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Použité zkratky 

A  adenin 

ADHD attention deficit/hyperactivity disorder - porucha pozornosti spojená s hyperaktivitou 

APS amonium persulfate - persulfát amonný 

AR  androgenový receptor 

bp  pár bází 

C  cytozin 

dATP deoxyadenozin trifosfát 

dCTG deoxycytozin trifosfát 

dGTP deoxyguanozin trifosfát 

DM1  myotonická dystrofie typ 1 

DM2  myotonická dystrofie typ 2 

DMPK myotonic dystrophy protein kinase - protein kináza pro myotonickou dystrofii 

DMSO dimetylsulfoxid 

dNTPs  deoxyribonukleotid trifosfáty 

DRPLA  dentatorubrální pallidolysická atrofie 

dTTP  deoxytymidin trifosfát 

EDTA  ethylene diamine tetraacetic acid - kyselina etylendiamintetraoctová 

EKG  elektrokardiografie 

EMG  elektromyografie 

EMQN  The European Molecular Genetics Quality Network 

EPM1  progresivní myoklonická epilepsie 1 

FMRP  fragile X mental retardation protein - protein mentální retardace spojené s fragilním X 

FRAXE  fragilní místo FRAXE asociované s mentální retardací 

FRDA  Friedreichova ataxie 

FSHMD1A  Facioscapulohumeral muscular dystrophy - facioskapulohumerální muskulární dystrofie 1A 

FXS  syndrom fragilního chromozomu X 

FXN  frataxin (inhibice exprese tohoto genu a proteinu podmiňuje FRDA) 

FXTAS Fragile X-associated tremor/ataxia syndrome - syndrom tremoru/ataxie asociovaný s fragilním X 

G  guanin 

HD  Huntingtonova chorea 

MR  mentální retardace 

miRNA   mikro RNA 

LR-PCR  long – range PCR 

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man - databáze lidských genů a genetických chorob 

OPMD  Oculopharyngeal muscular dystrophy - okulo-pharyngeální myotonická dystrofie 

PCR  polymerase chain reaction - polymerázová řetězová reakce 

POF  premature ovarian failure - předčasné selhání funkce ovarií 

RFLP  restriction fragment length polymorphism - polymorfismus délky restrikčních fragmentů 

RP-PCR repeat-primed PCR 

SBMA  spinální a bulbární muskulární atrofie 

SCA  spinocerebelární ataxie 

SDS  sodium dodecyl sulphate - dodecylsulfát sodný 

SNP  single nucleotide polymorphism - bodový polymorfismus 

SPD  synpolydaktylie 

STR  short tandem repeat - krátká tandemová repetice 

T  tymin 

TEMED  tetramethylethylenediamine - tetrametyletylendiamin 

TMSO  tetrametylen sulfoxid 

TP-PCR  triplet-primed PCR 
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1. TEORETICKÝ ÚVOD 

1.1. Nemoci s expanzí repetitivní sekvence 

Expanze nestabilních jednoduchých repetic v genomové DNA představují 

výjimečný mechanismus vzniku lidských onemocnění. Tento typ mutace byl poprvé 

popsán v roce 1991 jako molekulární příčina syndromu fragilního chromozomu X a 

spinální bulbární muskulární atrofie (Kremer et al. 1991; La Spada et al. 1991). Od té 

doby bylo popsáno víc neţ 40 závaţných neurologických, neurodegenerativních a 

neuromuskulárních onemocnění, která jsou zapříčiněna expanzí jednoduchých 

tandemových repetic na specifických chromozomálních lokusech (shrnuto v Pearson 

et al. 2005). Pro téměř všechny tyto choroby je typická široká symptomatická 

variabilita od mírných forem s pozdním nástupem v dospělém věku k těţkým 

kongenitálním nebo dětským formám (Gomes-Pereira a Monckton 2006). 

Většina těchto onemocnění je spojena s expanzí trinukleotidových repetic. Do 

této skupiny patří syndrom fragilního chromozomu X (FXS) (Kremer et al. 1991; 

Verkerk et al. 1991; Yu et al. 1991) a FRAXE (Knight et al. 1993), Friedreichova 

ataxie (FRDA) (Campuzano et al. 1996), myotonická dystrofie typ 1 (DM1) (Fu et al. 

1992; Harley et al. 1992; Mahadevan et al. 1992), spinální bulbární muskulární 

atrofie (SBMA) (La Spada et al. 1991), Huntingtonova nemoc (HD) (MacDonald et al. 

1993), spinocerebelární ataxie typ 1, 2, 3, 6, 7, 17 (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, 

SCA7, SCA17), dentatorubrální pallidolysická atrofie (DRPLA) a další choroby (viz 

review Gatchel a Zoghbi 2005; Pearson et al. 2005; Brouwer et al. 2009). Kromě 

trinukleotidových repetic expandují ale i motivy tvořené tetranukleotidy (myotonická 

dystrofie typ 2, DM2) (Liquori et al. 2001), pentanukleotidy (spinocerebelární ataxie 

typ 10, SCA10) (Matsuura et al. 2000) nebo minisatelity (progresivní myoklonická 

epilepsie 1, EPM1) (Pennacchio et al. 1996). Kontrakce megasatelitu byla popsána u 

facioskapulohumerální muskulární dystrofie 1A (FSHMD1A) (Wijmenga et al. 1992). 

V Tab. 1 je uveden přehled onemocnění způsobených expanzí jednoduchých repetic. 

Tandemové repetitivní sekvence v genech asociovaných s těmito chorobami 

jsou obvykle polymorfní v obecné populaci. Normální alely mají obvykle méně neţ 30 

repetic. Expanze, které jiţ způsobují chorobu, tzv. plné mutace, jsou nejčastěji 

v rozmezí 40-80 repetic,  ale mohou být i delší,  někdy aţ tisíce repetic.  U některých 



 

Tabulka 1: Přehled nestabilních expandujících jednoduchých repetic a asociovaných onemocnění 
 
 

Patogenní       Repetitivní Gen  Lokus  Pozice Normální    Patologická Nemoc             Vliv rodiče Dědičnost 
mechanismus       sekvence      délka    délka              na expanzi 
 

Ztráta funkce proteinu   (CGG)n  FMR1   Xq27.3  5´UTR  5–55    >200   FXS Syndrom fragilního chromozomu X  M X-LR 
        (GGC)n  FMR2   Xq28  5´UTR 6–60    >200   FRAXE MR asociovaná s FRAXE  ND X-LR 
        (GAA)n  FXN   9q13         Intron 1    3-33     200–1700  FRDA Friedreichova ataxie    M AR 
 

Toxická RNA                 (CTG)n DMPK   19q13  3´UTR  5–37     50–3000  DM1 Myotonická dystrofie typ 1   M AD 
        (CCTG)n  ZNF9   3q21   Intron 1   <74      75–11000  DM2 Myotonická dystrofie typ 2   ND AD 
        (CGG)n  FMR1   Xq27.3    5´UTR 5–54      55–200  FXTAS Syndrom tremoru/ataxie  na X-LD 
                 asociovaný s fragilním X  
 

Toxický protein       (CAG)n  AR   Xq13-21     CR 9–36     38–62    SBMA Kennedyho nemoc/Spinální a  ND X-LSL 
                 bulbární muskulární atrofie 
        (CAG)n  HD   4p16.3      CR  6–35      36–121 HD Huntingtonova chorea   P AD 
        (CAG)n  ATXN1   6p23      CR 6–44      39–82  SCA1 Spinocerebelární ataxie typ 1   P AD 
        (CAG)n  ATXN2   12q24.1     CR 14–31     34–62   SCA2 Spinocerebelární ataxie typ 2  P AD 
        (CAG)n  ATXN3   14q32.1      CR  12–43      >60   SCA3 Spinocerebelární ataxie typ 3  P AD 
         (CAG)n  CACNA1A  19p13        CR 5–18      20–33   SCA6 Spinocerebelární ataxie typ 6        ND AD 
        (CAG)n  ATXN7   3p12-21.2   CR  7–34      >37   SCA7 Spinocerebelární ataxie typ 7   P AD 
        (CAG)n  TBP   6q27      CR 25–44      45–66   SCA17 Spinocerebelární ataxie typ 17  ND  AD 
        (CAG)n DRPLA  12p13.31  CR 7-25     49-88  DRPLA Dentatorubrální pallidolysická atrofie P AD 
        (GCG)n PABPN1  14q11.2-q13 CR 10      12-17  OPMD Okulofaryngeální muskulární dystrofie na AD/AR 
 

Nejistý        (CTG)n  KLHL1AS  13q21    3´UTR 16–34     >100  SCA8 Spinocerebelární ataxie typ 8   M AD 
        (ATTCT)n  ATXN10    22q13    Intron 1  <29     >800    SCA10 Spinocerebelární ataxie typ 10   ND AD 
        (CAG)n  PPP2R2B   5q31-32   5´UTR <32      51–78   SCA12 Spinocerebelární ataxie typ 12   ND AD 

      (CTG)n  JPH3   16q24.3               CR/3´UTR 6–27      41–58   HDL2 Huntingtonova nemoc typ 2   ND AD 
 

 

 
Převzato a upraveno z review (Brouwer et al. 2009) a doplněno z (Pearson et al. 2005; Gomes-Pereira a Monckton 2006; Slean et al. 2008). 
Legenda: CR kódující oblast, UTR nepřekládaná oblast, M k expanzím dochází přednostně a/nebo jsou větší při maternálním přenosu alely, P při paternálním přenosu, AR autozomálně 
recesivní, AD autozomálně dominantní, X-LR X-vázaná recesivní, X-LD X-vázaná dominantní, X-LSL= X-vázaná limitovaná pohlavím, ND nedostatečné údaje, na  neaplikovatelné 



nemocí existuje ještě kategorie premutací. Jsou to obvykle repetice střední délky, 

které jsou vysoce nestabilní při mezigeneračním přenosu, ale samy onemocnění 

nezpůsobují (i kdyţ někdy mohou být spojeny s určitým charakteristickým fenotypem) 

(Gatchel a Zoghbi 2005). 

Molekulární patogeneze těchto onemocnění je primárně závislá na lokalizaci 

repetice uvnitř příslušných genů. U polyglutaminových onemocnění jsou 

expandované repetice CAG lokalizovány v kódujících exonech a způsobují vznik 

abnormálních proteinů obsahujících polyglutaminový segment, které se stávají pro 

buňku toxickými. Do této skupiny chorob patří např. HD, SCA1, SCA2, SCA3, SCA7, 

SCA17, SBMA a DRPLA. Expandované repetice v nekódujících oblastech genů 

(promotory, nepřekládané oblasti, introny) buď suprimují expresi genů a způsobují 

recesivní choroby jako FXS nebo FRDA, nebo produkují mRNA se změněnými 

vlastnostmi, které v buňkách vychytávají RNA-vázající proteiny. To můţe vést ke 

vzniku ribonukleárních inkluzí a poruch alternativního sestřihu jiných transkriptů 

(např. u DM1 a DM2 nebo u syndromu tremoru/ataxie asociovaném s fragilním X 

(FXTAS)) (Gatchel a Zoghbi 2005). Polyalaninová onemocnění vykazují expanze 

motivů tvořených různými triplety kódujícími alanin, zejména v genech pro 

transkripční faktory, jejichţ změněná funkce pak ovlivňuje vývojovou expresi celých 

skupin genů, např. u synpolydaktylie (SPD) a okulo-pharyngeální myotonické 

dystrofie (OPMD) (shrnuto v Messaed a Rouleau 2009). OPMD je ale jedinou nemocí 

z této skupiny, na jejímţ vzniku se podílí výhradně zmnoţení tripletů. U dalších 

polyalaninových nemocí se uplatňují také jiné mutace, jako delece, duplikace a 

substituce (Messaed a Rouleau 2009). Na vzniku FSHMD1A se podílí epigenetický 

mechanismus - kontrakce megasatelitu ovlivňuje regulaci genů vzdálených aţ 

megabáze od této mutace a zároveň je sníţen počet kopií homeoboxového genu 

DUX4 vloţeného do megasatelitu (Slean et al. 2008). 

Na rozdíl od klasických stabilních mutací, které se nemění při přenosu na 

potomstvo a udrţují se v nezměněném stavu i v somatických tkáních, jsou expanzní 

mutace nestabilní při přenosu na potomstvo (intergenerační instabilita) a délka 

elongované repetice se můţe lišit v různých tkáních jedince (somatický 

mozaicismus). Míru intergenerační instability v délce repetice ovlivňují kombinace 

cis-faktorů, jako jsou délka, typ, sekvenční kontext a moţné vyšší struktury DNA 

repetice nebo její sekvenční čistota, a trans-faktorů, jako je pohlaví rodiče, 



 9 

epigenetické prostředí, transkripční aktivita buněk a tkání, dostupnost replikačních, 

transkripčních a reparačních faktorů a přítomnost vazebných míst pro regulační 

proteiny v okolí repetice (Gomes-Pereira a Monckton 2006; Libby et al. 2008). 

Zásadní vliv na stabilitu repetice při přenosu na další generaci má ale délka alely. 

Krátké normální alely jsou při přenosu na potomstvo velmi stabilní. Mutační 

frekvence však dramaticky narůstá se zvyšující se délkou repetice. U delších 

normálních alel stoupá pravděpodobnost délkové změny na 5 nebo i více procent na 

generaci, ale délkové změny jsou omezeny na jednu nebo několik málo repetitivních 

jednotek (Zhang et al. 1994; Leeflang et al. 1999). Jakmile však délka repetice 

přesáhne určitou hranici, alela se stane vysoce nestabilní a má silnou tendenci se 

dále prodluţovat (Fu et al. 1991; Brook et al. 1992; Orr et al. 1993). Tato tendence 

k prodluţování elongovaných alel při přenosu na další generaci spolu s pozorovanou 

skutečností, ţe čím je expanze větší, tím je onemocnění závaţnější a nástup prvních 

symptomů časnější, zapříčiňují jev známý jako genetická anticipace (Harper et al. 

1992). Tu poprvé popsal v roce 1918 švýcarský oftalmolog Bruno Fleitcher u DM1, 

ale příčina tohoto fenoménu byla pochopena aţ po odhalení molekulární podstaty 

trinukleotidových chorob počátkem devadesátých let 20. století (Kremer et al. 1991; 

La Spada et al. 1991; Verkerk et al. 1991; Yu et al. 1991). 

V závislosti na typu repetitivní sekvence vytvářejí úseky s opakujícími se 

trinukleotidy, tetranukleotidy či pentanukleotidy různě stabilní non-B konformační 

struktury DNA, které jsou pokládány za hlavní příčinu genetické instability. Tyto 

struktury, jako vlásenky, sklouznutá vlákna, triplexy, tetraplexy a tzv. lepivá DNA jsou 

typické pro danou repetici a mají různou stabilitu (Wells et al. 2005). Tvoří se při 

rozplétání dvoušrobovnice (např. při replikaci či transkripci) a jsou téţ cílem různých 

proteinů včetně reparačních (Jaworski et al. 1995; Pearson et al. 1997; Jung a Bonini 

2007; Lin et al. 2009). Proto se tedy dle současných představ repetice prodluţují 

zejména právě při procesech replikace, transkripce a reparace. Do tvorby expanze 

se ale zapojují i proteiny fungující v procesech remodelování chromatinu nebo 

regulační faktory genomového imprintingu (Libby et al. 2008). 

Samotná nukleotidová sekvence repetice také ovlivňuje její stabilitu. Pokud je 

trinukleotidová repetice přerušena jinými triplety, mohou tyto slouţit jako kotva a 

stabilizovat repetici vůči slouznutí a expanzi (Chung et al. 1993; Eichler et al. 1994). 
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Většina normálních alel genů FMR1, ATXN1 a ATXN2 má pravidelnou strukturu 

repetice CGG resp. CAG přerušenou aspoň jedním tripletem AGG, CAT nebo CAA. 

Většina expandovaných alel naopak obsahuje čistou, nepřerušenou repetici, ve které 

dochází k expanzi (Chung et al. 1993; Eichler et al. 1994; Choudhry et al. 2001). 

Bylo zjištěno, ţe mezigenerační změna délky alel můţe být také ovlivněna 

pohlavím rodiče, který alelu předává. Například u FXS se premutace prodluţuje do 

plné mutace výhradně při přenosu přes matku (Fu et al. 1991). U HD se naopak 

elongovaná alela zpravidla více prodluţuje při přenosu přes otce a způsobuje 

závaţnější juvenilní formu onemocnění u potomků těchto muţů (Telenius et al. 1993; 

Trottier et al. 1994). Jsou však popsány i juvenilní formy HD pocházející z maternální 

expanze (Nahhas et al. 2005). U DM1 se expanze s 40-80 CTG prodluţují při 

přenosu od otce, zatímco alely delší neţ 80 CTG expandují zejména při přenosu 

přes matku (Brunner et al. 1993). U FRDA mají expanze kratší neţ 100 repetic 

tendenci k prodluţování od obou pohlaví, ale alely delší neţ 200 GAA se prodluţují 

při maternálním přenosu a při paternálním mají naopak tendenci kontrahovat (De 

Michele et al. 1998). Mechanismus vlivu pohlaví na intergenerační dynamiku alel 

zatím nebyl objasněn. Předpokládá se, ţe zvyšující se tendence k prodluţování 

u ţen ve srovnání s muţi by mohla být výsledkem účinnější selekce proti dlouhé 

alele ve spermatogenezi (Jansen et al. 1994). Proti tomu ale svědčí fakt, ţe velké 

germinální expanze byly popsány i u muţů s DM1. Nebyl ani prokázán účinek věku 

na germinální mutační frekvenci u HD a DM1 (Martorell et al. 2004). 

Další obecnou vlastností expandovaných repetic je somaticky mozaicismus, tj. 

různá délka expanze v různých somatických buňkách. Somatický mozaicismus můţe 

být tkáňově specifický a můţe narůstat s věkem. Ve specifických tkáních mají 

některé expanze tendenci k extrémnímu prodlouţení, např. expanze u pacientů s HD 

v buňkách bazálních ganglií mozku (Kennedy et al. 2003) nebo expanze u pacientů 

s DM1 ve skeletálních svalech (Anvret et al. 1993). Prodluţování expanzí v těchto 

postmitotických tkáních, kde jsou příslušné geny obzvláště aktivní, svědčí pro 

významnou roli transkripce při tvorbě expanzí (Gomes-Pereira a Monckton 2006). 

U některých onemocnění expanze v určitých tkáních naopak kontrahují, např. u 

FRDA v periferních leukocytech (Sharma et al. 2002) a u muţů s plnou mutací FXS 

v germinálních buňkách (Reyniers et al. 1999). 
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1.2. Syndrom fragilního chromozomu X 

1.2.1. Fenotyp a molekulárně genetická podstata onemocnění  

Syndrom fragilního chromozomu X (FXS, OMIM 300624) je nejčastější 

monogenní příčinou mentální retardace s odhadovanou četností 1 na 4000-9000 

muţů a 1 na 7000-15000 ţen (Crawford et al. 2001). V roce 1969 byl odhalen 

aberantní chromozom X u pacienta z rodiny s gonozomálně dědičnou mentální 

retardací popsané v r. 1943 Martinem a Bellovou (Martin a Bell 1943; Lubs 1969). Aţ 

o 10 let později byl tento nález reprodukován v médiu chudém na kyselinu listovou 

(Sutherland a Ashforth 1979). Poté byla tato jednotka, předtím označovaná jako 

syndrom Martina a Bellové, pojmenována syndrom fragilního chromozomu X. Také 

v naší populaci byl FXS cytogeneticky potvrzen u mnoha pacientů (Seemanova et al. 

1982; Macek et al. 1983; Seemanova et al. 1985; Seemanova et al. 1987). 

Pozorování rodin s FXS odhalilo některé zvláštní jevy, jako ţe nemoc je přenášena 

nejen asymptomatickými ţenami, ale i muţi (normální transmitující muţi) (Fryns a 

van den Berghe 1982). Proto byla vyslovena hypotéza premutace, která vysvětlovala 

přenašečství u muţů (Pembrey et al. 1985). Stále ale bylo zvláštní, ţe dcery 

normálních transmitujících muţů nejsou nikdy postiţené, ale jsou často matkami 

závaţně postiţených muţů, a ţe riziko manifestace onemocnění se zdálo být závislé 

na pozici v rodokmenu a zvyšovalo se v následujících generacích (Sherman et al. 

1985). 

Vysvětlení přišlo aţ v roce 1991 s odhalením molekulární podstaty této afekce, 

která je způsobená expanzí polymorfní repetice trinukleotidu CGG v 5´ nepřekládané 

oblasti genu FMR1. Gen je 38 kb dlouhý, obsahuje 17 exonů a je lokalizován 

v chromozomální oblasti Xq27.3 (Verkerk et al. 1991; Yu et al. 1991). FXS tak byl 

prvním onemocněním, u kterého byla prokázána expanze trinukleotidů s klinickými 

následky. Normální alely jsou polymorfní s délkou 6-50 tripletů CGG, převáţně 

obsahující přerušení AGG, a jsou stabilní při přenosu do následující generace (Fu et 

al. 1991; Eichler et al. 1994). Alely v rozmezí 51-58 CGG (intermediární alely) jsou 

mírně nestabilní a donedávna nebyla v jedné generaci zaznamenána taková změna 

délky, která by vedla k plné mutaci a FXS (Eichler et al. 1994; Biancalana et al. 

2006). Nově byl ale takový případ popsán u alely s délkou 55 CGG bez přerušení 

AGG (Fernandez-Carvajal et al. 2009). Naproti tomu alely s 59-200 CGG 
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(premutace) jsou velmi nestabilní a prodluţují se do plné mutace (počet CGG větší 

neţ 200) výhradně při maternálním přenosu (Fu et al. 1991), přičemţ riziko expanze 

do plné mutace stoupá s velikostí maternální premutace (Heitz et al. 1992; Fisch et 

al. 1995). Plné mutace jsou obvykle spojeny s hypermetylací genu FMR1, která 

způsobuje jeho inaktivaci a nedostatek jeho proteinového produktu, RNA-vázajícího 

proteinu FMRP (Heitz et al. 1991; Oberle et al. 1991). Byly popsány vzácné případy 

FXS způsobené delecí části nebo celého genu FMR1, která se obvykle objevuje 

v kontextu s expanzí (Coffee et al. 2008), nebo bodové mutace v kódující oblasti 

genu FMR1, které mají za následek chybění FMRP a fenotyp identický s FXS 

způsobeným expanzí repetice CGG (De Boulle et al. 1993; Lugenbeel et al. 1995; 

Wang et al. 1997). FMRP působí jako translační represor na synapsích, zejména 

v mozkové kůře, mozečku a hipokampu (Laggerbauer et al. 2001; Zalfa et al. 2003), 

kde ovlivňuje jejich plasticitu a funkci regulací translace proteinů, které se podílejí na 

růstu, morfologii a fungování synapsí (Bagni a Greenough 2005). 

Postiţení chlapci s plnou mutací mají mírné dysmorfické črty (protáhlý obličej, 

makrocefalii s prominencí čela a brady, velké a antevertované uši), abnormality 

pojivové tkáně (hyperextenzibilitu kloubů, zejména ruky), prolaps mitrální chlopně a 

makroorchismus konstantně přítomný po pubertě. V raném dětství se můţe 

projevovat hypotonie. Přibliţně u 2% chlapců s FXS se vyskytuje rozštěp patra. Děti 

s FXS mají také charakteristický behaviorální profil, někdy s autistickými rysy, a 

zaostávají vývojově, kognitivně, jazykově (dyslalie, echolalie, logorhea) i motoricky. 

S FXS je také často spojena hyperaktivita a porucha soustředění, chybění očního 

kontaktu, stydlivost, agresivita, sebepoškozování, epilepsie, úzkost a deprese 

(Garber et al. 2008). Ţeny s plnou mutací mají variabilní, vesměs mírnější fenotyp 

díky částečné aktivitě normální alely genu FMR1 z druhého chromozomu X. Přibliţně 

25% z nich má mentální retardaci (IQ<70) (Bennetto et al. 2001), ale většina má IQ 

na spodní hranici normálu (75-90) a behaviorální problémy (Jacquemont et al. 2007). 

Mozaicismus v délce repetice a případně i metylační mozaicismus mohou vést 

k méně závaţnému fenotypu i u muţů s plnou mutací. Stupeň IQ u pacientů s FXS 

koreluje u obou pohlaví s koncentrací FMRP v krvi (Tassone et al. 1999; Loesch et 

al. 2004). 
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Alely v premutačním rozmezí (59-200 opakování CGG) mají prevalenci 

v kavkazské populaci 1/1000 u muţů a 1/246-1/468 u ţen (Crawford et al. 2001). 

Premutace nebyly dle původní definice spojovány s klinickým fenotypem, ale pouze 

s nestabilitou při maternálním přenosu a moţností expandovat v další generaci do 

plné mutace. Později se ale zjistilo, ţe asi u 20% přenašeček premutace se objeví 

předčasné selhání funkce ovárií (POF, ukončení periody ve věku 40 let nebo dříve) 

nebo časná menopauza (menopauza ve věku 45 let nebo dříve), obvzláště u 

premutací delších neţ 70 CGG (Allingham-Hawkins et al. 1999; Sherman 2000; 

Sullivan et al. 2005). V roce 2001 bylo u starších muţů s premutací popsáno 

neurodegenerativní onemocnění FXTAS (syndrom tremoru/ataxie asociovaný 

s fragilním X), charakterizované progresivním akčním tremorem, ataxií a kognitivním 

deficitem (Hagerman et al. 2001). Později bylo upřesněno, ţe onemocnění se 

objevuje převáţně u muţů s premutací delší neţ 70 CGG (Jacquemont et al. 2006), 

a pravděpodobnost projevu onemocnění s věkem stoupá (Jacquemont et al. 2004). 

Na patogenezi FXTAS se pravděpodobně podílejí toxicita mRNA nesoucí premutaci 

a zvýšení hladiny FMR1 mRNA nebo také mírné sníţení hladiny FMRP u přenašečů 

premutace (Tassone et al. 2000; Jacquemont et al. 2007). Toxický efekt mRNA 

podporují téţ nálezy intranukleárních inkluzí v neuronech a astrocytech mozku, které 

obsahují FMR1 mRNA (Greco et al. 2002). Studie na drozofilách exprimujících 

transkripty s prodlouţenými trakty repetice CGG poukazují na narušení funkce 

některých RNA-vázajících proteinů (Jin et al. 2007; Sofola et al. 2007). 
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1.2.2. Možnosti molekulárně genetické diagnostiky FXS 

Molekulárně genetická analýza FXS je moţná metodou přímé amplifikace 

repetice CGG v genu FMR1 pomocí primerů komplementárních k jedinečným 

sekvencím leţícím na protilehlých stranách repetice metodou polymerázové řetězové 

reakce (PCR). Standardní PCR však amplifikuje pouze normální alely a krátké 

premutace do délky asi 100 tripletů CGG. Proto byly vyvinuty různé modifikace PCR, 

které amplifikují i delší expanze. Pro přesnou analýzu počtu opakování CGG u  

kratších hraničních alel je moţno pouţít sekvenování PCR produktu. Tato metoda 

poskytne i informaci o přítomnosti či nepřítomnosti přerušení repetice jinými triplety 

(AGG), které mají zásadní vliv na stabilitu repetice při přenosu do další generace. 

Dlouhé expanze repetice CGG v genu FMR1 je moţno detekovat téţ metodou 

Southernova blotu. Ta se pouţívá zejména u muţů, u kterých se nedaří amplifikovat 

ţádný produkt. Vyuţívá se ale také u ţen, u kterých PCR prokáţe přítomnost jedné 

normální alely, a je třeba rozhodnout, zda se jedná o homozygotku pro normální alely 

identické délky, nebo o heterozygotku s normální alelou na jednom a 

neamplifikovatelnou expanzí na druhém chromozomu X. K analýze se nejčastěji 

vyuţívá restrikční štěpení enzymy HindIII nebo EcoRI, které produkují normální 

fragmenty přibliţné délky 5,2 kb, nebo patřičně prodlouţené fragmenty (u premutací 

na 5,3-5,7 kb, u plných mutací na více neţ 5,7 kb). Naštěpená genomová DNA je 

separována v agarózovém gelu a poté přenesena na membránu. Specifické 

fragmenty genu FMR1 pak mohou být vizualizovány hybridizací s některou ze sond, 

např. StB12.3, pE5.1, Ox1.9 nebo Ox0.55, vyvinutou pro diagnostiku FXS (Rousseau 

et al. 1992). Kromě identifikace expanzí a určení jejich přibliţné velikosti umoţňuje 

Southernova metoda také zjištění metylačního stavu alel genu FMR1. Dvojité štěpení 

kombinací enzymů HindIII (alternativně EcoRI) a metylsenzitivního enzymu SacII 

(alternativně BssHII, EagI) a detekce příslušnou sondou (např. StB12.3, Ox1.9 nebo 

Ox0.55) umoţňuje rozlišení metylovaných a nemetylovaných fragmentů (Rousseau 

et al. 1991; Rousseau et al. 1992). To má diagnostický význam, protoţe plná mutace 

v genu FMR1 je obvykle asociována s metylací expandované alely. Situaci při pouţití 

enzymů HindIII a SacII a sondy StB12.3 znázorňuje Obr. 1. 
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Obrázek. 1: Schematické znázornění restrikčních fragmentů, vznikajících po štěpení 
HindIII a SacII a jsou detekovány hybridizací se sondou StB12.3. Absence metylace 
vede u mužů s normální alelou genu FMR1 ke vzniku fragmentu délky 2,8 kb. U 
mužů s premutací, která je také nemetylovaná, má fragment délku 2,9-3,3 kb. Muži 
s plnou mutací mají v důsledku metylace SacII místa pouze fragment delší než 5,7 
kb, ale v případě somatického mozaicismu se mohou objevit různé další metylované i 
nemetylované fragmenty. Žena se dvěmi normálními alelami FMR1 má díky metylaci 
inaktivního chromozomu X fragmenty o délce 2,8 kb a 5,2 kb. Žena s premutací má 
navíc prodloužené fragmenty o délce 2,9-3,3 kb a 5,3-5,7 kb. Žena s plnou mutací 
má navíc fragmenty delší než 5,7 kb, v případě mozaicismu i další fragmenty. 

 

Pro zjištění metylačního stavu promotoru genu FMR1 byly vyvinuty i různé 

metylsenzitivní PCR (Weinhausel a Haas 2001). Jejich pouţití je však problematické 

zejména u ţen s FXS, protoţe analýzu komplikuje metylovaná normální alela na 

inaktivním chromozomu X. 

Vazebná analýza pomocí polymorfních DNA markerů z oblasti Xq27.3 se 

vyuţívá zejména při prenatální diagnostice pro vyloučení kontaminace materiálu 

plodu mateřskou DNA, nebo v případech, kdy je třeba zjistit rodičovský původ alel 

nebo ověřit sdílení jednotlivých alel mezi sourozenci. Jsou vyuţívány zejména 

mikrosatelitové polymorfní markery (DXS548, DXS297, FRAXAC1, FRAXAC2, 

DXS8091), které přiléhají k repetici CGG v genu FMR1 (Richards et al. 1991a; 

Richards et al. 1991b; Riggins et al. 1992; Zhong et al. 1993; Vaisanen et al. 1996).  
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1.3. Myotonická dystrofie typ 1 

1.3.1. Fenotyp a molekulárně genetická podstata onemocnění 

Myotonická dystrofie typ 1 (DM1, OMIM 160900), poprvé popsaná v roce 1909 

Steinertem a nezávisle na něm Battenem a Gibbem (Batten a Gibb 1909; Steinert 

1909), je autozomálně dominantně dědičné multisystémové onemocnění postihující 

kosterní i hladké svaly, ale také oči, srdce, endokrinní systém a centrální, případně 

periferní nervový systém. Patří mezi nejčastější formy muskulární dystrofie dospělých 

s odhadovanou incidencí 1:8000 (Harper 2001). Vyznačuje se neúplnou penetrancí 

s typickým nástupem mezi 20. aţ 40. rokem ţivota a vysoce variabilním klinickým 

obrazem. Postiţení svalů je charakterizované myotonií, která se projevuje poruchou 

relaxace svalu po volné kontrakci, slabostí začínající od distálních svalů, která se 

postupně rozšiřuje i na proximální svaly, atrofií distálních svalů rukou a nohou a 

atrofií svalů obličeje, která způsobuje typickou facies s častou ptózou očních víček. 

U pacientů s DM1 se mohou objevit také katarakta (často jako jediný příznak), 

diabetes, hypogonadismus, atrofie gonád a frontální pleš u muţů, dysfunkce štítné 

ţlázy, porucha srdečního rytmu, kardiomyopatie či ischemická choroba srdeční, 

polyneuropatie, sníţené IQ, poruchy socializace, deprese i hypersomnolence (Harper 

2001). Kongenitální forma je spojená s těţkou respirační insuficiencí a s „hadrovitou“ 

svalovou hypotonií novorozence („floppy infant“) a můţe být letální. Postiţeným 

rodičem je vţdy matka a kongenitální forma se vyskytuje u 25% potomstva matek 

postiţených DM1 (Harper 2001), přičemţ matky nemusí mít v době porodu rozvinuté 

svalové obtíţe. Genetická anticipace charakterizovaná dřívějším nástupem nemoci a 

teţšími symptomy v následujících generacích byla v rodinách s DM1 popsána jiţ 

v druhé dekádě 20. století, avšak příčina tohoto jevu byla zjištěna aţ na počátku 90. 

let 20. století s objevem molekulární podstaty onemocnění (Fu et al. 1992; Harley et 

al. 1992; Mahadevan et al. 1992; Shaw et al. 1993). 

DM1 je zapříčiněná expanzí repetice CTG lokalizované v 3´ netranslatované 

oblasti terminálního 15. exonu genu DMPK. Gen má délku 13 kb a mapuje na 

chromozom 19 do regionu 19q13.2-13.3 (Fu et al. 1992; Harley et al. 1992; 

Mahadevan et al. 1992; Shaw et al. 1993). V normální populaci počet opakování 

CTG kolísá mezi 5-35 CTG. Za patologickou se povaţuje délka překračující 50 CTG 

(Brook et al. 1992; Fu et al. 1992; Mahadevan et al. 1992; IDMC 2000). Byla 
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pozorována korelace mezi délkou alely a závaţností a věkem nástupu nemoci. 

Pacienti s minimální formou DM1 mají 50-150 repetic CTG, pacienti s klasickými 

projevy DM1 mají 100-1000 repetic CTG, u kongenitálních forem choroby překračují 

expanze délku 2000 repetic CTG (IDMC 2000; Salehi et al. 2007). Délka repetice 

mezigeneračně narůstá, coţ je příčinou genetické anticipace (Ashizawa et al. 1992; 

Harley et al. 1992). Alely s délkou 40-80 CTG expandují, pokud jsou přenášeny muţi, 

zatímco delší alely výrazněji expandují při maternálním přenosu (Brunner et al. 

1993). Méně častou událostí je kontrakce expandované repetice, ke které dochází 

v rodinách s DM1 s frekvencí 4,2-6,4% (Ashizawa et al. 1994; Salehi et al. 2007). 

Mutace v genu DMPK je rozšířená po celém světe (shrnuto v Tishkoff et al. 

1998). Kromě jediného případu rodiny ze subsaharské Afriky se všechny 

expandované alely vyskytují na haplotypu s Alu(+) variantou polymorfní inzerce bloku 

repetic Alu 5 kb telomericky od repetice CTG (Harley et al. 1992; Imbert et al. 1993; 

Mahadevan et al. 1993; Neville et al. 1994) a s alelami HinfI(+) a TaqI(+) dvou 

klasických RFLP z této oblasti. Tento haplotyp (+++) označily srovnávací studie jako 

ancentrální (Tishkoff et al. 1998). Je přitom ale zajímavé, ţe 15% alel genu DMPK 

delších neţ 18 CTG se v neafrických populacích vyskytuje na jiném haplotypu neţ 

(+++). Otázka predispozice haplotypu (+++) k expanzi je sporná, protoţe je s ním 

spojena také nejčastější alela 5 CTG (Tishkoff et al. 1998). Nejpravděpodobnější je, 

ţe původní událostí byla změna na jediném nebo několika málo chromozomech 

(Imbert et al. 1993; Goldman et al. 1994), s velmi pozvolným driftem delších 

normálních alel do instabilního rozsahu, přičemţ novější haplotypy pravděpodobně 

neměly dostatek času pro dosaţení expanze (Tishkoff et al. 1998). 

Gen DMPK kóduje serin-treoninovou protein kinázu DMPK (myotonic 

dystrophy protein kinase) (Dunne et al. 1994; Timchenko et al. 1995). Exprimuje se 

zejména ve specializovaných buněčných strukturách kosterních a srdečních svalů, 

kde se účastní intracelulárního vedení a přenosu signálu. Kináza DMPK je úzce 

spojená s cAMP-dependentními a Rho-vázajícími protein kinázami, které hrají 

důleţitou roli v organizaci cytoskeletu a v dalších buněčných procesech včetně 

intracelulárního transportu a metabolismu (Ridley 2001; Furukawa et al. 2005). Bylo 

prokázáno, ţe substrátem DMPK in vitro je např. phospholemman, membránový 

protein, který indukuje tok Cl- iontů (Mounsey et al. 2000), a téţ fosfatáza myozinu, 



 18 

která inhibuje kontrakci hladkého svalstva defosforylací myozinových vláken (Muranyi 

et al. 2001). 

Vliv expandované repetice CTG na klinickou manifestaci onemocnění 

vysvětlují v současnosti tři základní modely, které pravděpodobně fungují simultánně 

(Kaliman a Llagostera 2008). Jednak je to sníţená hladina DMPK mRNA a proteinu 

ve svalech pacientů s DM1 (Fu et al. 1993; Hofmann-Radvanyi et al. 1993), která je 

způsobena zadrţováním expandovaných transkriptů v buněčném jádře (Davis et al. 

1997). Druhým mechanismem je změněná exprese sousedních genů SIX5 (sine 

oculis homeobox, homolog 5), který kóduje homeodoménu transkripčního faktoru 

(Winchester et al. 1999), a DMWD (myotonic dystrophy gene with WD repeats), 

exprimovaného v testes a mozku (Alwazzan et al. 1999). Sníţení exprese těchto 

dvou genů a genu DMPK je zřejmě způsobeno změnou v organizaci chromatinu, 

kterou expanze repetice CTG indukuje (Junghans et al. 2001). Třetím mechanismem 

je toxický vliv mRNA nesoucí expanzi CUG na fungování RNA-vázajících proteinů, 

které následně ovlivňují regulaci alternativního sestřihu. Exprese prodlouţených 

transkriptů obsahujících CUG vede zatím neznámým způsobem ke zvýšení hladin 

CUG-vázajících proteinů, zejména CUG-BP1 (Timchenko et al. 1996), a k poklesu 

koncentrace proteinu muscleblind-like 1 (MBNL1) v důsledku jeho vychytávání 

v ribonukleárních inkluzích (Miller et al. 2000). Tato změna způsobuje v dospělé tkáni 

nepatřičnou expresi fetálních sestřihových forem některých proteinů. Jsou to 

například svalově specifický chloridový kanál (CLCN1) (Mankodi et al. 2002), 

inzulínový receptor (Savkur et al. 2001) a srdeční troponín (Philips et al. 1998). 

Ribonukleární inkluze jsou téţ nalézány ve svalové tkáni pacientů s velmi podobným 

multisystémovým onemocněním, myotonickou dystrofií typu 2 (DM2), která je 

podmíněna expanzí repetice CCTG v nekódující oblasti genu ZNF9 na chromozomu 

3q21 (viz níţe). I kdyţ jsou DM1 a DM2 podmíněny dvěma různými funkčně 

odlišnými geny, obě tyto klinické jednotky patrně sdílejí společné patogenní dráhy 

vedoucí k podobnému fenotypu, ve kterých zřejmě dominuje vliv toxické RNA 

(Ranum a Day 2004; Ranum a Cooper 2006). Další typ myotonické dystrofie (typ 3) 

spojený s frontotemporální demencí byl mapován do oblasti 15q21-24 (Le Ber et al. 

2004). Dosud však nebyl izolován gen, který ji podmiňuje. 
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1.3.2. Možnosti molekulárně genetické diagnostiky DM1 

Molekulárně genetická analýza DM1 je zaloţena na přímé detekci expanzí 

v genu DMPK. Analýza kombinuje metody PCR pro detekci normálních alel a 

krátkých expanzí do 100 repetic CTG a triplet-primed PCR (TP-PCR), případně 

Southernovu hybridizaci nebo long-range PCR pro detekci dlouhých expanzí. 

Vyšetření klasickou PCR s primery vázajícími se na opačné strany repetice 

umoţňuje vyloučení přítomnosti expanze v genu DMPK u pacientů se dvěma různě 

dlouhými normálními alelami. Produkty jsou separovány v denaturačním 

polyakrylamidovém gelu, pro přesné určení délky v kapilární elektroforéze. Jestliţe je 

amplifikována pouze jedna normální alela, není jasné, zda je tato v homozygotním 

stavu nebo ve stavu heterozygotním spolu s neamplifikovatelnou expandovanou 

alelou. Pak je nutno aplikovat některou z metod schopných odhalit delší expanze. 

Jednou z těchto metod, umoţňujících přesné určení velikosti normálních 

produktů a detekci dlouhých expanzí, je triplet-primed PCR (TP-PCR) (Warner et al. 

1996). Metoda vyuţívá primer komplementární k repetici CTG, který na svém 5´ 

konci nese úsek nekomplementární k lidské genomové DNA, který slouţí k vazbě 

druhého, většinou fluorescenčně značeného primeru. Třetí primer je umístěný před 

nebo za repeticí CTG. Po hybridizaci prvního primeru do různých míst repetice  

probíhá amplifikace pomocí druhého a třetího primeru. Obr. 2 schematicky 

znázorňuje nasedání pouţitých primerů na repetici a na sebe navzájem. Reakce je 

prováděna ve dvou separátních mixech na obou vláknech (CAG i CTG) z důvodu 

moţného selhání reakce, například v důsledku polymorfismů DNA na vazebných 

místech primerů. TP-PCR vede ke vzniku populace fragmentů DNA, jejichţ délka se 

liší o 3 nukleotidy (trinukleotid CTG). Amplifikace kratších produktů je efektivnější, se 

vzrůstající délkou mnoţství příslušného fragmentu klesá. Spektrum fragmentů 

vznikající ve vzorku je vyhodnoceno po elektroforetické separaci produktů TP-PCR, 

která se provádí většinou kapilární elektroforézou s fluorescenční detekcí fragmentů. 

Pro detekci expanzí delších neţ 200 CTG je stále vyuţívaná také Southernova 

metoda, i kdyţ se od ní v poslední době vzhledem k časové náročnosti a pouţití 

radioaktivity upouští. Je to však metoda volby v případě sporných výsledků TP-PCR 

nebo pro potřeby stanovení přibliţné délky expanze. Při pouţití této metody je 

genomová DNA naštěpena restrikční endonukleázou (alternativně mohou být pouţity  
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Obrázek 2: Schematické znázornění obou vláken DNA 3´ konce genu DMPK se 
zvýrazněnou trinukleotidovou repeticí (obdélníky) a polohou a vzájemnou 
komplementaritou (rovnoběžné uspořádání) použitých primerů. Reakce probíhající 
odděleně na CAG resp. CTG vlákně využívají primery Somy4R/P4CTG/P3R resp. 
P2/P4CAG/P3R a vedou ke spektrům PCR produktů (nahoře a dole), která jsou 
tvořena fragmenty DNA lišícími se v délce vždy o jeden trinukleotid. 
 
 
EcoRI, BamHI, NcoI, BglI) a hybridizována s jednou z několika moţných sond 

komplementárních k úsekům jedinečné DNA přiléhajícím k repetici CTG (Brook et al. 

1992; Buxton et al. 1992; Fu et al. 1992; Shelbourne et al. 1993). Metoda umoţňuje 

přibliţné určení délky expanze, coţ je výhodné pro korelační studie genotyp-fenotyp. 

Štěpením enzymem EcoRI vznikají normální fragmenty délky přibliţně 9 a/nebo 10 

kb (fragmenty obsahují inzerční/deleční polymorfismus bloku sekvencí Alu o délce 

1kb). Fragmenty nesoucí expanzi jsou vţdy delší neţ 10 kb, protoţe expanze jsou 

v kompletní vazebné nerovnováze s inzerčním polymorfismem bloku repetic Alu 

(Imbert et al. 1993; Neville et al. 1994). 

Kromě Southernovy hybridizace jsou často pouţívány také metody long-range 

PCR, vyuţívající primery z klasické PCR, avšak schopné amplifikovat s pouţitím 

speciálních polymeráz i delší fragmenty DNA. Tyto metody ovšem nejsou 

stoprocentně spolehlivé pro amplifikaci velmi dlouhých expanzí. 
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1.4. Myotonická dystrofie typ 2 

1.4.1. Fenotyp a molekulárně genetická podstata onemocnění 

Existence druhého lokusu pro myotonickou dystrofii byla zjištěna teprve po 

zavedení genetického testování DM1. Lokus pro proximální myotonickou dystrofii 

DM2 (OMIM 602668) byl mapován v roce 1998 na chromozom 3q21 (Ranum et al. 

1998). Jedinci postiţení DM2 mají komplexní klinické projevy velmi podobné DM1, 

včetně myotonie, charakteristického obrazu histologických abnormalit kosterního 

svalstva, katarakty, potenciálně fatálního postiţení srdce s těţkou arytmií nebo 

progresivní kardiomyopatií, hypotestosteronismu a oligospermie u muţů, inzulinové 

senzitivity a specifických serologických změn (Ricker et al. 1995; Day et al. 2003). 

DM2 ale má mírnější průběh a není asociována s vývojovými anomáliemi, těţkými 

kongenitálními formami a mentální retardací. Prevalence DM2 se v evropských 

populacích liší, přičemţ v západní Evropě můţe být stejná jako u DM1 (Udd et al. 

2006). Pacienti s DM2 sdílejí identický haplotyp, coţ dokazuje jedinou ancestrální 

(founder) mutaci s odhadovaným stářím 4000-12000 let (Bachinski et al. 2003). 

DM2 je podmíněna transkribovanou ale netranslatovanou expanzí repetice 

CCTG lokalizované v intronu 1 genu pro RNA-vázající protein s motivem zinkových 

prstů 9 (ZNF9) (Liquori et al. 2001). Opakování CCTG je součástí komplexního 

repetitivního motivu (TG)n(TCTG)n(CCTG)n (Liquori et al. 2001). Všechny sloţky 

tohoto motivu jsou v běţné populaci nestabilní, avšak pouze repetice CCTG 

expanduje (Liquori et al. 2003). I kdyţ je DM2 klinicky mírnější neţ DM1, expanze 

repetice CCTG mohou být mnohem delší neţ expanze repetice CTG u DM1. Alely 

mohou nést 75-11000 CCTG. Motiv také vykazuje vyšší somatickou instabilitu neţ 

repetice DM1 (Liquori et al. 2001). Funkce proteinu ZNF9 není příbuzná s funkcí 

ţádného z proteinů, které jsou kódovány oblastí DM1, a ani geny z oblasti DM1 

nemají ţádný vztah ke genům z lokusu DM2. Pre-mRNA pacientů s DM2 je normálně 

sestřiţená a exprese genu ZNF9 se neliší od kontrol (Margolis et al. 2006). Ve 

svalech pacientů se ale nacházejí ribonukleární inkluze obsahující expanzi CCUG, 

které zadrţují protein muscleblind-like 1, podobně jako u pacientů s DM1. Za široké 

spektrum klinických znaků, které jsou společné pro obě nemoci, je nejspíše 

odpovědný identický mechanismus nabytí nové funkce RNA postihující alternativní 

sestřih dalších genů (Liquori et al. 2001; Day et al. 2003; Cardani et al. 2009). 
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1.4.2. Možnosti molekulárně genetické diagnostiky DM2 

Testování expanze repetice CCTG v genu ZNF9 se provádí obdobnými 

metodami jakou analýza expanze repetice CTG u DM1. PCR s primery 

komplementárními k jedinečným sekvencím sousedícím s repeticí je moţno 

amplifikovat normální alely. Metoda repeat-primed PCR (RP-PCR), která je obdobou 

TP-PCR (Bachinski et al. 2003), nebo její modifikace - amplifikace metodou 

otáčivého kruhu (Nakamori et al. 2009), a Southernova metoda detekují 

expandované alely genu. 

Historicky první metodou, která byla pouţívána pro detekci expanzí u DM2, 

byla přímá analýza Southern blotem. Genomová DNA byla naštěpena restrikčními 

endonukleázami BsoBI nebo EcoRI a hybridizována se sondou CL3N58 (Liquori et 

al. 2001). Molekulárně genetická diagnostika DM2 Southernovou metodou je 

v porovnání s diagnostikou DM1 o něco komplikovanější, protoţe pacienti s DM2 

mají vyšší stupeň somatického mozaicismu a mnohem větší délku expanze (aţ 

11000 CCTG). Proto můţe při pouţití tohoto testu zůstat u určité části pacientů jejich 

defekt neodhalen. 

V současnosti pouţívá většina laboratoří pro diagnostiku dvoukrokovou PCR. 

V prvním kroku se amplifikují pouze krátké alely a do dalšího testování jsou vybráni 

jen pacienti, u kterých byla detekována pouze jedna normální alela a kteří jsou tedy 

buď homozygoty pro dvě normální alely stejné délky, nebo heterozygoty pro jednu 

normální a jednu neamplifikovatelnou expandovanou alelu. V druhém kroku je 

u těchto osob moţné pouţít long-range PCR, separaci produktů v agarózovém gelu, 

Southernův blot a následnou hybridizaci se sondou (CCTG)5 (Bonifazi et al. 2004). 

Alternativně můţe být ve druhém kroku pouţita metoda RP-PCR (Bachinski et al. 

2003) nebo její modifikace (Nakamori et al. 2009). Konečně některé laboratoře 

pouţívají k detekci expanzí i fluorescenční in situ hybridizaci (FISH) se sondou 

(CCTG)5  přímo na preparátech svalových biopsií (Cardani et al. 2004). 
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2. CÍLE PRÁCE 

1) Shromáţdit co nejlépe charakterizované soubory pacientů se syndromem 

fragilního chromozomu X a myotonickou dystrofií, jejich klinická data a biologický 

materiál. 

2) Optimalizovat a do rutinní praxe zavést širokou paletu molekulárně genetických 

metod pro diagnostiku těchto onemocnění a aplikovat tyto metody na soubory 

pacientů a jejich rodinných příslušníků. 

3) Srovnat charakter expanzí v kauzálních genech a efektivitu záchytu těchto defektů 

s publikovanými údaji a pokusit se provést korelace mezi genotypem a fenotypem. 

4) Na základě získaných zkušeností a podle aktuálního vývoje laboratorních metod 

doporučit optimální algoritmy molekulárně genetických vyšetření těchto chorob. 

5) Detailně prostudovat a popsat zajímavé kazuistiky, jejichţ analýza by mohla 

přispět k pochopení obecných principů rozvoje těchto onemocnění. 
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3. MATERIÁL A METODY 

3.1. Soubory pacientů 

 Expanze repetice CGG v genu FMR1 u FXS byla autorkou práce testována na 

Ústavu biologie a lékařské genetiky (ÚBLG) 2. LF UK a FN Motol od roku 2001 na 

souboru 1880 pacientů. Bylo to 1221 muţů a 659 ţen ve věku od 2 do 78 let, kteří 

splňovali indikační kritéria pro testování FXS (pacienti s projevy mentální retardace 

různého stupně, s dětským autismem nebo ADHD, příbuzní v riziku s rodinnou 

anamnézou FXS, pacientky v prekoncepční péči s rodinnou anamnézou mentálního 

postiţení člena rodiny neznámé etiologie, pacientky s infertilitou či předčasnou 

ovariální dysfunkcí nebo s ovariálními cystami). Krev nebo DNA pacientů byla 

dodána z různých genetických pracovišť, klinik dětské neurologie nebo pediatrických 

klinik zejména z Čech, protoţe diagnostiku na území Moravy zajišťuje pracoviště 

v Brně. V letech 2005-2007 byl autorkou navíc vyšetřen další soubor 256 pacientů 

(96 ţen, 160 muţů) starších 45 let s cílem zjistit frekvenci premutace v genu FMR1 a 

onemocnění FXTAS u těchto pacientů. Tito pacienti byli vybráni ze souboru 

ataktických pacientů zaslaných z různých neurologických klinik a ambulancí z celé 

České republiky, který byl shromáţďován a vyšetřován od r. 1999 nejprve na SCA a 

FRDA v laboratoři lékařské a molekulární genetiky ÚBLG (Peter Bauer, Stefanie 

Krilová, Marta Kopečková, Lída Apltová, Anna Křepelová). 

První skríning expanze repetice CTG v genu DMPK metodou PCR k vyloučení 

DM1 byl na našem pracovišti proveden v roce 1997. Autorka práce problematiku 

převzala v roce 2000 a postupně zavedla další metody (Southernovu metodu a TP-

PCR), v roce 2003 pak i testování expanze repetice CCTG v genu ZNF9 u DM2. Po 

zavedení analýzy DM2 byla u pacientů do té doby negativně testovaných na DM1 

zjišťována přítomnost dvou normálních alel genu ZNF9 a pacienti s pouze jednou 

normální alelou byli vyšetřeni Southernovým blotem. Tak bylo zachyceno prvních 9 

pacientů s DM2. Následně uţ probíhalo vyšetřování DM1 a DM2 paralelně. 

V prosinci 2009 čítal soubor osob molekulárně geneticky testovaných na 

myotonickou dystrofii celkem 675 pacientů a jejich příbuzných. Jednalo se o pacienty 

se svalovým onemocněním s variabilními symptomy (adultní, dětské i kongenitální 

formy), pacienty testované pro vyloučení myotonické dystrofie, matky s detekovaným 
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polyhydramnionem nebo s diagnózou pedes ekvinovari u plodu a příbuzné v riziku 

z rodin s DM1 nebo DM2. Většina pacientů pocházela z neurologických pracovišť, 

novorozeneckých klinik a genetických poraden převáţně na území Čech. Poţadavek 

na vyšetření u dospělých pacientů byl někdy specifikován přesněji na DM1 nebo 

DM2, jindy bylo poţadováno vyšetření obou typů. Autorkou samotnou bylo 

analyzováno kompletně nebo částečně (dovyšetření nově zavedenými metodami) 

celkem 559 pacientů, ale práce shrnuje výsledky z celého souboru 675 na pracovišti 

vyšetřených osob. Analýza autorkou nevyšetřených pacientů byla prováděna 

metodou PCR s přímou inkorporací radionuklidu (Arpád Boday, Markéta Šutajová). 

V rámci studie souboru pacientů s myotonickou dystrofií vznikla také potřeba 

otestování obecné populace. K těmto účelům bylo vyšetřeno 100 anonymních 

kontrolních vzorků DNA osob s neznámým klinickým stavem, o nichţ se 

předpokládalo, ţe netrpí nervosvalovými onemocněními. Tento soubor sestával 

z nepříbuzných pacientů, kteří přišli v jeden den na vyšetření krevního obrazu na 

Kliniku hematologie FN Motol. 

 

3.2. Metody 

3.2.1. Obecný popis základních metod 

Izolace DNA 

Molekulárně genetická analýza byla prováděna na genomové DNA izolované 

z periferní krve pacientů a jejich rodinných příslušníků odebrané do K3EDTA, 

z kultivovaných buněk plodové vody či z nativních klků z biopsie choria. DNA byla na 

ÚBLG izolována manuálně vysolovací metodou (Miller et al. 1988) (viz níţe) nebo 

pomocí kitu Gentra Puregene DNA Isolation Kit (Quiagen), případně na přístroji 

AutoGenFlex STAR (KURABO Industries) s kitem FLEXI GENE DNA AGF3000 

(Quiagen). DNA zaslaná z jiných pracovišť byla izolována převáţně kity QIAamp 

DNA Blood Kit nebo Gentra Puregene DNA Isolation Kit (oba Quiagen). Při pouţití 

komerčních kitů bylo postupováno podle manuálů výrobců. V případě pouţití 

vysolovací metody byly v prvním kroku lyzovány červené krvinky v amonium-

chloridovém pufru a centrifugací byly separovány bílé krvinky, jejichţ membrány byly 

lyzovány a DNA uvolněna působením 100 μg/ml proteinázy K v prostředí pufru SE 
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(75mM NaCl, 25mM EDTA) a anionického detergentu (1% SDS) přes noc. Další 

příměsi, zejména proteiny, byly odstraněny přidáním nasyceného roztoku NaCl do 

koncentrace 6M s následným protřepáním a centrifugací. DNA byla z roztoku 

vysráţena přidáním 2 objemů 96% etanolu. Precipitát byl omyt 70% etanolem, 

vysušen a rozpuštěn v pufru se stabilizátorem DNA. Izolace DNA byla prováděna na 

ÚBLG ve FN v Motole (Jana Rýdlová, Kateřina Horká, Simona Böhmová, Iordanka 

Anguelová, Lída Apltová). Některá pracoviště dodávala přímo vzorky DNA (FN Plzeň, 

ÚBLG VFN Praha, GENNET Praha). 

Čistota a koncentrace DNA byla posouzena na spektrofotometru. Čistá DNA 

bez kontaminace proteiny měla hodnotu poměru absorbancí při vlnových délkách 

260/280 nm mezi hodnotami 1,7-2. Pro diagnostiku expanzních mutací byla důleţitá 

izolace DNA z čerstvé krve, v optimálním případě do 24 hod. od odběru. V déle 

skladované krvi můţe docházet k degradaci vysokomolekulární DNA. Integrita DNA 

byla posouzena separací v agarózovém gelu. Tato kontrola byla vţdy provedena 

také před pouţitím DNA pro Southernovu metodu. 

 

Southernova metoda 

Tato metoda vizualizace hledaného úseku DNA v lidském genomu zahrnuje 

přenos restrikčních fragmentů DNA na membránu (blot) a hybridizaci blotu se 

značenou sondou. Genomová DNA (3-10 μg) byla štěpena 20U (jednotek) restrikční 

endonukleázy po dobu 16 hod. při optimální teplotě a s pouţitím inkubačního pufru 

poskytnutého výrobcem enzymu. V případě dvojitého štěpení bylo nutné vzorky po 

štěpení prvním enzymem precipitovat v acetátu sodném s etanolem, aby se odstanil 

pufr prvního enzymu, který nemusel být vhodný pro štěpení druhým enzymem. DNA 

byla poté rozpuštěna ve vodě a následně štěpena 20U druhého enzymu po dobu 

aspoň 4 hod. Naštěpené vzorky byly naneseny do agarózového gelu s poţadovanou 

koncentrací (0,7-1,2% agarózy (Bio-Rad)) a separovány při 40V po dobu 20 hodin 

(délka gelu 20 cm). Gel pak byl po 30 min. inkubaci v denaturačním pufru (0,25M 

NaOH/1,5M NaCl) podroben kapilárnímu alkalickému blotování na membránu 

Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech) podle návodu výrobce. Gel byl umístěn 

v blotovací sestavě (Sambrook et al. 1989) a DNA byla přenášena denaturačním 

pufrem po dobu min. 20 hod. Poté byla DNA fixována na membráně při 80°C po 
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dobu 2 hod. Značení sondy (25 ng DNA) bylo prováděno pomocí Klenowova 

fragmentu DNA polymerázy, náhodných hexanukleotidů a α-32P-dCTP kitem 

Rediprime II Random Prime Labelling System (Amersham Biosciences) podle 

postupu doporučeného výrobcem. Následovala hybridizace v 10 ml hybridizačního 

pufru PerfectHyb (Sigma) s 1 mg denaturované herring sperm DNA (Boehringer 

Mannheim) a denaturovanou značenou sondou při 59-63°C v závislosti na typu 

sondy po dobu 16 hod. Odmývání sondy bylo prováděno postupně v roztocích I. (2x 

SSC, 0,1% SDS) 2x po dobu 5 min. při pokojové teplotě, II. (0,5xSSC, 0,1% SDS) 2x 

po dobu 10 min. při 42°C a III. (0,1xSSC, 0,1% SDS) 3x po dobu 5 min. při 50-59°C 

(20xSSC = 3,0M NaCl, 0,3M citrát sodný). Při autoradiografii byl blot exponován na 

RTG film KODAK X-OMAT AR při -70°C po dobu 1-7 dnů. 

 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

PCR slouţila ke zmnoţení vybraného úseku genomové DNA pacienta pro 

účely stanovení délky fragmentu, detekci mutací nebo haplotypovou analýzu. 

Nejdříve byla připravena příslušná reakční směs z pufru, oligonukleotidových primerů 

komplementárních ke koncům cílové sekvence, směsi dNTPs, termostabilní DNA 

polymerázy a templátové DNA. Tato směs pak byla v termocykleru vystavena 

střídajícím se krokům denaturace DNA, vázání primerů a syntézy nové DNA. 

Amplifikovaný úsek DNA pak byl dále analyzován klasickou gelovou elektroforézou, 

fragmentační analýzou, sekvenací atd. Konkrétní sloţení reakčních směsí, pouţité 

sekvence primerů a podmínky amplifikací jsou uvedeny v Tab. 2 - 8. 

 

Sekvenování DNA 

Sekvenování umoţnilo určit pořadí nukleotidů v analyzovaném vzorku DNA 

amplifikovaném PCR. DNA byla nejprve zbavena dalších sloţek reakční směsi 

(pufru, dNTPs, primerů), které by neţádoucím způsobem ovlivnily průběh sekvenační 

reakce, pomocí kitu Sureclean (Bioline) dle návodu výrobce. Pelet DNA pak byl 

rozpuštěn ve 20 μl sterilní vody. Poté bylo provedeno přímé sekvenování s pouţitím 

dideoxynukleotidů dle Sangera (Sanger et al. 1977) pomocí kitu Big Dye Terminator 

v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) postupem doporučeným výrobcem 
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s pouţitím teplotního profilu 25x (96°C 10 sec., 50°C 5 sec., 60°C 4 min.), 4°C. Pro 

odstranění nenavázaných značených dideoxynukleotidů, které by mohly při následné 

analýze způsobovat neţádoucí pozadí na chromatogramu, byl v etanolové precipitaci 

přidán 3-násobek objemu sekvenační reakce tzv. "kyselého etanolu" (5 % (v/v) 2M 

octan sodný pH 5,2; 95 % (v/v) 95% etanol) a vzorky byly centrifugovány po dobu 10 

min. Pelet byl opláchnut 70% etanolem, vysušen a rozpuštěn v 25 μl HiDi formamidu 

(Applied Biosystems). Nakonec byly vzorky analyzovány na přístroji ABI Prism 3130 

Genetic Analyser (Applied Biosystems) s injekcí 6 sec. při teplotě 55°C a při 15 kV po 

dobu 1500-1800 sec. dle velikosti produktu. Analýza probíhala pomocí softwaru 

Sequencing Analysis 5.2 (Applied Biosystems). 

 

Fragmentační analýza na přístroji ABI Prism 3130 Genetic Analyser 

Genetický analyzátor ABI Prism 3130 v kapilární elektroforéze separuje a 

snímá také přímo fluorescenčně značené PCR produkty a je schopen pomocí 

přídavného softwaru GeneMapper vyhodnotit délku fragmentů DNA. Jeden μl PCR 

produktu byl smíchán s 11 μl HiDi formamidu s příměsí 0,5 μl délkového markeru 

GeneScan-500 ROX Size Standard (Applied Biosystems), nebo ROX1000 Size 

Standard (Celera). Vzorky byly denaturovány 2 min. při 95°C, ochlazeny na 

pokojovou teplotu a poté separovány na ABI Prism 3130. Délky produktů byly 

vyhodnoceny softwarem GeneMapper v. 4 (Applied Biosystems). 

 

Fragmentační analýza na přístroji Gel-Scan 2000 

Elektroforetický systém Gel-Scan 2000 (Corbett Research) snímá separaci 

fluorescenčně značených PCR produktů v reálném čase pomocí laseru a pomocí 

softwaru Multianalyst je schopen vyhodnotit molekulární hmotnost i koncentraci PCR 

produktu. Pouţití 5% denaturačního polyakrylamidového gelu umoţnilo zaznamenat 

rozdíl 1 bp mezi jednotlivými fragmenty při charakterizaci PCR produktů polymorfních 

markerů typu short tandem repeat (STR) při haplotypové analýze a při stanovení 

délky krátkých PCR produktů obsahujících tri- nebo tetranukleotidové repetice. 

Produkty určené k separaci na přístroji Gel-Scan 2000 byly amplifikovány pomocí 

primerů značených fluorescenčním barvivem Hex (Invitrogen). 
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Pouţívaný 5% denaturační polyakrylamidový gel (akrylamid:bisakrylamid 19:1, 

7M urea, 10 μl TEMED a 100 μl 10% APS na 15 ml roztoku) byl nejdříve zahřát na 

40°C a podroben tzv. pre-runu (30 min. při 1200V) v 0,6x TBE (1x TBE = 0,089M 

Tris, 0,089M kyselina boritá, 0,002M EDTA). PCR produkty byly smíchány 

s nanášecím roztokem formamidu a bromfenolové modři (Sigma) v poměru 1:2 

(vzorek/roztok), denaturovány v termobloku při 95°C po dobu 5 min., ochlazeny a 

v mnoţství 1-2 μl naneseny paralelně s délkovým standardem GeneScan-500 

TAMRA Size Standard (Applied Biosystems) na gel zahřátý na 40°C. Elektroforéza 

probíhala po dobu 1,5 hod. při teplotě 40°C a napětí 1200 V a poté byla 

vyhodnocena. 

 

3.2.2. Specifikace a kombinace metod použitých k analýze FXS 

Sloţení reakčních směsí a podmínky amplifikací jsou uvedeny v Tab. 2 - 4. 

Skríning alel nesoucích krátké repetice CGG byl prováděn amplifikací genomové 

DNA v mixu FXS-TMSO s pouţitím primerů OligoA-F a 571R ve speciálním mixu 

dNTPs (2mM dATP, dCTG, dTTP, 0,5mM dGTP, 1,5mM 7-deaza dGTP). Produkty 

PCR byly analyzovány v 5% denaturačním polyakrylamidovém gelu na přístroji Gel-

Scan 2000 s pouţitím muţské (53 CGG) a ţenské kontroly (30/92 CGG). Pro 

přesnější stanovení délky a přítomnosti stabilizujících sekvenčních přerušení byly 

PCR produkty v některých případech sekvenovány s pouţitím PCR primerů. 

Amplifikace dlouhých alel byla prováděna pomocí kitu Fragile X-PCR (Celera) 

dle pokynů výrobce. Produkty byly vyhodnoceny fragmentační analýzou na přístroji 

ABI3130 s vyuţitím programu GeneMapper v. 4 ve dvou runech dle manuálu kitu 

(krátký run: 1 hod., injekce 1 sec.; dlouhý run: 2 hod., injekce 22 sec.). Southernova 

metoda byla vyuţívána zejména u pacientek s jednou normální alelou pro vyloučení 

expanze na druhém chromozomu. Genomová DNA byla naštěpena HindIII nebo 

kombinací HindIII/SacII, separována v 0.7% agarózovém gelu, blotována a 

hybridizována při 63°C s radioaktivně značenou sondou StB12.3 (Rousseau et al. 

1991; Rousseau et al. 1992). Pro průkaz původu rodičovského chromozomu byla 

v některých případech provedena vazebná analýza. Nejvíce byly vyuţívány vysoce 

informativní markery FRAXAC1 a FRAXAC2, které leţí na opačných koncích repetice 

CGG v genu FMR1. 
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Tabulka 2: Oligonukleotidy pouţívané při analýze FXS 

Pouţití Název primeru Sekvence Reference 

FXS krátká PCR 
 

OligoA-F GGAACAGCGTTGATCACGTGACGTGGTTTC (Chong et al. 
1994) 

571R GGGGCCTGCCCTAGAGCCAAGTACCTTGT 

FXS  
vazebná analýza 
 
 

FRAXAC1-F GATCTAATCAACATCTATAGACTTTATT (Richards et al. 
1991a) 

FRAXAC1-R GATGAGAGTCACTTGAAGCTGG 

FRAXAC2-F GACTGCTCCGGAAGTTGAATCCTCA 

FRAXAC2-R CTAGGTGACAGAGTGAGATCCTGTC 

 
 
 
Tabulka 3: Sloţení reakčních směsí pro PCR pouţívaných při analýze FXS 

Reagencie 
 

TMSO mix 
 

1 vzorek [μl] 

FXS vazebná 
analýza mix 
1 vzorek [μl] 

Pufr Fermentas(10x) 2 2,5 
7deaza dGTP dNTPs mix 2,5  
MgCl2 (25mM) 1,5 1,5 
dNTPs (2mM)  2,5 
Primery (forward+reverse 20pmol/μl) 1  
Primery (forward+reverse 10pmol/μl)  1+1 
Taq Polymerasa (Fermentas) 1U/μl 1 1 
5M betain (Sigma) 8  
TMSO (Sigma) 0,6  
DNA (200nmol/μl) 0,5 0,5 
H2O 7,90 15 
Reakční objem  25 25 

Reagencie 
 

FXS (Celera) mix 
1 vzorek [μl]    

High GC PCR-Buffer 13 
Gender Primers 0,6 
FragileX Primers 0,8 
PCR Enzyme Mix  1,2 
H2O 1,4 
DNA  15-25 nmol/ μl           3 
Reakční objem  20 

 
 
 
Tabulka 4: Teplotní fáze PCR pouţívaných při analýze FXS 

Typ Teplota 
Čas 

F
X

S
 

C
e
le

ra
 m

ix
 

98,5°C 
10 sec. 

58,0°C 
1 min. 

75,0°C 
6 min. 

98,5°C 
10 sec. 

56,0°C 
1 min. 

75°C 
6 min. 

4°C ∞ 

15 cyklů 15 cyklů 

F
X

S
 

T
M

S
O

 m
ix

 

95°C 3 
min. 

 

94°C 
30 sec. 

61°C 
45 sec. 

72°C 
2 min. 72°C 

7 min. 
4°C ∞ 

35 cyklů 

F
X

S
 

v
a
z
e
b
n
á
 

a
n
a
l.
 m

ix
 

95°C 3 
min. 

94°C 
30 sec. 

56°C 
45 sec. 

72°C 
1 min. 72°C 

7 min. 
4°C ∞ 

30 cyklů 

 



 31 

3.2.3. Specifikace a kombinace metod použitých k analýze DM1 

Sekvence pouţitých primerů, sloţení reakčních směsí a podmínky amplifikací 

jsou uvedeny v Tab. 5 - 7. Amplifikace alel nesoucích do 100 CTG byla prováděna 

metodou PCR v mixu DM1 s primery Somy4R a GCT1 nasedajícími vně repetice. 

Produkty byly analyzovány v 5% denaturačním polyakrylamidovém gelu na přístroji 

Gel-Scan 2000. Amplifikace jak krátkých tak expandovaných alel byla prováděna 

také metodou TP-PCR (viz téţ Obr. 2) pomocí primerů Somy4R/P3R/P4CTG 

(v poměrových molárních koncentracích 10:10:1) na jednom vlákně a primerů 

P2/P3R/P4CAG na komplementárním vlákně v mixu TP-PCR. Produkty TP-PCR byly 

separovány na analyzátoru ABI3130 s délkovým standardem GeneScan-500 ROX 

Size Standard (injekce 16 sec. při napětí 1,2 kV; run 15 kV 1200 sec.) a hodnoceny 

pomocí software GeneMapper v. 4. Pro amplifikaci kratších expanzí do 500 CTG bylo 

moţné pouţít long-range PCR s primery Somy4R a GCT1. Produkty byly separovány 

v 1,8% agarózovém gelu v 1x TBE a velikost expanze byla odhadnuta srovnáním 

délky fragmentu s délkovým markerem. Tato metoda byla pouţita na ohodnocení 

délky expanzí v rodinách s přerušenou repeticí (Kazuistika 7 - rodiny A, B). 

Vyhledávání a analýza sekvenčních přerušení v repetici CTG v genu DMPK 

byly prováděny metodou klasické PCR (v mixu DM1) s primery Somy4R a GCT1 a 

metodou TP-PCR s primery Somy4R/P3R/P4CTG (v mixu TP-PCR) a následnou 

sekvenací produktů s primerem Somy4R. Sekvenace produktů klasické PCR slouţila 

k vyhledávání přerušení na krátkých alelách, zatímco sekvenace produktů TP-PCR 

umoţnila prokázat přítomnost přerušení i na expandovaných alelách. Kromě toho 

byly k vyhledávání přerušení na expandovaných alelách pouţity další varianty TP-

PCR s primery komplementárními ke specifickým přerušením triplety CCG a CTC 

(Somy4R/P3R/P4CC, Somy4R/P3R/P4hex1 a Somy4R/P3R/P4CTC), a tyto produkty 

byly následně sekvenovány. Výsledky sekvence byly vţdy srovnány s výsledky 

fragmentační analýzy příslušných produktů TP-PCR. U pacientů s nálezem přerušení 

byla provedena TP-PCR za long-range podmínek (Long-Range Mix) s pouţitím kitu 

Expand Long Template PCR System (Roche) s cílem zachytit nejvzdálenější 

přerušení v expanzi. Tyto produkty byly téţ sekvenovány. 
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Skríning přerušení v kontrolním souboru 100 jedinců byl prováděn štěpením 

PCR produktů alel genu DMPK endonukleázou AciI (rozpoznávací sekvence CCGC) 

(Leeflang a Arnheim 1995) a následnou analýzou na přístroji Gel-Scan 2000. 

Vyhledávání dlouhých expanzí bylo prováděno Southernovou metodou. 

Genomová DNA byla štěpena enzymem EcoRI, fragmenty byly separovány v 0,7% 

agarózovém gelu a vizualizovány hybridizací při teplotě 59°C se značenou sondou, 

připravenou metodou PCR na lidské genomové DNA primery Somy1F a 886R 

v podmínkách krátké DM1,2 PCR (Tab. 6, 7). 

 
Tabulka 5: Oligonukleotidy pouţívané při analýze DM1 

Pouţití 
 

Název primeru 
 

Sekvence 
 

Reference 
 

DM1 –TP PCR 

P3R TACGCATCCCAGTTTGAGACG (Warner et al. 
1996) 

P4CTG TACGCATCCCAGTTTGAGACGTGCTGCTGCTGCTGCT  

P2 GAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCG 

P4CAG TACGCATCCCAGTTTGAGACGCAGCAGCAGCAGCAGCA 

DM1-PCR GCT1 GCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCGGGAA  (Guida et al. 1995) 

DM1–TP PCR, PCR Somy4R CGGGTTTGGCAAAAGCAAATTTCCCGA (Musova et al. 
2009) 

Hybridizační sonda 
MD1–PCR 

Somy886R CCGGAGTCGAAGACAGTTCT 

Somy1F CGGCAGGAGGGCGGATCTTCGGG 

DM1–TP PCR 
zacílená 
do přerušení 

P4CTC TACGCATCCCAGTTTGAGACGTGCTGCTGCTGCTGCTC 

P4CC TACGCATCCCAGTTTGAGACGTGCTGCTGCTGCTGCC 

P4hex1 TACGCATCCCAGTTTGAGACGTGCCGCTGCCGCTGCC 

 
 

Tabulka 6: Sloţení reakčních směsí pro PCR pouţívaných při analýze DM1 a DM2 

Reagencie 
 

DM1,2 krátká PCR 
mix 

1 vzorek [μl]. 

DM1 TP-PCR mix/ 
DM2 RP-PCR mix 

1 vzorek [μl] 

10x Pufr Invitrogen  2,5 2,5 
dNTPs (2mM) 2,5 3 
MgCl2 (50 mM) 0,75 0,75 
Primery (forward+reverse 10pmol) 1+1  
TP/RP-PCR Primery (10+10+1pmol/μl)  2+2+2 
Taq polymeráza Ivg (5U/μl) 0,2 0,4 
DMSO (Sigma) 2,5  
5M  betain (Sigma)  10 
DNA (200nmol/μl) 0,5 1 
H2O 14,05 1,35 
Reakční objem  25 25 

Reagencie 
 

DM1 Long Range 
PCR 

1 vzorek [μl] 

DM1 Long Range 
TP-PCR  

1 vzorek [μl] 

10x Pufr 2 (Roche) 2,5 2,5 
dNTPs (2mM) 5 5 
Primery (forward+reverse 10pmol/μ) 
TP-PCR Primery (10+10+1pmol/μl) 

1+1 
 

 
2+2+2 

Polymerase (5U/ μl) (Roche) 0,37 0,37 
5M betain  10 10 
DNA (200-500nmol/μl) 1 1 
H2O 4,13 0.13 
Reakční objem  25 25 
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Tabulka 7: Teplotní fáze PCR pouţívaných při analýze DM1 a DM2 

Typ Teplota 
Čas 

 

D
M

1
 

L
o
n
g
 

R
a
n
g
e
 

95°C 
3 min. 

95°C 
10 sec. 

54°C 
45 sec. 

68°C 
4 min. 

95°C 
10 sec. 

54°C 
45 sec. 

68°C 
5 min. 

95°C 
10 sec. 

54°C 
45 sec. 

68°C 
6 min. 68°C 

10 min. 

4°C 
∞ 
 

10 cyklů 10 cyklů 10 cyklů 

D
M

1
,2

 

k
rá

tk
á
 

P
C

R
 

95°C 
3 min. 

94°C 
30 sec. 

57°C 
45 sec. 

72°C 
1 min. 72°C 

7 min. 

4°C 
∞ 
 

30 cyklů 

D
M

1
,2

 

T
P

/R
P

 

P
C

R
 

95°C 
3 min. 

94°C 
30 sec. 

59°C 
45 sec. 

72°C 
2 min. 72°C 

7 min. 

4°C 
∞ 
 35 cyklů 

 

3.2.4. Specifikace a kombinace metod použitých k analýze DM2 

Krátké alely byly amplifikovány primery DM2-1F a DM2-1R. Produkty byly 

separovány v 5% denaturačním polyakrylamidovém gelu na přístroji GelScan 2000. 

Amplifikace delších expanzí byla prováděna metodou repeat-primed PCR (RP-PCR) 

(Bachinski et al. 2003) s primery DM2-RP-F/DM2-RP-4R/Universal2 (v poměrových 

koncentracích 10:10:1). Produkty RP-PCR byly separovány na analyzátoru ABI3130 

s GeneScan-500 ROX Size Standard za podmínek shodných s analýzou DM1 a 

hodnoceny pomocí software GeneMapper v. 4. Sloţení reakčních směsí a podmínky 

amplifikací jsou uvedeny v Tab. 6 - 7. V Tab. 8 jsou uvedeny sekvence PCR primerů. 

 

Tabulka 8: Oligonukleotidy pouţívané při analýze DM2 

Pouţití Název primeru Sekvence Reference 

DM2-PCR 
DM2-1F GCCTTATAACCATGCAAATGTGTC 

Mušová, 
nepublikováno 

DM2-1R CCTAGGGGACAAAGTGAGACAG  

Hybridizační sonda 
MD2 

MD2-probeAF GAGAACCTTGCCATTTTTCG 

MD2-probeAR CACCTACAGCACTGGCAACA 

DM2 – RP PCR 

DM2-RP-F GTGTCTTGGCCTTATAACCATGCAAATG (Bachinski et al. 
2003) 

DM2-RP-R4 GACGGGACACCGCTGATCGTTTACAGGCAGGCAGGCAGG 

Universal2 GGGACACCGCTGATCGTTTA 

 
Southernova metoda byla prováděna štěpením genomové DNA EcoRI a 

separací digestu v 1,2% agarózovém gelu v pufru 1xTBE. Fragmenty nesoucí 

repetici CCTG v genu ZNF9 hybridizovaly při teplotě 59°C se značenou sondou, 

připravenou amplifikací lidské genomové DNA pomocí primerů MD2-probeAF a MD2-

probeAR (Tab. 8) v mixu a teplotních podmínkách krátké DM1,2 PCR (Tab. 6, 7). 
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4. VÝSLEDKY 

4.1. Syndrom fragilního chromozomu X 

4.1.1. Optimalizace a zavedení nových metod 

Jedním z cílů práce bylo nahrazení PCR s přímou inkorporací radionuklidu 

fluorescenční metodou a její optimalizace tak, aby amplifikovala normální alely i 

kratší premutace, které se na Southernových blotech nedají odlišit od normálních 

alel. Detekce premutací je zvláště důleţitá u ţen, protoţe při přenosu na potomstvo 

mohou expandovat do plné mutace. Vzhledem k tomu, ţe je třeba amplifikovat GC-

bohatou sekvenci (repetici CGG), je nutné v reakční směsi částečně nahradit dGTP 

jeho analogem 7-deaza-2´-deoxyguanosin trifosfátem a přidat aditiva betain a 

tetrametylen sulfoxid (TMSO), která zlepšují amplifikaci GC-bohaté DNA (Chakrabarti 

a Schutt 2002; Musso et al. 2006). Pro optimální výsledek s Taq polymerázou fy. 

Fermentas jsme testováním dospěli k následujícím koncentracím aditiv: 0,15mM  

7-deaza-2´-deoxyguanosin trifosfát plus 0,27M TMSO plus 1,6M betain (Obr. 3). 
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Obrázek 3: Příklad elektroforézy produktů optimalizované PCR, která amplifikuje 
fragment obsahující repetici CGG v genu FMR1. Produkty byly separovány v 5% 
polyakrylamidovém gelu na analyzátoru Gel-Scan 2000 spolu s délkovým markerem 
Gene Scan-500 TAMRA Size Standard (Applied Biosystems). Na gelu jsou i kontrolní 
vzorky o známé délce repetice (muž s 52 CGG a žena s 30 a 92 CGG). Metoda 
umožňuje odhad délky alel, jejich přesná délka byla určena pomocí kitu Fragile X 
PCR (Celera). Legenda: M - muž, F - žena. 
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Z Obr. 3 je zřejmé, ţe pouţitá reakce velmi spolehlivě amplifikuje premutace 

do délky asi 100 CGG, a detekovatelné jsou i produkty s velikostí kolem 120 CGG. 

Úspěšnost reakce je vţdy kontrolována pomocí ţenské kontroly s délkou premutace 

kolem 100 CGG a další kontroly s hraniční délkou repetice kolem 55 CGG. 

Na přesné stanovení délky hraničních alel mezi 50 a 65 opakování CGG, 

stejně jako na amplifikaci dlouhých expanzí, lze pouţít kit Fragile X PCR (Celera). 

Naše zkušenosti ukázaly, ţe tato metoda je velmi citlivá a spolehlivá a při dodrţení 

standardních podmínek a pouţití vhodných pozitivních kontrol můţe ve většině 

případů nahradit Southernovu metodu. Vyhodnocení délky PCR produktů je moţno 

provádět klasickou elektroforézou v agarózovém gelu (Obr. 4) nebo kapilární 

elektroforézou a fragmentační analýzou (Obr. 5). Problémem zůstávají jen dlouhé 

premutace s hraniční délkou mezi premutací a plnou mutací (kolem 200 CGG), kde 

v případě prenatální diagnostiky nelze rozhodnout, zda taková alela způsobí 

onemocnění. 

 

100

200

300
400
500
650

850
1000

1650
2000

M F M F
Y
X

normální

délka CGG

elongace

CGG

F

normál.alela- 212-344bp

premutace - 373-794bp

plná mutace ≥ 797bp

1 2 3 4 5  

 
Obrázek 4: Příklad separace produktů amplifikace repetice CGG v genu FMR1 
získaných pomocí kitu Fragile X PCR (Celera) ve 2% agarózovém gelu spolu 
s délkovým standardem 1kb Plus Ladder (Invitrogen). Vzorky 1, 2 a 4 obsahují 
expanzi v délkovém spektru plné mutace, vzorek 3 obsahuje premutaci a vzorek 5 je 
normální. Legenda: M – muž, F – žena, X,Y – kontrolní proužky amplifikované na X- 
a Y-specifických sekvencích. 
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>1000 CGGPremutace 63 CGG

 
 
Obrázek 5: Příklad fragmentační analýzy PCR produktů získaných amplifikací DNA 
pacientky s mozaikou premutace o délce 63 CGG a plné mutace asi 1600 CGG 
opakování v genu FMR1 (délka plné mutace byla stanovena Southernovým blotem). 
PCR produkty byly amplifikovány kitem Fragile X PCR (Celera), separovány 
v genetickém analyzátoru ABI3130 v dlouhém runu s použitím délkového standardu 
ROX 1000 Size Standard (Celera). Hodnocení délky bylo provedeno pomocí 
programu GeneMapper v. 4. 
 
 
 
 
 

Pro stanovení délky plných mutací je moţno pouţít také Southernovu metodu, 

která navíc poskytuje informaci o metylačním stavu jednotlivých alel genu FMR1. 

Příklad takového vyšetření je na Obr. 6. 

 

 

Nemetylované

fragmenty

Metylované

fragmenty

Normální 2,8 kb

Normální 5,2 kb

Premutace 2,9- 3,3 kb

Plná mutace > 3,3 kb

Premutace 5,3 - 5,7 kb

Plná mutace > 5,8 kb

1        2        3       4       5   λ/HindIII

 

Obrázek 6: Příklad analýzy expanze v genu FMR1 Southernovou metodou (štěpení 
HindIII/SacII, sonda StB12.3). Vzorek 1 – žena s metylovanou a nemetylovanou 
frakcí plné mutace, 2 – žena s premutací, vzorky 3 a 5 – normální ženy, 4 – muž 
s mozaikou plné mutace a nemetylované premutace. 
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4.1.2. Výsledky molekulárně genetického vyšetření souboru 

V souboru 1880 osob vyšetřených na FXS bylo nalezeno 84 pacientů s plnou 

mutací s délkou alely přesahující 200 CGG, z toho bylo 57 muţů a 27 ţen. U 4,5% 

pacientů ze souboru byla tedy potvrzena diagnóza FXS. Tito pacienti pocházeli z 57 

nepříbuzných rodin. Mezi 84 pacienty s FXS jsme zachytili i ojedinělé nálezy. Jedna 

pacientka měla kromě normální alely a plné mutace i v mozaice de novo vzniklou 

normální alelu (Kazuistika 1). Jiná pacientka s plnou mutací měla velkou deleci na 

krátkém raménku druhého chromozomu X vedoucí k nerovnoměrné X-inaktivaci 

(Kazuistika 2). V jedné rodině byla po průkazu FXTAS provedena prenatální 

diagnostika FXS u plodu dcery postiţeného (Kazuistika 3). Byl také zachycen souběh 

premutace FMR1 a expanze obou alel genu FXN (Kazuistika 4). Dva pacienti s FXS 

měli karyotyp 47,XYY (Kazuistika 5). V souboru byl také odhalen jeden pacient 

s FXTAS s délkou premutace 90 CGG (dále viz Kazustika 2), a 64-letá pacientka 

s premutací s délkou 92 CGG pocházející z rodiny s FXS, zaslaná ale neurologem 

s nejasnou příčinou poruchy řeči a třesem hlavy, cervikální dystonií, tyreopatií a 

hypertenzí. Šest z 22 pacientů analyzovaných metodou Southernova blotu (bez 

metylační analýzy) bylo mozaikou premutace a plné mutace (dále viz Diskuse). 

V rodinách s expanzemi v genu FMR1 jsme hodnotili také intergenerační 

přenosy (souhrn pozorování viz Tab. 9). Na přesné hodnocení délky premutací byly 

pouţity kit Fragile X PCR a fragmentační analýza na přístroji ABI3130. Při všech 11 

přenosech premutace nebo intermediární alely od 9 muţů se v jejich potomstvu 

vyskytly opět pouze premutace. V jediném případě došlo při intergeneračním 

přenosu ke zkrácení alely o 2 CGG, v jednom případě nedošlo k ţádné délkové 

změně a v 9 případech došlo k prodlouţení počtu CGG. Největší pozorované 

prodlouţení bylo o 30 CGG (z 90 CGG na 120 CGG). K poměrně velkému 

prodlouţení došlo i u alely s 61 CGG (na 76 CGG, tedy o 15 CGG). 

Z celkem 48 přenosů premutací v délce od 58 do 156 repetic CGG od 35 ţen 

na jejich potomstvo byly v následující generaci zjištěny ve 12 případech (od 10 ţen) 

premutace (25%) a ve 36 případech (od 27 ţen) plné mutace (75%). Alely o délce 58 

repetic CGG jsme zahrnuli do kategorie premutace, protoţe přesnost pouţité metody 

je pro tuto délku +/-1 CGG. Průměrná délka premutací, které v následující generaci 

neexpandovaly do plné mutace a zůstaly v kategorii premutace byla 73,6 CGG. V 10 
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z 12 těchto případů došlo k prodlouţení alely, ve 2 případech (od jedné matky) došlo 

ke zkrácení (Obr. 7). Průměrná délka premutace expandující u 36 přenosů do plné 

mutace u potomstva byla 97 repetic CGG. Nejkratší premutace prodlouţená do plné 

mutace měla délku 70 CGG. Při 9 přenosech plných mutací od 7 ţen na jejich 

potomstvo došlo v jednom případě ke zkrácení plné mutace na normální alelu v části 

buněk (plná mutace a normální alela v mozaice, Kazuistika 1). V jedné čtyřgenerační 

rodině jsme sledovali postupnou expanzi normální alely do plné mutace (Obr. 8). 

Expanze začala u muţe s alelou nesoucí 53 CGG nacházejícího se v nejstarší 

generaci. Sekvenování této alely ukázalo, ţe sekvence repetice CGG nebyla 

přerušena triplety AGG, které mají stabilizační efekt. 

 
Tabulka 9: Změny počtu repetic CGG při mezigeneračních přenosech alel FMR1 

Typ 
mezigeneračního 
přenosu 

Změna počtu repetic CGG 

premutace 
od muţe (otce) 
na potomstvo 
N=11 

alela zůstává v kategorii premutace (N=11) 
    53→60, 53→58, 61→76, 79→84, 79→90, 79→79, 86→84, 
    90→98, 90→120, 101→105, 119→121 

premutace 
od ţeny (matky) 
na potomstvo 
N=48 

alela zůstává v kategorii premutace (N=12) 
    58→60, 58→61, 60→70, 61→64, 68→94, 74→90, 80→105, 
    81→150, 84→74, 84→64, 86→112, 90→111 
alela se mění na plnou mutaci (N=36) 
    70, 70, 75, 76, 78, 80, 80, 81, 84, 85, 85, 90, 90, 90, 92, 92, 
    92, 94, 94, 96, 96, 98, 100, 102, 105, 105, 105, 105, 111, 
    112, 112, 121, 121, 124, 124, 156 

plná mutace 
od ţeny (matky) 
na potomstvo 
N=9 

alela zůstává v kategorii plné mutace (N=9), 
v jednom prípadě došlo ke zkrácení plné mutace na normální 
alelu v části buněk (mozaika normální alely a plné mutace) 

 

N - počet intergeneračních přenosů. Identickou barvou jsou označeny alely od jedné přenašečky nebo 
jedného přenašeče. U ţádného muţe s plnou mutací nebylo zaznamenáno otcovství. 

 

V souboru 256 pacientů starších neţ 45 let s ataxiemi, kteří byli testováni na 

přítomnost premutace v genu FMR1, byly odhaleny 2 premutace: první nález byl 

klasický případ FXTAS u muţe ve věku 76 let s intenčním tremorem a premutací o 

délce 86 CGG (Kazuistika 3), druhý nález byla pacientka se současnou diagnózou 

Friedreichovy ataxie a s premutací o délce 63 CGG (Kazuistika 4). Výsledky z této 

studie byly publikovány (Zumrová et al. 2005; Zumrová et al. 2007). 
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Obrázek 7: Rodokmen rodiny s FXS, ve kterém došlo ve dvou případech 
intergeneračního přenosu od ženy s premutací o délce 84 CGG k neobvyklému 
zkrácení alely u jejího potomstva (na délku 64 CGG a 74 CGG). 
 
 
 

30/60 CGG 30/58 CGG

33/70 CGG 27/61 CGG

>200 CGG
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30/31 CGG

 

 

 
Obrázek 8: Rodina s FXS, ve které jsme mohli sledovat postupnou expanzi normální 
alely do plné mutace. Nahoře: Rodokmen s vyznačenou délkou CGG repetice. Dole: 
Sekvence alely praděda s délkou 53 CGG, která neobsahuje žádná přerušení AGG. 
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4.1.3. Doporučený algoritmus vyšetření 

Na základě získaných zkušeností a s přihlédnutím k doporučením EMQN 

(http://www.emqn.org/emqn/BestPractice/mainColumnParagraphs/05/document/EM

QN%20guidelines%20FRAX_2006.pdf) pouţíváme tento algoritmus molekulárně 

genetického vyšetření FXS (Obr. 9, 10). U osob bez rodinné anamnézy FXS je 

prvním krokem vyšetření optimalizovaná klasická PCR, která amplifikuje pouze 

normální alely a krátké premutace do délky 100 repetic CGG. V případě detekce 

jednoho produktu normální délky u muţů a dvou normálních produktů různých délek 

u ţen je vyšetření uzavřeno jako negativní. Příslušníci rodin s FXS jsou vyšetřeni 

přímo kitem Fragile X PCR, protoţe v těchto rodinách je zvýšená pravděpodobnost 

výskytu mozaiky normální alely a plné mutace, kterou skríningová klasická PCR 

nezachytí. Alely vyšetřené klasickou PCR, jejichţ délka se pohybuje na hranici 

normální alely a premutace, jsou přesněji charakterizovány kitem Fragile X PCR 

s následnou analýzou v kapilární elektroforéze, která umoţní přesné určení délky 

alely, případně pomocí sekvenace. Kitem Fragile X PCR jsou také vyšetřeny všechny 

zachycené premutace pro vyloučení případné mozaiky s plnou mutací, dále muţi, u 

kterých se nepodařilo amplifikovat ţádný produkt, a také ţeny, u kterých skríningová 

PCR ukázala pouze jeden normální produkt. Podle našich zkušeností kit amplifikuje 

spolehlivě i velmi dlouhé expanze (aţ 4 kb, coţ je nejdelší expanze detekovaná 

Southernovou hybridizací v našem souboru u pacientky s FXS). Southernovou 

metodou jsou pak vyšetřovány pouze ţeny, u kterých kit Fragile X PCR amplifikuje 

pouze jeden normální produkt. U těchto ţen totiţ nelze s jistotou vyloučit, ţe 

normální alela není v heterozygotním stavu spolu s neamplifikovatelnou 

expandovanou alelou. V případech, kdy by ani klasická PCR ani kit Fragile X PCR 

nedetekovaly ţádný produkt, by se mohlo jednat o deleci nebo polymorfismus 

v místě vázání primerů a situace by musela být posouzena ještě Southernovou 

metodou a sekvenací. Takový případ ale nebyl v našem souboru pozorován. 

Southernovou metodou se téţ ověřují negativní výsledky získané kitem Fragile X 

PCR u jedinců z rodin s FXS pro případ selhání amplifikace expandované alely, která 

by mohla být v mozaice s normální alelou. Ani tento případ nebyl dosud 

zaznamenán. 
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Obrázek 9: Používaný algoritmus vyšetření expanze v genu FMR1 u mužů. 
Podrobnosti jsou uvedeny v textu. Schéma nezobrazuje ověření negativního 
výsledku analýzy kitem Fragile X PCR pomocí Southernovy metody, které se provádí 
v rodinách s FXS, kde by mohla být expandovaná alela v mozaice s alelou normální. 
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Obrázek 10: Používaný algoritmus vyšetření expanze v genu FMR1 u žen. 
Podrobnosti jsou uvedeny v textu. Schéma nezobrazuje ověření negativního 
výsledku analýzy kitem Fragile X PCR pomocí Southernovy metody, které se provádí 
v rodinách s FXS, kde by mohla být expandovaná alela v mozaice s alelou normální. 
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4.1.4. Kazuistiky FXS 

Kazuistika 1: Pacientka s mozaikou plné mutace a dvou normálních alel 

Klinická charakteristika: Pacientka byla vyšetřena na našem pracovišti ve 14. 

měsíci ţivota. Porod byl v termínu, poporodní adaptace v normě, následný vývoj 

v normě, chodí od 13 měsíců, ve 14 měsících opakuje slova máma, táta. Údaje o 

dalším vývoji nejsou dostupné. Rodina má anamnézu FXS - trpí jím její bratr a strýc. 

Molekulárně genetiká analýza: Plná mutace byla prokázána u bratra, matky a 

strýce pacientky, maternální babička byla přenašečkou premutace. Přes pozitivní 

rodinnou anamnézu prokázalo skríningové vyšetření genu FMR1 u probandky 

přítomnost dvou různých normálních alel (Obr. 11). Matka s dcerou ale nesdílely 

stejnou alelu, proto byla pacientka vyšetřena i Southernovou metodou. Ta odhalila 

plnou mutaci (Obr. 12). Haplotypová analýza s pouţitím markerů FRAXAC1 a 

FRAXAC2 prokázala, ţe jedna z normálních alel (s 20 CGG) u pacientky vznikla 

zkrácením plné mutace v některé ze somatických buněk (Obr. 13) a sekvenování 

neprokázalo deleci okolních sekvencí. Matka i bratr pacientky téţ vykazovali značný 

somatický mozaicismus s premutacemi a nemetylovanými plnými mutacemi. 

Kazuistika ukazuje na důleţitost kvalitního klinicko-genetického vyšetření a 

genealogické analýzy a na nutnost interpretace nálezů v kontextu výsledků 

molekulárně genetických vyšetření dalších členů rodiny. Také velmi dobře ilustruje 

komplementaritu různých vyšetřovacích metod a nutnost jejich kombinace. 

 

Normální

alely

23

CGG

20/37

CGG

DCERA

MATKA

350bp

400bp

 
 

Obrázek 11: Fragmentační analýza PCR produktů obsahujících repetici CGG v genu 
FMR1. U dcery lze prokázat dvě normální alely, ale ani jedna není sdílena s matkou. 
V levé krajní dráze je délkový standard 1kb+ (Invitrogen). 
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Obrázek 12: Analýza genu FMR1 Southernovou metodou (štěpení HindIII/SacII, 
sonda StB12.3). U pacientky jsou přítomné jak normální fragmenty (2,8 a 5,2 kb), tak 
různě dlouhé prodloužené fragmenty ve spektru plné mutace (šipky). 
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Obrázek 13: Haplotypová analýza rodiny s použitím markerů FRAXAC1 a FRAXAC2 
a vyšetření repetice v CGG genu FMR1. Normální alela se nachází u pacientky na 
stejném haplotypu jako expandovaná alela. Čísly jsou označeny alely vyšetřovaných 
markerů. 
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Kazuistika 2: Pacientka s plnou mutací, delecí Xp, nerovnoměrnou X-inaktivací  
                       a FXTAS u děda 

Klinická charakteristika: Pacientka byla vyšetřena ve věku 6,5 roku pro 

vývojové opoţdění, mírnou MR a autistické rysy. Dívka se narodila v termínu 

zdravým rodičům z prvního těhotenství s váhou 3750 g. Po porodu byl zaznamenán 

úbytek váhy v důsledku slabého sátí a neonatální ikterus. Dívka začala chodit ve 20 

měsících, vývin řeči nebyl opoţděn, ale řeč byla zvláštní a dyslalická. Její chování 

bylo zhodnoceno jako hyperkinetický syndrom s agresí, sebepoškozováním, návaly 

zuřivosti a stavy úzkosti, a byl u ní diagnostikován atypický autismus. Nápadná byla i 

nadváha, mírné dysmorfické rysy (prominující čelo, strabismus, širší kořen nosu a 

dysplastické uši). Měla tlusté ruce s krátkými tlustými prsty. Ţádný z příbuzných 

netrpěl MR ani autismem, avšak u maternálního děda se ve věku 60 let objevil 

tremor a maternální teta a prababička trpěly předčasným selháním funkce ovárií. To 

vedlo k cílené analýze genu FMR1. Karyotypizace ukázala velkou intersticiální de 

novo deleci Xp22.1-p22.3 (Drahuše Novotná, ÚBLG 2. LF UK a FN Motol). 

Molekulárně genetiká analýza: Analýza genu FMR1 kitem Fragile X PCR 

prokázala u pacientky plnou mutaci větší neţ 200 CGG (Obr. 14). Metylační analýza 

genu FMR 1 Southernovou metodou prokázala expanzi s asi 460 CGG a téměř 

kompletní metylaci normální alely (Obr. 15). U asymptomatické matky a maternálního 

děda s tremorem byly detekovány premutace (90 a 96 CGG). Nález premutace u 

děda byl konsistentní s jeho neurologickými potíţemi a potvrdil diagnózu FXTAS 

(Obr. 14). Delece na chromozomu X byla u pacientky charakterizována pomocí array 

CGH a dalších metod (velikost 17,4 Mb, deleční zlomy přibliţně 6,6 a 24,0 Mb od 

Xpter, obsah více neţ 90 genů kódujících proteiny, zasaţen paternální chromozom X 

nesoucí normální alelu FMR1 (gen FMR1 je mimo deletovanou oblast), aberace vede 

k cca 94% přednostní X-inaktivaci (potvrzeno analýzou lokusu AR) - Alţbeta Váţna, 

ÚBLG 2. LF UK a FN Motol). Nález delece na druhém chromozomu X a průkaz jejího 

dramatického vlivu na přednostní inaktivaci dotčeného chromozomu objasnily u 

pacientky překvapivý nález téměř kompletní metylace nejen u alely s plnou mutací, 

ale i u normální alely genu FMR1: zatímco mutovaná alela je metylována díky 

expanzi CGG, normální alela je metylovaná díky svému umístění na inaktivovaném 

chromozomu X. Nálezy byly popsány (Vazna et al., v tisku). 
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Obrázek 14: Detekce expanze v genu FMR1 s použitím kitu Fragile X PCR (Celera) a 
fragmentační analýzy na přístroji ABI3130 s délkovým markerem ROX1000 Size 
Standard (Celera). Analýza prokázala přítomnost plné mutace u pacientky a 
premutaci o délce 90 CGG u jejího děda s tremorem. 
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Obrázek 15: Analýza expanze a metylace genu FMR1 Southernovou metodou 
(štěpení HindIII/SacII, sonda StB12.3). Pacientka má kromě normálního 
metylovaného fragmentu také prodloužený metylovaný fragment (6.6 kb, černá 
šipka). Signál normální nemetylované alely je velmi slabý (prázdná šipka). 
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Kazuistika 3: Pacient ze souboru ataktických pacientů s prokázaným FXTAS 

Klinická charakteristika: Pacient byl vyšetřen neurologem v 67 letech pro 

progredujíci statický a akční třes, od 71 let se přidala i nejistota v chůzi. 

Psychologické vyšetření potvrdilo poruchy pozornosti a paměti. Pacient byl zařazen 

do pilotní studie 256 ataktických pacientů starších 45 let. 

Molekulárně genetická analýza: Laboratorním genetickým vyšetřením byly 

vyloučeny FRDA a SCA typu 1, 2, 3, 6 a 7 (Ludmila Apltová, Marta Kopečková, 

ÚBLG 2. LF UK a FN Motol). Vyšetřením genu FMR1 byla u pacienta nalezena 

premutace 86 CGG (Obr. 16). Tento nález byl ve shodě s klinickými příznaky a byl 

pravděpodobnou příčinou ataxie a kognitivních dysfunkcí. Krátce po stanovení 

diagnózy u pacienta byla doporučena k molekulárně genetickému vyšetření také jeho 

v té době gravidní dcera. Analýza u ní potvrdila premutaci (84 CGG). Vyšetření plodu 

muţského pohlaví vedlo k pozitivnímu nálezu na hranici premutace a plné mutace 

(Obr. 16) a těhotenství bylo na přání pacientky ukončeno. Nález byl publikován 

(Zumrová et al. 2007). 
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Obrázek 16: Fragmentační analýza PCR produktů repetice CGG v genu FMR1  
pacienta s FXTAS, jeho dcery a plodu s použitím kitu Fragile X PCR (Celera). U 
pacienta byla odhalena premutace s délkou 86 CGG, u jeho dcery byla potvrzena 
premutace 84 CGG a prenatální diagnostika u plodu mužského pohlaví prokázala 
přítomnost alely s hraniční délkou mezi premutací a plnou mutací.
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Kazuistika 4: Pacientka s FRDA se současným nálezem premutace FMR1  

Klinická charakteristika: Pacientka byla vyšetřena neurologem ve věku 56 let 

pro problémy se stabilitou, které se poprvé objevily ve věku 49 let. V klinickém nálezu 

byla nejistá chůze o široké bazi, mírný intenční tremor a minimální dysartrie. Intelekt 

a orientace pacientky byly v normě. Otec pacientky zemřel na neoplázii mozku ve 

věku 75 let, matka zemřela ve věku 87 let ve stavu kachexie. Sestra (66 let) měla 

podobné obtíţe s chůzí jako pacientka, které se u ní objevily ve 48 letech. Pacientka 

byla zařazena do pilotní studie 256 ataktických pacientů starších 45 let. 

Molekulárně genetická analýza: Laboratorní genetické vyšetření prokázalo 

FRDA (expanze genu FXN na obou chromozomech - Ludmila Apltová, ÚBLG 2. LF 

UK a FN Motol) (Obr. 17A). U pacientky byla ale současně nalezena i premutace 

v genu FMR1 s délkou 63 CGG (Obr. 17B). Nález byl publikován (Zumrová et al. 

2005). Význam této komorbidity je z hlediska klinického stavu pacientky, případně i 

jeho další progrese, diskutabilní. 
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Obrázek 17: PCR analýza genu FXN (A) a genu FMR1 (B). U pacientky je zjevná 
expanze v genu FXN a absence normální alely (A, dráha 6), stejně tak jako 
premutace v genu FMR1 (B, dráha 1). Nálezy u pacientky jsou zvýrazněny červenými 
elipsami. Pro analýzu genu FMR1 byla použita metoda radioaktivní PCR . 
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Kazuistika 5: Dva pacienti s plnou mutací a karyotypem 47,XYY 

Klinická charakteristika pacienta 5-1: Chlapec se narodil v termínu z 1. 

gravidity zdravých rodičů. Od 4. měsíce byla pozorována psychomotorická retardace. 

Pacient chodil aţ od 3 let, ve 3 letech nemluvil ani řeči nerozuměl, byl bez základní 

orientace a neustále křičel. Jeho fenotyp charakterizovala brachycefalie, kulatý nos, 

velké ušní boltce a makroorchismus. Neurologické vyšetření neprokázalo 

mozečkovou patologii, ale jasná byla horší koordinace v jemné a hrubé motorice. 

Pacient trpěl epileptickými záchvaty. Matka pacienta měla mírný mentální deficit, 

v širší rodině ţádné potíţe ani vývojové vady nebyly uvedeny. Cytogenetická analýza 

pacienta prokázala karyotyp 47,XYY (Marie Trková, GENNET Praha). 

Klinická charakteristika pacienta 5-2: Chlapec pocházel z 1. rizikové gravidity. 

Porod se uskutečnil v termínu, porodní váha byla 4300 g. Novorozenec byl 

resuscitován, trpěl ikterem léčeným fototereapií a transfuzí. Pacient chodil od 12 

měsíců, ale trpěl opoţděním řeči (ve třech letech uměl jen 2-3 slova). V současnosti 

je 20-letý s výškou 2 m (nad 97. percentilem), má dlouhý obličej, velké ruce a nohy a 

zvětšená testes. Vykazuje mírnou aţ středně těţkou mentální retardaci, autistické 

rysy a sklony k agresivitě. V rodině nebyly zaznamenány ţádné další případy 

mentální retardace. Cytogenetická analýza prokázala karyotyp 47,XYY (Drahuše 

Novotná, ÚBLG 2. LF UK a FN Motol) (Obr. 18A). 

Molekulárně genetická analýza: U obou pacientů byla prokázána plná mutace 

v genu FMR1 (pacient 5-2 – Obr. 18B). Koincidence těchto nálezů je pozoruhodná. 

 
 

 
Obrázek 18: Karyotyp (A) a vyšetření genu FMR1 Southernovou metodou (štěpení 
HindIII, sonda StB12.3) (B) u pacienta 5-2. Karyotypování prokázalo karyotyp 47,XYY 
a analýza genu FMR1 ukázala premutaci u matky a plnou mutaci u pacienta. 
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4.2. Myotonická dystrofie typ 1 

4.2.1. Optimalizace a zavedení nových metod 

Pro zefektivnění diagnostiky DM1 byla zaveda fluorescenční PCR pro 

amplifikaci normálních alel, která nahradila PCR s přímou inkorporací radioizotopu. 

Fluorescenčně značené PCR produkty byly separovány v denaturačním 

polyakrylamidovém gelu na analyzátoru Gel-Scan 2000 (Obr. 19). Výhodou této nově 

zavedené metody byla kromě vyřazení práce s radioizotopem především rychlost a 

poměrně vysoká přesnost určení délky normálních PCR produktů. Metoda zachytí 

expanzi s délkou do 100 CTG. 
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Obrázek 19: Příklad analýzy PCR produktů pacientů 1, 2 a 3 získaných pomocí 
primerů GCT1/Somy4R ležících na protilehlých stranách repetice v genu DMPK na 
analyzátoru Gel-Scan 2000. Vzorek 1 obsahuje dvě normální alely. Vzorek 2 má jen 
jednu normální alelu a přítomnost neamplifikovatelné expanze na druhém 
chromozomu není vyloučena. Vzorek 3 je pacient s normální alelou a mozaikou 
krátkých expanzí (odhadovaný počet opakování 55 a 70 CTG). Upřesnění délky alel 
viz Obr. 20. V první dráze (M) je délkový marker  GeneScan-500 TAMRA Size 
Standard (Applied Biosystems). 
 
 
 

Pro vyhledávání expandovaných alel byla zavedena také fluorescenční 

metoda TP-PCR (Obr. 20). Její předností je opět rychlost a přesnost při určování 

délky hraničních alel. Není však vhodná pro určení délky expanzí delších neţ 100 

CTG. 
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Obrázek 20: Příklad analýzy TP-PCR produktů amplifikovaných na CAG vlákně u 
pacientů 1, 2 a 3 (viz též Obr. 19) na analyzátoru ABI3130 (Applied Biosystems). 
Zelený pík odpovídá nejkratšímu fragmentu (vlevo) s 5 trinukleotidy CTG, každý další 
pík představuje nárůst o 1 trinukleotid. Červené píky znázorňují marker GeneScan-
500 ROX Size Standard (Applied Biosystems). Vzorek 1 obsahuje normální alely 5 a 
12 CTG, vzorek 2 má normální alelu 21 CTG a expanzi. U vzorku 3 je normální alela 
12 CTG a mozaika expanze o délce 56 CTG a 72 CTG. 
 
 
 

Pro detekci expanzí do velkosti 500 CTG byla zavedena metoda long-range 

PCR s pouţitím kitu Expand (Roche) (Obr. 21). Optimálních reakčních podmínek 

bylo po extenzivním testování dosaţeno s pouţitím pufru 2 a 2M betainu. 
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Obrázek 21: Příklad separace LR-PCR produktů obsahujících repetici v genu DMPK 
u pacientů s DM1. Nejdelší produkty jsou vyznačeny šipkou (přibližná délka 450 
CTG). 
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Pro detekci a určení délky dlouhých expanzí byla zavedena Southernova 

metoda (příklad analýzy rodiny s DM1 je na Obr. 22). Genomová DNA byla štěpena 

enzymem EcoRI, fragmenty byly separovány v agarózovém gelu, blotovány a 

hybridizovány s radioaktivně značenou sondou. Tato sonda byla připravena 

amplifikací z genomové DNA s pouţitím vlastních navrţených primerů Somy1F/886R 

komplemetárních k fragmentu nesoucímu repetici. 

II/1 III/1 III/2 II/2 III/3 III/4 I/1

normální 

fragmenty

expanze

kongenitální formy

nejdelší expanze

 

Obrázek 22: Příklad analýzy genu DMPK v třígenerační rodině s DM1 Southernovou 
metodou (štěpení EcoRI, PCR sonda). Normální fragmenty mají délku 8.6 a 9.8 kb, 
fragmenty s expanzí jsou delší než 9.8 kb. Je vidět postupné prodlužování expanze 
v následujících generacích. Červeně jsou vyznačeny nejdelší expanze, které jsou 
spojeny s nejtěžšími kongenitálními formami. Pacientka I/1 má krátkou expanzi, která 
splývá s normálním fragmentem. 

 

4.1.2. Výsledky molekulárně genetického vyšetření souboru 

V souboru 675 pacientů, kteří splňovali indikační kritéria pro testování 

myotonické dystrofie, bylo detekováno 171 pozitivních pacientů s expanzí v genu 

DMPK. Pacienti pocházeli z 87 nepříbuzných rodin. V tomto souboru bylo také 

zachyceno několik ojedinělých nálezů, jako pacientka s DM1 s expanzemi na obou 

chromozomech (Kazuistika 6) a čtyři rodiny s DM1 a dva pacienti s intermediárními 

alelami s repeticí CTG přerušenou jinými triplety (CCG a CTC) (Kazuistika 7). 
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U 41 potvrzených pacientů s DM1 jsme získali informaci o délce jejich 

expanze ze Southernovy hybridizace. Na Obr. 23 jsou shrnuty délky expanzí u těchto 

pacientů s ohledem na věk pacienta v čase odběru periferní krve pro izolaci DNA. 

Pacienti s kongenitální formou onemocnění měli expanze větší neţ 1000 CTG 

repetic, zatímco ostatní pacienti měli různě dlouhé expanze mezi 100 aţ 2000 CTG, 

přičemţ pacienti s lehkou formou onemocnění měli expanzi do délky 150 CTG. 

Podrobný klinický popis pacientů s dlouhými expanzemi (nad 1000 CTG) se podařilo 

zpětně získat jen od 7 pacientů, z nichţ u 1 byl zaznamenán nástup nemoci ve 4 

letech a u 6 v počátku 2. dekády ţivota, u 5 z nich příznaky zahrnovaly téţ mírný 

mentální deficit. 
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Obrázek 23: Přehled délek nalezených expanzí u pacientů s DM1 vynesených podle 
věku při odběru vzorku. Pacienti s kongenitální formou (zobrazeni růžovými čtverci) 
mají délku expanze větší než 1000 CTG, s dětskou/juvenilní formou (žluté 
trojúhelníky) mají délku expanze od 1000 do 2000 CTG, s adultní formou mají délku 
expanze mezi 100 a 1300 CTG (modré čtverce). Světle modrými kroužky jsou 
znázorněni pacienti s neznámou formou DM1.  
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V rámci studie frekvence přerušených alel (Kazuistika 7) jsme zjišťovali také 

spektra normálních alel v populaci. K dispozici jsme měli údaje ze souboru 100 

normálních kontrolních jedinců (200 alel) a údaje o normálních alelách ze souboru 

postiţených. Před sloučením jsme tyto údaje navzájem porovnali. Protoţe postiţení 

nebyli na rozdíl od kontrol vţdy nepříbuzní (v souboru bylo několik postiţených 

sourozeneckých párů), provedli jsme korekci vyloučením jednoho postiţeného 

z kaţdého páru (v souboru byl ponechán vţdy mladší sourozenec a starší byl 

vyřazen). Výsledky shrnuje Tab. 10 a Obr. 24. Frekvence normálních alel u obou 

souborů je trimodální s vrcholy u alel s délkou 5, 12 a 21 CTG. U pacientů s DM1 je 

však frekvence alely s 5 CTG sníţená oproti kontrolnímu souboru o 2-5%, a 

frekvence alely s 11 CTG je naopak zvýšená aţ o 10%. 

 

Tabulka 10: Přehled délek normálních alel genu DMPK u různých souborů 

Soubor Počet repetic CTG 

kontrolní soubor 
(N=100 osob) 

počet alel s příslušnou délkou opakování u kontrol (N=200 alel) 
5 CTG - 85x, 10 CTG - 1x, 11 CTG - 18x, 12 CTG - 28x, 
13 CTG - 25x, 14 CTG - 13x, 15 CTG - 2x, 18 CTG - 1x, 
19 CTG - 1x, 20 CTG - 4x, 21 CTG - 10x, 22 CTG - 5x, 
23CTG - 1x, 24 CTG - 3x, 26 CTG - 2x, 
27 CTG - 1x 

počet alel po sloučení do skupin dle délky 
<11 CTG - 86x, 11 CTG - 18x, 12 CTG - 28, 13 CTG - 25x, 
14 CTG - 13x, >14 CTG - 30x 

soubor pacientů 
s DM1 
(N=148 osob) 

počet alel s příslušnou délkou opakování u pacientů (N=148 alel) 
5 CTG - 60x, 6CTG - 1x, 8CTG - 2x, 10 CTG - 1x, 11 CTG - 27x, 
12 CTG - 12x,13 CTG - 21x, 14 CTG - 8x, 15CTG - 2x,  
16 CTG - 3x, 17CTG – 1x,19 CTG - 1x, 20 CTG - 1x,   
21 CTG - 3x, 22 CTG - 2x, 23CTG - 1x, 24 CTG - 2x,  
26 CTG - 1x, 27 CTG - 1x  

soubor pacientů 
s DM1 
po korekci 
(N=126 osob) 
 

počet alel s příslušnou délkou opakování u pacientů 
po korekci (N=126 alel) 
5 CTG - 49x, 6CTG - 1x, 8CTG - 2x, 10 CTG - 1x, 11 CTG - 26x, 
12 CTG - 12x,13 CTG - 19x, 14 CTG - 7x, 15CTG - 2x,  
16 CTG - 3x, 17CTG - 1x,19 CTG - 1x, 20 CTG - 1x,   
21 CTG - 2x, 22 CTG - 1x, 23CTG - 1x, 24 CTG - 2x,  
26 CTG - 1x, 27 CTG - 1x 

počet alel po sloučení do skupin dle délky 
<11 CTG - 53x, 11 CTG - 26x, 12 CTG - 12x, 13 CTG - 19x, 
14 CTG - 7x, >14 CTG - 16x 
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Normální alely genu DMPK  u pacientů s DM1
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Obrázek 24: Grafy frekvence normálních alel v kontrolním souboru (nahoře), 
v souboru pacientů s DM1 (uprostřed), a v souboru korigovaném u postižených 
sourozeneckých párů ponecháním alely pouze nejmladšího postiženého sourozence 
(dole). Podrobnosti jsou uvedeny v textu. 
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Pro zjištění statistické významnosti rozdílů ve spektrech délek normálních alel 

u kontrol a u postiţených jedinců byla data podrobena statistické analýze. Alely byly 

kvůli malému počtu reprezentantů některých délek rozděleny do 6 skupin (alely 

menší neţ 11 CTG, 11 CTG, 12 CTG, 13 CTG, 14 CTG, a větší neţ 14 CTG, Tab. 

10). Data byla posouzena Chí kvadrát testem homogenity (Chí-kvadrát = 9,47; 5 

stupňů volnosti; P = 0,09169; statistickou analýzu provedl Dr. Roman Krejčí). 

Analýza naznačuje, ţe nic nesvědčí proti hypotéze, ţe rozdělení počtů ve skupinách 

je stejné pro kontroly i pro pacienty a ţe pozorované odchylky jsou náhodné. 

 

4.2.3. Doporučený algoritmus vyšetření 

Při testování DM1 je s přihlédnutím k doporučením EMQN pouţíván 

dvoukrokový PCR test (klasická PCR a TP-PCR) (Obr. 25). TP-PCR je prováděna na 

obou vláknech DNA, aby se předešlo falešně negativním výsledkům z důvodu 

polymorfismů v místech nasedání primerů jak vně, tak uvnitř repetice (viz níţe). 

V případě sporných výsledků je vzorek vyšetřen opakovaně všemi dostupnými 

metodami včetně Southernova blotu. Tato metoda je vhodná také pro zjišťování 

délky dlouhých expanzí v případech, kdy takový poţadavek vychází z indikace. 
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Obrázek 25: Algoritmus vyšetření expanze v genu DMPK. Podrobnosti viz text. 
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4.2.4. Kazuistiky DM1 

Kazuistika 6: Pacientka s DM1 s expanzemi na obou chromozomech 

Klinická charakteristika: Jedná se o pacientku s klasickým fenotypem DM1 

s ptózou, kataraktou (operace ve věku 45 let), poruchou štítné ţlázy (operace ve 

věku 42 let), kognitivním deficitem, slabostí horních a dolních končetin, distálním 

typem atrofie svalů, myotonií s myopatickou sloţkou (neurologické vyšetření ve věku 

47 let). Má chůzi o širší bázi. Porucha převodového systému srdce nebyla zjištěna. 

První příznaky poruchy dekontrakce na horních končetinách pacientka zpozorovala 

na základní škole. Výskyt svalového onemocnění v rodině pacientka neuvádí. 

Molekulárně genetická analýza: Analýza genu DMPK metodou PCR a 

Southernova blotu prokázala expanzi na obou chromozomech s délkou 59 CTG 

(upřesněno téţ sekvenací) a 1600 CTG. Na Obr. 26 je výsledek Southernova blotu 

pacientky. 
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Obrázek 26: Southernův blot pacientů s DM1 (štěpení EcoRI, PCR sonda). Nález 
dvou expanzí u pacientky (dráha 6) je zvýrazněn červenými šipkami. Normální 
fragmenty mají délku 8.6 a 9.8 kb, fragmenty s expanzí jsou delší než 9.8 kb. 
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Kazuistika 7: Rodiny s repeticí CTG přerušenou jinými triplety (CCG a CTC) 

Klinická charakteristika rodiny A: Rodina byla zachycena prostřednictvím dvou 

sourozenců s myotonickou dystrofií (A-4, A-5). Pacient A-4 byl poprvé vyšetřen 

neurologem ve věku 53 let pro slabost prstů rukou, poruchy chůze a řeči a křeče 

trvající nejméně 3 roky. EMG potvrdila myotonické výboje distálních svalů a axonální 

polyneuropatii. Pacient měl téţ bilaterální kataraktu, hyperglykemii a podstoupil 

operaci štítné ţlázy. Pacientka A-5 byla poprvé vyšetřena ve věku 42 let z důvodu 

přetrvávající únavy. Fyzikální vyšetření prokázalo myotonii distálních svalů a EMG 

potvrdilo myotonii bez známek dystrofie. EKG vyšetření ukázalo 1. stupeň AV-bloku. 

Pacientka A-5 neměla diabetes ani kataraktu. V čase testování nemělo ţádné z dětí 

A-4 a A-5 podobné klinické obtíţe ani anomálie na EMG. Na Obr. 27 je znázorněn 

rodokmen rodiny A. 
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Obrázek 27: Rodokmen rodiny A. Pacienti a další členové rodiny, kteří byli 
molekulárně geneticky vyšetřeni, mají v rodokmenu vyznačeny počty opakování 
tripletů v repeticích jejich alel genu DMPK. Plnými symboly jsou označeny osoby 
vykazující příznaky. Žádný z pozitivně testovaných potomků pacientů A-4 a A-5 (A-2, 
A-3, A-6, A-7) nevykazoval v době testování žádné symptomy myotonické dystrofie 
(rodokmenové symboly označené tečkou). 
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Klinická charakteristika rodiny B: Pacient B-1 byl doporučen k neurologickému 

vyšetření ve věku 50 let. Od 40 let měl problémy uvolnit po kontrakci čelistní svaly a 

současně se objevila bilaterální katarakta. Od 45 let se objevily křeče a problémy 

s dekontrakcí drobných svalů rukou. Pacient však neměl svalovou atrofii ani slabost. 

EMG prokázala myotonické výboje bez svalové dystrofie. Pacient neměl patologický 

nález na EKG ani ţádné endokrinní problémy. Jeho otec měl bilaterální kataraktu a 

diabetes mellitus a zemřel v 55 letech na rakovinu. Syn (B-2) ani dcera pacienta 

neměli v čase testování ţádné svalové potíţe. Jejich nález EMG byl negativní. 

Klinická charakteristika rodiny C: 49-letá pacientka C si všimla svalové 

hypertonie a křečí v lýtkách a stehnech ve věku 23 let. Od 41. roku ţivota měla 

problémy s chůzí a pozorovala i slabost drobných svalů ruky. Vyšetření odhalilo 

myotonii a slabost distálních svalů a atrofii distálních svalů končetin. Jehlová EMG 

prokázala četné myotonické výboje se svalovou dystrofií, kondukční studie prokázaly 

mírnou senzorickou a motorickou polyneuropatii. 71-letá matka pacientky trpěla 

podobnými problémy od 40. roku ţivota, v současnosti je 4 roky upoutaná na vozíku. 

Klinická charakteristika rodiny D: Pacientka D-1 byla poprvé vyšetřena v 56 

letech. Zhoršenou chůzi a pocit ztuhlosti pozorovala od 45 let. Vyšetření ukázalo 

poruchy dekontrakce rukou, myopatické drţení trupu a ochablost břišních svalů. 

EMG prokázalo myotonickou reakci. Pacientka měla téţ bilaterální kataraktu a 

náznak frontální alopecie. Neurolog vyslovil podezření na DM1. O 6 let později byla 

vyšetřena i její 36-letá dcera (D-2) s poruchami chůze a svalovou slabostí, kterými 

trpěla od 35 let. EMG prokázalo myotonické výboje a iniciální kataraktu. 

Klinická charakteristika pacienta E: 29-letý pacient trpěl od svých 7 let 

myotonií, která progredovala do konce 2. dekády ţivota. Vyšetření prokázalo difuzní 

svalovou hypertrofii s myotonií distálních svalů horních končetin. EMG potvrdilo 

myotonické výboje bez svalové dystrofie.  Ţádný z rodičů neměl podobné obtíţe. 

Klinická charakteristika pacienta F-1: 20-letý pacient byl nápadný malým 

vzrůstem, krátkým trupem, krátkými horními končetinami, deformitami nohy, atrofií 

lýtkových svalů a ptózou. Od narození trpěl svalovou ztuhlostí a později se vyvinuly 

kontraktury šlach na loktech a kolenou. EMG neprokázala myotonii, ale neurolog 

vyţádal vyšetření genu DMPK. V rodině nebyla jiná neuromuskulární onemocnění, 

ale otec a paternální děd měli omezenou roztaţitelnost kloubů a malý vzrůst. 
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Molekulárně genetická analýza rodiny A: Cílené vyšetření metodou TP-PCR 

prokázalo expanzi u pacienta A-4, avšak TP-PCR produkty amplifikované pomocí 

primeru nasedajícího distálně od repetice dávaly neobvyklý obraz, ve kterém chyběly 

signály některých TP-PCR produktů. Výsledek byl proto verifikován Southernovou 

metodou, která pozitivní výsledek potvrdila a určila délku expanze na 600-800 CTG. 

Expanze byla následně potvrzena i u dalších příbuzných včetně pacientky A-5. 

Obraz TP-PCR produktů amplifikovaných z distálního konce repetice se v kapilární 

elektroforéze u jednotlivých příbuzných znatelně lišil (Obr. 28). Sekvenování TP-PCR 

produktů odhalilo u všech členů rodiny s expanzí několik přerušení repetice CTG 

trinukleotidy CCG a CTC na jejím 3´ konci. Tato přerušení zabraňovala vazbě 

primeru komplementárního k repetici CTG. Jednotliví členové rodiny se lišili 

v umístění a počtu přerušení v repetici (Obr. 32, 33). Kromě toho byla rodina zvláštní 

akumulací kontrakcí expanze. Z 5 intergeneračních přenosů došlo jen v jediném 

případě k prodlouţení expanze (maternálně). Ve zbylých 4 případech došlo ke 

kontrakcím expanzí (dva maternální a dva paternální přenosy) (Obr. 29). 
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Obrázek 28: Fragmentační analýza TP-PCR produktů genu DMPK amplifikovaných 
primerem vázajícím se distálně od repetice u členů rodiny A a u kontrolního vzorku 
s nepřerušenou expanzí (EXP). Na křivkách chybí signály TP-PCR produktů 
začínajících od míst, kde se primer nemohl navázat. Po straně je přiložen 
zjednodušený rodokmen pro usnadnění sledování intergeneračních přenosů. 
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Obrázek 29: Elektroforéza PCR produktů amplifikovaných s použitím primerů 
vázajících se před a za repeticí za podmínek long-range PCR. Z pěti 
intergeneračních přenosů jen u jednoho došlo k prodloužení expanze (z A-5 na A-6), 
u čtyř dalších došlo ke kontrakci. Připojen je zjednodušený rodokmen pro usnadnění 
sledování intergeneračních přenosů. 
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Molekulárně genetická analýza rodiny B: Vyšetření TP-PCR prokázalo 

přítomnost expanze u pacienta B-1, avšak pouze v reakci s pouţitím primeru 

lokalizovaného před repeticí. TP-PCR s pouţitím primeru nasedajícího za repetici 

dávala opakovaně negativní výsledek. Long-range PCR stanovila délku expanze na 

450 CTG. Testovali jsme moţnost výskytu polymorfismu v místě nasedání primeru, 

případně deleci oblasti přiléhající na 3´ konec repetice, avšak bez úspěchu. Nálezy 

v rodině A poukázaly na to, ţe za selhání TP-PCR by mohla být odpovědná podobná 

přerušení v repetici. Pouţitím dalších variant TP-PCR a long-range TP-PCR 

s repetitivními primery navrţenými tak, aby se vázaly do repetice přerušené triplety 

CCG, jsme konečně získali produkt TP-PCR amplifikován z 3´ konce repetice. 

Následná sekvenace odhalila sekvenci (CTG)n(CCGCTG)33-

39(CCG)(CCGCTG)3(CTG)18 na expandované alele. Pravidelný sled hexanukleotidů 

(CCGCTG)n byl přerušen jedním tripletem CCG (Obr. 30). Expandovaná alela 

pacientova asymptomatického syna (B-2) s přibliţnou délkou 400 repetic měla 

sekvenci (CTG)n(CCGCTG)35-37(CCG)12CTG 

CCG(CTG)11. Na této alele se objevil souvislý sled 12 CCG nepřítomný u otce (Obr. 

30). 

Pacient B-1

B-2

 
Obrázek 30: Střední části sekvence TP-PCR produktů expandovaných alel pacienta 
B-1 a jeho zdravého syna B-2 s použitím primeru vázajícího se distálně od repetice a 
repetitivního primeru P4CC specifického pro poslední přerušení CCG. Expandovaná 
alela B-2 obsahuje kromě opakování tripletu CTG a hexameru CTGCCG též 
kontinuální sled 12 CCG, který není přítomen u otce. Černé čtverce zvýrazňují 
 triplety CCG. 
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Molekulárně genetická analýza pacientky C: TP-PCR u pacientky C dávala 

podobně jako u rodiny B rozporuplné výsledky: z proximální strany repetice výsledek 

svědčil pro expanzi, reakce z distální strany expanzi neamplifikovala. Southernova 

metoda prokázala expanzi o velikosti asi 700 CTG. Sekvenací TP-PCR produktů 

amplifikovaných z distální strany s pouţitím repetitivních primerů obsahujících 

přerušení CCG (P4CC, P4hex1) byla odhalena komplexní konfigurace 

mnohočetných nepravidelných přerušení tripletem CCG na 3´ konci repetice (Obr. 

32, 33). 

Molekulárně genetická analýza rodiny D: Southern blot prokázal u pacientek 

D-1 a D-2 přítomnost expanze v genu DMPK s přibliţnou délkou 500 a 800 tripletů. 

Pozdější analýza metodou TP-PCR odhalila chybějící produkty amplifikované z 3´ 

konce expanze. Sekvenace long-range TP-PCR produktů amplifikovaných z této 

strany repetice u obou pacientek odhalila překvapivou konfiguraci obsahující 

kontinuální blok 32 a 39 CGG tripletů (Obr. 32, 33). 

Molekulárně genetická analýza pacienta E: Analýza prokázala alely s 14 a 37 

triplety. TP-PCR dávala opět neobvyklý obraz (Obr. 31). Následná sekvenace 

odhalila na delší alele sekvenci (CTG)6(CCGCTG)13(CTG)5, ve které se střídaly 

segmenty s pravidelnou repeticí CTG a hexamerem (CCGCTG)n (Obr. 32, 33). 

 

 
Obrázek 31: Fragmentační analýza TP-PCR produktu amplifikovaného s použitím 
primeru vázajícího se distálně od repetice u pacienta E (Somy4R/P3R/P4CTG). 
V místech, kde se nemohl primer obsahující pravidelnou repetici CTG navázat, chybí 
signály produktů (modré šipky). 
 
 

Molekulárně genetická analýza pacienta F-1: Analýza prokázala přítomnost 

alel s 14 a 43 triplety. Tyto alely byly sekvenovány v rámci testování kontrolního 

souboru pacientů s DM1 s expanzí v genu DMPK. Sekvenace odhalila na delší alele 

sekvenci (CTG)6(CCGCTG)16(CTG)5, kde se opět střídaly segmenty s pravidelnou 

repeticí CTG a hexamerem (CCGCTG)n podobně jako u pacienta D (Obr. 32, 33). 
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Obrázek 32: Části sekvence TP-PCR produktů několika pacientů nesoucích 
přerušení v repetici CTG v genu DMPK. DNA čtyř pacientů z rodiny A byla pro 
získání čisté sekvence amplifikována pomocí primeru P4CTC, který se specificky 
vázal k přerušení CTC. DNA zbylých pacientů byla amplifikována použitím primeru 
P4CC specifického pro nejvzdálenější (na 5´ straně) přerušení tripletem CCG. U 
pacientů B-1 a C je ukázána pouze střední část a 5´ oblast nesoucí přerušení. 
Sekvence některých vzorků není jednoznačná, což je zřejmě způsobeno technickými 
artefakty při amplifikaci a sekvenování vysoce repetitivní sekvence nebo somatickým 
mozaicismem u pacientů. 
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Obrázek 33: Schematické znázornění struktury repetice v genu DMPK u jedinců 
s přerušeními, kteří byli identifikováni v rámci naší studie, a u jediného dříve 
publikovaného případu (Leeflang a Arnheim 1995). Každý čtverec představuje jeden 
triplet, přičemž přerušení trinukleotidy CCG jsou znázorněna černými a přerušení 
CTC šrafovanými čtverci. Počty repetic uváděné u expandovaných alel vyjadřují 
celkovou délku expanze, ne pouze délku, kterou nebylo možno ve schématu 
znázornit. Pro usnadnění sledování intergeneračních změn jsou po stranách přidány 
zjednodušené rodokmeny. Otazníky jsou vloženy v místech, kde nebylo možné 
jednoznačně rozhodnout mezi triplety CTG a CCG, což je zřejmě způsobeno 
technickými artefakty při amplifikaci a sekvenování vysoce repetitivní sekvence nebo 
somatickým mozaicismem u pacientů. Finalizaci těchto schémat předcházela 
sekvenace TP-PCR produktů amplifikovaných s primery specifickými pro různé typy 
přerušení (P4CTC, P4CCG, P4hex1) při normálních i long-range podmínkách, aby 
bylo možno zachytit nejvzdálenější (na 5´ straně) přerušení, a výsledky byly 
vzájemne korigovány a porovnány s fragmentační analýzou TP-PCR produktů. 
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Analýza sekvenčních přerušení repetice CTG v souboru rodin s DM1 a 

v kontrolním souboru normálních jedinců: Odhalení přerušení u několika pacientů ze 

3 rodin (A-C) a jednoho jedince s intermediární alelou (E) pro nás bylo pobídkou 

k hledání tohoto jevu i u dalších rodin s DM1 a v obecné populaci. Přerušení jsme 

nejprve hledali sekvenací TP-PCR produktů u 60 nepříbuzných pacientů s DM1 a u 

jednoho pacienta s intermediární alelou s délkou 43 tripletů. U posledně 

jmenovaného pacienta (F-1) jsme přerušení repetice CTG skutečně nalezli. Další 

testování přítomnosti přerušení jsme provedli metodou TP-PCR v dalších 20 

rodinách s DM1 a u všech pacientů s DM1 z našeho souboru, u kterých byla 

k dispozici DNA (celkem 146 pacientů s expanzí v genu DMPK). Takto byli odhaleni 

dva pacienti z rodiny D s přerušeními na expandované alele. V kontrolním souboru 

normálních jedinců jsme testovali přítomnost přerušení repetice CTG triplety CCG 

s pouţitím restrikčního štěpení enzymem AciI, který rozpoznává sekvenci CCGC 

(Leeflang a Arnheim 1995). Tento test však u 200 normálních alel v obecné populaci 

neodhalil ţádná přerušení triplety CCG (Obr. 34). 
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E

F-1

E
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Obrázek 34: Příklad analýzy PCR produktů štěpených a neštěpených enzymem AciI 
u 21 jedinců z kontrolní skupiny (1-21) a u pacientů E a F-1 v 5% denaturačním 
polyakrylamidovém gelu (Gel-Scan 2000). M, 3bp ladder. Přítomnost přerušení vede 
ke štěpení jednoho z delších PCR produktů enzymem AciI u pacientů E a F-1 a tedy 
k jeho vymizení z gelu, zatímco kratší produkty jedinců E a F-1 a všechny produkty 
kontrolních jedinců zůstávají nenaštěpeny. 
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4.3. Myotonická dystrofie typ 2 

4.3.1. Optimalizace a zavedení nových metod 

Pro testování normálních alel genu ZNF9 byla zavedena metoda krátké PCR 

pomocí primerů navrţených tak, aby se vázaly k sekvencím sousedícím s repeticí. 

PCR produkty byly separovány a analyzovány na přístroji Gel-Scan 2000. Pro 

analýzu dlouhých expanzí byla zavedena Southernova metoda (Obr. 35). Ta 

umoţnila detekci expanze, ale byla zdlouhavá a nemusela zachytit všechny pacienty 

s DM2 z důvodu častého extrémního somatického mozaicismu v délce 

expandovaných alel. Pro rychlé vyhledávání expanzí byla proto zavedena také 

metoda repeat-primed PCR (RP-PCR), která je obdobou TP-PCR (Bachinski et al. 

2003). Produkty RP-PCR byly separovány v kapilární elektroforéze (Obr. 36). 
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Obrázek 35: Příklad analýzy genu ZNF9 Southernovou metodou (štěpení EcoRI, 
PCR sonda). Pacienti s pozitivním nálezem expanze mají v tomto případě už i 
projevy nemoci. Pacienti ve III. generaci mají delší expanzi, nástup jejich nemoci byl 
mírně časnější. U pacientů II/3 a II/4 je vidět vysokou míru somatické instability - 
expanze u nich vytváří smear, který je obtížně detekovatelný a hodnotitelný. 
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Obrázek 36: Příklad analýzy RP-PCR produktů genu ZNF9 u dvou vzorků A a B 
v kapilární elektoforéze. Vzorek A obsahuje expandovanou alelu, ve vzorku B se 
žádná expanze neamplifikovala. Červené píky reprezentují délkový marker 
GeneScan-500 ROX Size Standard (Applied Biosystems).  
 
 
 
 
4.3.2. Výsledky molekulárně genetického vyšetření souboru 

V našem souboru pacientů a jejich příbuzných indikovaných na vyšetření 

myotonické dystrofie bylo identifikováno 70 pacientů s expanzí v genu ZNF9. Tito 

pozitivně testovaní pacienti patřili do 42 rodin. Věk pacientů při odhalení nemoci, 

zachycených jako prvních v rodinách, se pohyboval od 23 do 76 let, průměrný věk 

byl 52 let. Z celkových počtů rodin s molekulárně geneticky prokázanou DM1 a DM2 

tedy můţeme odvodit, ţe DM2 se v regionu Čech vyskytuje v poměrně vysoké 

frekvenci, která dosahuje téměř poloviny výskytu DM1. V souboru pacientů s DM2 

jsme identifikovali dvě nepříbuzné rodiny se třemi pacienty s expanzemi na obou 

alelách genu ZNF9 (Kazuistika 8). 
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4.3.3. Doporučený algoritmus vyšetření 

V naší laboratoři pouţíváme na základě našich zkušeností a s přihlédnutím 

k doporučením (Botta et al. 2006; Udd et al. 2006) podobně jako u DM1 

dvoukrokovou PCR (Obr. 37): v prvním kroku se amplifikují krátké alely a do dalšího 

testu jsou vybráni jen pacienti s jedním normálním produktem. Ve druhém kroku se 

pak pomocí RP-PCR amplifikují expandované alely. V případě, ţe RP-PCR expanzi 

neamplifikuje, se výsledek ověřuje Southernovou hybridizací. 

 

DM2 negativní

Pacient se symptomy DM2

Presymptomatický test

DM2 pozitivní

expanze

přítomna

RP-PCR

Southernova

hybridizace

expanze

nepřítomna

2 normální

produkty

1 normální

produkt

1 normální

fragment

1normální

fragment/

1 expanze

PCR

 

Obrázek 37: Používaný algoritmus vyšetření expanze v genu ZNF9. Podrobnosti jsou 
uvedeny v textu. 
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4.3.4. Kazuistiky DM2 

Kazuistika 8: Tři pacienti s DM2 s expanzemi na obou chromozomech 

Klinická charakteristika pacientky 8-1 a její sestry 8-2: První potíţe, které se 

manifestovaly jako slabost šíjového svalstva, se u pacientky 8-1 objevily ve věku 29 

let, po porodu jejího dítěte. Od té doby potíţe postupně progredovaly svalovou 

slabostí, bolestmi v stehnech. Ve věku 54 let jiţ pacientka není schopna chodit do 

schodů, má téţ slabost svalů břišní stěny a stisk jejích rukou je slabý s obtíţnou 

dekontrakcí. Svalové postiţení má téţ její matka a sestra. Jehlová EMG ukázala 

četné myotonické výboje s lehkou senzorickou neuropatií. U pacientky 8-2 se objevily 

potíţe s dolními končetinami ve věku 48 let, od té doby slabost dolních končetin 

progreduje. Od 50 let jiţ nechodí do schodů, při chůzi se objevují křeče. Objevila se 

téţ slabost rukou, stisk rukou je velmi slabý s výraznou poruchou dekontrakce, 

zřejmá je hypotrofie svalů akra horních končenin i předloktí. EMG ukázala 

myotonické výboje a lehkou senzorickou neuropatii. Laboratorní vyšetření svalových 

a jaterních enzymů prokázalo myogenní lezi a hepatopatii. Pacientka má 5 dětí. 

Klinická charakteristika pacienta 8-3: U pacienta bylo od mládí pozorováno 

tuhnutí ve svalech horních a dolních končetin, ve věku 38 let byl zjištěn diabetes II. 

typu a ve věku 42 let byla provedena operace katarakty. Byly téţ zaznamenány 

kardiologické problémy a zvýšená hladina kreatin kinázy. Při vyšetření ve věku 46 let 

byla zjištěna slabost a bolest v dolních končetinách a hypotrofie stehen a hýţdí, ale 

nebyla zjištěna porucha dekontrakce rukou. Břišní stěna byla ochablá. Jehlová EMG 

prokázala myotonii s myopatií. Svalovým onemocněním trpěla téţ matka pacienta. 

Molekulárně genetická analýza pacientů 8-1, 8-2 a 8-3: PCR neprokázala 

přítomnost normální alely. Southernova metoda provedená u obou sester 8-1 a 8-2 

prokázala expanzi bez přítomnosti normálního fragmentu (Obr. 38). U pacienta 8-3 

byla expanze prokázána metodou RP-PCR, opět bez přítomnosti normální alely. 

Expanze se tedy u všech tří pacientů nejspíše nacházejí na obou chromozomech. 

Tento závěr podporují nálezy expanzí u všech potomků pacientů: u všech pěti 

asymptomatických potomků pacientky 8-2 a u obou dvou asymptomatických dětí 

pacienta 8-3  byla prokázána jedna normální a jedna expandovaná alela. 
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8-1 8-2 Negat. Negat. Pozit. 
λ/HindIII

marker

Normální
fragmenty

Expanze

 
 
Obrázek 38: Vyšetření genu ZNF9 u pacientek 8-1 a 8-2 a u dalších pacientů 
Southernovou metodou (štěpení HindIII, PCR sonda). Červené šipky ukazují 
expanze v genu ZNF9. U pacientek 8-1 a 8-2 chybí normální fragmenty a expanze 
mají výrazný signál. 
 



 71 

5. DISKUSE 

Hodnocení záchytu expanzí v genu FMR1 v souboru vyšetřovaném na FXS 

Náš soubor 1880 osob (1221 muţů a 659 ţen), ve kterém bylo v období mezi 

lety 2001-2009 provedeno testování expanze v genu FMR1, zahrnoval především 

pacienty s mentální retardací, autismem, ADHD, nebo vývojovým opoţděním, dále 

pak pacienty s psychomotorickou retardací různého stupně, u kterých často šlo spíše 

o vyloučení diagnózy FXS, ale také příbuzné pacientů s FXS, kde bylo naopak 

moţné předpokládat vyšší záchyt expanzí. Plná mutace byla nalezena u 4,5% 

pacientů (84/1880), z toho bylo 57 muţů a 27 ţen. Tito pacienti pocházeli z 57 

nepříbuzných rodin. Po korekci záchytu plných mutací pouze na počet rodin (57 

rodin) a po odečtení dalších vyšetřených příbuzných z těchto rodin (85 jedinců) je 

záchyt FXS v souboru 3,2% (57/1795). V souboru byli také jedinci v prekoncepční 

péči - asymptomatičtí příbuzní pacientů s MR bez známé příčiny a téţ pacientky 

s POF. Mnohá vyšetření byla poţadována bez dostatečného klinického popisu 

pacienta a uvedení rodinné anamnézy či bliţších údajů ke zdůvodnění poţadavku na 

vyšetření. Takovouto velmi volně definovanou skupinu je tedy velmi problematické 

srovnávat s jinými údaji o záchytu, které se objevují v literatuře. Existují však i studie, 

kde výběr jedinců s MR k testování FXS nebyl příliš striktní, podobně jako tomu bylo 

u nás. De Vries uvádí záchyt 11 jedinců s FXS (0,7%) v souboru 1581 osob 

s mentálním opoţděním, které byly vybrány podle nepříliš striktně stanovených 

kritérií z institucí poskytujících domácí péči a ze zvláštních škol (de Vries et al. 1999). 

V jiných studiích se záchyt FXS u muţů s MR pohybuje od 3 do 6% (Curry et al. 

1997; Shevell et al. 2003). Přísnější selekcí zejména muţských pacientů s mentálním 

defektem s pouţitím jednoduchého bodového hodnotícího systému je moţné zvýšit 

úspěšnost záchytu FXS aţ 8-násobně (de Vries et al. 1999). 

V 57 rodinách s expanzemi v genu FMR1 byl identifikován pouze jeden 

pacient s premutací a jasným onemocněním FXTAS a jedna další pacientka 

s premutací měla neurologické obtíţe. Nízký záchyt FXTAS můţe být kromě neúplné 

penetrance (Jacquemont et al. 2004) vysvětlen i nedůslednou rodinnou anamnézou 

v generaci prarodičů, kde byli často zjišťováni pouze nejbliţší příbuzní v riziku. Dle 

nejnovějších údajů se v rodinách s FXS objevuje FXTAS u 16,5% ţen s premutací a 

45,5% muţů s premutací starších 50 let (Rodriguez-Revenga et al. 2009). 
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Hodnocení záchytu premutací v genu FMR1 v souboru pacientů s ataxií 

V souboru 256 pacientů starších 45 let s ataxiemi nastupujícími v dospělém 

věku původně testovaných na SCA a FRDA byla premutace FMR1 zachycena u 

jednoho 76-letého pacienta s klasickými projevy FXTAS (délka premutace 86 CGG) a 

u jedné pacientky se současným výskytem FRDA (délka premutace 63 CGG) 

(Zumrová et al. 2005; Zumrová et al. 2007). FXTAS má nízkou penetranci a objevuje 

se typicky u muţů starších 50 let (Jacquemont et al. 2004) s premutací delší neţ 70 

CGG (Hagerman et al. 2001; Jacquemont et al. 2006). Frekvence alel s 61-200 CGG 

se u muţů v kavkazské populaci odhaduje na 1:1000, u ţen na 1:271-1:468 

(Crawford et al. 2001). Protoţe ale jen část premutací vede k onemocnění, odhaduje 

se kumulativní riziko vzniku FXTAS v obecné populaci na 1:3000 aţ 1:8000 

(Jacquemont et al. 2006). Frekvence FXTAS v souborech pacientů s ataxiemi 

s nástupem po 50. roce ţivota se pohybuje od 2 do 4% (Brussino et al. 2005; 

Jacquemont et al. 2006). Nález jediného typického pacienta s FXTAS v našem 

souboru 256 pacientů s adultním nástupem ataxie se zdá být nízký, ale je třeba vzít 

v úvahu, ţe kritéria výběru (věk nad 45 let, nejen muţi, ale i ţeny) byla stanovena 

v době, kdy klinická a epidemiologická data o FXTAS téměř chyběla. Zúţením kritérií 

výběru pacientů na nástup ataxie ve věku 50 let a později bychom pravděpodobně 

dospěli k vyššímu procentu záchytu. Takové zúţení však nebylo moţné u celého 

souboru provést, protoţe tito pacienti často vůbec neměli uveden věk nástupu 

onemocnění. 

O to překvapivější byl nález premutace s 63 opakováními CGG u pacientky 

s prvními příznaky ataxie na konci 5. dekády ţivota, s homozygotní expanzí v genu 

FXN pro FRDA (Kazuistika 4, (Zumrová et al. 2005)). Jedná se zřejmě o náhodný 

nález, který můţe být dán relativně vysokou frekvencí premutací FMR1 u ţen 1:271-

1:468 (Crawford et al. 2001). Frekvence výskytu FRDA je přitom odhadovaná na 1-2 

na 100 000 (Campuzano et al. 1996). Z hlediska obrazu FXTAS je význam 

komorbidity homozygotní expanze FXN a premutace FMR1 diskutabilní. Pacientka 

má jasně potvrzenou diagnózu FRDA s klinickými projevy, které nevybočují z rámce 

této klinické jednotky. Nové skutečnosti můţe přinést longitudinální sledování této 

pacientky, protoţe nelze vyloučit zhoršení progrese FRDA vlivem premutace v genu 

FMR1. 
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Fenotyp FXS a FXTAS u pozitivně testovaných pacientů 

Pacienti s FXS a expanzí repetice CGG, kteří byli zachyceni v našem souboru, 

měli mentální retardaci různého stupně, popsanou většinou jako středně těţká aţ 

těţká MR, přičemţ bliţší ohodnocení IQ u nich nebylo provedeno. Dle literárních 

údajů je hloubka mentálního defektu ovlivněná mírou metylace genu FMR1, přičemţ 

méně postiţení muţi mají často nekompletní metylaci (Garber et al. 2008). V našem 

souboru bylo 22 pacientů diagnostikovaných metodou Southernova blotu (bez 

metylační analýzy) a 6 z nich bylo mozaikou premutace a plné mutace. Premutace 

by neměly být metylovány, a proto bychom u těchto pacientů mohli očekávat mírnější 

postiţení. Nám dostupné údaje o míře jejich mentálního defektu jsou však pro 

posouzení této souvislosti nedostatečné. U jednoho z nich byl však popsán spíše 

těţší fenotyp s psychomotorickou retardací a hypotonický syndrom. Pacient v 6 

letech vůbec nemluvil a trpěl enurézou a enkoprézou. U dalších čtyř pacientů byla 

zaznamenána lehká MR, z toho dva pacienti měli téţ autistické rysy. Konečně  jeden 

ze dvou bratrů s FXS měl mozaiku premutace a plné mutace a středně těţkou 

mentální retardaci, zatímco druhý bratr neměl příměs premutace a trpěl středně 

těţkou aţ těţkou MR a navíc ještě autismem. Na základě těchto údajů lze 

konstatovat, ţe míra postiţení je velice variabilní, a ţe z našich dat lze jen velmi 

obtíţně provést jasnou korelaci mezi genotypem a fenotypem u FXS. 

U ţen koreluje míra postiţení intelektu nejvíce s mírou inaktivace chromozomu 

X nesoucího normální alelu genu FMR1 (de Vries et al. 1996; Jacquemont et al. 

2007). Analýza metylace Southernovou metodou byla provedena u čtyř ţen s plnou 

mutací. U jedné nebyla zaznamenána MR, a tato ţena měla asi 50% metylaci 

nemutované alely genu FMR1. Další tři měly mírnou MR, přičemţ dvě z nich byly bez 

dalších symptomů a měly asi 50% metylaci nemutované alely. Třetí pacientka měla 

téměř kompletní metylaci normální alely způsobenou delecí na jednom chromozomu 

X (Kazuistika 2 a viz níţe). Dívka manifestovala i autistické rysy, vývojové opoţdění a 

poruchu řeči. Srovnávat míru mentálního defektu těchto pacientek je ale obtíţné, 

protoţe nebyla exaktně stanovena hodnota jejich IQ a pacientky byly popsány 

různými indikujícími lékaři. Je moţné, ţe i minimální aktivita normální alely genu 

FMR1 dostačuje k tomu, aby nevznikl hluboký mentální defekt, přičemţ míra 

postiţení pacientek můţe být velmi individuální. 
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Naše práce popisuje také záchyt dvou muţských pacientů s premutacemi 

s délkou expanze 86 a 90 CGG s tremorem a deficitem kognitivních funkcí 

(Kazuistiky 2 a 3), které jsou plně konzistentní s popsanou symptomatologií FXTAS 

(Jacquemont et al. 2006). Nálezy u ţen z našeho souboru nejsou z hlediska 

klinického obrazu FXTAS tak jednoznačné. U jedné 64-leté pacientky z rodiny s FXS 

a premutací o délce 92 CGG byly zaznamenány neurologické obtíţe s poruchou řeči, 

třesem hlavy, suspektní cervikální dystonií a dále hypertenzí a tyreopatii. U ţen 

s premutací byly kromě FXTAS (u 16,5% pacientek) nedávno popsány téţ další 

problémy, jako jsou onemocnění štítné ţlázy, hypertenze, křeče, periferální 

neuropatie a fibromyalgie (Rodriguez-Revenga et al. 2009). Je ale otázkou, nakolik 

jsou potíţe této naší pacientky podmíněné její premutací. Podobně nejasný je i 

fenotypový příspěvek dvou nezávislých genetických defektů u pacientky se 

současným výskytem premutace v genu FMR1 o délce 63 CGG a homozygotní 

expanzí genu FXN (Kazuistika 4, (Zumrová et al. 2005)). 

 

 

Hodnocení mezigeneračních přenosů alel genu FMR1 

Intergenerační přenosy alel genu FMR1 v našem souboru byly ve shodě 

s publikovanými údaji. Premutace transmitujících muţů zůstaly premutacemi i v další 

generaci, přičemţ nejvíce (o 30 CGG) se prodlouţila alela s délkou 90 CGG. Při 

maternálním přenosu zůstaly premutace v kategorii premutací ve 25% přenosů 

(12/48), ve 75% přenosů (36/48) expandovaly v následující generaci do plné mutace. 

Průměrná délka 12 premutací, které do plné mutace neexpandovaly, byla 73,6 

repetic CGG. Průměrná délka 36 expandujících premutací byla 97 repetic. Ve shodě 

s literaturou tedy pozorujeme určitou korelaci mezi délkou maternálně přenášené 

premutace a rizikem její expanze (Nolin et al. 2003; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

bookshelf/br.fcgi?book=gene&part=fragilex). Alely delší neţ 90 CGG při maternálním 

přenosu expandují do plné mutace ve 100% případů (Strom et al. 2007) a ani mezi 

našimi neexpandujícími alelami není ţádná delší neţ 90 CGG. Reprezentace 

intergeneračních přenosů našich pacientek s premutací je však zkreslena výběrem, 

protoţe všechny přenašečky premutací byly odhaleny prostřednictím svých potomků 

s FXS. Data z velkých komerčních laboratoří svědčí pro relativně nízké (5%) riziko 
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expanze do plné mutace u premutací kratších neţ 75 CGG, a vyšší (30%) riziko u 

alel s 75-100 CGG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=gene&part 

=fragilex).  

Naopak k významnému zkrácení premutace došlo při dvou maternálních 

přenosech alely o délce 84 CGG (na 64 a 74 CGG). Toto zkrácení se jeví v souboru 

přenašeček premutací z rodin s FXS jako neobvyklé. Je však moţné, ţe v populaci je 

takový jev běţnější a ţe k expanzi do plné mutace a projevům FXS u potomstva 

dochází jen u části přenašeček. Také při 9 přenosech plných mutací od 7 ţen na 

jejich potomstvo došlo v jednom případě v části buněk ke zkrácení plné mutace na 

alelu normální délky (Kazuistika 1). Nález mozaiky normální alely a plné mutace u 

jedné dívky s FXS z celkového počtu 84 pacientů je v souladu s udávanou 1% 

frekvencí výskytu tohoto typu mozaiky u FXS (http://www.emqn.org/emqn/BestPracti 

ce/mainColumnParagraphs/05/document/EMQN%20guidelines%20FRAX_2006.pdf). 

Mozaiky normálních alel a plných mutací vznikají delecí uvnitř expandované repetice, 

coţ byl i případ naší pacientky, nebo postihují i okolní sekvence v rozsahu od 

několika bází aţ po několik megabází včetně okolních genů (Coffee et al. 2008). Byly 

popsané i kontrakce premutací na normální délku a mozaiky premutace a plné 

mutace (shrnuto v Coffee et al. 2008). 

 

Optimální diagnostický protokol testování FXS 

Diagnostický protokol FXS pouţívaný v naší laboratoři je v zásadě 

dvoukrokový, spočívající v rychlém vyloučení negativních případů metodou PCR a 

v průkazu expanze jinou metodou (Southernův blot nebo long-range PCR) včetně 

správného zařazení expanze do kategorie premutace a plné mutace. Pro stanovení 

rizika prodlouţení expanze v další generaci má určení délky premutace u 

přenašeček jen orientační hodnotu. Nejvýznamnější je správné rozpoznání 

základních kategorií (normální alela, premutace, plná mutace). Pro posouzení nálezu 

premutace u FXTAS je důleţité téţ stanovení její délky, protoţe za kauzální se 

povaţují jen premutace delší neţ 70 CGG (Jacquemont et al. 2006). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=gene
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FXS u pacientky s delecí na chromozomu X a nevyváženou X-inaktivací 

Identifikace plné mutace v genu FMR1 potvrdila suspektní diagnózu FXS 

u pacientky z rodiny s výskytem FXTAS a POF v mateřské linii. Pozorovaná metylace 

obou alel byla objasněna nálezem intersticiální delece na Xp a přednostní inaktivace 

chromozomu X pocházejícího od otce. Přestavby jsou častou příčinou nevyváţené 

X-inaktivace (Wolff et al. 2000). Kompletní umlčení genu FMR1 tedy kopírovalo 

situaci u muţů s plnou mutací. Jednu alelu inaktivovala expanze a jí podmíněná 

metylace, normální alela byla umlčena kompletní X-inaktivací. Projevy FXS u ţen 

jsou obecně mírnější. Kolem 25% z nich má mentální retardaci (IQ<70) (Bennetto et 

al. 2001), ale většina má IQ na spodní hranici normálu (75-90) a behaviorální 

problémy (Jacquemont et al. 2007). Jedna ţena s plnou mutací a umlčením normální 

alely nevyváţenou X-inaktivací nejasné příčiny měla v 16 letech příznaky podobné 

postiţeným chlapcům jako dlouhý úzký obličej, velké uši, hyperextenzibilitu kloubů, 

plachost a těţkou mentální retardaci (Heine-Suner et al. 2003). X-inaktivace 

korelovala s mentální retardací (ale ne s jinými příznaky FXS) i u jednovaječných 

dvojčat - dívek s plnou mutací (Willemsen et al. 2000). Naše pacientka měla mírnou 

mentální retardaci, atypický autismus, hyperkinetický syndrom a neměla fenotypové 

rysy FXS. Typická facies se u FXS ale obvykle rozvíjí aţ na začátku puberty. 

Delece Xp jsou poměrně časté. Většinou jsou terminální (pseudoautozomální 

oblast) a jen malá část je intersticiální (James et al. 1998; Ogata et al. 2001; Lachlan 

et al. 2006). Delece podobné deleci naší pacientky byly popsány v jedné rodině a 

některé znaky jako strabismus nebo široké ruce má i naše pacientka (Chocholska et 

al. 2006). Další ţeny se syndromem mikroftalmie s lineárními koţními defekty (MLS) 

nesly 3 Mb deleci obsaţenou v deleci naší pacientky (Morleo et al. 2005). Ta 

obsahuje i několik genů podmiňujících X-vázané dominantní choroby nebo geny 

unikající X-inaktivaci (Carrel a Willard 2005; Carrel et al. 2006; Wang et al. 2006). 

Pacientka však nevykazuje ţádné příznaky těchto poruch, podobně jako další ţeny 

s velkými delecemi Xp (James et al. 1998; Ogata et al. 2001; Lachlan et al. 2006). 

Dívka mohla mít díky koincidenci dvou těţkých genetických defektů komplexní 

kompozitní fenotyp, ale nevyváţená X-inaktivace vedla ke spíše mírnému klinickému 

obrazu. Autismem trpí 18-26% muţů a 6-10% ţen s FXS (Hatton et al. 2006; Clifford 

et al. 2007). Příznaky u pacientky jsou tedy asi důsledkem defektu genu FMR1. 
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Současný výskyt FXS a karyotypu 47,XYY 

V souboru 57 muţů s plnou mutací byli nalezeni dva pacienti s karyotypem 

47,XYY. Zmínky o podobné asociaci jsou v literatuře vzácné. Několik prací popisuje 

asociaci FXS a mozaikového karyotypu 46,XY/47,XYY (Bodurtha et al. 1993; 

Milunsky et al. 1993) nebo čistého karyotypu 47,XYY (Stalker et al. 2003; Garcia-

Nonell et al. 2008), přičemţ poslední z citovaných prací referuje o nálezu čistého 

karyotypu 47,XYY ve skupině 90 muţů s FXS. Frekvence muţů s karyotypem 

47,XYY je 1:1000 (Thompson a Thompson 1986) a frekvence FXS je 1:4000-1:9000 

muţů (Crawford et al. 2001). Koincidence těchto nálezů by tedy měla vznikat 

s frekvencí 1:4000000 - 1:9000000 a v populaci regionu Čech bychom 

pravděpodobně mohli najít jeden případ. Otázkou zůstává, zda je náš nález dvou 

pacientů s asociací FXS a karyotypu 47,XYY důsledkem náhodných spojení spermie 

se dvěma chromozomy Y a vajíčka s expanzí v genu FMR1, nebo zda můţe 

maternálně přenášená mutace genu FMR1 neznámým mechanismem predisponovat 

k nondisjunkci chromozomu Y v zygotě nebo k nondisjunkci obecně (Nielsen 1986). 

Některé práce takové zvýšené riziko nondisjunkce vedoucí k aneuploidii u potomstva 

přenašeček expanze genu FMR1 zmiňují (Watson et al. 1988). O nálezu syndromu 

47,XXX u dcery přenašečky premutace v genu FMR1 informuje i jedna starší práce 

z našeho pracoviště (Seemanova et al. 1985). FMRP je exprimován zejména 

v neuronech, kde působí jako represor translace jiných proteinů (Laggerbauer et al. 

2001). FMRP je asociován s více neţ 400 mRNA in vivo (Brown et al. 2001; Zalfa et 

al. 2003). Účastní se téţ organizace cytoskeletu během vývoje neuronu (Lu et al. 

2004). Není známo, zda a jak FMRP ovlivňuje buněčné děje na úrovni 

gametogeneze nebo ve stadiu zygoty. Stejně tak chybí údaje o molekulárních 

mechanismech predispozice k nondisjunkci, které by mohly svědčit pro spojitost mezi 

mutací v genu FMR1 a predispozicí k nondisjunkcím. 
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Srovnání frekvencí DM1 a DM2  

V souboru 675 jedinců testovaných na přítomnost expanze v genech DMPK a 

ZNF9 bylo nalezeno 171 pacientů z 87 nepříbuzných rodin s expanzí v genu DMPK a 

70 pacientů ze 42 rodin s expanzí v genu ZNF9. U zhruba 35% testovaných pacientů 

tedy byla potvrzena diagnóza DM1 nebo DM2 či stanovena prognóza v rámci 

diferenciální diagnostiky nebo presymptomatického testu. Zbývajících 65% osob jsou 

buď pacienti, u kterých byla diagnóza myotonické dystrofie vyloučena a u kterých by 

mělo být v rámci diferenciální diagnostiky pomýšleno na jiné neuromuskulární 

onemocnění (Botta et al. 2006), nebo to jsou negativně testovaní asymptomatičtí 

příbuzní z rodin s rizikem DM1 či DM2. 

Z počtů potvrzených rodin s DM1 (87 rodin) a DM2 (42 rodin) lze odvodit, ţe 

DM2 se v regionu Čech vyskytuje v poměrně vysoké frekvenci, která dosahuje téměř 

poloviny frekvence DM1. Mutace v genu DMPK jsou rozšířeny po celém světě, 

zatímco expanze v genu ZNF9 se s největší frekvencí vyskytují v Evropě. Přehled 

výskytu DM2 v západní a severní Evropě naznačuje, ţe frekvence DM2 zde můţe 

dosahovat frekvence DM1 (Udd et al. 2006). Je moţné, ţe povědomí o DM2 u lékařů 

by mohlo zvýšit její záchyt i u nás. Někteří postiţení totiţ mají pouze mírné příznaky, 

které se manifestují jen jako svalová bolest a slabost s nástupem aţ v pozdním věku. 

 

 

Délka expanzí u pacientů DM1 a korelace genotyp-fenotyp 

U pacientů s DM1 koreluje délka expanze v lymfocytech periferní krve 

s věkem nástupu a závaţností onemocnění (Harley et al. 1992; Novelli et al. 1995; 

Marchini et al. 2000). Toto pravidlo ovšem nemusí platit striktně a předpověď 

závaţnosti onemocnění z délky expanze není jednoznačná (Giordano et al. 1995; 

Novelli et al. 1995). Situaci dále komplikuje somatický mozaicismus a věk pacientů 

v čase odběru vzorku, protoţe délka expanze s věkem obecně narůstá (Wong et al. 

1995). Jednotlivé fenotypové kategorie tedy s délkou expanze korelují jen částečně a 

značně se prolínají (Salehi et al. 2007). Nejlépe s délkou expanze korelují věk 

nástupu onemocnění, muskulární handicap, hodnota IQ a ztráta krátkodobé paměti 

(Marchini et al. 2000). Náš soubor pacientů s DM1 obsahoval všechny klinické 



 79 

odstíny onemocnění od jedinců s minimální formou s kataraktou, přes adultní formy 

s různou závaţností postiţení svalů a dalších orgánů, aţ po juvenilní a těţké 

kongenitální formy s fatálním koncem. U 44 pacientů z našeho souboru byla délka 

expanze stanovena Southernovou metodou (Obr. 23). Sedm pacientů s lehkou 

formou onemocnění mělo expanzi do délky 150 CTG. Čtyři pacienti s těţkou 

kongenitální formou měli dlouhé expanze větší neţ 1000 CTG. Ostatní pacienti měli 

různě dlouhé expanze mezi 150 az 2000 CTG. U 6 ze 7 pacientů s expanzí nad 1000 

CTG, u kterých se nám podařilo získat podrobnou osobní anamnézu, byl nástup 

onemocnění zaznamenán v dětství nebo na počátku 2. dekády ţivota (juvenilní 

forma). U 5 pacientů byl pozorován mírný mentální deficit, coţ také koreluje 

s nálezem dlouhé expanze u těchto jedinců. Juvenilní forma DM1 bývá často 

přehlíţena, i kdyţ je kromě závaţného svalového postiţení spojena také s mentálním 

defektem a časnými kondukčními poruchami srdce. Nástup této formy nepodléhá 

parentálnímu efektu, jak tomu je v případě kongenitálních forem (Machuca-Tzili et al. 

2005). Zatímco u DM1 korelace mezi délkou expanze a tíţí projevů existuje, u DM2 

nebyla taková korelace pozorována. 

 

 

Frekvence normálních alel v obecné populaci a u pacientů s DM1 

Vedlejším produktem molekulárně genetické analýzy DM1, jejímţ primárním 

cílem bylo zjištění přítomnosti expandovaných alel a posouzení jejich délky a 

sekvenční čistoty repetic, byla také informace o délce normálních alel genu DMPK. 

Tento parametr byl sledován jak u kontrolního souboru nepostiţených jedinců, tak 

v souboru pacientů s DM1, u kterých se normální alela nacházela v heterozygotním 

stavu spolu s expandovanou alelou. Aby byla u postiţených sourozeneckých párů 

z jedné rodiny zohledněna skutečnost, ţe délky jejich alel nejsou nezávislé, byla 

provedena korekce tohoto souboru vyloučením jednoho (staršího) sourozence. 

Prvotní porovnání spekter délek alel v obou souborech naznačovalo, ţe zatímco 

frekvence normálních alel je u kontrolního souboru trimodální s vrcholy u alel o délce 

5, 12 a 21 CTG, u pacientů s DM1 je frekvence alely s 5 CTG sníţená oproti 

kontrolnímu souboru o 2-5%, naopak nejfrekventnější alelou ve skupině alel střední 

délky je zde alela s 11 CTG (oproti normální populaci, kde to je alela s 12 CTG, 
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rozdíl aţ o 10%) a dlouhé normální alely se zdají být v souboru pacientů 

reprezentovány méně. Tento trend byl zajímavý i z pohledu literárních údajů. Ačkoliv 

práce srovnávající frekvence normálních alel u normálních a postiţených jedinců 

téměř chybějí, studie brněnských kolegů (Falk et al. 2006) popisuje podobnou 

diskepanci ve frekvenci normálních alel u pacientů s DM1 a u populačního vzorku. 

Autoři ale zároveň upozorňují na to, ţe počet jimi analyzovaných pacientů byl malý, a 

i naše analýza neprokázala statisticky významný rozdíl mezi soubory. Pozorování by 

bylo třeba ještě ověřit na větších souborech. Pokud by takový rozdíl skutečně 

existoval, nebyl by příliš jasný ani biologický mechanismus, který by jej mohl 

podmiňovat. Jako moţné hypotézy se nabízejí moţnost, ţe určité kombinace délek 

alel vedou k lehčímu nebo těţšímu fenotypu, a tím i k méně častému nebo 

častějšímu záchytu pacientů, nebo ţe proti určitým kombinacím existuje selekce, buď 

na úrovni fertilizace, nebo během časného prenatálního vývoje. 

 

 

Optimální diagnostický protokol testování DM1 a DM2 

Náš algoritmus vyšetření je postaven na metodách PCR, TP-PCR a RP-PCR. 

Sporné případy se u DM1 ověřují Southernovou metodou. V diagnostice DM2 se tato 

metoda pouţívá, pokud RP-PCR neamplifikuje expanzi v genu ZNF9 u jedinců 

s detekovanou jednou normální alelou. Vysoká míra somatického mozaicismu u DM2 

ale můţe vést k falešné negativitě i u Southernovy metody aţ u 2-8% vzorků 

(Jakubiczka et al. 2004), protoţe difuzní smeary mohou uniknout pozornosti a je 

těţké je odlišit od pozadí. Kombinace metod PCR, RP-PCR a Southernovy 

hybridizace však minimalizuje nebezpečí falešné negativity i u DM2. 

Je otázkou, nakolik je k predikci fenotypu DM1 důleţitá informace o přesné 

délce expanze, vzhledem k neexistenci jasné korelace mezi genotypem a fenotypem. 

Predikce fenotypu by měla největší význam v prenatální diagnostice. Protoţe však 

navíc neexistuje ani jasná korelace mezi délkou expanze u plodu a jejím budoucím 

vývojem, je taková predikce nejistá a není doporučována (Botta et al. 2006). 
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Sekvenční přerušení repetice CTG u DM1 jinými trinukleotidy 

Naším nejdůleţitějším nálezem bylo odhalení sekvenčních přerušení repetice 

CTG na expandovaných nebo intermediárních alelách genu DMPK, která jsme 

podrobně popsali u pacientů s DM1 jako první na světě (Musova et al. 2009). 

Z celkového počtu 83 rodin s DM1, ve kterých byla analýza přítomnosti přerušení 

provedena, byla expandovaná alela genu DMPK přerušena triplety CCG a CTC u 4 

rodin (téměř 5%). V souboru byli také dva pacienti s intermediárními alelami 

přerušenými triplety CCG. Naproti tomu ţádná normální alela v souboru pacientů 

s DM1 ani u kontrolního souboru nenesla přerušení v repetici. 

Přerušení v primární struktuře pravidelné repetice byla popsána u většiny 

genů spojených s expanzí repetic (Chung et al. 1993; Eichler et al. 1994; Choudhry 

et al. 2001). Do roku 2009 však existovala pouze jedna práce zmiňující 

nepravidelnosti v repetici v genu DMPK. Jednalo se o náhodný nález u dárce spermií 

s neznámým klinickým stavem, jehoţ alela s délkou 43 tripletů měla sekvenci 

(CTG)4(CCGCTG)16CTG (Leeflang a Arnheim 1995). V této studii byly pak prověřeny 

alely genu DMPK u dalších 382 dárců spermií, ale ţádná další přerušení nebyla 

nalezena. V následné španělské studii 700 rodin s DM1 byly prověřeny všechny alely 

delší neţ 30 repetic, avšak ţádná přerušení nebyla odhalena (Martorell et al. 2001) a 

tento fenomén byl povaţován za nepodstatnou výjimku aţ do publikace naší práce 

(Musova et al. 2009). Podobné nálezy variant v repetici genu DMPK byly téţ 

popsány na počátku roku 2010 (Braida et al. 2010). Proč nebyla tato přerušení tak 

dlouho odhalena, lze nejspíše vysvětlit metodami pouţívanými pro testování DM1. 

Většina technik včetně PCR, long-range PCR, Southernovy metody i TP-PCR, pokud 

je prováděna pouze na jednom vlákně DNA, tato přerušení v repetici CTG nezachytí. 

Přerušení triplety AGG, CAT nebo CAA jsou popisována pouze u normálních 

alel genů FMR1, ATXN1 a ATXN2, zatímco jejich expandované alely obsahují čistou 

sekvenci trinukleotidů CGG nebo CAG (Chung et al. 1993; Eichler et al. 1994; 

Choudhry et al. 2001). U genu FXN se přerušení nacházejí jen na dlouhých 

normálních alelách a premutacích (Montermini et al. 1997). V genu ATXN10 byla 

nalezena jen na alelách delších neţ 16 repetic (Matsuura et al. 2006). U SCA8 jsou 

přerušení repetice CTG jen na expandovaných alelách (Moseley et al. 2000). 
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Námi odhalený vzorec prerušení repetice CTG v genu DMPK se u různých 

pacientů lišil. Na intermediárních alelách pacientů E, F-1, F-2 byl vzorec přerušení 

pravidelný a obsahoval hexamer (CCGCTG)n, podobně jako u jediného předchozího 

případu (Leeflang a Arnheim 1995). Expandované alely nesly buď pravidelný sled 

hexamerů (CCGCTG)n přerušených jedným tripletem CCG nebo blokem 12 tripletů 

CCG (pacienti B-1 a B-2), nebo obsahovaly kontinuální blok 32 nebo 39 tripletů CCG 

(pacientky D-1 a D-2). Část pacientů měla ještě komplexnější vzorec přerušení 

(rodina A, pacientka C). Přerušení na expandovaných alelách byla vţdy lokalizována 

na 3´ konci repetice (Obr. 33). I kdyţ pouţité metody nedovolovaly prohledat celou 

expanzi, ale jen asi 150 tripletů z obou konců repetice, zdá se, ţe střední část a 5´ 

konec repetice přerušení neobsahují. Podobnou strukturu variant i jejich lokalizaci 

popisuje i následná studie (Braida et al. 2010). 

Přerušení na normálních alelách genů FMR1, ATXN1 a ATXN2 jsou 

povaţována za ukotvující a stabilizující repetici proti sklouzávání a expanzi (Chung et 

al. 1993; Eichler et al. 1994; Pearson et al. 1998; Choudhry et al. 2001). Podobně 

stabilizují přerušení repetici v genu TBP u SCA17 (Gao et al. 2008). Alela genu 

DMPK se strukturou (CTG)4(CCGCTG)16CTG (37 tripletů) byla stabilnější, neţ 

nepřerušená alela s 27 triplety CTG (Leeflang a Arnheim 1995). V našich rodinách A, 

B a D, kde mohly být sledovány intergenerační přenosy, byla pozorována značná 

nestabilita v počtu a lokalizaci přerušení v rámci rodiny. Podobná situace byla 

popsána v rodině se SCA8, kde byly téţ detekovány u různých jedinců různé vzorce 

přerušení (Moseley et al. 2000). V rodině B byl pozoruhodný nárůst z jednoho tripletu 

CCG do bloku 12 tripletů CCG u syna pacienta s pravidelnou řadou hexamerů 

(CCGCTG)n (Obr. 30). Takovou mutaci lze jen obtíţně vysvětlit sklouzáváním DNA 

polymerázy při replikaci. V rodině D také došlo v následující generaci k nárůstu 

kontinuálního bloku CCG z počtu 32 na 39 (Obr. 33). 

Intergenerační změny byly v těchto rodinách sledovány i na úrovni celkové 

délky expanzí. V rodině A došlo z celkového počtu 5 intergeneračních přenosů ke 4 

kontrakcím expanze (Obr. 28). V rodině B byla téţ pozorována lehká kontrakce při 

přenosu expanze z pacienta B-1 na syna B-2. V rodině D naopak došlo k expanzi 

přerušené alely z 500 na 800 tripletů při přenosu expanze z matky na dceru. I kdyţ 

na délku expanze v genu DMPK má vliv i věk pacienta při náběru (Wong et al. 1995),  
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dvě velké studie nekorigované z hlediska věku ukázaly, ţe kontrakce se vyskytují 

v rodinách s DM1 s frekvencí 4,2-6,4% (Ashizawa et al. 1994; Salehi et al. 2007), a 

jsou tedy spíše vzácné. Při intergeneračním přenosu intermediární alely se 43 triplety 

v rodině F (paternální přenos z F-2 na F-1) nedošlo ke změně délky této alely, i kdyţ 

obvykle právě paternálně přenášené alely o délce 40-80 repetic v následující 

generaci expandují (Brunner et al. 1993). Tato pozorování nás nutí spekulovat o tom, 

zda sekvenční přerušení nečiní repetici CTG v genu DMPK stabilnější ve srovnání 

s nepřerušenými alelami podobné délky nebo zda dokonce nepredisponují 

expandované alely ke kontrakcím. Dle nejnovější práce je délka čistého 5´ úseku 

repetice CTG genu DMPK u pacientů s přerušenou expanzí stabilnější oproti 

kontrolním pacientům s DM1 a nepřerušenou expanzí (Braida et al. 2010). I u DM1 

se totiţ zdá, ţe změny v délce se dějí v nepřerušené (neukotvené) části repetice, 

podobně jak tomu je u genů FMR1 a ATXN2 (Eichler et al. 1994; Choudhry et al. 

2001).  

U některých chorob způsobených expanzí jednoduché repetice se uvaţuje o 

tom, ţe přítomnost přerušení v repetitivním traktu můţe ovlivnit i fenotyp. Přerušení 

AGG v repetici CGG v genu FMR1 u intermediárních alel o délce 43-53 repetic 

mohou u jejich přenašeček zabránit předčasnému ovariálnímu selhání běţnému u 

přenašeček nepřerušených alel podobné délky (Bodega et al. 2006). Podobně je u 

SCA1 patogenicita intermediárních alel o délce 39 repetic závislá na přítomnosti 

přerušení trinukleotidem CAT (Zuhlke et al. 2002). Zajímavý je i efekt přerušení 

v genu ATXN2, kde mírně expandované alely s čistou sekvencí 35-39 tripletů CAG 

způsobují fenotyp SCA2, zatímco repetice se stejnou délkou přerušené triplety CAA 

mohou způsobovat parkinsonismus (Charles et al. 2007). Prvotní pozorování 

přerušení repetice v genu FXN svědčila pro mírnější formu a pozdější nástup FRDA, 

ovšem pozdější studie prokázala jen velmi mírný nebo ţádný efekt na fenotyp 

pacientů (Stolle et al. 2008). Počet našich pacientů s přerušenou repeticí CTG 

v genu DMPK je zatím příliš malý (pacienti A-4, A-5, B-1, C, D-1, D-2) a fenotypové 

projevy těchto pacientů výrazně nevybočují z klasického obrazu adultních forem 

DM1. Někteří z nich však mají mírnější svalové projevy onemocnění bez muskulární 

dystrofie a s pozdějším nástupem onemocnění, neţ by odpovídalo délce expanze 

(Marchini et al. 2000). Vliv přerušené repetice na fenotyp pacientů s intermediárními 

alelami (E, F-1) je téţ nejasný. U obou pacientů však bylo iniciálně poţadováno 
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vyšetření genu DMPK. Pacient E měl kongenitální formu myotonie, ale spíše distální, 

která je spojená s DM1, zatímco pacient F-1 neměl myotonii, ale měl další symptomy 

DM1 (ptózu a kontraktury šlach), které posléze vedly k suspektní diagnóze 

nespecifické distální artrogrypózy. Aby bylo moţné posoudit kauzální efekt 

přerušených intermediárních alel na fenotyp, bylo by i zde nutné analyzovat větší 

počet jedinců. Za povšimnutí stojí fakt, ţe přerušená intermediární alela byla 

nalezena téţ u jednoho asymptomatickeho jedince z našeho souboru (F-2). Braida 

et. al, 2010 popisují podobné nepatogenní alely s délkou 38 a 41 tripletů. Jakékoliv 

prognostické závěry zaloţené na nosičství přerušených alel genu DMPK jsou tedy 

nyní, dokud nebudou nálezy podpořeny údaji z větších souborů pacientů, nejisté. 

Jedním z klíčových patogenních mechanismů DM1 je toxický vliv RNA. Změny 

v sekvenci repetice mohou nepochybně ovlivnit vyšší struktury transkriptů RNA a 

jejich interakci s RNA-vázajícími proteiny. U premutací v genech FMR1, ATXN1 a 

ATXN2 vedou přerušení repetice ke změně ve vlásenkové struktuře RNA (Sobczak a 

Krzyzosiak 2004; Napierala et al. 2005; Sobczak a Krzyzosiak 2005; Bodega et al. 

2006). Repetice v genu DMPK tvoří vlásenkovou strukturu RNA, jejíţ délka a stabilita 

závisí na délce repetice (Napierala a Krzyzosiak 1997). Je tedy pravděpodobné, ţe 

sekvenční přerušení mohou ovlivnit formování této vlásenkové struktury podobně, jak 

je tomu u jiných genů. Přerušení v repetici DMPK mohou téţ ovlivnit fázování 

nukleozómů na tomto repetitivním traktu, a tím i hladinu transkripce a stabilitu 

repetice (Mulvihill et al. 2005), ale i vazbu miRNA (Hon a Zhang 2007). Přerušená 

repetice moţná ovlivňuje fenotyp pacientů také stupněm somatického mozaicismu 

(Everett a Wood 2004), který by mohl být u nosičů přerušení niţší. 

Identifikace přerušení v genu DMPK má v neposlední řadě téţ diagnostický 

význam. Obecně rozšířená diagnostická metoda na vyhledávání expanzních mutací, 

TP-PCR, vyuţívá k amplifikaci expanze primery, které se specificky váţí jen do čisté 

repetice CTG. Přítomnost přerušení můţe proto způsobit chybnou interpretaci 

výsledku TP-PCR a chybnou diagnózu. Tuto situaci dobře ilustruje příklad pacientů 

z rodin B, C a D, u kterých byla jako první zaznamenána právě diskrepance mezi 

výsledky Southernovy hybridizace a TP-PCR. 
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Pacienti s homozygotní mutací v genech DMPK nebo ZNF9 

DM1 a DM2 jsou povaţovány za skutečně dominantní onemocnění, u kterých 

nejsou rozdíly mezi heterozygoty a homozygoty. Vzhledem k frekvenci obou chorob, 

která nepřekračuje 1:8000, je nález homozygotů pro expanzi v genech DMPK nebo 

ZNF9 vzácný. Bylo popsáno několik takových osob, většinou z konsanguinních rodin. 

V našem souboru byla odhalena jedna pacientka s DM1 a s expanzí na obou alelách 

a tři pacienti s DM2 ze dvou rodin, kteří téţ neměli normální alelu. Neexistují ţádné 

údaje o tom, ţe by tito pacienti pocházeli z příbuzenského sňatku. 

Pacientka s DM1 a dvěma expandovanými alelami s 59 a 1600 CTG měla 

klasické symptomy DM1 s nepříliš závaţným svalovým postiţením, avšak 

s kognitivním defektem. V literatuře popsaní jedinci s homozygotní konstitucí expanzí 

v genu DMPK s jednou alelou mezi 38-160 CTG a druhou mezi 64-1000 CTG se 

klinickou manifestací nelišili od heterozygotů. Projevy sahaly od asymptomatických 

případů po klasické formy DM1 (Cobo et al. 1993; Martorell et al. 1996; Akbas et al. 

2001; Abbruzzese et al. 2002). Naše pacientka tedy délkou alel a symptomatologií 

zapadá do této skupiny. Její kognitivní defekt lze vysvětlit délkou jedné z expanzí nad 

1000 CTG, ale nelze vyloučit ani přispění druhé, kratší expanze. Existují i práce 

přisuzující závaţný fenotyp právě homozygozitě. U pacienta s expanzemi 60 a 1250 

CTG mohl být nález sekundární kraniosynostózy jen náhodnou koincidencí (Cerghet 

et al. 2008). Pacientka z incestu matky a maternálního strýce měla kongenitální DM1 

a alely s 200 a 1200 CTG a jiný pacient z incestu otce a dcery měl závaţný fenotyp 

kongenitální DM1 s těţkou mentální retardací a dysmorfickými rysy a s expanzemi 

330 a 700 CTG (Zuhlke et al. 2007). Autoři vysvětlují závaţné kongenitální formy 

délkou obou alel nad 200 CTG. Kongenitální formy z našeho souboru mají expanze 

mezi 1000-2000 CTG (Obr. 23), přičemţ u těchto forem jsou popsány i alely kratší, 

od 730 CTG (Redman et al. 1993). Je tedy moţné, ţe kongenitální fenotyp pacientky 

s expanzemi 200 a 1200 CTG mohl vzniknout samotným vlivem alely s 1200 CTG. 

Druhý pacient měl závaţný fenotyp včetně rysů mimo DM1 (kalvariální hyperostóza, 

generalizovaná osteopenie, absence nehtů). Jeho závaţný kongenitální fenotyp mohl 

být způsoben dvěma alelami delšími neţ 200 CTG, ale původ dalších příznaků byl 

nejasný. Tento pacient je ţivě narozeným dítětem s vůbec nejdelšími popsanými 

expanzemi (přes 300 CTG) na obou chromozomech. Otázkou zůstává, zda není 
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homozygotní konstituce velmi dlouhých expanzí letální v embryonálním či jiném 

prenatálním stadiu, kde by mohlo hrát roli například signifikantní sníţení hladiny 

DMPK mRNA (Krahe et al. 1995). Práce Zuhlke et al. ale pomíjí moţnost 

homozygotních mutací v dalších genech, které jsou u incestu pravděpodobné a které 

by se mohly na fenotypu téţ podílet. 

Mezi pacienty testovanými na expanzi v genu ZNF9 jsme odhalili 3 osoby (2 

sestry a 1 nepříbuzného pacienta) bez normální alely. U DM2 nebyly popsány delece 

genu ZNF9, a proto naši pacienti pravděpodobně nesou dvě expanze. To podporuje i 

fakt, ţe všech jejich 7 testovaných potomků nese expanze. Fenotyp všech 3 pacientů 

nevybočoval z klasického obrazu DM2, ale příznaky byly manifestovány výrazněji. 

Pacient 8-3 si potíţí se ztuhlostí všiml jiţ v mládí a sestry 8-1 a 8-2 udávaly nástup 

obtíţí ve 3. dekádě ţivota a v 5.-6. dekádě progresi do rozvinuté svalové slabosti 

s neschopností chůze do schodů a s myalgií. Pacienti měli různě rozvinuté i další 

typické příznaky, včetně katarakty, diabetu a srdečních problémů. Nebyly 

zaznamenány ţádné symptomy, které by byly mimo rámec DM2. Pacienti se 

podrobili neuro-svalovému vyšetření ve věku, kdy je DM2 obvykle zachycena, a 

nevybočují z rámce klinických zkušeností s DM2. Klinické a patologické nálezy 

spojené s homozygotní konstitucí expanze v genu ZNF9 byly popsány jen u tří 

pacientů z velké afghánské konsanguinní rodiny (Schoser et al. 2004). Byl mezi nimi 

jeden s těţším přůběhem onemocnění. Mezi homozygoty a heterozygoty nebyly 

odhaleny ţádné rozdíly v rozměru a počtu ribonukleárních inkluzí ve svalových 

buňkách či ve výstupech zobrazovacích studií mozku. Pozorování byla konsistentní 

s kompletní fenotypovou dominancí DM2, u které je, podobně jako u DM1, za hlavní 

patogenní mechanismus povaţováno nabytí toxické funkce RNA. Další údaje o 

homozygotních pacientech s DM2 v dostupné literatuře chybí, a proto je těţké jejich 

fenotyp nebo prognózu posuzovat. Poučení by mohly přinést pokračující studie 

těchto pacientů, protoţe je moţné, ţe by u nich mohlo dojít k rychlejší progresi 

onemocnění (Schoser et al. 2004), podobně jako to prokázala dlouhodobá 

srovnávací studie homozygotních a heterozygotních pacientů s Huntingtonovou 

choreou (Squitieri et al. 2003). 
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6. ZÁVĚRY 

Práce je zaměřena na tři závaţné choroby podmíněné jedinečným mutačním 

mechanismem - expanzí krátkých tandemových repetic. Syndrom fragilního 

chromozomu X je nejčastější příčinou X-vázané mentální retardace. Myotonické 

dystrofie typu 1 a 2 jsou nejčastějšími muskulárními dystrofiemi u dospělých. Práce 

shrnuje poznatky získané na velkých souborech pacientů shromáţděných v rámci 

rutinní DNA diagnostiky těchto chorob. Byla zavedena široká paleta metod pro co 

nejrychlejší a nejpřesnější detekci expanzí, zejména rychlá fluorescenční PCR, TP-

PCR a RP-PCR. Jako alternativní a doplňující metoda je stále vyuţíván Southernův 

blot. Na základě získaných zkušeností a doporučení EMQN byl navrţen optimální 

diagnostický protokol spočívající na promyšlené kombinaci těchto metod. 

Záchyt syndromu fragilního chromozomu X v souboru 1880 pacientů a jejich 

příbuzných indikovaných na testování FXS byl 4,5%. Ve shodě s literaturou byly 

pozorovány typické zákonitosti intergeneračního přenosu alel genu FMR1. Jedna 

pacientka s plným projevem FXS měla přednostní inaktivaci chromozomu X 

postiţeného intersticiální delecí. U dvou pacientů s FXS byly popsány zvláštní 

koincidence s karyotypem 47,XYY. V rodinách s FXS byl identifikován jeden pacient 

s jistým a jedna pacientka s moţným onemocněním FXTAS. Další pacient byl 

nalezen v souboru 256 ataktických pacientů starších 45 let. Tam byla téţ 

identifikována ţena s Friedreichovou ataxií a současným nálezem premutace FXS. 

V souboru 675 pacientů indikovaných na testování genů DMPK a ZNF9 bylo 

identifikováno 87 rodin s DM1 a 42 rodin s DM2. DM2 tedy tvoří významnou část 

(přibliţně 1/3) myotonických dystrofií v regionu Čech. Práce popisuje téţ identifikaci 

pacientů s homozygotní mutací v genech DMPK a ZNF9. Nejvýznamnějším nálezem 

je identifikace sekvenčních přerušení v repetici CTG v genu DMPK, která jsme 

popsali u pacientů s DM1 jako první na světě. Tato přerušení jsme odhalili u téměř 

5% rodin s DM1. Lokalizace i typ přerušení se v intergeneračních přenosech výrazně 

měnily. Fenotyp pacientů odpovídal klasické DM1, avšak příznaky byly někdy 

mírnější. Přerušení byla identifikována i u 2 pacientů s intermediárními alelami, avšak 

jejich vliv na fenotyp zůstává nejasný. Repetice CTG v genu DMPK nemusí tedy být 

vţdy čistá a nečistoty mohou ovlivnit stabilitu alel a moţná i fenotyp pacientů 

podobně, jak tomu je u jiných expanzních chorob. 
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