén, které nejsou zachytitelné pomoci sekvenovani, gen
LMNA), byly pouzity i dalS$i metody, které jsou popsany nize podle jejich specifického

vyuZiti u jednotlivych geni.
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2. Dalsi metody pouZité v projektu vySetieni genu LMNA

a) MLPA

Metoda MLPA (Mutliplex ligation-dependent probe amplification) je urena
k detekci tzv. copy number variations (CNV), ¢ili takovych odchylek v genomové DNA od
referen¢niho vzorku, kdy je pfitomna néjaka (rizné dlouha) oblast v nadbytku (duplikace)
nebo jenom vjedné, resp. zadné kopii (delece). Nekteré ztéchto wvariabilit jsou
nezachytitelné pomoci sekvenovani (napt. duplikace nebo delece celého exonu), v takovém
ptipad¢ Ize s vyhodou pouzit tuto metodu.

Princip spoc¢iva v amplifikaci MLPA hybridiza¢nich prob, které se vazou k cilové
sekvenci. Neni to tedy cilova sekvence, ktera se amplifikuje, coz mé tu vyhodu, ze lze
pouzit jenom jeden par primert. Ziskany produkt ma délku v rozmezi 130 - 450 péarovych
bazi a Ize ho analyzovat fragmentacni analyzou s pouzitim kapilarni elektroforézy na bézné
dostupnych genetickych analyzatorech (Obrazek 5).

nthetic oligonucleotide M13-derived oligonucleotide
1. Sonda 25—60 bp 2 60-450 bp 9
~'CR primer: sequence 'y, PCR primer sequence X
Stuffer sequence

Hybridization sequence — (different for each probe)
Hybridization sequence

2. Hybridizace :5' : :5' /

E3 Target A 5 £ Target B 5
3 Ligace 5 Termostable ligase 5 Termostable ligase
3 Target A 5 £ Target B 5

4. Amplifikace _—
_—
e ———————

Obrazek 5 - Princip metody MLPA

(podle http://www.mlpa.com/°)
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Vyslednym vystupem je elektroforeogram s jednotlivymi piky, kde kazdy pik

odpovida produktu, vzniklému amplifikaci dané proby (Obrazek 6).

1A

1B

9]

10

!E:\Illlllllll\ll\lI||||I|||\I|\||I|

c 111 12 18

14

20

o0 24

21

Obrazek 6 - Vysledny elektroforeogram pro MLPA

(ptevzato z http://www.mlpa.com/)

Porovnanim jednotlivych pikl vici kontrole tak lze najit pravé hledané copy

number variations. Rozdil v relativni vySce nebo plose oproti kontrolnimu vzorku = zména

poctu kopii (Obrazek 7).

A

__E:"""""'l‘II‘IHHIHHHH

Obrazek 7 - Elektroforeogram s deleci exonu 13

(ptevzato z http://www.mlpa.com/)
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Porovnani piki vic¢i kontrole lze jednak pouze vizualn€, vhodné je pak pouzit
kvantifikaci podle ploch nebo vysky piki, a to s pouzitim riiznych statistickych metod. Pro
detekci duplikaci a deleci v genu LMNA jsem pouzila vyhodnoceni pomoci MLPA Excel

Sheets, které pro nas ptipravil Andrew Wallace, MRC, London UK.

3. Dals§i metody pouZité v projektu vySetieni genu SH3TC2

a) Genotypizace

1) Genotypovani pacientii na pritomnost prevalentni mutace

p.Arg954Stop v SH3TC2 genu

Vybrali jsme 412 vzorktt DNA od pacientl dfive zaslanych k DNA vysetfeni pro
podezieni na chorobu CMT s dosud neobjasnénou pii¢inou dédi¢né motoricko-senzitivni
neuropatie, u kterych nebyl zaznamenan autozomalné¢ dominantni pfenos onemocnéni.
Vybrani byli pacienti nezavisle na typu CMT neuropatie. Pacienti byli vySetfeni metodou

TagMan® SNP Genotyping Assays.

2 VySetieni vzorkit DNA od zdravych kontrol na piitomnost

nové nalezenych mutaci

Pro kazdou nové nalezenou mutaci (v SH3TC2 genu) bylo potiebné vysetfit
frekvenci dané mutace v zdravé Ceské populaci, abychom vyloucili, Zze dand zameéna je
jenom cCastym nepatogennim polymorfizmem. Jednotlivé mutace byly v rliznych fazich

projektu vySetfovany riznymi metodami. Jednotlivé postupy jsou popsany nize.
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(@) _Restrikéni mutaéni analyza

Genotypovani pro mutace p.Arg954Stop, p.Vall158lle, p.Ser433Leu a p.Lys93Lys
bylo provedeno s vyuzitim metody polymorfizmu délky restrikénich fragment (RFLP) pii
restrik¢nim $tépeni enzymy, které jsou uvedeny v tabulce 4 (NEB, New England Biolabs,

Ipswich, MA, USA).

Tabulka 4 - Vybrané restrikéni enzymy pro genotypovani

Mutace | Pouzity restrikéni enzym

R954X |Taqgal, cat. No. R0149S

K93K Dral, cat. No. R0129S

S433L Mscl, cat. No. R0534S

V11581 |HpyCH4lIl, cat. No. R0168S

(b) Genotypovani metodou SnapShot

ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex Kit je urCeny k vySetfeni az 10 znamych
bodovych polymorfizmt v jedné zkumavce (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA).
Princip metody je zaloZzen na extenzi primeri o pouze jedinou bazi cilovym
komplementarnim ddNTP (znaCenym terminatorem). SnapShot metodu jsem pouZila
Kk vySetieni zdravych kontrol na ptfitomnost mutaci p.Thr27Ala a p.GIn46Pro. Obé mutace
jsou ve druhém exonu SH3TC2 genu. Proto staCilo amplifikovat standardnimi
podminkami exon 2 a nasledné piecistit kitem Ampure. Dal§im krokem je SnapShot
reakce, s pouzitim nami navrzenych primert v programu Primer Express Software v2.0

(AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) pro mutaci - p.Thr27Ala:
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TGAGGCTATACACTCACTCGATACAG a pro mutaci - p.GIn46Pro:
TCTTTGGCATTTGGATACCTGGATTAATGTTC. Produkty SnapShot reakce byly
znovu precistény, tzn. zbaveny nadbytecnych ddNTP — kitem Clean Seq. DalSim krokem
byla kapilarni elektroforéza s fragmentacni analyzou v pfistroji ABI 310 Prism Genetic

Analyzer (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA).

(c) Genotypovani metodou TagMan® SNP Genotyping Assays

Tuto metodu genotypovani jsem pouzila k vySetieni zdravych kontrol na pfitomnost
mutaci p.Arg227Gln, p.Thr199Ile a p.Aspl229Val. Tato metoda byla také pouzita
K vySetfeni 412 pacientii s riznym fenotypem a neobjasnénou pfi¢inou obtizi z nasi
databaze na piitomnost nejcastéj$i mutace p.Arg954Stop v SH3TC2 genu (1. podkapitola).
Pro tuto analyzu byly navrzeny sekvence primerid a sond (vSe AppliedBiosystems, Foster
City, CA, USA). Sekvence jsou uvedeny v tabulce 5. Amplifikace i post-amplifikac¢ni

analyza probihaly na pfistroji ABI 7000 (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA).
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Tabulka 5 - Sekvence primeri a zna¢enych sond pro alelickou diskriminaci

Nazev sekvence (3°-5")

R227Q_F TTGGAAGGCGTGTCTTTGGT
R227Q R CTCCAAGGCTGACACCAGTAC
R227Q_V VIC CAGGCCCCGCTGAC

R227Q_M FAM CAGGCCCTGCTGAC

T1991_F CCACCAGCCGAGAAGGAA
T1991 R GCTTCTGCCATCTTCACTGAGA
T1991_ V VIC CTTGCAAAGTGTCAAGC
T1991 M FAM CTTGCAAAGTATCAAGC
D1229V_F TCTTCTTTGCCCCCATACCA
D1229V_R TGCCAGGGCCAGAAGGA
D1229V_V VIC ATGCCCATGATGCCA

D1229V_M FAM TGCCCATGTTGCCA

R954X F ACCCATGGCCTTCTTTGTTATGAAA
R954X R CCAGCAGCATGGGACATACTTAC
R954X V VIC TCTTTAGATGTCGATGCCTT
R954X_M FAM CTTTAGATGTCAATGCCTT

Legenda: F-forward primer; R-reverse primer; V- alela bez mutace; M- alela s mutaci; VIC-sonda zna¢ena
barvou VIC; FAM- sonda zna¢ena barvou FAM;




(d) In Silico analyza novych mutaci

Pro analyzu novych mutaci, resp. jejich patogenniho charakteru bylo pouzito nékolik

programi a databazi:

ClustalX, program, ktery porovnava homologii nékolika sekvenci najednou

(http://www.clustal.org/download/current/*) (Larkin, et al. 2007) ;

SIFT, aplikace, kterd predikuje efekt zdmény aminokyseliny na vyslednou funkci
proteinu a to na principu fyzikdlnich vlastnosti jednotlivych aminokyselin

(http://sift.jcvi.org/wwwi/SIFT aligned segs_submit.html*") (Ng, Henikoff 2003) ;

PolyPhen, online néstroj, ktery ptfedpovidd pravdépodobny efekt aminokyselinové
zamény na funkci proteinu na zakladé fyzikalnich, ale také strukturnich porovnani

ttp://genetics.bwn.nharvard.eau/pp amensky, et al. ;
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/ *?) (R k . 2002)

Panther, vypocitava pravdépodobnost, ze aminokyselinova zaména bude mit patogenni
efekt na  zakladé evolu¢nich  homologii  (Brunham, et al. 2005)

ttp://www.pantherdp.org/tools/csnpScoreForm.|sp omas, et al. a,
(http:// herdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp ) (Th l. 2003

Thomas, et al. 2003b; Thomas, Kejariwal 2004; Thomas, et al. 2006)

Databaze Alternative Splicing database. Tato je urcend pro studium alternativniho
sestithu, tzn zda dand nukleotidovd zdména mulze ovlivnit vznik, resp. zanik
akceptorového mista pro molekuly, které jsou odpovédné za spravny sestith RNA

(http://www.ebi.ac.uk/asd/ **) (Clark, Thanaraj 2002; Thanaraj, et al. 2004; Stamm, et

al. 2006).

45


http://www.clustal.org/download/current/
http://sift.jcvi.org/www/SIFT_aligned_seqs_submit.html
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp
http://www.ebi.ac.uk/asd/

V. Vysledky

A. Vysledky vysetieni genu LMNA

Gen LMNA jsme vysSetfili sekvenovanim vSech 12 exont genu LMNA a nésledné u
vybranych pacienti navic metodou Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
Method (MLPA). Tato metoda mtize detekovat vétsi delece nebo duplikace, které nejsou
zachytitelné sekvenovanim.

Ve skupin€é dédiénych perifernich neuropatii (AR CMT2) jsme vySetiili pomoci
sekvenovani celkem 98 vybranych pacientd. Patogenni bialelické mutace nebyly
prokazany u zadného z pacientl. U jednoho pacienta s tézkou formou CMT jsme prokazali
jednu dosud nepopsanou mutaci v exonu 11: ¢.1869 C>T (p.Arg623Cys) v heterozygotnim
stavu (Obrazek 8), druhou kauzalni mutaci se v8ak u tohoto pacienta prokazat nepodatilo,
je tedy pravdépodobné, Ze jde o ndhodny nalez bez souvislosti s CMT. Tuto mutaci jsme
nasledné prokazali 1 u zdravych piibuznych pacienta, coz vylucuje moZnost, Ze by mohlo
jit o dominantni mutaci.

Obrazek 8- Mutace c. 1869 C>T (p. Arg623Cys ) v genu LMNA

Mutace je vyznacena Sipkou. Dochézi k zamené tripletu CGC na TGC.
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Ze skupiny pacienti s AR CMT2, u kterych jsme neprokazali mutace v LMNA genu

sekvenovanim jsme dale vybrali 48 pacientil, kterych jsme vySetfili metodou MLPA.

Z4dné piestavby v genu LMNA jsme u nikoho z vysetfenych nepotvrdili (Obrazek 9).

2493

0.80 4

0.60 1

1.1
LHHA Ea1
LHHA Eai
LHHA Ead
LHHAE.d
LHHA EE
LHHAEs?
LHHAE.I
LHHA Ex1l
LHHA Ex11
LHHA Ea12

0.40 4

0.20 4

0.00 -

LHHAE.12

BGLAF

Obrazek 9 - Normalni nalez v genu LMNA pomoci metody MLPA
Legenda: Kazdy sloupec zobrazuje jednu cilovou sekvenci. Na obrazku jsou vSechny cilové sekvence

pritomny ve dvou kopiich.
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B. Vysledky vyseticeni genu SH3TC2

1.  Molekularné-genetické vysledky

a)  Vysledky sekvenovani

Vsech 17 kodujicich exontt genu SH3TC2 bylo vySetieno u 60 nepifibuznych
Ceskych pacientid. Ze 60 pacientd byly mutace v genu SH3TC2 nalezeny u 13 (21 %)
pacientdi, z toho u 7 pacienti (11 %) byly patogenni mutace na obou alelaich genu. U
zbylych 6 pacientti (10 %) byla nalezena jedna patogenni mutace, nebo nové dosud
nepopsané mutace, jejichz vyznam bylo tfeba ovéftit. Prevalentni mutaci v tomto genu v
CR je jiz popsana p.Arg954Stop (63 % mutovanych alel, obrazek 10). Nalezené varianty

jsou uvedeny v tabulce 6.

Obrazek 10 - Mutace c. 2860C>T (p.Arg954Stop) v genu SH3TC2 v homozygotnim stavu
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Tabulka 6 - Varianty nalezené sekvenovanim genu SH3TC2

Pocet

Nukleotidova | patogennich

Mutace pozice alel s mutaci
p. Arg954Stop | c. 2860C>T 24
p. Lys93Lys c. 279G> A 2
p. Aspl229Val | c. 3686A > T 2
p. Asn881Ser | c. 2642 A>G 1
p. Arg658Cys | c. 1972C>T 1
p. Tyr169His | c.505T>C 1
p. Glu429Stop | c. 1285G>T 1
p. Thr27Ala c. 231A >G 1
p. GIn46Pro C.137A>T 1
p. Thr199lle c.596C >T 1
p. Arg227GIn | c. 680G > A 1
p. Ser433Leu | c. 1450C >T 1
€.3676-8G>A 1

Prokazali jsme, Ze prevalentni mutaci v CR je nonsense mutace p.Arg954Stop

(63 % mutovanych alel) (Obrazek 10 a 11).

Relatiwni frekvence mutovanych alel

\/

dp.
Bp.
Op.
Op.
Hp.
@p.
Bp.
Op.
Hp.
Bp.
Op.
Op.

Arg954Stop
Lys93Lys
Asp1229Val
Asn881Ser
Arg658Cys
Tyr169His
Glu429Stop
Thr27Ala
GIn46Pro
Thr199lle
Arg227GIn
Ser433Leu

B c.3676-8G>A

Obrizek 11 - Relativni frekvence mutovanych alel v genu SH3TC2 v ¢eské populaci
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V této studii byly nalezeny u ¢eskych CMT pacientti mutace jiz v literatufe popsané
a povazované za patogenni: stop mutace - p.Arg954Stop (Senderek, et al. 2003), missense
mutace - p.Arg658Cys (Senderek, et al. 2003), p.Asn881Ser (Azzedine, et al. 2006),
p.Tyrl69His (Lupski, et al. 2010). Jedna mutace zatim v literatufe nebyla popsana, ale
vzhledem k charakteru mutace (stop mutace) ji povazujeme za patogenni: p.Glu429Stop.
Ostatni missense mutace zatim nebyly v literatufe popsany a jejich charakter bylo zddouci
objasnit. Jsou to tyto mutace: p.Aspl229Val, p.Thr27Ala, p.GIn46Pro, p.Thr199lle,
p-Arg227GlIn, p.Ser433Leu. Dalsi dvé dosud nepopsané mutace nezplisobuji zdménu
aminokyseliny, ale pfedpokladame, Ze ovliviiuji spravny sestiih RNA, a tim vedou ke
vzniku defektniho proteinu: p.Lys93Lys a €.3676-8G>A. Byla také prokdzéna zaména
p.Vall158Ile. Na zdkladé provedenych testi se ukazalo, ze se jednd o nepatogenni Casty

polymorfizmus.
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b)  Vysledky cileného testovani na pritomnost mutace p.Arg954Stop u

pacienti s neuropatii

Na zaklad¢ predeslych vysledkt jsme se rozhodli sestavit genotypizacni real-time
PCR assay na principu alelické diskriminace, ktera by detekovala mutaci ¢.2860C>T
(p.Arg954Stop). Timto rychlym a levnym vysetfenim jsme vySetfili 412 pacientl, ktefi
byli v minulosti odeslani do naSi laboratofe k molekularné-genetickému testovani pro
podezieni na nemoc CMT. Ze 412 vzorkl od pacientt byla mutace p.Arg954Stop nalezena
u 8 z nich, z toho u 6 v homozygotnim stavu. U dalSich dvou byla mutace p.Arg954Stop
nalezena pouze na jedné alele. U jednoho z nich jsme druhou mutaci nasli sekvenovanim, u
druhého nikoliv. VSechny pozitivni vysledky nalezti mutace p. Arg954Stop byly potvrzeny
nasledn¢ také sekvenovanim. Tato metoda bude nadéle v nasi laboratofi rutinn¢ pouzivana

jako screeningovy test na CMT4C (obrazek 12).

Allelic Discrimination

*

6.00

4.00

Allele Y (FAM-MGB)

200 g . y

0.00 040 0.80 120 1.60 2.00 240 280 320

Allele X (VIC-MGB)

"Piae pokusAD?.sds (Alleic Discrimiratioe) - Page 5

Obrazek 12 - Vysledek alelické diskriminace pro mutaci p.Arg954Stop
Legenda: X-ntc (H,0, NK1), @- homozygoti pro wild type alelug@> homozygoti pro mutantni alelu, A -
heterozygoti (ukazka vysledkit).
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2. Klinické vysledky

Bialelické patogenni mutace byly nalezeny u 14 rodin, jejich genotypy jsou

uvedeny nize (Tabulka 7). Nize jsou podrobnéji popsany piipady jednotlivych rodin, u

kterych byly nalezeny bialelické patogenni mutace. Rodokmeny jednotlivych rodin jsou na

obrazku 13. Znézornény jsou zejména rodiny, u kterych byly nalezeny i jiné mutace nez

prevalentni p.Arg954Stop.

Tabulka 7 - Nalezené mutace u pacienti s CMT4C

Rodina/pacient

Mutace

A/l [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
B/1 [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
Cn [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
D/1 [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
D/2 [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
E/1 [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
E/2 [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
F/1 [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
G/1 [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
H/1 [p.Arg954Stop]+[p.Arg954Stop]
1/1 [p.Arg954Stop]+[p.Arg658Cys]
J/1 [p.Arg954Stop]+[p.Asn881Ser]
K/1 [p.Arg954Stop]+[p.Lys93Lys]
L/1 [p.Arg954Stop]+[p.Glu429Stop]
M/1 [p.Arg954Stop]+[c.3676-8G>A]
N/1 [p.Tyr169His]+[p.Lys93Lys]
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Obrazek 13- Rodokmeny rodin pacientii s mutacemi v genu SH3TC2

Na obrazku jsou rodokmeny rodin, u kterych byly nalezeny i jiné bialelické

mutace v genu SH3TC2 nez p.Arg954Stop. Rodina O je zminéna Vv dalsi

kapitole.

Legenda: ¢tverec - muz, kruh - Zena, kosoctverec - neznamé pohlavi, plny znak -

postizeny, prazdny znak - nepostizeny, $krtnuty znak - zemftely, P - proband.
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a) Rodina A

Jedna se o sporadicky ptipad CMT v rodin€. Pacient byl sledovan od utlého détstvi
pro poruchu chiize (chodil po Spickach). V 7 letech prodé€lal prvni ortopedickou korekéni
operaci (prodlouzeni Achillovy $lachy), dalsi korek¢éni operaci prodélal v 18 letech véku. U

pacienta byla nalezena mutace p.Arg954Stop Vv homozygotnim stavu. Pacient byl

naposledy vySetten ve véku 30 let (Obrazek 14).

Obrazek 14 - Pacient z rodiny A
Na dolnich koncetinach jsou vyrazné deformity nohou, je zkraceni Achillovych Slach. Na
chodidlech ma vyrazné otlaky. Atrofie lytek bilateraln€. Atrofie na hornich koncetinach nema, ani

slabost nepocit'uje. Patef ma mirnou kyfoskoliézu v Th ¢asti. Chlize je samostatna, ale nejista.
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b) RodinaB

Pacient z rodiny B je jediny postizeny v rodin€é. Nemoc se zacala projevovat velice
brzy, jiz v batolecim v€ku, opozdénym motorickym vyvojem. V 9 letech byl
hospitalizovan na détské neurologii, kde na EMG byly zaznamenany vyrazné¢ snizené
rychlosti vedeni perifernim nervem. Prodélal dvé korekéni operace dolnich koncetin (ve

veéku 15 a 17 let). U pacienta jsme prokazali mutaci p.Arg954Stop v homozygotnim stavu.

V dobé¢ posledniho vySetteni bylo pacientovi 24 let (Obrazek 15).

1

Na panelu fotografii jsou patrné deformity obou nohou, lehké atrofie distalni tietiny lytek

Obrazek 15 - Pacient z rodiny B

oboustranné. Kyfoskoliéza patefe. Na hornich koncetinach je jen minimalni subklinické postizeni.

Chiize je samostatna.
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C) Rodina C

Pacientka je sporadickym ptipadem CMT v rodin€. Prvni ptfiznaky onemocnéni se u
ni objevily v predskolnim véku, ,,nesSikovnost* a zakopavani. V soucasnosti mé pacientka
vyrazné atrofie distalnich lytek, deformity nohou, atrofie svali i na rukou, subjektivné

pocit'uje slabost.

d) RodinaD

Jednd se o jednovajena dvojcata, u obou jsme prokdzali mutaci p.Arg954Stop
V homozygotnim stavu. Nikdo dal$i v rodin€¢ nem4, ani nemél, podobné potize. Chlapcim
bylo v dobé posledniho vySetieni 11 let.

Pacient D/1 subjektivné nepocit'uje obtize, hraje fotbal, jezdi na kole. Hlife b&ha.
Objektivné ma deformity obou nohou typu pes cavus se zkracenim Achillovych Slach,
rekurvace kolen bilaterdln€, vyraznéjsi atrofie nemd. Na hornich koncetindch nejsou
atrofie, slabost nepocituje. Patet je v ose, rozviji se ve vSech segmentech fyziologicky (na
rozdil od bratra).

Pacient D/2 subjektivné se neciti byt omezen ve svych aktivitdich. Poprvé byl
vySetien ve véku 4 let pro rozvoj skolidzy. Pfi vySetfeni je patrné, Ze na dolnich
koncetinach jsou deformity obou nohou typu pes cavus a zkraceni Achillovych §lach. Na
hornich koncetinach atrofie nejsou patrné, slabost ani neobratnost nepocituje (Obrazek

16).

56



Obrazek 16 - Pacienti (jednovaje¢na dvojéata) z rodiny D

57



e) RodinaE

V rodin¢ jsou postizeni oba sourozenci, u obou jsme prokizali mutaci
p.Arg954Stop v homozygotnim stavu.

U pacientky E/1 se prvni pfiznaky onemocnéni zacaly projevovat od 10. roku véku,
zejména horsi stabilita chlize a skoliéza. Na obou nohou se rozvijela deformita typu pes
cavus, zkraceni Achillovych Slach a atrofie peronealnich a lytkovych svald. Od cca 20 let
veku je i vyrazngjsi slabost obou rukou.

U pacienta E/2 byla prvnim piiznakem skolidza, a to jiz na ZS. Pro deformity
dolnich koncetin prodélal korekéni operaci nohou. Od 19 let pozoruje poruchu chtize, nyni
chodi sam bez holi. V dob¢ posledniho vySetteni, ve véku 35 let, je patrnd vyrazna skolidza

a vyrazné atrofie lytek. Svaly rukou jsou zatim bez atrofie, schopnost udélat Spetku je

jemn¢ omezena.

Obrazek 17 — Pacienti z rodiny E
1.fadek obrazku - pacientka E/1
2.tadek obrazku - pacient E/2
Foto: As.MUDr.R.Mazanec, Ph.D
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f) Rodina F

Prvni projevy nemoci CMT se u pacienta F/1 objevily v dospivani. Pacient si v§iml,

ze ma vyssi nart a mél ortopedické potize. V rodin€ nikdo podobné obtize nemél, ani nema.

Pacient byl vySetfen naposledy ve véku 67 let (Obrazek 18).

Obrazek 18 - Pacient z rodiny F
Na dolnich koncetinach jsou vyrazné atrofie lytek, deformita nohou. Patet je pohledové bez vyraznéjsiho
vyoseni. Na hornich koncetinach jsou atrofie pouze diskrétni. Chiize je samostatna, bez pomucek, ale

nejista.
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g) Rodina G

Sporadicky vyskyt v rodiné, prvni pfiznaky CMT byly patrné jiz v predskolnim véku —
deformity nohou. Prodélal dvé korekéni ortopedické operace nohou. Pacient nepfisel na

konzultaci, proto nemame aktudlni udaje.
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h)  Rodina H

Pacientka méla od tutlého détstvi problémy s chizi, jiz ve véku 10 let byla
ortopedicky operovana pro deformity nohou. Pacientka byla spravné neurologicky

vySetiena az ve veku 43 let. U pacientky byla nalezena mutace p.Arg954Stop

vV homozygotnim stavu. V dobé posledniho vysetfeni bylo pacientce 45 let (Obrazek 19).

Obrazek 19 - Pacientka z rodiny H
Zavazné postizeni dolnich kondetin, st. p. korekCnich operacich. Je patrna skoliéza patefe. Chodi o

francouzskych holich.
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1) Rodina |

U pacientky z rodiny I, ktera je jedind postizena v této rodin€, se prvni piiznaky
nemoci CMT objevily jiz kolem 4. roku veéku, a to vysoky nart. V prub&hu celé¢ho détstvi
byla pry ,neSikovnd®, Spatn¢ bchala, méla problémy pii skoku a doskoku. Prodé¢lala
korekéni operaci kolen. Neurologicky byla vySetfena az ve véku 22 let, kdy po porodu
pozorovala vyraznou nestabilitu a zhorSenou chtlizi. V dob¢ posledniho vySetteni (viz panel
fotografii, Obrazek 20) bylo pacientce 35 let. U pacientky jsme prokazali dvé mutace
v genu SH3TC2, a to mutaci p.Arg954Stop a p.Arg658Cys. Kazda z mutaci je na jedné

alele genu SH3TC2. Ob¢é mutace jsou v literatufe jiz popsany a jsou povazovany za

patogenni pro CMT4C (Senderek, et al. 2003).

Obrazek 20 - Pacientka z rodiny |
Jsou patrné deformity typu pes cavus na obou nohou, atrofie lytek. Na hornich koncetinach je jen
subklinické postizeni. Patef je pohledové bez vyraznéjsiho vyoseni do stran. Chiize je samostatna, ale

velmi nejista.
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]) Rodina J

Pacient je slozeny heterozygot pro mutace p.Arg954Stop a p.Asn881Ser (Azzedine,
et al. 2006). Jde o sporadicky ptipad CMT vrodiné. Nemoc se u ng projevila

Vv piedskolnim véku. V dobé¢ posledniho vysetfeni mu bylo 47 let (Obrazek 21).

—

Obriazek 21 - Pacient z rodiny J

Na dolnich koncetinach je vyrazna deformita typu pes cavus, distalni atrofie. Skolidza patefe.
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k) Rodina K

Pacientka je sporadickym piipadem CMT v rodin€. Prvni potize se objevily v 11
letech a byly to zejména horsi béh, chlize a neobratnost. Dale se rozvijely atrofie lytek a
deformity nohou. Prodélala opakované korekcni ortopedické operace. V dobé posledniho
vySetfeni 52letd pacientka ma vyrazn€ rozvinuté deformity typu pes cavus, zkraceni
Achillovych Slach, atrofie lytek. Na hornich koncetinach je jen lehka hypotrofie
bilateralné. Patet je pohledové v ose. Pacientka je slozeny heterozygot pro mutace

p.Arg954Stop a p.Lys93Lys.
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)] Rodina L

Pacient z rodiny L je sporadickym ptipadem CMT v roding€. Obtize se objevily jiz
vutlém veéku - od 3 let byl sledovan pro rozvoj deformit nohou. Prodé€lal n€kolik
korekénich operaci, které vyustily v bilateralni artrodesy kotnikd. Pacient je slozeny

heterozygot pro mutace p.Arg954Stop a p.Glu429Stop. Obé mutace zplisobuji vznik

predcasného stop kodonu.

Obrazek 22 - Pacient z rodiny L
Nyni Sllety pacient. Bilateraln¢ stav po opakovanych korekénich operacich nohou. Na

hornich koncetinach atrofie nejsou patrné. Ma skolidzu patefe.
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m) Rodina M

Pacient se 2 mutacemi v genu pro SH3TC2. Mutace p.Arg954Stop je nepochybné
patogenni. Druhd mutace ¢.3676-8G>A zatim nebyla v literatufe popsana, ale povazujeme
ji rovnéz za patogenni na zaklad¢ molekularné-genetické studie. Mutace pravdépodobné
ovlivituje spravny sestiih RNA SH3TC2. Pacient je nyni mimo tzemi CR, proto jsme
neméli moznost pozvat ho ke klinické konzultaci. Z 1€katské zpravy vime, ze ve véku 16

let, v dobé posledniho vySetfeni, mél vyrazné deformity nohou typu pes cavus a skoliozu.
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n) RodinaN

Pacientka z rodiny N trpi slabosti dolnich koncetin asi od 12 let. Prodélala
opakované korek¢ni ortopedické operace pro deformity nohou. U pacientky jsme prokazali
dvé mutace v genu SH3TC2. Jedna z nich byla jiz v literatufe popsana a je povazovana za

patogenni - p.Tyrl69His (Lupski, et al. 2010). Druha mutace je nova, zatim nepopsana -

p.Lys93Lys. Stejnou mutaci jsme prokazali i u pacientky z rodiny K (Obrazek 23).

Obrazek 23 - Pacientka z rodiny N
Nyni 63letd pacientka. Na dolnich konéetinach jsou vyrazné atrofie lytek bilateralné, st. p. operacich
nohou. Na hornich koncetinach jsou patrné mirné atrofie thenaru. Patef je v ose, pohledové skoliézu

nema.
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Zavér Kklinickvch vySetieni

Klinicky obraz CMT4C (zptsobené mutacemi v SH3TC2) byl u vSech nasich pacientt
podobny:

e U vSech se prvni obtize objevily do 10 let véku a byly vétSinou spojené s
vyraznymi deformitami chodidel a zavaznou skoliézou. Postizeni je spiSe
mirnéj$i a samostatna chlize byla u vSech pacientti zachovéna.

e V neurologickém ndlezu je vyraznéjsi slabost na dolnich koncetinach a jen
minimalni postiZzeni rukou.

e Nipadnd je i vyrazna porucha Citi, zejména vibra¢niho na dolnich koncetinéch.
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3. Vysledky analyzy novych mutaci

a) Pacienti s dosud nepopsanymi mutacemi nebo pouze s jednou

mutaci v genu SH3TC2

V pribéhu sekvenovani celé kodujici ¢asti SH3TC2 genu byly nalezeny i nové,
dosud nepopsané, mutace v Sesti rodinach (rodiny O, R, S, T,U a V - tabulka 8). U
pacienta z rodiny P byla nalezena mutace p.Arg954Stop pomoci genotypizacni assaye. U

tohoto pacienta jsme nenalezli druhou mutaci sekvenovanim vsech exont genu SH3TC2.

Tabulka 8 — Pacienti s novymi mutacemi nebo pouze s jednou mutaci v genu SH3TC2

Rodina/pacient Mutace

0/1 [p.Thr27Ala]+[p.Ser433Leu]
P/1 [p.Arg954Stop]

R/1 [p.GIn46Pro]

R/2 [p.GIn46Pro]

S/1 [p.Aspl229Val]

T/1 [p.Asp1229Val]

U/l [p.Thr199lle]

V/1 [p.Arg227GIn]

(a) Pacientka z rodiny O

U této pacientky jsme prokézali dvé mutace v genu SH3TC2. Obé mutace dosud
nebyly popsany. Kazda z mutaci je na jedné alele genu SH3TC2 (rodokmen je zobrazen na
obrazku 13). Pacientka byla odesldna na molekularné-genetické vysSetfeni na pfitomnost
CMT na naSe pracovisté. Pii vySetieni bylo zjisténo, ze u pacientky nejsou zadné zndmky
periferni neuropatie. Obtize, které meéla v minulosti, jiz pominuly. Pacientka je tudiz
Z naseho pohledu zdrava. To svéd¢i proti patogennimu charakteru mutaci, které u ni byly
prokazany.
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(b) RodinaR
V této rodiné jsou postizeni oba sourozenci. U obou jsme nalezli mutaci
p.GIn46Pro v heterozygotnim stavu. Druhd mutace v genu SH3TC2 ale nebyla nalezena.
Pti opakovaném EMG vysSetieni byl predefinovan typ neuropatie na axonalni. Jejich
klinické obtize jsou zejména nestabilita a deformity nohou. Svalové atrofie jsou jen mirné.

Skoliéza nebyla zaznamenana.

(c) RodinyS, T, UaV

U téchto pacientll byla nalezena vZzdy pouze jedna mutace v genu SH3TC2
V heterozygotnim stavu. Hlavnim klinickym pfiznakem byla u vSech nestabilita chiize.

Deformity nohou byly pfitomné pouze u pacienta z rodiny V. Pacient z rodiny T ma

skolidozu.
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Déle jsme se zaméfili na analyzu novych variant,

které¢ byly nalezeny

sekvenovanim a nebyly dosud v literatufe popsany. Jejich vyznam proto bylo potiebné

objasnit. V prib¢hu studie jsme vyuzili rizné pfistupy tak, jak jsou popsany v sekci

metody.

b) VySetieni zdravych kontrol

VySetfeni zdravych kontrol ukédzalo, Ze mutace p.Valll58lle, p.GIn46Pro a

p-Ser433Leu jsou pfitomné i ve zdravé Ceské populaci (Tabulka 9). To svédci proti jejich

patogennimu charakteru.

Tabulka 9 - Frekvence novych variant v nepostiZené populaci

Pocet vySetfenych

Cetnost vyskytu

zdravych mutace v nepostizené
Mutace alel/chromosomu populaci
p.Lys93Lys 524 0
p.Ser433Leu 598 0.167% alel
p.Thr27Ala 492 0
p.GIn46Pro 492 0.406% alel
p.Vall158lle 386 2.5% alel
p. Aspl229Vval 240 0
p.Thr199lle 240 0
p.Arg227GIn 240 0
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e Pomoci RFLP (restrikéni analyzy) byly testovany tyto mutace:

p.Lys93Lys, p.Ser433Leu, p.Vall158lle.

e Pomoci alelické diskriminace byly vySetfeny tyto mutace:

p. Aspl1229Val, p.Thr199lle, p.Arg227GIn.

e Pomoci metody SnapShot byly testovany tyto mutace (obrazek 24):

p.Thr27Ala, p.G

Applied

In46Pro.
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Obrazek 24 - VySetieni metodou SnapShot na pritomnost zaimén p.GIn46Pro a p.Thr27Ala ( ukazka

vysledkii)
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c) Insilico analyzy

Déle jsme nové nalezené varianty testovali pomoci pocitacovych analyz.
e Analyza v programu PolyPhen ukazala, Zze mutace p.Aspl229Val, p.GIln46Pro,

p.Ser433Leu mohou mit patogenni efekt na cilovy protein (Tabulka 10).

Tabulka 10 - Vysledek z programu PolyPhen

Mutace Vysledek (PolyPhen)
D1229V probably damaging
T1991 benign

Q46P probably damaging
S433L probably damaging
R227Q benign

T27A benign

e Analyza v programu Panther ukazala, ze mutace p.Asp1229Val ma pravdépodobné

patogenni efekt (hodnoty mensi nez 3 jsou vyznamné) (Obrazek 25).

s433L R227Q

Q46P s

Obriazek 25- Vysledky z programu Panther
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Analyza v programu ClustalX, ktery porovnava homologii DNA pro jednotlivé
zivocCisné druhy, ukazala, ze mutace p.Thr27Ala neni vysoce konzervovana (Obrazek
26).

Analyza v programu SIFT ukdazala, Ze mutace p.Asp1229Val a p.Gln46Pro mohou mit
patogenni efekt.

Databaze ASD potvrdila, ze ob¢é mutace, u kterych jsme to predpokladali (p.Lys93Lys

a €.3676-8G>A) mohou ovliviiovat spravny sestiih RNA.
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Dobiataticm

TIA, 48P

KR3K

T199], R2270)

E4292, 54531

D12y

Species alizpament

Homo_ SapisweE 078853 2
Blacaca _mmlatraZdF 001104761.1
Pan_roglogedes 2P 527069 2
Pongo_abelil2F 0025161051
Rathis_norsegiousOF 225087 4
Bobas_mmccuhs TP Foo210.2
Canie_familisrk 2P 5463152
Bos_tamue/MP_616288.3
Sibwopods_melaolaaca 2P 002918213 11
CaTithriz_jacchos2E_ 002744307 .1
Equms_cabalhs 20 001501607 2

Heormo_Sapiens/HP_078553 2
Macaca_pmlata P 0011047611
Pan_troglotydes P _S27065 2
Pongo_abelilMP_002816103.1
Fathis_prrvegions/dP_225557 4

s rmscubeP_ 7662162
Cands_fomilisrkMP_S463152
Bos_tamusMF 616298 3
Adbropods_melmolaca P 002918213 1
CaDithrix_jacchos P _002744397.1
Equas_cabalbus P 001501607 2

Hormo_Sapiens/HP_078553 2
Dfacaca_pmlata P 0011047611
Pan_troglotydes/ P _S27065 2
Pongo_abelilMP_002816103.1
Fathis_porvegicns/HP_225567 4
bas_mmscubeP_ 7662162
Cands_familisrkMP_S463152
Eos_tamus3F 616285 3
Aibropods_melmolaca =P 002018213 1
Calithrix_jacchosMP_002744397.1
Equas_cabalhus P 001501607 2

Heomo_Sapiens/HP_078553 2
Macaca_pmlata™P 0011047611
Pan_troglotydes P _S27065 2
Pongo_abelilMP_002816103.1
Fathis_porvegicns/HP_225567 4
Dbas_rrmscubaeP_T66216.2
Cands_fomilirk P S463152
Bos_tamus3F 616285 3
Aibropods_melmolaca/ P _002018213 1
CaDithri_jacchos P _002744397.1
Equas_cabalbus P 001501607 2

Heomo_Sapiens/HP_078553 2
Macaca_pmlata™P 0011047611
Pan_troglotydes/MP_S27065 2
Pango_abelilP_002816108.1
Fathas_prrvegicnsP_225557 4
bas_rmscubeM P 7662162
Cands_fomilirkMP 5463152
Eos_tamus3F 616285 3
Aibropods_melmolacaHP_002018213 1
Calithrix_jacchus P _002744397.1
Eqmas_cabalhus P _ 001501607 2

Obrazek 26 - Vysledky analyzy z programu ClustalX
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V. Diskuse

A. Gen LMNA

Z vysledku usuzujeme, Ze bodové mutace a v¢tsi prestavby v LMNA genu jsou
velice vzacné pri¢inou onemocnéni CMT2 v ceské populaci nebo se u nich vibec
nevyskytuji. NaSe vysledky jsou vsouladu S mezinarodnimi, protoze dosud nebyl
celosvétové v odbornych Casopisech publikovan dalsi Clanek, ktery by ukazoval na
moznost CMT2 nasledkem mutaci v LMNA genu (kromé piivodni publikace o nékolika
rodinach v severni Africe (De Sandre-Giovannoli, et al. 2002). Vysetfeni genu LMNA

proto nebude v budoucnu souéasti rutinniho testovani pacienti s CMT v CR.

B. Gen SH3TC2

Prokazali jsme, Ze mutace v genu SH3TC2 jsou relativné ¢astou pticinou HMSN I
v ¢eské populaci. Tyto mutace jsou casté€js$i, nez se plvodné piedpokladalo. Pacienty
s demyeliniza¢nim typem dé&di¢né neuropatie je vhodné testovat na pfitomnost mutace
p.Arg954Stop, nebo i1 jinych mutaci v genu SH3TC2. Dfive publikované review o
vhodném diagnostickém algoritmu pro pacienty s CMT z roku 2009 (England, et al. 2009)
naptiklad vibec nezminuje typ CMT4C. V nasi praci jsme ukazali, Zze je naopak velmi
vhodné zatadit tento gen do zakladniho testovani pro pacienty s HMSN I. CMT4C je v
Ceské populaci velmi casté onemocnéni, Cetnost vyskytu je porovnatelnd s CMT
Vv disledku mutaci v genu pro MPZ a je mozné, Ze se jednd o nejcastéjSi autozomalné

recesivni formu CMT v CR.
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Prevalentni mutaci v genu SH3TC2 v CR je p.Arg954Stop (63 % patogennich alel).
Podobna situace je i v jinych populacich (Gosselin, et al. 2008; Houlden, et al. 2009). To
usnadiiuje DNA testovani, protoze pacienti s HMSN I budou piednostné testovani na
pritomnost této mutace.

Cilené¢ testovani prevalentni mutace p.Arg954Stop a poté sekvenovani celé kodujici
¢asti genu SH3TC2 pouze u téch pacientt, u kterych byla nalezena mutace p.Arg954Stop
na jedné alele, zachyti 92.86 % vSech CMT4C pacientll. Jenom méné nez 8 % pacientll ma
na obou alelach genu SH3TC? jiné patogenni mutace neZ p.Arg954Stop. Z tohoto divodu
doporucujeme testovat pacienty s HMSN I, u kterych lze ptedpoklddat autozomdlné
recesivni dédicnost a kteti byli testovani na CMT1A/HNPP s negativnim vysledkem, na
pfitomnost prevalentni mutace p.Arg954Stop v genu SH3TC2. V piipadé potieby je poté
mozné provést i sekvenovani vSech kddujicich exoni genu SH3TC2.

U CMT4C pacientl s bialelickymi patogennimi mutacemi v genu SH3TC2 bylo

mozné upfesnit fenotyp tak, jak je to uvedeno ve vysledkové ¢ésti.
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Souhrn analyzy novych mutaci

Na zakladé analyzy novych, mutaci bylo zjisténo (souhrn v tabulce 11):

I.  Zaména p.Vall158lle je pouze benigni polymorfizmus.

Il.  Mutace p.Thr27Ala a p.Ser433Leu jsou nepatogennimi vzacnymi polymorfizmy.

1. Mutace p.Thr1991le je nepatogenni vzacny polymorfizmus.

IV.  Povahu mutace p.Arg227GIn nebylo mozné zcela jasné urcit.

V. Mutace p.Asp1229Val mize byt patogenni.

Tabulka 11 — Souhrn analyzy novych mutaci

Mutace\Nastroj analyzy SIFT PolyPhen | Panther ClustalX Populacni Zavér:
frekvence
p.Thr27Ala Benigni | Benigni | Benigni | Nenivysoce 0 Benigni
konzervovand
p.GIn46Pro Benigni |Patogenni| Benigni |[Konzervovand| 0,406% Benigni
p.Thr199lle Benigni | Benigni | Benigni |Konzervovand 0 Benigni
p.Arg227GIn Patogenni| Benigni | Benigni |Konzervovana 0 ?
p.Ser433Leu Benigni |Patogenni| Benigni |Konzervovana| 0,167% Benigni
p.Asp1229Val Patogenni| Patogenni |Patogenni|Konzervovana 0 Pravdépodobné
patogenni
l. p.Valll58lle

Tato zdména je ¢astym polymorfizmem. Vyskytuje se ve zdravé populaci s
frekvenci 2,5 %. Tato zdména je nyni uvedena 1 v databazi SNP

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp?term=rs55853803").

p.Ser433Leu a p.Thr27Ala

Tyto zamény byly nalezeny v heterozygotnim stavu u pacientky z rodiny O.
Ptiznaky, které méla v dobé, kdy byla zatfazena do studie, jiz pominuly. Pfi
opakovaném vySetfeni beéhem studie bylo ukazéano, Ze pacientka opravdu nema
zadné priznaky nemoci CMT. To svéd¢i proti patogennimu charakteru vyse

zminénych mutaci. Obé mutace byly dale vyhodnoceny jako benigni vétSinou
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pouzitych algoritmii. Mutace p.Ser433Leu byla nalezena 1 ve zdravé populaci

s frekvenci 0,167 %.

1. p.Thr199lle
Ptredpokladame, ze zaména p.Thr199Ile je benigni. Usuzujeme tak na
zéklad¢ toho, ze byla vyhodnocena jako benigni ve vétsiné pouzitych algoritmu.
Také klinické projevy u pacienta stouto mutaci jsou odlisné od CMT4C
pacientll. Zaména se ale nachédzi ve vysoce konzervované oblasti a nebyla

nalezena u zdravych kontrol, proto jeji patogenni charakter nelze zcela vyloucit.

IV. p.Arg227GIn
Povahu této zamény je obtizné stanovit. Vyhodnocovani programy
PolyPhen a Panther vyhodnotily tuto zaménu jako benigni. Na druhé strané,
mutace se nachazi ve vysoce konzervované oblasti a nebyla nalezena u
zdravych kontrol. Také algoritmus SIFT ji pfifadil patogenni vlastnosti.

Piedpokladame, ze tato zaména bude piedmétem dalSich experimentt.

V. p.Aspl229Val
Tato mutace je s velkou pravdépodobnosti patogenni. Svédéi pro to vSechny
pouzité testovaci algoritmy. Mutace samotna se nachéazi v dulezité doméné
SH3TC2 proteinu. To, ze u pacientl s touto mutaci nebyla nalezena mutace na
druhé alele genu SH3TC2 si vysvétlujeme nékolika zplsoby. Je mozné, Ze
druha mutace je v oblasti, kterd nebyla sekvenovana (nekddujici €asti, intronoveé
oblasti). Je také mozné, ze na druhé alele genu SH3TC2 je vétsi delece nebo

duplikace, kterou nezachytime sekvenovanim. V neposledni fad¢ je mozné, ze
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mutace je patogenni (tzn ovliviiuje alelu genu SH3TC2), ale neni zodpovédna
za nemoc CMT u tohoto konkrétniho pacienta, ktery mize mit mutace v jinych
CMT genech a je pouze heterozygotnim nosi¢em mutace p.Asp1229Val v genu

SH3TC2.

Dale jsme se zam¢tili na dvé mutace, které nezpiisobuji sice zaménu aminokyselin, ale

s velkou pravdépodobnosti ovliviiuji spravny sestiih RNA: p.Lys93Lys a ¢.3676-8G>A.

Tyto mutace nebylo moZzné otestovat s pouzitim stejnych algoritm, jaké jsme pouzili pro

missense mutace.

>

p.Lys93Lys

Tato mutace byla nalezena u dvou rodin, vzdy v heterozygotnim stavu
v kombinaci s jiz popsanou patogenni mutaci na druhé alele genu SH3TC2.
Klinické projevy nemoci CMT u pacientil s touto mutaci odpovidaly fenotypu
CMTA4C. V rodin¢ K mutace segregovala s postizenim (Obrazek 13). V rodiné
N jsme tuto mutaci nasli 1 u bratra pacientky, ktery je stejné€ jako jeho postiZzena
sestra slozenym heterozygotem pro mutace p.Tyr169His a p.Lys93Lys v genu
SH3TC2. BohuZel nebylo mozné ho klinicky vySetfit. On sam tvrdi, Ze Zadné
potize nema.

Toto zjisténi si vysvetlujeme tak, ze jeho postizeni miize byt jen mirné a on
sam si to neuvédomuje. Zodpoveédét tuto otdzku by mohlo EMG vySetieni, to
ale pacient odmita. Je také mozné, Ze v piipadé, Ze bratr pacientky z rodiny N je
skutecné zdravy, tak by asponl jedna z mutaci, kterych je nositelem, nebyla

patogenni. Lze vSak pfedpokladat, Ze to mize byt i mutace p.Tyr169His. Ta
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sice byla v literatufe popsana jako patogenni (Lupski, et al. 2010), ale pouze
V jedné rodin€ a tato mutace je navic missense.

Na potvrzeni patogenniho charakteru mutace p.Lys93Lys planujeme provést
vysetieni pomoci ExonTrap, coz je vektor, ktery se po zaklonovani pienese do
savCich bunék. S jeho wvyuzitim Ize testovat sestiih RNA

(http://www.mobitec.com/int/products/bio/04 vector sys/index.php?exontrap.h

tml*).

c. 3676-8G>A

Tato mutace byla nalezena u pacienta z rodiny M Vv heterozygotnim stavu
v kombinaci smutaci p.Arg954Stop, ktera je nepochybné patogenni.
Ptedpokladame, ze mutace ¢.3676-8G>A plisobi mechanizmem alternativniho
sestfihu, podobné jako mutace p.Lys93Lys. Pacient M klinicky odpovida
ostatnim CMT4C pacientim (S bialelickymi kauzalnimi mutacemi v genu

SH3TC2.) Také pro tuto mutaci planujeme pouZzit ExonTrap.
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VI. Zavér

A. Gen LMNA

Mutace v genu LMNA nejsou Castou pri¢inou onemocnéni Charcot-Marie-Tooth
v ¢eské populaci. Da se predpokladat, ze stejna situace bude i v jinych evropskych zemich.

Analyza genu LMNA neni opodstatnéna u ¢eskych pacientti s Charcot-Marie-Tooth.

Vyzkum byl proveden s podporou grantu MZCR IGA NR 8330-3.

Vysledek studie vySetfeni genu pro Lamin A/C u ¢eskych pacientli s HMSN byl popsan:
Lassuthova P, Barankova L, Haberlova J, Mazanec R, Wallace A, Huehne K,Rautenstrauss
B, Seeman P. Mutations in the LMNA gene do not cause axonal CMT in Czech

patients. J Hum Genet. 2009;54(6):365-8.
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B. Gen SH3TC2

Mutace v genu SH3TC2 jsou piekvapivé Castou pri¢inou HMSN I mezi ¢eskymi
pacienty. Prevalentni mutaci je p.Arg954Stop (63 % patogennich alel). Testovani by
primarné melo byt zaméfeno na tuto mutaci. Je obtizné stanovit patogenitu nékterych nove
nalezenych, dosud nepopsanych, mutaci. Vysetieni genu SH3TC2 doporucujeme u
pacienti s HMSN 1, ktefi byli testovani na CMTIA/HNPP s negativnim vysledkem, a u

nichz 1ze ptedpokladat autozomalné recesivni typ dédi¢nosti.

Vyzkum byl proveden s podporou granu IGA MZCR NT 11521/4

Vysledek studie vysetfeni genu SH3TC2 u ¢eskych pacienti s HMSN I byl popsan:
Lasuthova P, Mazanec R, Vondracek P, Siskova D, Haberlova J, Sabova J, Seeman P:
High frequency of SH3TC2 mutations in Czech HMSN 1 patiens. Clin Genet 2011;in

press
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SVALOVA ONEMOCNENI

V prubéhu svého postgradudlniho studia jsem se blize setkala se dvémi vybranymi
svalovymi onemocnénimi a zavedla pro né¢ DNA vySetfeni. Jsou to Autozomalné
dominantné dédina muskularni dystrofie Emery-Dreifuss a Centronuklearni

myopatie. Ob¢ jednotky jsou popsany nize.

. Uvod

A. Emery-Dreifuss Muskularni Dystrofie (EDMD)

je charakterizovana ¢asnymi kontrakturami lokt a Achillovych Slach, svalovou
slabosti a zivot ohrozujici kardiomyopatii s ptevodnim blokem (Bonne, et al. 2000). Pro
EDMD je charakteristickd kombinace téchto tii zakladnich symptomt (Colomer, et al.
2002; Zhang, et al. 2007). Tato kombinace se ziidka vyskytuje u jinych myopatii. Casna
diagnoza je velice dilezita, protoze implantace kardioverter-defibrilatoru mize zabranit
nahlé srde¢ni smrti (Cuneo, et al. 2007). Muskularni dystrofie typu Emery-Dreifuss se

muze dédit gonozomaln¢ (X-vazand) nebo autozomaln¢ dominantné (AD-vazana).
1. X-vdzand forma

V X-vazané form¢ prokazujeme chybéni proteinu emerinu a mutace v genu EMD,

ktery se oznacuje taky STA (Manilal, et al. 1996).
2.  AD forma (AD EDMD)

AD forma ma normaln¢ pfitomny emerin a mohou byt zptisobené mutacemi v genu

LMNA (Bonne, et al. 1999).
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B. Kongenitalni myoutubularni myopatie X-vazana

Kongenitalni myotubularni myopatie X-vdzand (X-MTM), zvand téz
centronukleérni, je zdvazné (vétsinou letalni) geneticky podminéné onemocnéni kosternich
svalli charakterizované tézkou generalizovanou svalovou slabosti a vyraznou hypotonii od
narozeni, postihujici chlapce (Jungbluth, et al. 2008). V biopsii svalu je charakteristicky
nalez centralnich jader, od kterych je odvozen i nazev (Thomas, et al. 1990). MTM — X
vazana je zpusobena mutacemi v genu pro myotubularin 1 (MTM1) (de Gouyon, et al.
1997). Existuje i autozomalné dominantné dédi¢na forma centronuklearni myopatie. Tato
je zpusobena mutacemi v genu pro dynamin 2 (DNM2), pacienti maji mirnéj$i postizeni,

nemoc ma i pozd¢jsi zacatek v porovnani s X-MTM (Jungbluth, et al. 2008).
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Il. Cile studie

A. Vysetireni LMNA genu

Vysettit gen LMNA u 8 pacientli, u kterych bylo na zakladé klinického obrazu
vysloveno podezieni na autozomaln¢ dominantn¢ dédi¢nou muskularni dystrofii Emery-

Dreifuss (AD EDMD).

B. Vysetieni MTM-1 genu

Vysetfit gen MTM-1 u dvou pacientii - dvojcat, u kterych bylo na zdkladé
klinického obrazu vysloveno cilené podezieni na nemoc X-MTM (myotubularni

muskularni dystrofie X-vazana).
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I11. Pacienti a metody

A. Pacienti

1. Gen LMNA

Byl shromazdén soubor pacienti s AD typem svalové dystrofie typu Emery-

Dreifuss (AD EDMD), ktera je zpisobena mutacemi LMNA genu. U téchto 8 pacient byla

nasledn¢ provedena sekvenacni analyza LMNA genu a také detekce deleci a duplikaci

exontl LMNA genu pomoci metody MLPA.

2. Gen MTM-1

U 2 pacientll - dizygotnich dvojcat, u kterych jsme klinicky diagnostikovali
suspektni X-MTM, jsme vySetiili cely kodujici usek genu MTMI1, vcetné ptilehlych

intronovych oblasti.
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B. Metody

1. Pre-PCR zpracovani vzorkii

Postup pfipravy reakéni smési: pro vSechny cilové geny bylo pouzito obdobné

slozeni reak¢ni smési (Tabulka 1 - SloZzeni amplifika¢ni smési).

a) Gen LMNA

Pro sekvenovani genu LMNA bylo pouzito stejnych primeri tak, jak jsou uvedeny

v tabulce 2.

b) Gen MTM1

Primery pro  vySetfovani  byly navrZzeny  programem = ExonPrimer

(http://ihg.gsf.de/ihg/ExonPrimer.html'’). Sekvence pouzitych primerti jsou uveden
Yy J y

v tabulce 12.
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Tabulka 12 - Primery pouZité pro amplifikaci genu MTM1

Sekvence primert (5'—3')

Velikost

PCR fragment | Pokryva exony | Forward Reverse produktu
(bp)

1 1 TTGCTCTCAGTTGCCATATTTAAG AATAGGCCAGCCCAAAATG 252

2 2 AGTGGCTTGTATTCCTAGTTGC TGATCCTGCCAGACTTCTCC 209

3 3 TGCCATTTGTTGTGTATCTTGG GCAAAGTAGAAGAGAAACAATTTAGC | 235

4 4 AAGTGCTAAAAGGGCCAAGG AGGGCCTTAGATGAACATGAG 347

5 5 CTTGCTAATTAACATGACTTTCTTTG | TTTGCAGGCAGTTTTCACAG 231

6 6 TGGTGAAATTTATTTTGCGAG TTCAGAAAGCATGGCTGATG 261

7 7 CAAGGCCAAATCCAGAGATG TGACTACCATTCTTATGGACTAAAAGG | 274

8 8 TTGTTTGCTTGGAGATTTGC TCACAGAAAACACTGCACTCC 308

9 9 GGGTTTGGGGTTATTTGGAG TCCATTCCACTAAACAATTACATTC 353

10 10 TCCTGCAGCTCTTAGTGTTTC GGCATCATGCATTTTCAAAC 494

11 11 GAAGGCACATTGCTGAATTG TTATTTTGGGGTCAAATCCC 281

12 12 TGTGGCAGCATTTGTTTACTTC CATGGTAGACTACATACATTTTGGC 272

13 13 TTGCTACAGGCTGCAAAATG ACATTATCTAAGGCAAGCAGTTG 317

14 14 GTTCTCATGACGTGCGTGG ATGCCCCAAATGAAAGTCAG 287

2.

Post-PCR zpracovavani vzorkit :

Po PCR amplifikaci byly vzorky vzdy zpracovavany s pouzitim stejnych technik, bez

ohledu na cilovy vySetfovany gen. Amplifikace byla kontrolovana vizualizaci na

agardzovém gelu (1,5procentni). Jako interkalacni ¢inidlo byl pouzivan Ethidium Bromid,

pozdéji barvivo GelRed (Biotium, CA, USA).

Nasledné byly vzorky precistény, a to jednak bud” pomoci Exo I / SAP §té€peni

(NEB Molecular Biology, Cleveland, Ohio, USA) nebo pomoci rozotku paramagnetickych

partikuli - kitem Ampure (Agencourt Ampure, Beckman Coulter, CA, USA).
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Nasledovaly sekvenacéni reakce s pouzitim BigDye Terminator v3.1 sekvenacniho
kitu (Applied Biosystems, Foster City, CA) a sekvenacnich primert, které byly shodné
s amplifikacnimi primery tak, jak je vedeno v tabulkach 2 - 4. Sekvenovalo se vzdy, pokud
to bylo mozné, s pouzitim primeru forward (ve sméru Cteni, vSechny fragmenty krom¢ dale
uvedenych), jeden fragmen byl sekvenovan s pouzitim primeru reverse (proti sméru ¢teni —
exon 13 pro gen MTM-1). Po odstranéni nadbyte¢nych terminatorii s kitem Agencourt
CleanSeq (Beckman Coulter, CA, USA) nebo precipitaci kyselym ethanolem, byly vzorky
analyzovany na piistrojich ABI 3100Avant a ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Ziskané sekvence byly vyhodnocovany a zpracovavany s pouZitim Sequencing
Analysis software (Applied Biosystems, Foster City, CA). Porovndvani s referen¢ni
sekvenci a zdravou kontrolou probihalo jednak vizudlné a jednak s pouzitim softwaru
Mutation Surveyor Software ( SoftGenetics, LLC., State College, PA) nebo také SeqMan (
DNASTAR Inc., USA).

Pro  jednotlivé geny byly pouZivainy tyto referencni  sekvence

http://www.ncbi.nIm.nih.qov/sites/entrezlg:

Gen LMNA: NM_170707

Gen MTM-1: NM_000252.2

Pti sekvenovani bylo dbano obecnych doporuceni podle

http://www.cmgs.org/BPGs/pdfscurrentbpgs/Sequencingv2.pdf (Ellard, et al. 2009), ktera

jsou povazovana za zlaty standard.
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V. Vysledky

A. Gen LMNA

Vysledky: Analyzovala jsem gen LMNA u 8 pacientii s podezienim na AD EDMD. U

dvou rodin (3 pacienttl) jsem potvrdila mutaci v genu LMNA.

1. Mutace p. Arg386Met

U jednoho pacienta jsme potvrdili kauzdlni mutaci v exonu 6, piitomnou
V heterozygotnim stavu. Dosud nepopsana mutace c.1157G>T (p.Arg386Met) zpisobuje
zavaznou zéménu aminokyselin. Protoze se nachazi v posledni bazi exonu, je nejspiSe i
pricinou zaniku tzv. sestfihového mista a nasledn¢ vede k vzniku abnormalniho proteinu.

Dnes 2llety pacient, u kterého je potvrzend diagnéza AD EDMD, ma piiznaky
pomalu progredujici svalové dystrofie uz od druhého roku zivota. Kontraktury Achillovych
Slach se rozvijely od 5 let, kontraktury loktii od 9 let. V soucasné¢ dobé pacient nema

pfiznaky srde¢niho onemocnéni.

™G

Obriazek 27 - Svalova biopsie s prilkazem pritomnosti emerinu
Pacient s AD EDMD, ukazka svalové biopsie, barveni na
pfitomnost emerinu (40x), normalni ndlez (fotografii laskave

poskytnul Prof. Z.Lukas, Ustav patologie, FN Brno)
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exon 65.3EQ(1»400) 4 E EEECEBREC A
PI.CBLC-CJ_LI«!XP..4226.6F ACT I_?.3—53—11.ab-1i24>39§:' b
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9t gggectg

Patient

PLO31007_IMNA.4286.6F C01_1_13-50-11.abl{36>393) —

Mother- healthy

FLOI1O07_IMNRE,4285.6F BOL_1_13-50-11.s8bl(86>380; —

Father- healthy

G G G C G AGGEAHGEG6 8 G A GG

Obriazek 28 - Nalez mutace v genu pro LMNA u pacienta s AD EDMD
Legenda: Sekvence postizeného pacienta je v hornim fadku, misto mutace
je vyznaceno Sipkou. Oba rodi¢e - matka i otec maji normalni sekvenci
v genu LMNA.
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Mutace se nachazi ve vysoce konzervované oblasti DNA, coz dale potvrzuje jeji patogenni

charakter (Obrazek 29).

Patietdt I smirm S0 S8l

elldiklald weihayrkl]l eges ﬂlr 1=

psptsgrsry rasshesgtyg gogevtkkek

Human Lamin AfC 361 elldiklald meihayrkll egeeeL]J:ls peptsyrsry rasshessqty gygsviklkrk
Chimpanzee Lamin AfC 361 elldiklald meihayrkll egeeerlrls psptsqrsrg rasshssqtq gggsvikkrk
Pig Lamin ¢ 361 elldiklald meihayrkll egeeerllrls psptsqrsrq rasshssqtq sggsvtkkrk
Doy Lamin &/C 361 elldiklald meihayrkll eqeeer]lrls psptsqrsrq rasshssqtq gtgsitkkrk
Cat Lamin &/C 361 elldiklald meihayrkll eqeesr]rls psptsyqrsryq rasshssqty sgssvtkkrk
Chicken Lamin & 360 elldiklald meinayrkll egeeerlrls pspsssﬁ]ﬂuc_rlﬂﬂ
Mouse Lamin AfA 361 elldiklald meihayrkll egeeih:ls pspteqrsry rasshesqely fagsvikkerk
Rat Imna prot 229 elldiklald meihayrkll egeeer]lrls psptsqrsryg rasshss utk]u:k
¥enopus Lamin &/C 355 elldiklald meihayrkll egeeerlrls psptfqkrsa|rtvashsqth| isssdskrrr

Obrazek 29 - Konzervovanost DNA v oblasti mutace Arg386Met
Legenda: Levy sloupec - jednotlivé zivolisné druhy, kterym
odpovidaji sekvence v pravém sloupci. Oblast mutace je zvyraznéna

obdélnikem, nekonzervované oblasti jsou vyznaceny barevné.

2. Mutace ¢.568-570dupCGG

Mutaci v genu LMNA jsme prokazali u dvou pfibuznych pacientil z jedné rodiny

(matka a syn). Oba dva jsou heterozygotnimi nosi¢i mutace ¢.568-570dupCGG. Rodinu

jsme klinicky bohuzel nevySetfovali, ale z anamnézy vime, ze matka je po transplantaci

srdce. Mutace je zobrazena na obrazku 30.
=-

Obriazek 30 - Mutace ¢.568-570dup CGG Vv heterozygotnim stavu u pacientky
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Legenda: misto duplikace je vyznaceno Sipkou.
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B. Gen MTM-1

Mutaci v genu pro MTM-1 jsme prokazali u dvou chlapcti — dvoj¢at. Chlapci se
narodili ve 28. tydnu gravidity, napadna byla tézka hypotonie a slabost s areflexii, proto od
zacatku byla nutnd intenzivni péce vcetné umélé plicni ventilace. EMG vySetfeni
neprokéazalo neurogenni zmény ve svalech ani neuropatii. Pfi normdlnich hladinach CK
mélo onemocnéni Cist¢ myogenni charakter. Z dalSich piiznakd byl pfitomen
kryptorchismus a prenatalni chylothorax. Progredujici obéhova a rendlni nedostatecnost
spolu s naslednym nitrokomorovym mozkovym krvacenim byla u obou divodem ukonceni
intenzivni péce po 26 resp. 35 dnech ptezivani (MUDr. V. Sebroni, Novorozenecké odd.

GynPor kliniky 1.LF a VFN).

Family X-MTM Obrazek 31 - Rodokmen rodiny s X-MTM
Legenda:
I%li;gl) ctverec-muz,
kruh-Zena,
vyplnéné symboly — postizen,
i i é)*_D prazdné symboly — nepostizen,

11 21 3 4l
preskrtnuté symboly — zemfely,

P-proband

o o

P P
11 21 3

Ve svalové biopsii byla nalezena hypotrofickd svalova vlakna a fetdlni myotuby
spolu s centralng lokalizovanymi jadry (Doc.MUDr.J.Zameénik, Phd., Ustav patologie a
molekularni mediciny, 2.LF UK a FN Motol). To vSe vedlo k silnému podezieni na X-
vazanou myotubuldrni myopatii, kterd se potvrdila ndlezem mutace c.82delA ve druhém

exonu MTM1 genu. Mutace je delece 1 baze vedouci k pfedcasnému stop kodonu na pozici
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43. Tato mutace sice nebyla dosud v literatufe popsana, vzhledem k charakteru je ale
s vysokou pravdépodobnosti kauzalni pro X-MTM. Matka pacientd je obligatni

pfenaSeckou nalezené mutace s 50 % rizikem postiZeni dalSich syntt X-MTM.

Obrazek 32 - Chromatogram ¢asti genu MTM-1 u matky pacienti s mutaci c.82delA

s vyzna¢enym mistem delece v heterozygotnim stavu
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V. Diskuse

A. Gen LMNA

1. Mutace p.Arg386Met

Na obrazku 33 je zobrazeny predpokladany mechanizmus vzniku defektniho proteinu
u pacienta EDMD s mutaci p.Arg386Met v genu pro LMNA. Protoze mutace se nachazi
Vv posledni bazi exonu 6 genu LMNA, ptedpokladame, ze ovlivni sestiithovy mechanizmus a
zpusobi vznik defektniho proteinu. Prvnich 386 bazi je normélnich, pak nasleduje 19
novych aminokyselin a stop kodon, coZ vede ke vzniku proteinu bez C-karboxy terminalni
domény. V tomto mist€ i jini autofi prokazali jinou mutaci p.Arg386Lys. Na RNA trovni
ukézali, Ze tato mutace opravdu ovliviiuje spravny sestiih mRNA, a tim vede ke vzniku

aberantniho proteinu (Bonne, et al. 2000).

Obrazek 33 - Predpokladany mechanizmus ptiisobeni mutace p.Arg396Met na protein
(podle: (Bonne, et al. 2000).

Mutaci p.Arg386Met povazujeme za patogenni a kauzalni pro AD EDMD u tohoto
pacienta. Rodiné bylo poskytnuto genetické poradenstvi a nabidnutd moznost prenatalni

diagnostiky.

96



B. Gen MTM-1

Je mozné, Ze se jedna o prvni piipad tohoto onemocnéni molekularné geneticky
potvrzeného v CR. Mutaci ¢.82delA povaZujeme za patogenni a kauzalni pro nemoc X-
MTM v této rodin€, protoZze mutace je delece 1 baze vedouci k posunu cteciho ramce a
predCasnému stop kodonu na pozici 43 v genu MTM-1 . Dale bylo také zjisténo, ze dva
bratii matky zemfeli na blize neurenou nemoc. Jeden z nich zemiel in utero, jeden ¢asn¢
postnatalné. Da se pfepokladat, Ze pfi¢inou byla pravé nemoc X-MTM a mutace c.82delA
v genu MTM-1, ktera se v rodin¢ dédi po maternalni linii.

Klinicky nalez u naSich pacientli se shoduje s literaturou, protoze je popsano, ze

vewr

mutace (de Gouyon, et al. 1997).
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V1. Zavér
A. Gen LMNA

Vysetfeni LMNA genu je pifinosné a jediné potvrzujici u pacientt s AD EDMD
spliujicich diagnosticka kritéria. Doporucujeme ho provést u pacienti se svalovou
dystrofii s casnym zacatkem a kontrakturami loktii, u kterych vyseteni emerinu ve svalové
biopsii nebo i jen v bunkach bukalni sliznice vylouc¢ilo chybéni emerinu (prokazalo
normalni pfitomnost emerinu). Pro pacienty s AD EDMD je vysetieni LMNA genu
jedinym zplisobem k potvrzeni a objasnéni choroby a nalez kauzalni mutace je nezbytnym
ptedpokladem pro prevenci opakovani choroby u potomstva - pro pfipadnou prenatalni ¢i

preimplantacni diagnostiku.

Vysetieni LMNA genu proto doporucujeme u pacientli s AD EDMD, kteii spliiuji tyto
diagnosticka kritéria:
e Zacatek obtizi v 1. nebo 2. Zivotni dekadé.
e Casné kontraktury flexorti loktii, Achillovych §lach a ijového svalstva.
e Pomalu progredujici bilateralni, symetrickd slabost a atrofie paZzniho a peroneéalniho
svalstva.

e Vyloucena X-vazana forma s poruchou genu pro emerin.

Nalez mutace v genu pro Lamin A/C u pacienta s EDMD autosomalné dominantné
dédi¢nou jsme popsali v ¢asopise Pediatric Neurology:
LasSuthova P, Barankova L, Kraus J, Marikova T, Seeman P.Emery-Dreifuss muscular

dystrophy: a novel mutation in the LMNA gene. Pediatr Neurol.2009 Aug;41(2):127-30.
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B. Gen MTM-1

Rodin€ bude nyni poskytnuta cilenda genetickd prevence. Zavedeni vysetfeni MTM-1

genu muze byt vyuzito k potvrzeni u dalSich rodin s bud’ dfive klinicky stanovenou dg. X-

MTM nebo pro nové diagnostikované rodiny. Toto vySetfeni doporucujeme u pacientii

kdyz:

Se jedné o zavazné onemocnéni kosternich svalt.

Onemocnéni postihuje chlapce.

Hlavnim klinickym projevem jsou generalizovana svalova slabost a hypotonie
s nutnosti umé&lé plicni ventilace.

Typicky je ndlez centralnich jader ve svalové biopsii.
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