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The European Molecular Genetics Quality Network
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fragile X mental retardation protein - protein mentaini retardace spojené s fragilnim X
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repeat-primed PCR

spinalni a bulbarni muskularni atrofie

spinocerebelarni ataxie

sodium dodecyl sulphate - dodecylsulfat sodny
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tymin
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1. TEORETICKY UVOD

1.1. Nemoci s expanzi repetitivni sekvence

Expanze nestabilnich jednoduchych repetic v genomové DNA predstavuji
vyjimecny mechanismus vzniku lidskych onemocnéni. Tento typ mutace byl poprvé
popsan v roce 1991 jako molekularni pfi€ina syndromu fragilniho chromozomu X a
spinalni bulbarni muskularni atrofie (Kremer et al. 1991; La Spada et al. 1991). Od té
doby bylo popsano vic nez 40 zavaznych neurologickych, neurodegenerativnich a
neuromuskularnich onemocnéni, ktera jsou zapfi€inéna expanzi jednoduchych
tandemovych repetic na specifickych chromozomalnich lokusech (shrnuto v Pearson
et al. 2005). Pro téméfr vS8echny tyto choroby je typicka Sirokd symptomaticka
variabilita od mirnych forem s pozdnim nastupem v dospélém véku k téZzkym

kongenitalnim nebo détskym formam (Gomes-Pereira a Monckton 2006).

VétSina téchto onemocnéni je spojena s expanzi trinukleotidovych repetic. Do
této skupiny patfi syndrom fragilniho 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), myotonicka dystrofie typ 1 (DM1) (Fu et al.
1992; Harley et al. 1992; Mahadevan et al. 1992), spinalni bulbarni muskularni
atrofie (SBMA) (La Spada et al. 1991), Huntingtonova nemoc (HD) (MacDonald et al.
1993), spinocerebelarni ataxie typ 1, 2, 3, 6, 7, 17 (SCA1, SCA2, SCA3, SCAG,
SCA7, SCAL7), dentatorubralni pallidolysicka atrofie (DRPLA) a dalSi choroby (viz
review Gatchel a Zoghbi 2005; Pearson et al. 2005; Brouwer et al. 2009). Kromé
trinukleotidovych repetic expanduji ale i motivy tvofené tetranukleotidy (myotonicka
dystrofie typ 2, DM2) (Liquori et al. 2001), pentanukleotidy (spinocerebelarni ataxie
typ 10, SCA10) (Matsuura et al. 2000) nebo minisatelity (progresivni myoklonicka
epilepsie 1, EPM1) (Pennacchio et al. 1996). Kontrakce megasatelitu byla popsana u
facioskapulohumeralni muskularni dystrofie 1A (FSHMD1A) (Wijmenga et al. 1992).

V Tab. 1 je uveden prehled onemocnéni zplsobenych expanzi jednoduchych repetic.

Tandemové repetitivni sekvence v genech asociovanych s témito chorobami
jsou obvykle polymorfni v obecné populaci. Normalni alely maji obvykle méné nez 30
repetic. Expanze, které jiz zpusobuji chorobu, tzv. plné mutace, jsou nejCastgji

v rozmezi 40-80 repetic, ale mohou byt i delSi, nékdy az tisice repetic. U nékterych



Tabulka 1: Pfehled nestabilnich expandujicich jednoduchych repetic a asociovanych onemocnéni

Patogenni Repetitivni Gen Lokus Pozice Normalni Patologicka Nemoc Vliv rodic¢e Dédicnost

mechanismus sekvence délka délka na expanzi

Ztrata funkce proteinu  (CGG)n FMR1 Xqg27.3 5'UTR 5-55 >200 FXS Syndrom fragilniho chromozomu X M X-LR
(GGC)n FMR2 Xq28 5'UTR 6-60 >200 FRAXE MR asociovana s FRAXE ND X-LR
(GAA)n FXN 9q13 Intron1 3-33 200-1700 FRDA Friedreichova ataxie M AR

Toxicka RNA (CTG)n DMPK 19913 3'UTR 5-37 50-3000 DM1 Myotonicka dystrofie typ 1 M AD
(CCTG)n ZNF9 3021 Intron1 <74 75-11000 DM2 Myotonicka dystrofie typ 2 ND AD
(CGG)n FMR1 Xq27.3 5UTR 5-54 55-200 FXTAS Syndrom tremoru/ataxie na X-LD

asociovany s fragilnim X
Toxicky protein (CAG)n AR Xq13-21 CR 9-36 38-62 SBMA Kennedyho nemoc/Spinaini a ND X-LSL
bulbarni muskularni 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 Spinocerebelarni ataxie typ 1 P AD
(CAG)n ATXN2 12924.1 CR 14-31 34-62 SCA2 Spinocerebelarni ataxie typ 2 P AD
(CAG)n ATXN3 14qg32.1 CR 12-43 >60 SCA3 Spinocerebelarni ataxie typ 3 P AD
(CAG)n CACNA1A 19p13 CR 5-18 20-33 SCAB Spinocerebelarni ataxie typ 6 ND AD
(CAG)n ATXN7 3p12-21.2 CR 7-34 >37 SCAY Spinocerebelarni ataxie typ 7 P AD
(CAG)n TBP 6q27 CR 25-44 45-66 SCA17 Spinocerebelarni ataxie typ 17 ND AD
(CAG)n DRPLA 12p13.31 CR 7-25 49-88 DRPLA Dentatorubralni pallidolysicka atrofie P AD
(GCG)n PABPN1 14911.2-q13 CR 10 12-17 OPMD Okulofaryngealni muskularni dystrofie na AD/AR

Nejisty (CTG)n KLHL1AS 13¢g21 3'UTR 16-34 >100 SCAB8 Spinocerebelarni ataxie typ 8 M AD
(ATTCT)n ATXN10 22913 Intron 1 <29 >800 SCA10 Spinocerebelarni ataxie typ 10 ND AD
(CAG)n PPP2R2B 5q31-32 5'UTR <32 51-78 SCA12 Spinocerebelarni ataxie typ 12 ND AD
(CTG)n JPH3 16924.3 CR/3’'UTR 6-27 41-58 HDL2 Huntingtonova nemac typ 2 ND AD

Prevzato a upraveno z review (Brouwer et al. 2009) a doplnéno z (Pearson et al. 2005; Gomes-Pereira a Monckton 2006; Slean et al. 2008).
Legenda: CR kodujici oblast, UTR nepfekladana oblast, M k expanzim dochazi pfednostné a/nebo jsou vétsi pfi maternalnim pfenosu alely, P pfi paternalnim pfenosu, AR autozomalné

recesivni, AD autozomalné dominantni, X-LR X-vazana recesivni, X-LD X-vazana dominantni, X-LSL= X-vazana limitovana pohlavim, ND nedostatecné Gdaje, na neaplikovatelné



nemoci existuje jeSté kategorie premutaci. Jsou to obvykle repetice stfedni délky,
které jsou vysoce nestabilni pfi mezigeneraCnim pfenosu, ale samy onemocnéni
nezpusobuji (i kdyZz nékdy mohou byt spojeny s ur€itym charakteristickym fenotypem)
(Gatchel a Zoghbi 2005).

Molekularni patogeneze téchto onemocnéni je primarné zavisla na lokalizaci
repetice uvnitf  pFisluSnych genld. U polyglutaminovych onemocnéni jsou
expandované repetice CAG lokalizovany v kédujicich exonech a zpUsobuji vznik
abnormalnich proteind obsahujicich polyglutaminovy segment, které se stavaji pro
buriku toxickymi. Do této skupiny chorob patfi napf. HD, SCA1, SCA2, SCA3, SCA7,
SCAl17, SBMA a DRPLA. Expandované repetice v nekddujicich oblastech genu
(promotory, neprekladané oblasti, introny) bud suprimuji expresi genu a zpuUsobuji
recesivni choroby jako FXS nebo FRDA, nebo produkuji mRNA se zménénymi
vlastnostmi, které v burikach vychytavaji RNA-vazajici proteiny. To mize vést ke
vzniku ribonuklearnich inkluzi a poruch alternativniho sestfihu jinych transkriptd
(napf. u DM1 a DM2 nebo u syndromu tremoru/ataxie asociovaném s fragilnim X
(FXTAS)) (Gatchel a Zoghbi 2005). Polyalaninova onemocnéni vykazuji expanze
motiva tvofenych rlznymi triplety kodujicimi alanin, zejména v genech pro
transkrip€ni faktory, jejichz zménéna funkce pak ovliviiuje vyvojovou expresi celych
skupin genl, napf. u synpolydaktylie (SPD) a okulo-pharyngealni myotonické
dystrofie (OPMD) (shrnuto v Messaed a Rouleau 2009). OPMD je ale jedinou nemoci
z této skupiny, na jejimz vzniku se podili vyhradné zmnozeni tripletd. U dalSich
polyalaninovych nemoci se uplatriuji také jiné mutace, jako delece, duplikace a
substituce (Messaed a Rouleau 2009). Na vzniku FSHMD1A se podili epigeneticky
mechanismus - kontrakce megasatelitu ovliviiuje regulaci gend vzdalenych az
megabaze od této mutace a zaroven je snizen pocet kopii homeoboxového genu

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

Na rozdil od klasickych stabilnich mutaci, které se neméni pfi pfenosu na
potomstvo a udrzuji se v nezménéném stavu i v somatickych tkanich, jsou expanzni
mutace nestabilni pfi pfenosu na potomstvo (intergeneracni instabilita) a délka
elongované repetice se mulze liSit vrdznych tkanich jedince (somaticky
mozaicismus). Miru intergeneracni instability v délce repetice ovliviuji kombinace
cis-faktorll, jako jsou délka, typ, sekvenéni kontext a mozné vysSi struktury DNA

repetice nebo jeji sekvenlni Cistota, a trans-faktoru, jako je pohlavi rodice,



epigenetické prostredi, transkripéni aktivita bunék a tkani, dostupnost replikacnich,
transkripénich a reparacnich faktord a pfitomnost vazebnych mist pro regulacni
proteiny v okoli repetice (Gomes-Pereira a Monckton 2006; Libby et al. 2008).
Zasadni vliv na stabilitu repetice pfi pfenosu na dalSi generaci ma ale délka alely.
Kratké normalni alely jsou pfi pfenosu na potomstvo velmi stabilni. Mutacni
frekvence v8ak dramaticky narUsta se zvySujici se délkou repetice. U delSich
normalnich alel stoupa pravdépodobnost délkové zmény na 5 nebo i vice procent na
generaci, ale délkové zmény jsou omezeny na jednu nebo nékolik malo repetitivnich
jednotek (Zhang et al. 1994; Leeflang et al. 1999). Jakmile vSak délka repetice
presahne urcitou hranici, alela se stane vysoce nestabilni a ma silnou tendenci se
dale prodluzovat (Fu et al. 1991; Brook et al. 1992; Orr et al. 1993). Tato tendence
k prodluzovani elongovanych alel pfi pfenosu na dal$i generaci spolu s pozorovanou
symptomu Casnéjsi, zapficifiuji jev znamy jako geneticka anticipace (Harper et al.
1992). Tu poprvé popsal v roce 1918 Svycarsky oftalmolog Bruno Fleitcher u DM1,
ale pfiCina tohoto fenoménu byla pochopena az po odhaleni molekularni podstaty
trinukleotidovych chorob poCatkem devadesatych let 20. stoleti (Kremer et al. 1991;
La Spada et al. 1991; Verkerk et al. 1991; Yu et al. 1991).

V zavislosti na typu repetitivni sekvence vytvareji useky s opakujicimi se
trinukleotidy, tetranukleotidy &i pentanukleotidy rizné stabilni non-B konformacni
struktury DNA, které jsou pokladany za hlavni pfiinu genetické instability. Tyto
struktury, jako vlasenky, sklouznuta viakna, triplexy, tetraplexy a tzv. lepiva DNA jsou
typické pro danou repetici a maiji rdznou stabilitu (Wells et al. 2005). Tvofi se pfi
rozplétani dvousrobovnice (napf. pfi replikaci €i transkripci) a jsou téz cilem ruznych
proteinl v&etné reparacnich (Jaworski et al. 1995; Pearson et al. 1997; Jung a Bonini
2007; Lin et al. 2009). Proto se tedy dle souCasnych pfedstav repetice prodluzuji
zejména pravé pii procesech replikace, transkripce a reparace. Do tvorby expanze
se ale zapojuji i proteiny fungujici v procesech remodelovani chromatinu nebo

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

Samotna nukleotidova sekvence repetice také ovlivriuje jeji stabilitu. Pokud je
trinukleotidova repetice pfreruSena jinymi triplety, mohou tyto slouzit jako kotva a

stabilizovat repetici vici slouznuti a expanzi (Chung et al. 1993; Eichler et al. 1994).
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VétSina normalnich alel gend FMR1, ATXN1 a ATXN2 ma pravidelnou strukturu
repetice CGG resp. CAG prerusenou aspon jednim tripletem AGG, CAT nebo CAA.
Vétsina expandovanych alel naopak obsahuje Cistou, nepferusenou repetici, ve které
dochazi k expanzi (Chung et al. 1993; Eichler et al. 1994; Choudhry et al. 2001).

Bylo zjisténo, ze mezigenera¢ni zména délky alel mUze byt také ovlivnéna
pohlavim rodiCe, ktery alelu pfedava. Napfiklad u FXS se premutace prodluzuje do
plné mutace vyhradné pfi pfenosu pfes matku (Fu et al. 1991). U HD se naopak
elongovana alela zpravidla vice prodluzuje pfi pfenosu pfes otce a zpusobuje
zavazngjsi juvenilni formu onemocnéni u potomku téchto muzd (Telenius et al. 1993;
Trottier et al. 1994). Jsou v8ak popsany i juvenilni formy HD pochéazejici z maternalni
expanze (Nahhas et al. 2005). U DM1 se expanze s 40-80 CTG prodluzuji pfi
pfenosu od otce, zatimco alely delS§i nez 80 CTG expanduji zejména pfi pfenosu
pfes matku (Brunner et al. 1993). U FRDA maji expanze kratsi nez 100 repetic
tendenci k prodluzovani od obou pohlavi, ale alely delSi nez 200 GAA se prodluzuji
pfi maternalnim pfenosu a pfi paternalnim maji naopak tendenci kontrahovat (De
Michele et al. 1998). Mechanismus vlivu pohlavi na intergeneracni dynamiku alel
zatim nebyl objasnén. Pfedpoklada se, Zze zvySujici se tendence k prodluZovani
u Zzen ve srovnani s muzi by mohla byt vysledkem ucinnéjSi selekce proti dlouhé
alele ve spermatogenezi (Jansen et al. 1994). Proti tomu ale svédci fakt, ze velké
germinalni expanze byly popsany i u muzi s DM1. Nebyl ani prokazan ucinek véku

na germinalni mutaéni frekvenci u HD a DM1 (Martorell et al. 2004).

DalSi obecnou vlastnosti expandovanych repetic je somaticky mozaicismus, tj.
rizna délka expanze v ruznych somatickych burikach. Somaticky mozaicismus muze
byt tkariové specificky a muiUze narlstat s vékem. Ve specifickych tkanich maiji
nékteré expanze tendenci k extrémnimu prodlouzeni, napf. expanze u pacienti s HD
v buiikach bazalnich ganglii mozku (Kennedy et al. 2003) nebo expanze u pacientl
s DM1 ve skeletalnich svalech (Anvret et al. 1993). Prodluzovani expanzi v téchto
postmitotickych tkanich, kde jsou pfislusné geny obzvlasté aktivni, svédCi pro
vyznamnou roli transkripce pfi tvorbé expanzi (Gomes-Pereira a Monckton 2006).
U nékterych onemocnéni expanze v ur€itych tkanich naopak kontrahuji, napf. u
FRDA v perifernich leukocytech (Sharma et al. 2002) a u muzud s plnou mutaci FXS
v germinalnich bunkach (Reyniers et al. 1999).
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1.2. Syndrom fragilniho chromozomu X

1.2.1. Fenotyp a molekularné geneticka podstata onemocnéni

Syndrom fragilniho chromozomu X (FXS, OMIM 300624) je nejCastéjSi
monogenni pfi€inou mentalni retardace s odhadovanou Cetnosti 1 na 4000-9000
muzl a 1 na 7000-15000 Zen (Crawford et al. 2001). V roce 1969 byl odhalen
aberantni chromozom X u pacienta zrodiny s gonozomalné dédicnou mentalni
retardaci popsané v r. 1943 Martinem a Bellovou (Martin a Bell 1943; Lubs 1969). Az
o 10 let pozdéji byl tento nalez reprodukovan v médiu chudém na kyselinu listovou
(Sutherland a Ashforth 1979). Poté byla tato jednotka, pfedtim oznacovana jako
syndrom Martina a Bellové, pojmenovana syndrom fragilniho chromozomu X. Také
v nasi populaci byl FXS cytogeneticky potvrzen u mnoha pacientd (Seemanova et al.
1982; Macek et al. 1983; Seemanova et al. 1985; Seemanova et al. 1987).
Pozorovani rodin s FXS odhalilo nékteré zvlastni jevy, jako Ze nemoc je pfenasena
nejen asymptomatickymi zenami, ale i muzi (normalni transmitujici muzi) (Fryns a
van den Berghe 1982). Proto byla vyslovena hypotéza premutace, ktera vysvétlovala
prenaseCstvi u muzi (Pembrey et al. 1985). Stale ale bylo zvlastni, Zze dcery
normalnich transmitujicich muzi nejsou nikdy postizené, ale jsou Casto matkami
zavazneé postizenych muzu, a ze riziko manifestace onemocnéni se zdalo byt zavislé
na pozici v rodokmenu a zvySovalo se v nasledujicich generacich (Sherman et al.
1985).

Vysvétleni pfislo az v roce 1991 s odhalenim molekularni podstaty této afekce,
ktera je zpusobena expanzi polymorfni repetice trinukleotidu CGG v 5 neprekladané
oblasti genu FMR1. Gen je 38 kb dlouhy, obsahuje 17 exonl a je lokalizovan
v chromozomalni oblasti Xq27.3 (Verkerk et al. 1991; Yu et al. 1991). FXS tak byl
prvnim onemocnénim, u kterého byla prokazana expanze trinukleotidd s klinickymi
nasledky. Normalni alely jsou polymorfni s délkou 6-50 tripletd CGG, prevazné
obsahujici pferuseni AGG, a jsou stabilni pfi pfenosu do nasledujici generace (Fu et
al. 1991; Eichler et al. 1994). Alely v rozmezi 51-58 CGG (intermediarni alely) jsou
mirné nestabilni a donedavna nebyla v jedné generaci zaznamenana takova zména
délky, ktera by vedla k plné mutaci a FXS (Eichler et al. 1994; Biancalana et al.
2006). Nové byl ale takovy pfipad popsan u alely s délkou 55 CGG bez pferuseni
AGG (Fernandez-Carvajal et al. 2009). Naproti tomu alely s59-200 CGG
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(premutace) jsou velmi nestabilni a prodluzuji se do plné mutace (pocet CGG vétsi
nez 200) vyhradné pfi maternalnim pfenosu (Fu et al. 1991), pficemz riziko expanze
do plné mutace stoupa s velikosti maternalni premutace (Heitz et al. 1992; Fisch et
al. 1995). PIné mutace jsou obvykle spojeny s hypermetylaci genu FMR1, ktera
zpusobuje jeho inaktivaci a nedostatek jeho proteinového produktu, RNA-vazajiciho
proteinu FMRP (Heitz et al. 1991; Oberle et al. 1991). Byly popsany vzacné pfipady
FXS zplUsobené deleci Casti nebo celého genu FMR1, ktera se obvykle objevuje
v kontextu s expanzi (Coffee et al. 2008), nebo bodové mutace v kddujici oblasti
genu FMR1, které maji za nasledek chybéni FMRP a fenotyp identicky s FXS
zpusobenym expanzi repetice CGG (De Boulle et al. 1993; Lugenbeel et al. 1995;
Wang et al. 1997). FMRP pusobi jako translacni represor na synapsich, zejména
v mozkoveé kufe, mozecku a hipokampu (Laggerbauer et al. 2001; Zalfa et al. 2003),
kde ovliviiuje jejich plasticitu a funkci regulaci translace protein(, které se podileji na

rstu, morfologii a fungovani synapsi (Bagni a Greenough 2005).

Postizeni chlapci s plnou mutaci maji mirné dysmorfické Crty (protahly oblicej,
makrocefalii s prominenci Cela a brady, velké a antevertované usi), abnormality
pojivové tkané (hyperextenzibilitu kloubl, zejména ruky), prolaps mitralni chlopné a
makroorchismus konstantné pfitomny po puberté. Vraném détstvi se muze
projevovat hypotonie. Pfiblizné u 2% chlapcu s FXS se vyskytuje rozstép patra. Déti
s FXS maiji také charakteristicky behavioralni profil, nékdy s autistickymi rysy, a
zaostavaji vyvojové, kognitivné, jazykové (dyslalie, echolalie, logorhea) i motoricky.
S FXS je také Casto spojena hyperaktivita a porucha soustfedéni, chybéni oc¢niho
kontaktu, stydlivost, agresivita, sebepoSkozovani, epilepsie, uUzkost a deprese
(Garber et al. 2008). Zeny s plnou mutaci maji variabilni, vesmé&s mirngjsi fenotyp
diky Caste€né aktivité normalni alely genu FMR1 z druhého chromozomu X. Pfiblizné
25% z nich ma mentalni retardaci (IQ<70) (Bennetto et al. 2001), ale vétSina ma 1Q
na spodni hranici normalu (75-90) a behavioralni problémy (Jacquemont et al. 2007).
Mozaicismus v délce repetice a pfipadné i metylaéni mozaicismus mohou vést
k méné zavaznému fenotypu i u muzl s plnou mutaci. Stupen IQ u pacientl s FXS
koreluje u obou pohlavi s koncentraci FMRP v krvi (Tassone et al. 1999; Loesch et
al. 2004).
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Alely v premutacnim rozmezi (59-200 opakovani CGG) maji prevalenci
v kavkazské populaci 1/1000 u muzd a 1/246-1/468 u Zen (Crawford et al. 2001).
Premutace nebyly dle pavodni definice spojovany s klinickym fenotypem, ale pouze
s nestabilitou pfi maternalnim pfenosu a moznosti expandovat v dal§i generaci do
plné mutace. Pozdéji se ale zjistilo, ze asi u 20% pfenaSecCek premutace se objevi
predCasné selhani funkce ovarii (POF, ukonc€eni periody ve véku 40 let nebo dfive)
nebo €asna menopauza (menopauza ve véku 45 let nebo dfive), obvzlasté u
premutaci delSich nez 70 CGG (Allingham-Hawkins et al. 1999; Sherman 2000;
Sullivan et al. 2005). Vroce 2001 bylo u starSich muzi s premutaci popsano
neurodegenerativni onemocnéni FXTAS (syndrom tremoru/ataxie asociovany
s fragilnim X), charakterizované progresivnim akénim tremorem, ataxii a kognitivnim
deficitem (Hagerman et al. 2001). Pozdéji bylo upfesnéno, Ze onemocnéni se
objevuje pfevazné u muzl s premutaci delSi nez 70 CGG (Jacquemont et al. 2006),
a pravdépodobnost projevu onemocnéni s vékem stoupa (Jacquemont et al. 2004).
Na patogenezi FXTAS se pravdépodobné podileji toxicita mRNA nesouci premutaci
a zvySeni hladiny FMR1 mRNA nebo také mirné sniZzeni hladiny FMRP u pfenasecu
premutace (Tassone et al. 2000; Jacquemont et al. 2007). Toxicky efekt mRNA
podporuji téZ nalezy intranuklearnich inkluzi v neuronech a astrocytech mozku, které
obsahuji FMR1 mRNA (Greco et al. 2002). Studie na drozofilach exprimujicich
transkripty s prodlouzenymi trakty repetice CGG poukazuji na naruSeni funkce

nékterych RNA-vazajicich proteina (Jin et al. 2007; Sofola et al. 2007).
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1.2.2. Moznosti molekularné genetické diagnostiky FXS

Molekularné geneticka analyza FXS je mozna metodou pfimé amplifikace
repetice CGG vgenu FMR1 pomoci primerl komplementarnich k jedineCnym
sekvencim lezicim na protilehlych stranach repetice metodou polymerazové fetézové
reakce (PCR). Standardni PCR vsSak amplifikuje pouze normaini alely a kratké
premutace do délky asi 100 tripletd CGG. Proto byly vyvinuty rizné modifikace PCR,
které amplifikuji i del8i expanze. Pro pfesnou analyzu poctu opakovani CGG u
kratSich hraniCnich alel je mozZzno pouzit sekvenovani PCR produktu. Tato metoda
poskytne i informaci o pfitomnosti i nepfitomnosti pferuseni repetice jinymi triplety

(AGG), které maiji zasadni vliv na stabilitu repetice pfi pfenosu do dalSi generace.

Dlouhé expanze repetice CGG v genu FMR1 je mozno detekovat téZ metodou
Southernova blotu. Ta se pouziva zejména u muzu, u kterych se nedafi amplifikovat
zadny produkt. VyuZiva se ale také u Zen, u kterych PCR prokaze pfitomnost jedné
normaini alely, a je tfeba rozhodnout, zda se jedna o homozygotku pro normailni alely
identické délky, nebo o heterozygotku s normalni alelou na jednom a
neamplifikovatelnou expanzi na druhém chromozomu X. K analyze se nejCastéji
vyuziva restrikéni Stépeni enzymy Hindlll nebo EcoRI, které produkuji normalni
fragmenty pfiblizné délky 5,2 kb, nebo patficné prodlouzené fragmenty (u premutaci
na 5,3-5,7 kb, u plnych mutaci na vice nez 5,7 kb). Nastépena genomova DNA je
separovana v agarézovém gelu a poté pFenesena na membranu. Specifické
fragmenty genu FMR1 pak mohou byt vizualizovany hybridizaci s nékterou ze sond,
napf. StB12.3, pE5.1, Ox1.9 nebo Ox0.55, vyvinutou pro diagnostiku FXS (Rousseau
et al. 1992). Kromé identifikace expanzi a urCeni jejich pfiblizné velikosti umozniuje
Southernova metoda také zjisténi metylaéniho stavu alel genu FMR1. Dvoijité Stépeni
kombinaci enzymu Hindlll (alternativné EcoRI) a metylsenzitivniho enzymu Sacll
(alternativné BssHII, Eagl) a detekce prislusnou sondou (napf. StB12.3, Ox1.9 nebo
Ox0.55) umoznuje rozliseni metylovanych a nemetylovanych fragmentd (Rousseau
et al. 1991; Rousseau et al. 1992). To ma diagnosticky vyznam, protoze plna mutace
v genu FMRL1 je obvykle asociovana s metylaci expandované alely. Situaci pfi pouziti

enzymu Hindlll a Sacll a sondy StB12.3 znazorfiuje Obr. 1.
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Obrazek. 1. Schematické znazornéni restrikCnich fragmentu, vznikajicich po Stépeni
Hindlll a Sacll a jsou detekovany hybridizaci se sondou StB12.3. Absence metylace
vede u muzu s normalni alelou genu FMR1 ke vzniku fragmentu délky 2,8 kb. U
muZzu s premutaci, ktera je také nemetylovana, ma fragment délku 2,9-3,3 kb. MuZzi
s plnou mutaci maji v ddsledku metylace Sacll mista pouze fragment del§i nez 5,7
kb, ale v pfipadé somatického mozaicismu se mohou objevit rizné dalSi metylované i
nemetylované fragmenty. Zena se dvémi normalnimi alelami FMR1 ma diky metylaci
inaktivniho chromozomu X fragmenty o délce 2,8 kb a 5,2 kb. Zena s premutaci ma
navic prodlouZzené fragmenty o délce 2,9-3,3 kb a 5,3-5,7 kb. Zena s plnou mutaci
ma navic fragmenty del8i nez 5,7 kb, v pripadé mozaicismu i dal§i fragmenty.

Pro zjisténi metylaéniho stavu promotoru genu FMR1 byly vyvinuty i rizné
metylsenzitivni PCR (Weinhausel a Haas 2001). Jejich pouziti je vSak problematické
zejména u Zen s FXS, protoZe analyzu komplikuje metylovana normalni alela na

inaktivnim chromozomu X.

Vazebna analyza pomoci polymorfnich DNA markert z oblasti Xg27.3 se
vyuziva zejména pfi prenatalni diagnostice pro vylouCeni kontaminace materialu
plodu matefskou DNA, nebo v pfipadech, kdy je tfeba zjistit rodi€ovsky plvod alel
nebo ovéfit sdileni jednotlivych alel mezi sourozenci. Jsou vyuZivany zejména
mikrosatelitové polymorfni markery (DXS548, DXS297, FRAXAC1l, FRAXAC2,
DXS8091), které pfiléhaji 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. Myotonicka dystrofie typ 1

1.3.1. Fenotyp a molekularné geneticka podstata onemocnéni

Myotonicka dystrofie typ 1 (DM1, OMIM 160900), poprvé popsana v roce 1909
Steinertem a nezavisle na ném Battenem a Gibbem (Batten a Gibb 1909; Steinert
1909), je autozomalné dominantné dédi¢né multisystémové onemocnéni postihujici
kosterni i hladké svaly, ale také oci, srdce, endokrinni systém a centralni, pfipadné
periferni nervovy systém. Patfi mezi nejCastéjSi formy muskularni dystrofie dospélych
s odhadovanou incidenci 1:8000 (Harper 2001). Vyznacuje se neuplnou penetranci
s typickym nastupem mezi 20. az 40. rokem zivota a vysoce variabilnim klinickym
obrazem. PostiZzeni svalu je charakterizované myotonii, ktera se projevuje poruchou
relaxace svalu po volné kontrakci, slabosti zacinajici od distalnich svalu, ktera se
postupné rozSifuje i na proximalni svaly, atrofii distalnich svalt rukou a nohou a
atrofii svalll obliCeje, ktera zpusobuje typickou facies s Castou ptdézou oc€nich vicek.
U pacientd s DM1 se mohou objevit také katarakta (Casto jako jediny pFiznak),
diabetes, hypogonadismus, atrofie gonad a frontalni ple§ u muzd, dysfunkce §titné
Zlazy, porucha srdec¢niho rytmu, kardiomyopatie €&i ischemicka choroba srdecni,
polyneuropatie, snizené |Q, poruchy socializace, deprese i hypersomnolence (Harper
2001). Kongenitalni forma je spojena s tézkou respiracni insuficienci a s ,hadrovitou®
svalovou hypotonii novorozence (,floppy infant) a muze byt letalni. Postizenym
rodicem je vzdy matka a kongenitalni forma se vyskytuje u 25% potomstva matek
postizenych DM1 (Harper 2001), pfi€emz matky nemusi mit v dobé porodu rozvinuté
svalové obtize. Geneticka anticipace charakterizovana dfivéjSim nastupem nemoci a
tez8imi symptomy v nasledujicich generacich byla v rodinach s DM1 popsana jiz
v druhé dekadé 20. stoleti, avSak pfic€ina tohoto jevu byla zjisténa az na pocatku 90.
let 20. stoleti s objevem molekularni podstaty onemocnéni (Fu et al. 1992; Harley et
al. 1992; Mahadevan et al. 1992; Shaw et al. 1993).

vrve

oblasti terminalniho 15. exonu genu DMPK. Gen ma délku 13 kb a mapuje na
chromozom 19 do regionu 19913.2-13.3 (Fu et al. 1992; Harley et al. 1992,
Mahadevan et al. 1992; Shaw et al. 1993). V normalni populaci poCet opakovani
CTG kolisa mezi 5-35 CTG. Za patologickou se povazuje délka pfekracujici 50 CTG
(Brook et al. 1992; Fu et al. 1992; Mahadevan et al. 1992; IDMC 2000). Byla
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pozorovana korelace mezi délkou alely a zavaznosti a vékem nastupu nemoci.
Pacienti s minimalni formou DM1 maji 50-150 repetic CTG, pacienti s klasickymi
projevy DM1 maiji 100-1000 repetic CTG, u kongenitalnich forem choroby pfekracuji
expanze délku 2000 repetic CTG (IDMC 2000; Salehi et al. 2007). Délka repetice
mezigeneracné narusta, coz je pfi€inou genetické anticipace (Ashizawa et al. 1992;
Harley et al. 1992). Alely s délkou 40-80 CTG expanduji, pokud jsou pfenaseny muzi,
zatimco delSi alely vyraznéji expanduji pfi maternalnim pfenosu (Brunner et al.
1993). Méné Castou udalosti je kontrakce expandované repetice, ke které dochazi
v rodinach s DM1 s frekvenci 4,2-6,4% (Ashizawa et al. 1994, Salehi et al. 2007).

Mutace v genu DMPK je rozSifena po celém svéte (shrnuto v Tishkoff et al.
1998). Kromé jediného pfipadu rodiny ze subsaharské Afriky se vSechny
expandované alely vyskytuji na haplotypu s Alu(+) variantou polymorfni 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 Hinfl(+) a Taql(+) dvou
klasickych RFLP z této oblasti. Tento haplotyp (+++) oznacily srovnavaci studie jako
ancentralni (Tishkoff et al. 1998). Je pfitom ale zajimavé, ze 15% alel genu DMPK
delSich nez 18 CTG se v neafrickych populacich vyskytuje na jiném haplotypu nez
(+++). Otazka predispozice haplotypu (+++) k expanzi je spornd, protoZe je s nim
spojena také nejCastéjsi alela 5 CTG (Tishkoff et al. 1998). Nejpravdépodobné;si je,
Ze puvodni udalosti byla zména na jediném nebo nékolika malo chromozomech
(Imbert et al. 1993; Goldman et al. 1994), svelmi pozvolnym driftem delSich
normalnich alel do instabilniho rozsahu, pficemz novéjsi haplotypy pravdépodobné

nemély dostatek ¢asu pro dosazeni expanze (Tishkoff et al. 1998).

Gen DMPK koéduje serin-treoninovou protein kinazu DMPK (myotonic
dystrophy protein kinase) (Dunne et al. 1994; Timchenko et al. 1995). Exprimuje se
zejména ve specializovanych bunécnych strukturach kosternich a srde¢nich svald,
kde se ucCastni intracelularniho vedeni a pfenosu signalu. Kinaza DMPK je uzce
spojena s cAMP-dependentnimi a Rho-vazajicimi protein kinazami, které hraji
dllezitou roli v organizaci cytoskeletu a v dalSich buné&fnych procesech vcetné
intracelularniho transportu a metabolismu (Ridley 2001; Furukawa et al. 2005). Bylo
prokazano, ze substratem DMPK in vitro je napf. phospholemman, membranovy

protein, ktery indukuje tok CI iontd (Mounsey et al. 2000), a téz fosfatdza myozinu,
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ktera inhibuje kontrakci hladkého svalstva defosforylaci myozinovych vliaken (Muranyi
et al. 2001).

Vliv expandované repetice CTG na Klinickou manifestaci onemocnéni
vysvétluji v souCasnosti tfi zakladni modely, které pravdépodobné funguji simultanné
(Kaliman a Llagostera 2008). Jednak je to snizena hladina DMPK mRNA a proteinu
ve svalech pacientd s DM1 (Fu et al. 1993; Hofmann-Radvanyi et al. 1993), ktera je
zpusobena zadrzovanim expandovanych transkriptd v bunéném jadie (Davis et al.
1997). Druhym mechanismem je zménéna exprese sousednich gent SIX5 (sine
oculis homeobox, homolog 5), ktery koduje homeodoménu transkripéniho faktoru
(Winchester et al. 1999), a DMWD (myotonic dystrophy gene with WD repeats),
exprimovaného v testes a mozku (Alwazzan et al. 1999). Snizeni exprese téchto
dvou genl a genu DMPK je zfejmé zpusobeno zménou v organizaci chromatinu,
kterou expanze repetice CTG indukuje (Junghans et al. 2001). Tfetim mechanismem
je toxicky vliv mRNA nesouci expanzi CUG na fungovani RNA-vazajicich proteind,
které nasledné ovliviuji regulaci alternativniho sestfihu. Exprese prodlouzenych
transkriptl obsahujicich CUG vede zatim neznamym zpusobem ke zvySeni hladin
CUG-vazajicich proteint, zejména CUG-BP1 (Timchenko et al. 1996), a k poklesu
koncentrace proteinu muscleblind-like 1 (MBNL1) v dusledku jeho vychytavani
v ribonuklearnich inkluzich (Miller et al. 2000). Tato zména zpusobuje v dospélé tkani
nepatfiCnou expresi fetalnich sestfihovych forem nékterych proteind. Jsou to
napfiklad svalové specificky chloridovy kanal (CLCN1) (Mankodi et al. 2002),
inzulinovy receptor (Savkur et al. 2001) a srdec¢ni troponin (Philips et al. 1998).
Ribonuklearni inkluze jsou téz nalézany ve svalové tkani pacientd s velmi podobnym
multisystémovym onemocnénim, myotonickou dystrofii typu 2 (DM2), ktera je
podminéna expanzi repetice CCTG v nekddujici oblasti genu ZNF9 na chromozomu
3921 (viz nize). | kdyz jsou DM1 a DM2 podminény dvéma raznymi funk&né
odliSnymi geny, obé tyto klinické jednotky patrné sdileji spole¢né patogenni drahy
vedouci k podobnému fenotypu, ve kterych ziejm& dominuje vliv toxické RNA
(Ranum a Day 2004; Ranum a Cooper 2006). DalSi typ myotonické dystrofie (typ 3)
spojeny s frontotemporalni demenci byl mapovan do oblasti 15921-24 (Le Ber et al.

2004). Dosud vsak nebyl izolovan gen, ktery ji podmiriuje.
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1.3.2. Moznosti molekularné genetické diagnostiky DM1

Molekularné geneticka analyza DM1 je zalozena na pfimé detekci expanzi
vgenu DMPK. Analyza kombinuje metody PCR pro detekci normalnich alel a
kratkych expanzi do 100 repetic CTG a triplet-primed PCR (TP-PCR), pfipadné
Southernovu hybridizaci nebo long-range PCR pro detekci dlouhych expanzi.

VySetieni klasickou PCR s primery vazajicimi se na opacné strany repetice
umoznuje vylouceni pfitomnosti expanze v genu DMPK u pacientd se dvéma razné
dlouhymi normalnimi alelami. Produkty jsou separovany v denaturacnim
polyakrylamidovém gelu, pro pfesné urcCeni délky v kapilarni elektroforéze. Jestlize je
amplifikovana pouze jedna normalni alela, neni jasné, zda je tato v homozygotnim
stavu nebo ve stavu heterozygotnim spolu s neamplifikovatelnou expandovanou

alelou. Pak je nutno aplikovat nékterou z metod schopnych odhalit delSi expanze.

Jednou z téchto metod, umoZzniujicich pfesné urCeni velikosti normalnich
produktl a detekci dlouhych expanzi, je triplet-primed PCR (TP-PCR) (Warner et al.
1996). Metoda vyuziva primer komplementarni k repetici CTG, ktery na svém 5°
konci nese usek nekomplementarni k lidské genomové DNA, ktery slouzi k vazbé
druhého, vétsinou fluorescenéné znaceného primeru. Treti primer je umistény pred
nebo za repetici CTG. Po hybridizaci prvniho primeru do rdznych mist repetice
probiha amplifikace pomoci druhého a tfetiho primeru. Obr. 2 schematicky
znazorfiuje nasedani pouzitych primerl na repetici a na sebe navzajem. Reakce je
provadéna ve dvou separatnich mixech na obou vlaknech (CAG i CTG) z divodu
mozného selhani reakce, napfiklad v dusledku polymorfismd DNA na vazebnych
mistech primertu. TP-PCR vede ke vzniku populace fragmentl DNA, jejichz délka se
li5i o 3 nukleotidy (trinukleotid CTG). Amplifikace kratSich produktud je efektivnéjsi, se
vzrustajici délkou mnozstvi prislusného fragmentu klesa. Spektrum fragment(
vznikajici ve vzorku je vyhodnoceno po elektroforetické separaci produktll TP-PCR,

ktera se provadi vétSinou kapilarni elektroforézou s fluorescencni detekci fragmenta.

Pro detekci expanzi delSich nez 200 CTG je stale vyuzivana také Southernova
metoda, i kdyZz se od ni v posledni dobé vzhledem k ¢asové narocnosti a pouziti
radioaktivity upousti. Je to v§8ak metoda volby v pfipadé spornych vysledk( TP-PCR
nebo pro potfeby stanoveni pfiblizné délky expanze. Pfi pouZiti této metody je

genomova DNA nastépena restrikéni endonukleazou (alternativné mohou byt pouzity
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Obrazek 2: Schematické znazornéni obou viaken DNA 3 konce genu DMPK se
zvyraznénou trinukleotidovou repetici (obdélniky) a polohou a vzajemnou
komplementaritou (rovnobézné usporadani) pouzitych primert. Reakce probihajici
oddélené na CAG resp. CTG vilakné vyuzivaji primery Somy4R/P4CTG/P3R resp.
P2/PACAG/P3R a vedou ke spektrum PCR produktd (nahorfe a dole), ktera jsou
tvofena fragmenty DNA liSicimi se v délce vZdy o jeden trinukleotid.

EcoRI, BamHI, Ncol, Bgll) a hybridizovana s jednou z nékolika moznych sond
komplementarnich k usekiim jedine€né DNA pfiléhajicim k repetici CTG (Brook et al.
1992; Buxton et al. 1992; Fu et al. 1992; Shelbourne et al. 1993). Metoda umoznuje
priblizné urCeni déelky expanze, coz je vyhodné pro korelacni studie genotyp-fenotyp.
St&penim enzymem EcoRI vznikaji normalni fragmenty délky pfiblizn& 9 a/nebo 10
kb (fragmenty obsahuji inzercni/dele¢ni polymorfismus bloku sekvenci Alu o délce
1kb). Fragmenty nesouci expanzi jsou vzdy delSi nez 10 kb, protoZze expanze jsou
v kompletni vazebné nerovnovaze s inzerénim polymorfismem bloku repetic Alu
(Imbert et al. 1993; Neville et al. 1994).

Kromé Southernovy hybridizace jsou €asto pouzivany také metody long-range
PCR, vyuzivajici primery z klasické PCR, av8ak schopné amplifikovat s pouzitim
specialnich polymeraz i delSi fragmenty DNA. Tyto metody ov8em nejsou
stoprocentné spolehlivé pro amplifikaci velmi dlouhych expanzi.
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1.4. Myotonicka dystrofie typ 2

1.4.1. Fenotyp a molekularné geneticka podstata onemocnéni

Existence druhého lokusu pro myotonickou dystrofii byla zjisténa teprve po
zavedeni genetického testovani DM1. Lokus pro proximalni myotonickou dystrofii
DM2 (OMIM 602668) byl mapovan v roce 1998 na chromozom 3g21 (Ranum et al.
1998). Jedinci postizeni DM2 maiji komplexni klinické projevy velmi podobné DM1,
vCetné myotonie, charakteristického obrazu histologickych abnormalit kosterniho
svalstva, katarakty, potencialné fatalniho postizeni srdce s téZkou arytmii nebo
progresivni kardiomyopatii, hypotestosteronismu a oligospermie u muzd, inzulinové
senzitivity a specifickych serologickych zmén (Ricker et al. 1995; Day et al. 2003).
DM2 ale ma mirnéjsi pribéh a neni asociovana s vyvojovymi anomaliemi, t&Zkymi
kongenitalnimi formami a mentalni retardaci. Prevalence DM2 se v evropskych
populacich lisi, pficemz v zapadni Evropé mulze byt stejna jako u DM1 (Udd et al.
2006). Pacienti s DM2 sdileji identicky haplotyp, coz dokazuje jedinou ancestralni
(founder) mutaci s odhadovanym stafim 4000-12000 let (Bachinski et al. 2003).

DM2 je podminéna transkribovanou ale netranslatovanou expanzi repetice
CCTG lokalizované v intronu 1 genu pro RNA-vazajici protein s motivem zinkovych
prstd 9 (ZNF9) (Liquori et al. 2001). Opakovani CCTG je soucasti komplexniho
repetitivnino motivu (TG)(TCTG)(CCTG), (Liquori et al. 2001). V8echny slozky
tohoto motivu jsou v bézné populaci nestabilni, avSak pouze repetice CCTG
expanduje (Liguori et al. 2003). | kdyz je DM2 klinicky mirnéjSi nez DM1, expanze
repetice CCTG mohou byt mnohem delSi nez expanze repetice CTG u DM1. Alely
mohou nést 75-11000 CCTG. Motiv také vykazuje vyS$Si somatickou instabilitu nez
repetice DM1 (Liquori et al. 2001). Funkce proteinu ZNF9 neni pfibuzna s funkci
zadného z proteinu, které jsou kédovany oblasti DM1, a ani geny z oblasti DM1
nemaji zadny vztah ke genim z lokusu DM2. Pre-mRNA pacientl s DM2 je normalné
sestfizena a exprese genu ZNF9 se neliSi od kontrol (Margolis et al. 2006). Ve
svalech pacientu se ale nachazeji ribonuklearni inkluze obsahujici expanzi CCUG,
které zadrzuji protein muscleblind-like 1, podobné jako u pacientd s DM1. Za Siroké
spektrum klinickych znaku, které jsou spole¢né pro obé& nemoci, je nejspise
odpovédny identicky mechanismus nabyti nové funkce RNA postihujici alternativni
sestfih dalSich genu (Liquori et al. 2001; Day et al. 2003; Cardani et al. 2009).
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1.4.2. Moznosti molekularné genetické diagnostiky DM2

Testovani expanze repetice CCTG vgenu ZNF9 se provadi obdobnymi
metodami jakou analyza expanze repetice CTG u DM1. PCR s primery
komplementarnimi  k jedineCnym sekvencim sousedicim s repetici je mozno
amplifikovat normalni alely. Metoda repeat-primed PCR (RP-PCR), ktera je obdobou
TP-PCR (Bachinski et al. 2003), nebo jeji modifikace - amplifikace metodou
otaCivého kruhu (Nakamori et al. 2009), a Southernova metoda detekuji

expandované alely genu.

Historicky prvni metodou, ktera byla pouzivana pro detekci expanzi u DM2,
byla pfima analyza Southern blotem. Genomova DNA byla nastépena restrikCnimi
endonukleazami BsoBl nebo EcoRI a hybridizovana se sondou CL3N58 (Liquori et
al. 2001). Molekularné geneticka diagnostika DM2 Southernovou metodou je
v porovnani s diagnostikou DM1 o néco komplikovanéjSi, protoZe pacienti s DM2
maji vySSi stupeni somatického mozaicismu a mnohem vétsi délku expanze (az
11000 CCTG). Proto mlze pfi pouziti tohoto testu zustat u urcité ¢asti pacientd jejich

defekt neodhalen.

V soucasnosti pouziva vétSina laboratofi pro diagnostiku dvoukrokovou PCR.
V prvnim kroku se amplifikuji pouze kratké alely a do dalSiho testovani jsou vybrani
jen pacienti, u kterych byla detekovana pouze jedna normalni alela a ktefi jsou tedy
bud homozygoty pro dvé normalni alely stejné délky, nebo heterozygoty pro jednu
normalni a jednu neamplifikovatelnou expandovanou alelu. V druhém kroku je
u téchto osob mozné pouzit long-range PCR, separaci produktl v agarézovém gelu,
Southernllv blot a naslednou hybridizaci se sondou (CCTG)s (Bonifazi et al. 2004).
Alternativné muze byt ve druhém kroku pouzita metoda RP-PCR (Bachinski et al.
2003) nebo jeji modifikace (Nakamori et al. 2009). Kone¢né nékteré laboratofe
pouzivaji k detekci expanzi i fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) se sondou

(CCTG)s pfimo na preparatech svalovych biopsii (Cardani et al. 2004).
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2. CILE PRACE

1) Shromazdit co nejlépe charakterizované soubory pacientl se syndromem
fragilniho chromozomu X a myotonickou dystrofii, jejich klinicka data a biologicky

material.

2) Optimalizovat a do rutinni praxe zavést Sirokou paletu molekularné genetickych
metod pro diagnostiku téchto onemocnéni a aplikovat tyto metody na soubory
pacientl a jejich rodinnych pfislusniku.

3) Srovnat charakter expanzi v kauzalnich genech a efektivitu zachytu téchto defektl

s publikovanymi Udaji a pokusit se provést korelace mezi genotypem a fenotypem.

4) Na zakladé ziskanych zku$enosti a podle aktualniho vyvoje laboratornich metod

doporucit optimalni algoritmy molekularné genetickych vySetfeni téchto chorob.

5) Detailné prostudovat a popsat zajimavé kazuistiky, jejichz analyza by mohla

pFispét k pochopeni obecnych principu rozvoje téchto onemocnéni.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Soubory pacientt

Expanze repetice CGG v genu FMR1 u FXS byla autorkou prace testovana na
Ustavu biologie a Iékaiské genetiky (UBLG) 2. LF UK a FN Motol od roku 2001 na
souboru 1880 pacientl. Bylo to 1221 muzu a 659 Zen ve véku od 2 do 78 let, ktefi
spliiovali indikaéni kritéria pro testovani FXS (pacienti s projevy mentalni retardace
rizného stupné, s détskym autismem nebo ADHD, pfibuzni v riziku s rodinnou
anamnézou FXS, pacientky v prekoncepcni péci s rodinnou anamnézou mentalniho
postizeni Clena rodiny neznamé etiologie, pacientky s infertilitou ¢i pred€asnou
ovarialni dysfunkci nebo s ovaridlnimi cystami). Krev nebo DNA pacientd byla
dodana z riznych genetickych pracovist, klinik détské neurologie nebo pediatrickych
klinik zejména z Cech, protoze diagnostiku na Uzemi Moravy zaji$tuje pracovisté
v Brné. V letech 2005-2007 byl autorkou navic vySetfen dalSi soubor 256 pacientd
(96 zen, 160 muzu) starSich 45 let s cilem zjistit frekvenci premutace v genu FMR1 a
onemocnéni FXTAS utéchto pacientl. Tito pacienti byli vybrani ze souboru
ataktickych pacientl zaslanych z riznych neurologickych klinik a ambulanci z celé
Ceské republiky, ktery byl shromazdovan a vysetfovan od r. 1999 nejprve na SCA a
FRDA v laboratofi lékafské a molekularni genetiky UBLG (Peter Bauer, Stefanie

Krilova, Marta Kopeckova, Lida Apltova, Anna Krepelova).

Prvni skrining expanze repetice CTG v genu DMPK metodou PCR k vylouceni
DM1 byl na nasem pracovisti proveden v roce 1997. Autorka prace problematiku
prevzala v roce 2000 a postupné zavedla dal$i metody (Southernovu metodu a TP-
PCR), v roce 2003 pak i testovani expanze repetice CCTG v genu ZNF9 u DM2. Po
zavedeni analyzy DM2 byla u pacientd do té doby negativné testovanych na DM1
zjiStovana pritomnost dvou normalnich alel genu ZNF9 a pacienti s pouze jednou
normalni alelou byli vySetfeni Southernovym blotem. Tak bylo zachyceno prvnich 9
pacientl s DM2. Nasledné uz probihalo vySetfovani DM1 a DM2 paralelné.
V prosinci 2009 ¢ital soubor o0sob molekularné geneticky testovanych na
myotonickou dystrofii celkem 675 pacientl a jejich pfibuznych. Jednalo se o pacienty
se svalovym onemocnénim s variabilnimi symptomy (adultni, détské i kongenitalni

formy), pacienty testované pro vylou¢eni myotonické dystrofie, matky s detekovanym
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polyhydramnionem nebo s diagn6zou pedes ekvinovari u plodu a pfibuzné v riziku
zrodin s DM1 nebo DM2. VétSina pacientl pochazela z neurologickych pracovist,
novorozeneckych klinik a genetickych poraden pievazné na tzemi Cech. Pozadavek
na vySetfeni u dospélych pacientd byl nékdy specifikovan pfesnéji na DM1 nebo
DM2, jindy bylo poZadovano vySetfeni obou typld. Autorkou samotnou bylo
analyzovano kompletné nebo cCastec¢né (dovysSetfeni nové zavedenymi metodami)
celkem 559 pacientd, ale prace shrnuje vysledky z celého souboru 675 na pracovisti
vySetfenych osob. Analyza autorkou nevySetfenych pacientd byla provadéna

metodou PCR s pfimou inkorporaci radionuklidu (Arpad Boday, Markéta Sutajova).

V ramci studie souboru pacientli s myotonickou dystrofii vznikla také potfeba
otestovani obecné populace. Ktémto ucelim bylo vySetfeno 100 anonymnich
kontrolnich vzorki DNA o0sob sneznamym klinickym stavem, o nichz se
predpokladalo, Ze netrpi nervosvalovymi onemocnénimi. Tento soubor sestaval
z nepfibuznych pacientt, ktefi pfisli v jeden den na vySetfeni krevniho obrazu na

Kliniku hematologie FN Motol.

3.2. Metody

3.2.1. Obecny popis zakladnich metod
Izolace DNA

Molekularné geneticka analyza byla provadéna na genomové DNA izolované
z periferni krve pacientu a jejich rodinnych pfislusniki odebrané do K3;EDTA,
z kultivovanych bunék plodové vody &i z nativnich klkd z biopsie choria. DNA byla na
UBLG izolovana manuéiné vysolovaci metodou (Miller et al. 1988) (viz nize) nebo
pomoci kitu Gentra Puregene DNA Isolation Kit (Quiagen), pfipadné na pfistroji
AutoGenFlex STAR (KURABO Industries) s kitem FLEXI GENE DNA AGF3000
(Quiagen). DNA zaslana zjinych pracovist byla izolovana prevazné kity QlAamp
DNA Blood Kit nebo Gentra Puregene DNA Isolation Kit (oba Quiagen). Pfi pouziti
komerénich kitd bylo postupovano podle manualtd vyrobcu. V pfipadé pouZiti
vysolovaci metody byly v prvnim kroku lyzovany cCervené krvinky v amonium-
chloridovém pufru a centrifugaci byly separovany bilé krvinky, jejichz membrany byly

lyzovany a DNA uvolnéna pusobenim 100 pg/ml proteinazy K v prostfedi pufru SE
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(75mM NaCl, 25mM EDTA) a anionického detergentu (1% SDS) pfes noc. DalSi
pfimési, zejména proteiny, byly odstranény pfidanim nasyceného roztoku NaCl do
koncentrace 6M s naslednym protfepanim a centrifugaci. DNA byla z roztoku
vysrazena pfidanim 2 objemu 96% etanolu. Precipitat byl omyt 70% etanolem,
vysusen a rozpustén v pufru se stabilizatorem DNA. |zolace DNA byla provadéna na
UBLG ve FN v Motole (Jana Rydlova, Katefina Horka, Simona Béhmova, lordanka
Anguelova, Lida Apltova). Néktera pracovisté dodavala pfimo vzorky DNA (FN Plzen,
UBLG VFN Praha, GENNET Praha).

Cistota a koncentrace DNA byla posouzena na spektrofotometru. Cistda DNA
bez kontaminace proteiny méla hodnotu poméru absorbanci pfi vinovych délkach
260/280 nm mezi hodnotami 1,7-2. Pro diagnostiku expanznich mutaci byla dalezita
izolace DNA z Cerstvé krve, v optimalnim pfipadé do 24 hod. od odbéru. V déle
skladované krvi miuze dochazet k degradaci vysokomolekularni DNA. Integrita DNA
byla posouzena separaci v agar6zovém gelu. Tato kontrola byla vzdy provedena

také pred pouzitim DNA pro Southernovu metodu.

Southernova metoda

Tato metoda vizualizace hledaného useku DNA v lidském genomu zahrnuje
prenos restrikCnich fragmentd DNA na membranu (blot) a hybridizaci blotu se
znacenou sondou. Genomova DNA (3-10 pg) byla $tépena 20U (jednotek) restrikCni
endonukleazy po dobu 16 hod. pfi optimalni teploté a s pouZzitim inkubacniho pufru
poskytnutého vyrobcem enzymu. V pfipadé dvoijitého Stépeni bylo nutné vzorky po
Stépeni prvnim enzymem precipitovat v acetatu sodném s etanolem, aby se odstanil
pufr prvniho enzymu, ktery nemusel byt vhodny pro §tépeni druhym enzymem. DNA
byla poté rozpusténa ve vodé a nasledné Stépena 20U druhého enzymu po dobu
aspon 4 hod. Nastépené vzorky byly naneseny do agarézového gelu s pozadovanou
koncentraci (0,7-1,2% agar6zy (Bio-Rad)) a separovany pfi 40V po dobu 20 hodin
(délka gelu 20 cm). Gel pak byl po 30 min. inkubaci v denaturaénim pufru (0,25M
NaOH/1,5M NaCl) podroben kapilarnimu alkalickému blotovani na membranu
Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech) podle navodu vyrobce. Gel byl umistén
v blotovaci sestavé (Sambrook et al. 1989) a DNA byla pfenasena denaturacnim
pufrem po dobu min. 20 hod. Poté byla DNA fixovana na membrané pfi 80°C po
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dobu 2 hod. ZnacCeni sondy (25 ng DNA) bylo provadéno pomoci Klenowova
fragmentu  DNA polymerazy, nahodnych hexanukleotidd a a-*P-dCTP kitem
Rediprime 1l Random Prime Labelling System (Amersham Biosciences) podle
postupu doporu¢eného vyrobcem. Nasledovala hybridizace v 10 ml hybridizacniho
pufru PerfectHyb (Sigma) s 1 mg denaturované herring sperm DNA (Boehringer
Mannheim) a denaturovanou znacCenou sondou pfi 59-63°C v zavislosti na typu
sondy po dobu 16 hod. Odmyvani sondy bylo provadéno postupné v roztocich I. (2x
SSC, 0,1% SDS) 2x po dobu 5 min. pfi pokojové teploté, Il. (0,5xSSC, 0,1% SDS) 2x
po dobu 10 min. pfi 42°C a lll. (0,1xSSC, 0,1% SDS) 3x po dobu 5 min. pfi 50-59°C
(20xSSC = 3,0M NacCl, 0,3M citrat sodny). Pfi autoradiografii byl blot exponovan na
RTG film KODAK X-OMAT AR pfi -70°C po dobu 1-7 dnda.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR slouzila ke zmnozZeni vybraného useku genomové DNA pacienta pro
uCely stanoveni délky fragmentu, detekci mutaci nebo haplotypovou analyzu.
Nejdfive byla pfipravena pfisluSna reakéni smés z pufru, oligonukleotidovych primert
komplementarnich ke koncim cilové sekvence, smési dNTPs, termostabilni DNA
polymerazy a templatové DNA. Tato smés pak byla v termocykleru vystavena
stfidajicim se krokim denaturace DNA, vazani primerd a syntézy nové DNA.
Amplifikovany usek DNA pak byl dale analyzovan klasickou gelovou elektroforézou,
fragmentaéni analyzou, sekvenaci atd. Konkrétni sloZeni reakénich smési, pouzité

sekvence primert a podminky amplifikaci jsou uvedeny v Tab. 2 - 8.

Sekvenovani DNA

Sekvenovani umoznilo uréit pofadi nukleotidi v analyzovaném vzorku DNA
amplifikovaném PCR. DNA byla nejprve zbavena dalSich slozek reakEni smési
(pufru, dNTPs, primera), které by nezadoucim zplsobem ovlivnily prubéh sekvenalni
reakce, pomoci kitu Sureclean (Bioline) dle navodu vyrobce. Pelet DNA pak byl
rozpustén ve 20 pl sterilni vody. Poté bylo provedeno pfimé sekvenovani s pouZzitim
dideoxynukleotidd dle Sangera (Sanger et al. 1977) pomoci kitu Big Dye Terminator
v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) postupem doporu¢enym vyrobcem
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s pouzitim teplotniho profilu 25x (96°C 10 sec., 50°C 5 sec., 60°C 4 min.), 4°C. Pro
odstranéni nenavazanych znacenych dideoxynukleotidu, které by mohly pfi nasledné
analyze zpusobovat nezadouci pozadi na chromatogramu, byl v etanolové precipitaci
pfidan 3-nasobek objemu sekvenaéni reakce tzv. "kyselého etanolu” (5 % (v/iv) 2M
octan sodny pH 5,2; 95 % (v/v) 95% etanol) a vzorky byly centrifugovany po dobu 10
min. Pelet byl oplachnut 70% etanolem, vysuSen a rozpustén v 25 pl HiDi formamidu
(Applied Biosystems). Nakonec byly vzorky analyzovany na pfistroji ABI Prism 3130
Genetic Analyser (Applied Biosystems) s injekci 6 sec. pfi teploté 55°C a pfi 15 kV po
dobu 1500-1800 sec. dle velikosti produktu. Analyza probihala pomoci softwaru
Sequencing Analysis 5.2 (Applied Biosystems).

Fragmentacéni analyza na pristroji ABI Prism 3130 Genetic Analyser

Geneticky analyzator ABI Prism 3130 v kapilarni elektroforéze separuje a
snima také pfimo fluorescentné znaCené PCR produkty a je schopen pomoci
pridavného softwaru GeneMapper vyhodnotit délku fragmentd DNA. Jeden ul PCR
produktu byl smichan s 11 yl HiDi formamidu s pfimési 0,5 pl délkového markeru
GeneScan-500 ROX Size Standard (Applied Biosystems), nebo ROX1000 Size
Standard (Celera). Vzorky byly denaturovany 2 min. pfi 95°C, ochlazeny na
pokojovou teplotu a poté separovany na ABI Prism 3130. Délky produktl byly
vyhodnoceny softwarem GeneMapper v. 4 (Applied Biosystems).

Fragmentacéni analyza na pristroji Gel-Scan 2000

Elektroforeticky systém Gel-Scan 2000 (Corbett Research) snima separaci
fluorescenéné znacenych PCR produktd v realném €ase pomoci laseru a pomoci
softwaru Multianalyst je schopen vyhodnotit molekularni hmotnost i koncentraci PCR
produktu. Pouziti 5% denaturacniho polyakrylamidového gelu umoznilo zaznamenat
rozdil 1 bp mezi jednotlivymi fragmenty pfi charakterizaci PCR produktt polymorfnich
marker( typu short tandem repeat (STR) pfi haplotypové analyze a pfi stanoveni
délky kratkych PCR produkti obsahujicich tri- nebo tetranukleotidové repetice.
Produkty urCené k separaci na pfistroji Gel-Scan 2000 byly amplifikovany pomoci

primert znacenych fluorescen&nim barvivem Hex (Invitrogen).
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Pouzivany 5% denaturacni polyakrylamidovy gel (akrylamid:bisakrylamid 19:1,
7M urea, 10 yl TEMED a 100 pl 10% APS na 15 ml roztoku) byl nejdfive zahfat na
40°C a podroben tzv. pre-runu (30 min. pfi 1200V) v 0,6x TBE (1x TBE = 0,089M
Tris, 0,089M kyselina borita, 0,002M EDTA). PCR produkty byly smichany
s nanaSecim roztokem formamidu a bromfenolové modfi (Sigma) v poméru 1:2
(vzorek/roztok), denaturovany v termobloku pfi 95°C po dobu 5 min., ochlazeny a
v mnozstvi 1-2 pl naneseny paralelné s délkovym standardem GeneScan-500
TAMRA Size Standard (Applied Biosystems) na gel zahraty na 40°C. Elektroforéza
probihala po dobu 1,5 hod. pfi teploté 40°C a napéti 1200 V a poté byla
vyhodnocena.

3.2.2. Specifikace a kombinace metod pouzitych k analyze FXS

SloZeni reakCnich smési a podminky amplifikaci jsou uvedeny v Tab. 2 - 4.
Skrining alel nesoucich kratké repetice CGG byl provadén amplifikaci genomové
DNA v mixu FXS-TMSO s pouzitim primerd OligoA-F a 571R ve specialnim mixu
dNTPs (2mM dATP, dCTG, dTTP, 0,5mM dGTP, 1,5mM 7-deaza dGTP). Produkty
PCR byly analyzovany v 5% denaturacnim polyakrylamidovém gelu na pfistroji Gel-
Scan 2000 s pouzitim muzské (53 CGG) a zZenské kontroly (30/92 CGG). Pro
presngjSi stanoveni délky a pfitomnosti stabilizujicich sekvencnich pferuseni byly

PCR produkty v nékterych pfipadech sekvenovany s pouzitim PCR primera.

Amplifikace dlouhych alel byla provadéna pomoci kitu Fragile X-PCR (Celera)
dle pokynl vyrobce. Produkty byly vyhodnoceny fragmentacni analyzou na pfristroji
ABI3130 s vyuzitim programu GeneMapper v. 4 ve dvou runech dle manualu kitu
(kratky run: 1 hod., injekce 1 sec.; dlouhy run: 2 hod., injekce 22 sec.). Southernova
metoda byla vyuzivana zejména u pacientek s jednou normalni alelou pro vylouceni
expanze na druhém chromozomu. Genomova DNA byla nastépena Hindlll nebo
kombinaci Hindlll/Sacll, separovana v 0.7% agarézovém gelu, blotovana a
hybridizovana pfi 63°C s radioaktivné znacenou sondou StB12.3 (Rousseau et al.
1991; Rousseau et al. 1992). Pro prikaz puvodu rodi¢ovského chromozomu byla
v nékterych pfipadech provedena vazebna analyza. Nejvice byly vyuzivany vysoce
informativni markery FRAXAC1 a FRAXAC2, které lezi na opacnych koncich repetice
CGG v genu FMRL1.



Tabulka 2: Oligonukleotidy pouzivané pfi analyze FXS
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Pouziti Nazev primeru Sekvence Reference
EXS kratka PCR OligoA-F GGAACAGCGTTGATCACGTGACGTGGTTTC (1%';2;‘9 etal.
571R GGGGCCTGCCCTAGAGCCAAGTACCTTGT
FRAXAC1-F GATCTAATCAACATCTATAGACTTTATT gg{‘;‘;ds etal.
FXs FRAXACLR GATGAGAGTCACTTGAAGCTGG
vazebna analyza FRAXAC2-F GACTGCTCCGGAAGTTGAATCCTCA
FRAXAC2-R CTAGGTGACAGAGTGAGATCCTGTC

Tabulka 3: Slozeni reakcnich smési pro PCR pouzivanych pfi analyze FXS

Reagencie TMSO mix FXS vazebna
analyza mix

1 vzorek [pl] 1 vzorek [ul]
Pufr Fermentas(10x) 2 2,5
7deaza dGTP dNTPs mix 2,5
MgCl, (25mM) 15 15
dNTPs (2mM) 2,5
Primery (forward+reverse 20pmol/ul) 1
Primery (forward+reverse 10pmol/ul) 1+1
Taqg Polymerasa (Fermentas) 1U/pl 1 1
5M betain (Sigma) 8
TMSO (Sigma) 0,6
DNA (200nmol/ul) 0,5 0,5
H,O 7,90 15
Reakéni objem 25 25
Reagencie FXS (Celera) mix

1 vzorek [pl]
High GC PCR-Buffer 13
Gender Primers 0,6
FragileX Primers 0,8
PCR Enzyme Mix 1,2
H.O 1,4
DNA 15-25 nmol/ pl 3
Reakéni objem 20

Tabulka 4: Teplotni faze PCR pouzivanych pfi analyze FXS

Typ Teplota
Cas
X 98,5°C 58,0°C 75,0°C 98,5°C 56,0°C 75°C
0 E 10 sec. 1 min. 6 min. 10 sec. 1 min. 6 min.
X © 4°C =
ro
3 15 cykld 15 cykld
E 94°C 61°C 72°C
95°C3 30sec. | 45 sec. 2 min. o
)
X O min. 72°C 4°C =
brw . 7 min.
= 35 cykld
@ X 94°C 56°C 72°C
? é E| 95°C3 30 sec. 45 sec. 1 min. 72°C 4C
N § min. 7 min.
> a 30 cyklu
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3.2.3. Specifikace a kombinace metod pouzitych k analyze DM1

Sekvence pouzitych primeru, sloZeni reakénich smési a podminky amplifikaci
jsou uvedeny v Tab. 5 - 7. Amplifikace alel nesoucich do 100 CTG byla provadéna
metodou PCR v mixu DM1 s primery Somy4R a GCT1 nasedajicimi vné repetice.
Produkty byly analyzovany v 5% denaturaénim polyakrylamidovém gelu na pfistroji
Gel-Scan 2000. Amplifikace jak kratkych tak expandovanych alel byla provadéna
také metodou TP-PCR (viz téz Obr. 2) pomoci primerd Somy4R/P3R/PACTG
(v pomérovych molarnich koncentracich 10:10:1) na jednom vlakné a primeru
P2/P3R/P4CAG na komplementarnim vliakné v mixu TP-PCR. Produkty TP-PCR byly
separovany na analyzatoru ABI3130 s délkovym standardem GeneScan-500 ROX
Size Standard (injekce 16 sec. pfi napéti 1,2 kV; run 15 kV 1200 sec.) a hodnoceny
pomoci software GeneMapper v. 4. Pro amplifikaci kratSich expanzi do 500 CTG bylo
mozné pouzit long-range PCR s primery Somy4R a GCT1. Produkty byly separovany
v 1,8% agardézovém gelu v 1x TBE a velikost expanze byla odhadnuta srovnanim
délky fragmentu s délkovym markerem. Tato metoda byla pouzita na ohodnoceni

délky expanzi v rodinach s pferusenou repetici (Kazuistika 7 - rodiny A, B).

Vyhledavani a analyza sekvenénich pferuseni v repetici CTG v genu DMPK
byly provadény metodou klasické PCR (v mixu DM1) s primery Somy4R a GCT1 a
metodou TP-PCR s primery Somy4R/P3R/PACTG (v mixu TP-PCR) a naslednou
sekvenaci produktl s primerem Somy4R. Sekvenace produktu klasické PCR slouzila
k vyhledavani preruSeni na kratkych alelach, zatimco sekvenace produkti TP-PCR
umoznila prokazat pfitomnost pferuseni i na expandovanych alelach. Kromé toho
byly k vyhledavani pferu$eni na expandovanych alelach pouzity dalSi varianty TP-
PCR s primery komplementarnimi ke specifickym pferuSenim triplety CCG a CTC
(Somy4R/P3R/PACC, Somy4R/P3R/P4hexl a Somy4R/P3R/PACTC), a tyto produkty
byly nasledné sekvenovany. Vysledky sekvence byly vzdy srovnany s vysledky
fragmentaéni analyzy pfislusnych produkti TP-PCR. U pacientl s nalezem pferuseni
byla provedena TP-PCR za long-range podminek (Long-Range Mix) s pouzitim kitu
Expand Long Template PCR System (Roche) scilem zachytit nejvzdalenéjsi

preruseni v expanzi. Tyto produkty byly téZ sekvenovany.
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Skrining pferuseni v kontrolnim souboru 100 jedinct byl provadén Stépenim
PCR produktu alel genu DMPK endonukleazou Acil (rozpoznavaci sekvence CCGC)

(Leeflang a Arnheim 1995) a naslednou analyzou na pfistroji Gel-Scan 2000.

Vyhledavani dlouhych expanzi bylo provadéno Southernovou metodou.
Genomova DNA byla Stépena enzymem EcoRlI, fragmenty byly separovany v 0,7%
agarozovém gelu a vizualizovany hybridizaci pfi teploté 59°C se znacenou sondou,
pfipravenou metodou PCR na lidské genomové DNA primery SomylF a 886R
v podminkach kratké DM1,2 PCR (Tab. 6, 7).

Tabulka 5: Oligonukleotidy pouzivané pfi analyze DM1

Pouziti Nazev primeru | Sekvence Reference
P3R TACGCATCCCAGTTTGAGACG %’g‘é;‘er etal.
DML _TP PCR PACTG TACGCATCCCAGTTTGAGACGTGCTGCTGCTGCTGCT
P2 GAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCG
PACAG TACGCATCCCAGTTTGAGACGCAGCAGCAGCAGCAGCA
DM1-PCR GCT1 GCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCGGGAA (Guida et al. 1995)
DMI1-TP PCR, PCR | Somy4R CGGGTTTGGCAAAAGCAAATTTCCCGA %ggg"’a etal.
Hybridizaéni sonda | Somy886R CCGGAGTCGAAGACAGTTCT
MDI-PCR Somy1F CGGCAGGAGGGCGGATCTTCGGG
DM1-TP PCR P4CTC TACGCATCCCAGTTTGAGACGTGCTGCTGCTGCTGCTC
zacilena P4cC TACGCATCCCAGTTTGAGACGTGCTGCTGCTGCTGCC
do preruSeni Pahexl TACGCATCCCAGTTTGAGACGTGCCGCTGCCGCTGCC

Tabulka 6: Slozeni reakénich smési pro PCR pouzivanych pfi analyze DM1 a DM2

Reagencie

DM1,2 kratka PCR

DM1 TP-PCR mix/

mix DM2 RP-PCR mix

1 vzorek [pl]. 1 vzorek [pl]
10x Pufr Invitrogen 2,5 2,5
dNTPs (2mM) 2,5 3
MgCl, (50 mM) 0,75 0,75
Primery (forward+reverse 10pmol) 1+1
TP/RP-PCR Primery (10+10+1pmol/pl) 2+42+2
Taq polymeraza lvg (5U/ul) 0,2 0,4
DMSO (Sigma) 2,5
5M betain (Sigma) 10
DNA (200nmol/pl) 0,5 1
H.O 14,05 1,35
Reakéni objem 25 25
Reagencie DM1 Long Range DM1 Long Range

PCR TP-PCR

1 vzorek [pl] 1 vzorek [ul]
10x Pufr 2 (Roche) 2,5 25
dNTPs (2mM) 5 5
Primery (forward+reverse 10pmol/u) 1+1
TP-PCR Primery (10+10+1pmol/ul) 2+2+2
Polymerase (5U/ pl) (Roche) 0,37 0,37
5M betain 10 10
DNA (200-500nmol/pl) 1 1
H.O 4,13 0.13
Reakéni objem 25 25
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Tabulka 7: Teplotni faze PCR pouzivanych pfi analyze DM1 a DM2

Typ Teplota
Cas
© 95°C 54°C 68°C 95°C 54°C 68°C 95°C |54°C 68°C .
g 2 9| 95°C 10 sec. |45sec. |4 min. |10sec. |45sec. |5 min. 10 sec. | 45 sec. | 6 min. 68°C 4mC
8 3 g|3min. 10 min.
10 cykli 10 cykli 10 cykli
94°C 57°C 72°C .
N g x| 95°C 30 sec. 45 sec. 1 min. 72°C 4000
ZSa| 3min 7 min.
30 cykld
94°C 59°C 72°C
N & x| 95°C 30 sec. 45 sec. 2 min, 72°C 4mC
ZEa| 3min. 7 min.
35 cykld

3.2.4. Specifikace a kombinace metod pouzitych k analyze DM2

Kratké alely byly amplifikovany primery DM2-1F a DM2-1R. Produkty byly
separovany v 5% denaturacnim polyakrylamidovém gelu na pfistroji GelScan 2000.
Amplifikace delSich expanzi byla provadéna metodou repeat-primed PCR (RP-PCR)
(Bachinski et al. 2003) s primery DM2-RP-F/DM2-RP-4R/Universal2 (v pomérovych
koncentracich 10:10:1). Produkty RP-PCR byly separovany na analyzatoru ABI3130
s GeneScan-500 ROX Size Standard za podminek shodnych s analyzou DM1 a
hodnoceny pomoci software GeneMapper v. 4. Slozeni reakénich smési a podminky

amplifikaci jsou uvedeny v Tab. 6 - 7. V Tab. 8 jsou uvedeny sekvence PCR primera.

Tabulka 8: Oligonukleotidy pouzivané pfi analyze DM2

Pouziti Nazev primeru | Sekvence Reference
OM2.PCR DM2-1F GCCTTATAACCATGCAAATGTGTC

DM2-1R CCTAGGGGACAAAGTGAGACAG Mugova,
Hybridizacni sonda | MD2-probeAF | GAGAACCTTGCCATTTTTCG nepublikovano
MD2 MD2-probeAR | CACCTACAGCACTGGCAACA

DM2-RP-F GTGTCTTGGCCTTATAACCATGCAAATG g%%%';ins‘(‘ etal.
DM2 - RP PCR DM2-RP-R4 GACGGGACACCGCTGATCGTTTACAGGCAGGCAGGCAGG

Universal2 GGGACACCGCTGATCGTTTA

Southernova metoda byla provadéna Stépenim genomové DNA EcoRI a
separaci digestu v 1,2% agarézovém gelu v pufru 1XTBE. Fragmenty nesouci
repetici CCTG v genu ZNF9 hybridizovaly pfi teploté 59°C se znacenou sondou,
pfipravenou amplifikaci lidské genomové DNA pomoci primeri MD2-probeAF a MD2-
probeAR (Tab. 8) v mixu a teplotnich podminkach kratké DM1,2 PCR (Tab. 6, 7).
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4. VYSLEDKY

4.1. Syndrom fragilniho chromozomu X

4.1.1. Optimalizace a zavedeni novych metod

Jednim z cild prace bylo nahrazeni PCR s pfimou inkorporaci radionuklidu
fluorescencni metodou a jeji optimalizace tak, aby amplifikovala normalni alely i
kratSi premutace, které se na Southernovych blotech nedaji odliSit od normalnich
alel. Detekce premutaci je zvlasté dulezita u Zen, protoze pfi pfenosu na potomstvo
mohou expandovat do plné mutace. Vzhledem k tomu, Ze je tfeba amplifikovat GC-
bohatou sekvenci (repetici CGG), je nutné v reakcni smési Castecné nahradit dGTP
jeho analogem 7-deaza-2’-deoxyguanosin trifosfatem a pfidat aditiva betain a
tetrametylen sulfoxid (TMSO), ktera zlepSuji amplifikaci GC-bohaté DNA (Chakrabarti
a Schutt 2002; Musso et al. 2006). Pro optimalni vysledek s Taq polymerazou fy.
Fermentas jsme testovanim dospéli k nasledujicim koncentracim aditiv: 0,175mM
7-deaza-2’-deoxyguanosin trifosfat plus 0,27M TMSO plus 1,6M betain (Obr. 3).

. 500
E | —
- =
— —  — s
- S - 4
— = = —4
—— 400
e 350
21/30 120 34/115 19 19 39 52 30/92 Gene
CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG CGG Scan
F M F M M M M F 500

Obrazek 3. Priklad elektroforézy produkti optimalizované PCR, ktera amplifikuje
fragment obsahujici repetici CGG v genu FMR1. Produkty byly separovany v 5%
polyakrylamidovém gelu na analyzatoru Gel-Scan 2000 spolu s délkovym markerem
Gene Scan-500 TAMRA Size Standard (Applied Biosystems). Na gelu jsou i kontrolni
vzorky o znamé délce repetice (muz s 52 CGG a Zena s 30 a 92 CGG). Metoda
umoznuje odhad délky alel, jejich pfesna délka byla ur¢ena pomoci kitu Fragile X
PCR (Celera). Legenda: M - muz, F - Zena.
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Z Obr. 3 je zfejmé, Ze pouzita reakce velmi spolehlivé amplifikuje premutace
do délky asi 100 CGG, a detekovatelné jsou i produkty s velikosti kolem 120 CGG.
Uspésnost reakce je vzdy kontrolovana pomoci Zenské kontroly s délkou premutace

kolem 100 CGG a dalSi kontroly s hrani¢ni délkou repetice kolem 55 CGG.

Na presné stanoveni délky hrani¢nich alel mezi 50 a 65 opakovani CGG,
stejné jako na amplifikaci dlouhych expanzi, |ze pouzit kit Fragile X PCR (Celera).
Nase zkuSenosti ukazaly, Zze tato metoda je velmi citliva a spolehliva a pfi dodrzeni
standardnich podminek a pouziti vhodnych pozitivnich kontrol muze ve vétSiné
pfipadl nahradit Southernovu metodu. Vyhodnoceni délky PCR produktd je mozno
provadét klasickou elektroforézou v agar6zovém gelu (Obr. 4) nebo kapilarni
elektroforézou a fragmentacni analyzou (Obr. 5). Problémem zustavaji jen dlouhé
premutace s hrani¢ni délkou mezi premutaci a plnou mutaci (kolem 200 CGG), kde
v pfipadé prenatalni diagnostiky nelze rozhodnout, zda takova alela zpuUsobi

onemocnéni.

normal.alela- 212-344bp
premutace - 373-794bp

plnd mutace 2 797bp

elongace
CGG

normalni {
délka CGG

Y

Obrazek 4. Priklad separace produkti amplifikace repetice CGG v genu FMR1
ziskanych pomoci kitu Fragile X PCR (Celera) ve 2% agar6zovém gelu spolu
s délkovym standardem 1kb Plus Ladder (Invitrogen). Vzorky 1, 2 a 4 obsahuji
expanzi v délkovém spektru plné mutace, vzorek 3 obsahuje premutaci a vzorek 5 je
normalni. Legenda: M — muz, F — Zena, X,Y — kontrolni prouzky amplifikované na X-
a Y-specifickych sekvencich.
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Premutace 63 CGG >1000 CGG

N

W L

Obréazek 5: Priklad fragmentacni analyzy PCR produkt( ziskanych amplifikaci DNA
pacientky s mozaikou premutace o délce 63 CGG a plné mutace asi 1600 CGG
opakovani v genu FMR1 (délka plné mutace byla stanovena Southernovym blotem).
PCR produkty byly amplifikovany kitem Fragile X PCR (Celera), separovany
v genetickem analyzatoru ABI3130 v dlouhém runu s pouZzitim délkového standardu
ROX 1000 Size Standard (Celera). Hodnoceni délky bylo provedeno pomoci
programu GeneMapper v. 4.

/

Pro stanoveni délky plnych mutaci je mozno pouzit také Southernovu metodu,
ktera navic poskytuje informaci o metylacnim stavu jednotlivych alel genu FMR1.

Priklad takového vysetieni je na Obr. 6.

1 2 3 4 5 A/Hindlll

PInamutace >5,8kb

Premutace 5,3-5,7kb

Metylované
fragmenty
Normalni  5,2kb

Nemetylované PlInamutace > 3,3kb

fragmenty
Premutace 2,9- 3,3kb
Normalni  2,8kb

Obrazek 6: Priklad analyzy expanze v genu FMR1 Southernovou metodou ($tépeni
Hindlll/Sacll, sonda StB12.3). Vzorek 1 — Zena s metylovanou a nemetylovanou
frakci plné mutace, 2 — Zena s premutaci, vzorky 3 a 5 — normalni Zeny, 4 — muz
s mozaikou plné mutace a nemetylované premutace.
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4.1.2. Vysledky molekularné genetického vysetreni souboru

V souboru 1880 osob vySetfenych na FXS bylo nalezeno 84 pacientu s plnou
mutaci s délkou alely pfesahujici 200 CGG, z toho bylo 57 muzi a 27 zen. U 4,5%
pacientl ze souboru byla tedy potvrzena diagn6éza FXS. Tito pacienti pochazeli z 57
nepfibuznych rodin. Mezi 84 pacienty s FXS jsme zachytili i ojedinélé nalezy. Jedna
pacientka méla kromé normalni alely a plné mutace i v mozaice de novo vzniklou
normailni alelu (Kazuistika 1). Jina pacientka s plnou mutaci méla velkou deleci na
kratkém raménku druhého chromozomu X vedouci k nerovhomérné X-inaktivaci
(Kazuistika 2). V jedné rodiné byla po prukazu FXTAS provedena prenatalni
diagnostika FXS u plodu dcery postizeného (Kazuistika 3). Byl také zachycen soubéh
premutace FMR1 a expanze obou alel genu FXN (Kazuistika 4). Dva pacienti s FXS
méli karyotyp 47,XYY (Kazuistika 5). V souboru byl také odhalen jeden pacient
s FXTAS s délkou premutace 90 CGG (dale viz Kazustika 2), a 64-leta pacientka
s premutaci s délkou 92 CGG pochazejici z rodiny s FXS, zaslana ale neurologem
s nejasnou pficinou poruchy feCi a tfesem hlavy, cervikalni dystonii, tyreopatii a
hypertenzi. Sest z 22 pacientd analyzovanych metodou Southernova blotu (bez

metylacni analyzy) bylo mozaikou premutace a plné mutace (dale viz Diskuse).

V rodinach s expanzemi vgenu FMR1 jsme hodnotili také intergeneracni
prenosy (souhrn pozorovani viz Tab. 9). Na pfesné hodnoceni délky premutaci byly
pouzity kit Fragile X PCR a fragmentacni analyza na pfistroji ABI3130. Pfi vSech 11
pfenosech premutace nebo intermediarni alely od 9 muzu se v jejich potomstvu
vyskytly opét pouze premutace. V jediném pfipadé doSlo pfi intergeneracnim
pfenosu ke zkraceni alely o 2 CGG, vjednom pfipadé nedoslo k Zadné délkoveé
zméné a v 9 pfipadech doSlo k prodlouzeni poctu CGG. NejvétSi pozorované
prodlouzeni bylo o 30 CGG (z90 CGG na 120 CGG). Kpomérné velkému
prodlouzeni doslo i u alely s 61 CGG (na 76 CGG, tedy o 15 CGG).

Z celkem 48 pfenosu premutaci v délce od 58 do 156 repetic CGG od 35 Zen
na jejich potomstvo byly v nasledujici generaci zjistény ve 12 pfipadech (od 10 Zen)
premutace (25%) a ve 36 pfipadech (od 27 Zen) plné mutace (75%). Alely o délce 58
repetic CGG jsme zahrnuli do kategorie premutace, protoZze pfesnost pouzité metody
je pro tuto délku +/-1 CGG. Prdmérna délka premutaci, které v nasledujici generaci
neexpandovaly do plné mutace a zUstaly v kategorii premutace byla 73,6 CGG. V 10
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z 12 téchto pfipadu doslo k prodlouzeni alely, ve 2 pfipadech (od jedné matky) doSlo
ke zkraceni (Obr. 7). Primérna délka premutace expandujici u 36 pfenosu do plné
mutace u potomstva byla 97 repetic CGG. NejkratSi premutace prodlouzena do plné
mutace méla délku 70 CGG. Pfi 9 pfenosech plnych mutaci od 7 Zen na jejich
potomstvo doslo v jednom pfipadé ke zkraceni plné mutace na normaini alelu v Casti
bunék (plna mutace a normalni alela v mozaice, Kazuistika 1). V jedné Ctyfgeneracni
rodiné jsme sledovali postupnou expanzi normalni alely do plné mutace (Obr. 8).
Expanze zaCala u muze s alelou nesouci 53 CGG nachazejiciho se v nejstarsi
generaci. Sekvenovani této alely ukazalo, Zze sekvence repetice CGG nebyla

prerusena triplety AGG, které maji stabilizaéni efekt.

Tabulka 9: Zmény poctu repetic CGG pfi mezigeneracnich pfenosech alel FMR1

Typ Zména poctu repetic CGG
mezigenera¢niho
prenosu
premutace alela zustava v kategorii premutace (N=11)
od muze (otce) 53—60, 53—58, 61—-76, 79—84, 79—90, 79—-79, 86—84,
na potomstvo 90—98, 90—120, 101—-105, 119121
N=11
premutace alela zustava v kategorii premutace (N=12)
od Zeny (matky) 58—60, 58—61, 60—70, 6164, 68—94, 74—90, 80—105,
na potomstvo 81—150, 24 —74, 3/—64, 86—112, 90—111
N=48 alela se méni na plnou mutaci (N=36)
, 715, 76, 78, 80, 80, 81, 84, , 90, 90, 90, 92, 92,
92, 94, 94, 96, 96, 98, 100, 102, , , 105, 105, 111,
, 121,121,124, 124, 156
plna mutace alela zustava v kategorii plné mutace (N=9),
od Zeny (matky) v jednom pripadé doslo ke zkraceni plné mutace na normalni
na potomstvo alelu v ¢asti bunék (mozaika normalni alely a plné mutace)
N=9

N - pocet intergeneracnich prenosu. Identickou barvou jsou oznaceny alely od jedné pfenasecky nebo
jedného pfenadele. U Zadného muze s plnou mutaci nebylo zaznamenano otcovstvi.

V souboru 256 pacientu starSich nez 45 let s ataxiemi, ktefi byli testovani na
pritomnost premutace v genu FMR1, byly odhaleny 2 premutace: prvni nalez byl
klasicky pfipad FXTAS u muze ve véku 76 let s intenénim tremorem a premutaci o
délce 86 CGG (Kazuistika 3), druhy nalez byla pacientka se souasnou diagnézou
Friedreichovy ataxie a s premutaci o délce 63 CGG (Kazuistika 4). Vysledky z této
studie byly publikovany (Zumrova et al. 2005; Zumrova et al. 2007).
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CGG CGG |
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Obrazek 7: Rodokmen rodiny s FXS, ve kterém doSlo ve dvou pfipadech
intergeneracninho prenosu od Zeny s premutaci o délce 84 CGG k neobvyklému
zkraceni alely u jejiho potomstva (na délku 64 CGG a 74 CGQG).
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Obrazek 8: Rodina s FXS, ve které jsme mohli sledovat postupnou expanzi normalni
alely do plné mutace. Nahore: Rodokmen s vyznacenou délkou CGG repetice. Dole:
Sekvence alely pradéda s délkou 53 CGG, ktera neobsahuje Zadna preruseni AGG.
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4.1.3. Doporuceny algoritmus vysetieni

Na zakladé ziskanych zkuSenosti a s pfihlédnutim k doporu¢enim EMQN
(http://www.emqn.org/emqgn/BestPractice/mainColumnParagraphs/05/document/EM
QN%20guidelines%20FRAX_2006.pdf) pouzZivame tento algoritmus molekularné
genetického vySetfeni FXS (Obr. 9, 10). U osob bez rodinné anamnézy FXS je
prvnim krokem vySetfeni optimalizovana klasicka PCR, ktera amplifikuje pouze
normalni alely a kratké premutace do délky 100 repetic CGG. V pfipadé detekce
jednoho produktu normalni délky u muzi a dvou normalnich produktl ridznych délek
u zZen je vySetfeni uzavieno jako negativni. PfisluSnici rodin s FXS jsou vySetfeni
pfimo kitem Fragile X PCR, protoze v téchto rodinach je zvySena pravdépodobnost
vyskytu mozaiky normalni alely a plné mutace, kterou skriningova klasicka PCR
nezachyti. Alely vySetfené klasickou PCR, jejichz délka se pohybuje na hranici
normailni alely a premutace, jsou pfesnéji charakterizovany kitem Fragile X PCR
s naslednou analyzou v kapilarni elektroforéze, ktera umozni prfesné urceni délky
alely, pfipadné pomoci sekvenace. Kitem Fragile X PCR jsou také vySetfeny vSechny
zachycené premutace pro vylouceni pfipadné mozaiky s plnou mutaci, dale muzi, u
kterych se nepodafrilo amplifikovat Zadny produkt, a také Zeny, u kterych skriningova
PCR ukazala pouze jeden normalni produkt. Podle naSich zkuSenosti kit amplifikuje
spolehlivé i velmi dlouhé expanze (az 4 kb, coz je nejdelSi expanze detekovana
Southernovou hybridizaci v naSem souboru u pacientky s FXS). Southernovou
metodou jsou pak vySetfovany pouze Zeny, u kterych kit Fragile X PCR amplifikuje
pouze jeden normalni produkt. U téchto Zen totiz nelze s jistotou vyloucit, ze
normalni alela neni v heterozygotnim stavu spolu s neamplifikovatelnou
expandovanou alelou. V pfipadech, kdy by ani klasicka PCR ani kit Fragile X PCR
nedetekovaly zadny produkt, by se mohlo jednat o deleci nebo polymorfismus
v misté vazani primer(d a situace by musela byt posouzena je$té Southernovou
metodou a sekvenaci. Takovy pfipad ale nebyl v naSsem souboru pozorovan.
Southernovou metodou se téz ovéfuji negativni vysledky ziskané kitem Fragile X
PCR u jedincu z rodin s FXS pro pfipad selhani amplifikace expandované alely, ktera
by mohla byt v mozaice s normalni alelou. Ani tento pfipad nebyl dosud

zaznamenan.
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Pacient s mentéalniretardaci,
symptomy FXTAS,
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Obrazek 9: PouZivany algoritmus vySetfeni expanze vgenu FMR1 u muZd.
Podrobnosti jsou uvedeny vtextu. Schéma nezobrazuje ovéreni negativniho
vysledku analyzy kitem Fragile X PCR pomoci Southernovy metody, které se provadi
v rodinach s FXS, kde by mohla byt expandovana alela v mozaice s alelou normailni.

Pacientka s MR, POF, ovarialnimi
cystami, prekoncepéni péce v
rodinach s MR

v
PCR

Clen rodiny srodinnou
anamnézou FXS,
prenatalni diagnostika

I T T

2 normalni 1 normalni/ 1 normalni produkt/
produkty 1 hraniéni produkt premutace
<50 CGG

50-58 CGG
1

Fragile X PCR (kit)

}

1 normalni
produkt

| ;

T

! }

AL 1 normalni/ 1 normalni 1 normalni 1 normalnf 1 normalni
produkty 1 produkt produkt/ produkt / produkt/ produkt
v Sedé z6né premutace premutace + plna
50-58 CGG plna mutace mutace
Southern
blot
normalni normalni
fragment/ fragment
plna mutace J

FXS negativni | I Pirenasecka FXS | |

FXS pozitivni

| | FXS negativni |

Obrazek 10: PouZivany algoritmus
Podrobnosti jsou uvedeny Vv textu.

vySetfeni expanze vgenu FMR1 u Zen.
Schéma nezobrazuje ovéreni negativniho

vysledku analyzy kitem Fragile X PCR pomoci Southernovy metody, které se provadi

v rodinach s FXS, kde by mohla byt exp

andovana alela v mozaice s alelou normalni.
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4.1.4. Kazuistiky FXS
Kazuistika 1: Pacientka s mozaikou plné mutace a dvou normalnich alel

Klinicka charakteristika: Pacientka byla vySetfena na naSem pracovisti ve 14.

mésici Zivota. Porod byl vterminu, poporodni adaptace v normé&, nasledny vyvoj
v normé&, chodi od 13 mésicli, ve 14 mésicich opakuje slova mama, tata. Udaje o

dalSim vyvoji nejsou dostupné. Rodina ma anamnézu FXS - trpi jim jeji bratr a stryc.

Molekularné genetika analyza: Plna mutace byla prokazana u bratra, matky a

stryce pacientky, maternalni babiCka byla pfenaseCkou premutace. Pfes pozitivni
rodinnou anamnézu prokazalo skriningové vySetfeni genu FMR1 u probandky
pfitomnost dvou riznych normalnich alel (Obr. 11). Matka s dcerou ale nesdilely
stejnou alelu, proto byla pacientka vySetfena i Southernovou metodou. Ta odhalila
plnou mutaci (Obr. 12). Haplotypova analyza s pouZzitim markeri FRAXAC1 a
FRAXAC2 prokazala, Zze jedna z normalnich alel (s 20 CGG) u pacientky vznikla
zkracenim plné mutace v nékteré ze somatickych bunék (Obr. 13) a sekvenovani
neprokazalo deleci okolnich sekvenci. Matka i bratr pacientky téz vykazovali znacny
somaticky mozaicismus s premutacemi a nemetylovanymi plnymi mutacemi.
Kazuistika ukazuje na dulezitost kvalitniho Kklinicko-genetického vySetfeni a
genealogické analyzy a na nutnost interpretace nalezt v kontextu vysledku
molekularné genetickych vySetfeni dalSich ¢lend rodiny. Také velmi dobfe ilustruje

komplementaritu riznych vySetfovacich metod a nutnost jejich kombinace.

alely

Obrazek 11: Fragmentacni analyza PCR produktt obsahujicich repetici CGG v genu
FMR1. U dcery Ize prokazat dvé normalni alely, ale ani jedna neni sdilena s matkou.
V levé krajni draze je délkovy standard 1kb+ (Invitrogen).
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Obrazek 12: Analyza genu FMR1 Southernovou metodou (Stépeni Hindlll/Sacll,
sonda StB12.3). U pacientky jsou pfitomné jak normalni fragmenty (2,8 a 5,2 kb), tak
ruzné dlouhé prodlouzené fragmenty ve spektru plné mutace (Sipky).
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3 3 2 1
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Obrazek 13: Haplotypova analyza rodiny s pouZitim markerd FRAXAC1 a FRAXAC2
a vySetreni repetice v CGG genu FMR1. Normalni alela se nachazi u pacientky na
stejném haplotypu jako expandovana alela. Cisly jsou oznaceny alely vySetfovanych
markerd.
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Kazuistika 2: Pacientka s plnou mutaci, deleci Xp, nerovnomérnou X-inaktivaci
a FXTAS u déda

Klinicka charakteristika: Pacientka byla vySetfena ve véku 6,5 roku pro
vyvojové opozdéni, mirnou MR a autistické rysy. Divka se narodila v terminu
zdravym rodi€im z prvniho téhotenstvi s vahou 3750 g. Po porodu byl zaznamenan
ubytek vahy v dusledku slabého sati a neonataini ikterus. Divka zacala chodit ve 20
mésicich, vyvin feci nebyl opozdén, ale fe€ byla zvlastni a dyslalicka. Jeji chovani
bylo zhodnoceno jako hyperkineticky syndrom s agresi, sebeposkozovanim, navaly
zufivosti a stavy uzkosti, a byl u ni diagnostikovan atypicky autismus. Napadna byla i
nadvaha, mirné dysmorfické rysy (prominujici €elo, strabismus, SirSi kofen nosu a
dysplastické usi). Méla tlusté ruce s kratkymi tlustymi prsty. Zadny z pfibuznych
netrpél MR ani autismem, avSak u maternalniho déda se ve véku 60 let objevil
tremor a maternalni teta a prababicka trpély pfed€asnym selhanim funkce ovarii. To
vedlo k cilené analyze genu FMR1. Karyotypizace ukazala velkou intersticialni de
novo deleci Xp22.1-p22.3 (Drahu$e Novotna, UBLG 2. LF UK a FN Motol).

Molekularné genetika analyza: Analyza genu FMR1 kitem Fragile X PCR

prokazala u pacientky plnou mutaci vétsi nez 200 CGG (Obr. 14). Metyla¢ni analyza
genu FMR 1 Southernovou metodou prokazala expanzi s asi 460 CGG a témér
kompletni metylaci normalni alely (Obr. 15). U asymptomatické matky a maternalniho
déda s tremorem byly detekovany premutace (90 a 96 CGG). Nalez premutace u
déda byl konsistentni s jeho neurologickymi potizemi a potvrdil diagnézu FXTAS
(Obr. 14). Delece na chromozomu X byla u pacientky charakterizovana pomoci array
CGH a dalSich metod (velikost 17,4 Mb, dele¢ni zlomy pfiblizné 6,6 a 24,0 Mb od
Xpter, obsah vice nez 90 genl kddujicich proteiny, zasazen paternalni chromozom X
nesouci normalni alelu FMR1 (gen FMRL1 je mimo deletovanou oblast), aberace vede
k cca 94% prednostni X-inaktivaci (potvrzeno analyzou lokusu AR) - Alzbeta Vazna,
UBLG 2. LF UK a FN Motol). Nalez delece na druhém chromozomu X a prikaz jejiho
dramatického vlivu na pFednostni inaktivaci dot¢eného chromozomu objasnily u
pacientky prekvapivy nalez témér kompletni metylace nejen u alely s plnou mutaci,
ale i u normalni alely genu FMR1: zatimco mutovana alela je metylovana diky
expanzi CGG, normalni alela je metylovana diky svému umisténi na inaktivovaném

chromozomu X. Nalezy byly popsany (Vazna et al., v tisku).
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Obrazek 14: Detekce expanze v genu FMRL1 s pouZitim kitu Fragile X PCR (Celera) a
fragmentacni analyzy na pfistroji ABI3130 s délkovym markerem ROX1000 Size
Standard (Celera). Analyza prokazala pritomnost plné mutace u pacientky a
premutaci o délce 90 CGG u jejiho déda s tremorem.
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Obrazek 15: Analyza expanze a metylace genu FMR1 Southernovou metodou
(Stépeni  Hindlll/Sacll, sonda StB12.3). Pacientka ma kromé normalniho
metylovaného fragmentu také prodlouZzeny metylovany fragment (6.6 kb, Cerna
Sipka). Signal normalni nemetylované alely je velmi slaby (prazdna Sipka).
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Kazuistika 3: Pacient ze souboru ataktickych pacienti s prokazanym FXTAS

Klinicka charakteristika: Pacient byl vySetfen neurologem v 67 letech pro

progredujici staticky a akcéni tfes, od 71 let se pfidala i nejistota v chizi.
Psychologické vySetieni potvrdilo poruchy pozornosti a paméti. Pacient byl zafazen

do pilotni studie 256 ataktickych pacientl starSich 45 let.

Molekularné geneticka analyza: Laboratornim genetickym vySetfenim byly

vylou¢eny FRDA a SCA typu 1, 2, 3, 6 a 7 (Ludmila Apltova, Marta Kopeckova,
UBLG 2. LF UK a FN Motol). VySetfenim genu FMR1 byla u pacienta nalezena
premutace 86 CGG (Obr. 16). Tento nalez byl ve shodé s Kklinickymi pfiznaky a byl
pravdépodobnou pfi€inou ataxie a kognitivnich dysfunkci. Kratce po stanoveni
diagndzy u pacienta byla doporu€ena k molekularné genetickému vySetfeni také jeho
v té dobé gravidni dcera. Analyza u ni potvrdila premutaci (84 CGG). VySetfeni plodu
muzského pohlavi vedlo k pozitivnimu nalezu na hranici premutace a plné mutace
(Obr. 16) a téhotenstvi bylo na pfani pacientky ukoneno. Nalez byl publikovan
(Zumrova et al. 2007).

86 CGG Pacient s FXTAS

| S N N "W N SRR SR S SN NS N | R N
1

Dcera pacienta s FXTAS
Gravidni pfenase¢ka premutace

700

Plod muz.pohlavi

168 CGG
179|/CGG
& ot} | GG

Obrazek 16: Fragmentacni analyza PCR produkti repetice CGG v genu FMR1
pacienta s FXTAS, jeho dcery a plodu s pouZitim kitu Fragile X PCR (Celera). U
pacienta byla odhalena premutace s délkou 86 CGG, u jeho dcery byla potvrzena
premutace 84 CGG a prenatalni diagnostika u plodu muzského pohlavi prokéazala
pfitomnost alely s hrani¢ni délkou mezi premutaci a plnou mutaci.
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Kazuistika 4: Pacientka s FRDA se sou¢asnym nalezem premutace FMR1
Klinicka charakteristika: Pacientka byla vySetfena neurologem ve véku 56 let

pro problémy se stabilitou, které se poprveé objevily ve véku 49 let. V klinickém nalezu
byla nejista chize o Siroké bazi, mirny inten¢ni tremor a minimalni dysartrie. Intelekt
a orientace pacientky byly v normé. Otec pacientky zemfel na neoplazii mozku ve
véku 75 let, matka zemfela ve véku 87 let ve stavu kachexie. Sestra (66 let) méla
podobné obtiZze s chlzi jako pacientka, které se u ni objevily ve 48 letech. Pacientka

byla zafazena do pilotni studie 256 ataktickych pacientu starSich 45 let.

Molekularné geneticka analyza: Laboratorni genetické vySetfeni prokazalo

FRDA (expanze genu FXN na obou chromozomech - Ludmila Apltova, UBLG 2. LF
UK a FN Motol) (Obr. 17A). U pacientky byla ale sou¢asné nalezena i premutace
v genu FMR1 s délkou 63 CGG (Obr. 17B). Nalez byl publikovan (Zumrova et al.
2005). Vyznam této komorbidity je z hlediska klinického stavu pacientky, pfipadné i

jeho dalSi progrese, diskutabilni.

)€— Expanze

GAArepetice
FXN gen
€— Normalni alely premutace
63 CGG -
FMR1 gen

Normalni alely —>

Obrazek 17: PCR analyza genu FXN (A) a genu FMR1 (B). U pacientky je zjevna
expanze vgenu FXN a absence normalni alely (A, dréaha 6), stejné tak jako
premutace v genu FMR1 (B, draha 1). Nalezy u pacientky jsou zvyraznény Cervenymi
elipsami. Pro analyzu genu FMR1 byla pouZita metoda radioaktivni PCR .
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Kazuistika 5: Dva pacienti s plnou mutaci a karyotypem 47, XYY

Klinicka charakteristika pacienta 5-1: Chlapec se narodil vterminu z 1.

gravidity zdravych rodi¢l. Od 4. mésice byla pozorovana psychomotoricka retardace.
Pacient chodil az od 3 let, ve 3 letech nemluvil ani feCi nerozumél, byl bez zakladni
orientace a neustale kficel. Jeho fenotyp charakterizovala brachycefalie, kulaty nos,
velké usni boltce a makroorchismus. Neurologické vySetfeni neprokazalo
mozecCkovou patologii, ale jasna byla horSi koordinace v jemné a hrubé motorice.
Pacient trpél epileptickymi zachvaty. Matka pacienta méla mirny mentalni deficit,
v SirSi rodiné Zadné potiZze ani vyvojové vady nebyly uvedeny. Cytogeneticka analyza
pacienta prokazala karyotyp 47,XYY (Marie Trkova, GENNET Praha).

Klinicka charakteristika pacienta 5-2: Chlapec pochazel z 1. rizikové gravidity.

Porod se uskutecCnil vterminu, porodni vaha byla 4300 g. Novorozenec byl
resuscitovan, trpél ikterem léCenym fototereapii a transfuzi. Pacient chodil od 12
mésicu, ale trpél opozdénim Feci (ve tfech letech umél jen 2-3 slova). V souc€asnosti
je 20-lety s vySkou 2 m (nad 97. percentilem), ma dlouhy obliCej, velké ruce a nohy a
zvétSena testes. Vykazuje mirnou az stfedné téZkou mentalni retardaci, autistické
rysy a sklony k agresivité. V rodiné nebyly zaznamenany zadné dalSi pripady
mentalni retardace. Cytogeneticka analyza prokazala karyotyp 47,XYY (Drahuse
Novotna, UBLG 2. LF UK a FN Motol) (Obr. 18A).

Molekularné geneticka analyza: U obou pacientu byla prokazana plna mutace

v genu FMR1 (pacient 5-2 — Obr. 18B). Koincidence téchto nalezu je pozoruhodna.
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Obrazek 18: Karyotyp (A) a vySetfeni genu FMR1 Southernovou metodou ($tépeni
Hindlll, sonda StB12.3) (B) u pacienta 5-2. Karyotypovani prokazalo karyotyp 47,XYY
a analyza genu FMRL1 ukazala premutaci u matky a plnou mutaci u pacienta.
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4.2. Myotonicka dystrofie typ 1

4.2.1. Optimalizace a zavedeni novych metod

Pro zefektivnéni diagnostiky DM1 byla zaveda fluorescencni PCR pro
amplifikaci normalnich alel, ktera nahradila PCR s pfimou inkorporaci radioizotopu.
Fluorescenéné znatené PCR produkty byly separovany v denaturaénim
polyakrylamidovém gelu na analyzatoru Gel-Scan 2000 (Obr. 19). Vyhodou této nové
zavedené metody byla kromé vyfazeni prace s radioizotopem pfedevsim rychlost a
pomeérné vysoka presnost uréeni délky normalnich PCR produktd. Metoda zachyti
expanzi s délkou do 100 CTG.

500
490

450
400

350
340

300 — —

250

Obrazek 19: Priklad analyzy PCR produkti pacientu 1, 2 a 3 ziskanych pomoci
primertd GCT1/Somy4R leZicich na protilehlych stranach repetice v genu DMPK na
analyzatoru Gel-Scan 2000. Vzorek 1 obsahuje dvé normalni alely. Vzorek 2 ma jen
jednu normalni alelu a pritomnost neamplifikovatelné expanze na druhém
chromozomu neni vylou¢ena. Vzorek 3 je pacient s normalni alelou a mozaikou
kratkych expanzi (odhadovany pocet opakovani 55 a 70 CTG). Upfesnéni délky alel
viz Obr. 20. V prvni draze (M) je délkovy marker GeneScan-500 TAMRA Size
Standard (Applied Biosystems).

Pro vyhledavani expandovanych alel byla zavedena také fluorescencni
metoda TP-PCR (Obr. 20). Jeji pfednosti je opét rychlost a pfesnost pfi ur€ovani
délky hrani¢nich alel. Neni vS8ak vhodna pro urCeni délky expanzi delSich nez 100
CTG.
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Obrazek 20: Priklad analyzy TP-PCR produkti amplifikovanych na CAG viakné u
pacientu 1, 2 a 3 (viz téz Obr. 19) na analyzatoru ABI3130 (Applied Biosystems).
Zeleny pik odpovida nejkrat§imu fragmentu (vlevo) s 5 trinukleotidy CTG, kazZdy dalsi
pik predstavuje nartst o 1 trinukleotid. Cervené piky znazorriuji marker GeneScan-
500 ROX Size Standard (Applied Biosystems). Vzorek 1 obsahuje normalni alely 5 a
12 CTG, vzorek 2 ma normalni alelu 21 CTG a expanzi. U vzorku 3 je normalni alela
12 CTG a mozaika expanze o délce 56 CTG a 72 CTG.

Pro detekci expanzi do velkosti 500 CTG byla zavedena metoda long-range
PCR s pouzitim kitu Expand (Roche) (Obr. 21). Optimalnich reakénich podminek

bylo po extenzivnim testovani dosazeno s pouzitim pufru 2 a 2M betainu.

2000bp
1650bp

1000bp |
850bp

650bp
5O0hp | wee—
400bp
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i —

—

300bp

Obrazek 21: Priklad separace LR-PCR produkti obsahujicich repetici v genu DMPK
u pacientt s DM1. Nejdelsi produkty jsou vyznaleny Sipkou (priblizna délka 450
CTG).
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Pro detekci a urCeni délky dlouhych expanzi byla zavedena Southernova
metoda (pfiklad analyzy rodiny s DM1 je na Obr. 22). Genomova DNA byla stépena
enzymem EcoRI, fragmenty byly separovany v agar6zovém gelu, blotovany a
hybridizovany s radioaktivné znaCenou sondou. Tato sonda byla pfipravena
amplifikaci z genomové DNA s pouzitim vlastnich navrzenych primerd Somy1F/886R

komplemetarnich k fragmentu nesoucimu repetici.

HO 00

/1 /a2 w2 /3 n4 1

expanze

normalni
fragmenty

Obrazek 22: Priklad analyzy genu DMPK v tfigeneraéni rodiné s DM1 Southernovou
metodou (Stépeni EcoRI, PCR sonda). Normalni fragmenty maji délku 8.6 a 9.8 kb,
fragmenty s expanzi jsou delSi nez 9.8 kb. Je vidét postupné prodluZzovani expanze
v nasledujicich generacich. Cervené jsou vyznadeny nejdel$i expanze, které jsou

v v v

spojeny s nejtéZsimi kongenitalnimi formami. Pacientka I/1 ma kratkou expanzi, ktera
splyva s normalnim fragmentem.

4.1.2. Vysledky molekularné genetického vysSetieni souboru

V souboru 675 pacientu, ktefi splfovali indikaéni kritéria pro testovani
myotonické dystrofie, bylo detekovano 171 pozitivnich pacientl s expanzi v genu
DMPK. Pacienti pochazeli z 87 nepfibuznych rodin. V tomto souboru bylo také
zachyceno nékolik ojedinélych nalezl, jako pacientka s DM1 s expanzemi na obou
chromozomech (Kazuistika 6) a Ctyfi rodiny s DM1 a dva pacienti s intermediarnimi

alelami s repetici CTG prerudenou jinymi triplety (CCG a CTC) (Kazuistika 7).
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U 41 potvrzenych pacientt s DM1 jsme ziskali informaci o délce jejich
expanze ze Southernovy hybridizace. Na Obr. 23 jsou shrnuty délky expanzi u téchto
pacientl s ohledem na vék pacienta v €ase odbéru periferni krve pro izolaci DNA.
Pacienti s kongenitalni formou onemocnéni méli expanze vétsi nez 1000 CTG
repetic, zatimco ostatni pacienti méli rGzné dlouhé expanze mezi 100 az 2000 CTG,
pficemz pacienti s lehkou formou onemocnéni méli expanzi do délky 150 CTG.
Podrobny klinicky popis pacientd s dlouhymi expanzemi (nad 1000 CTG) se podafilo
zpétné ziskat jen od 7 pacientl, z nichZz u 1 byl zaznamenan nastup nemoci ve 4
letech a u 6 v pocCatku 2. dekady zivota, u 5 z nich pfiznaky zahrnovaly téz mirny

mentalni deficit.

Délka expanzi
2500
[ ]
2000 +
o e & adultni DM1
o 1500 - - B kongenitalni
3 1000 - ¢ détska, juvenilni DM1
o e o Rg neznama forma
500 - *® L 2
° .
O T . T ) . T
0 20 40 60 80
Vék pacienttl pfi nabéru

Obrazek 23: Prehled délek nalezenych expanzi u pacientii s DM1 vynesenych podle
véku pfi odbéru vzorku. Pacienti s kongenitalni formou (zobrazeni rizovymi ctverci)
maji délku expanze vétsi nez 1000 CTG, s détskou/juvenilni formou (Zluté
trojuhelniky) maji délku expanze od 1000 do 2000 CTG, s adultni formou maji délku
expanze mezi 100 a 1300 CTG (modré ctverce). Svétle modrymi krouZky jsou
znazornéni pacienti s neznamou formou DM1.
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V ramci studie frekvence pferusenych alel (Kazuistika 7) jsme zjistovali také
spektra normalnich alel v populaci. K dispozici jsme méli udaje ze souboru 100
normalnich kontrolnich jedincu (200 alel) a udaje o normalnich alelach ze souboru
postizenych. Pred slouCenim jsme tyto udaje navzajem porovnali. ProtoZze postizeni
nebyli na rozdil od kontrol vzdy nepfibuzni (v souboru bylo nékolik postizenych
sourozeneckych parl), provedli jsme korekci vyloucenim jednoho postizeného
z kazdého paru (v souboru byl ponechan vzdy mladSi sourozenec a starSi byl
vyfazen). Vysledky shrnuje Tab. 10 a Obr. 24. Frekvence normalnich alel u obou
soubort je trimodalni s vrcholy u alel s délkou 5, 12 a 21 CTG. U pacientt s DM1 je
vSak frekvence alely s5 CTG snizena oproti kontrolnimu souboru o 2-5%, a

frekvence alely s 11 CTG je naopak zvySena az o 10%.

Tabulka 10: Pfehled délek normalnich alel genu DMPK u rGznych soubor(

Soubor Pocet repetic CTG

kontrolni soubor | pocet alel s pfisluSsnou délkou opakovani u kontrol (N=200 alel)
(N=100 osob) 5CTG-85%, 10 CTG - 1x, 11 CTG - 18x, 12 CTG - 28,

13 CTG - 25x%, 14 CTG - 13%, 15 CTG - 2%, 18 CTG - 1x,

19 CTG - 1x, 20 CTG - 4%, 21 CTG - 10x, 22 CTG - 5x,

23CTG - 1%, 24 CTG - 3%, 26 CTG - 2x,

27 CTG - 1x

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

soubor pacientl | pocCet alel s pfislusnou délkou opakovani u pacientl (N=148 alel)
s DM1 5CTG - 60x, 6CTG - 1x, 8CTG - 2%, 10 CTG - 1x, 11 CTG - 27x,
(N=148 osob) 12 CTG - 12x,13 CTG - 21X, 14 CTG - 8%, 15CTG - 2x,

16 CTG - 3%, 17CTG - 1x,19 CTG - 1x, 20 CTG - 1x,

21 CTG - 3%, 22 CTG - 2%, 23CTG - 1x, 24 CTG - 2X,

26 CTG - 1x, 27 CTG - 1x

soubor pacientd | pocCet alel s pfislusnou délkou opakovani u pacientl

s DM1 po korekci (N=126 alel)

po korekci 5CTG - 49x, 6CTG - 1x, 8CTG - 2%, 10 CTG - 1x, 11 CTG - 26X,
(N=126 osob) 12 CTG - 12x,13 CTG - 19x, 14 CTG - 7x, 15CTG - 2x,

16 CTG - 3%, 17CTG - 1x,19 CTG - 1x, 20 CTG - 1x,

21 CTG - 2%, 22 CTG - 1x, 23CTG - 1x, 24 CTG - 2x,

26 CTG - 1x, 27 CTG - 1x

pocet alel po slouceni do skupin dle délky
<11 CTG - 53x, 11 CTG - 26x%, 12 CTG - 12x, 13 CTG - 19x,
14 CTG - 7%, >14 CTG - 16X
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Obrazek 24:. Grafy frekvence normalnich alel v kontrolnim souboru (nahore),
v souboru pacientd s DM1 (uprostfed), a v souboru korigovaném u postizenych
sourozeneckych part ponechanim alely pouze nejmladSiho postizeného sourozence
(dole). Podrobnosti jsou uvedeny v textu.
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Pro zjisténi statistické vyznamnosti rozdili ve spektrech délek normalnich alel
u kontrol a u postizenych jedincl byla data podrobena statistické analyze. Alely byly
kvuli malému poctu reprezentantu nékterych délek rozdéleny do 6 skupin (alely
mensi nez 11 CTG, 11 CTG, 12 CTG, 13 CTG, 14 CTG, a vétsi nez 14 CTG, Tab.
10). Data byla posouzena Chi kvadrat testem homogenity (Chi-kvadrat = 9,47; 5
stupfit volnosti; P = 0,09169; statistickou analyzu provedl Dr. Roman Krejci).
Analyza naznacuje, Ze nic nesvédci proti hypotéze, Ze rozdéleni poctu ve skupinach

je stejné pro kontroly i pro pacienty a Ze pozorované odchylky jsou nahodné.

4.2.3. Doporuceny algoritmus vysetieni

Pfi testovani DM1 je s pfihlédnutim k doporuéenim EMQN pouzivan
dvoukrokovy PCR test (klasicka PCR a TP-PCR) (Obr. 25). TP-PCR je provadéna na
obou vlaknech DNA, aby se predeslo faleSné negativnim vysledkim z divodu
polymorfismu v mistech nasedani primert jak vné, tak uvnitf repetice (viz nize).
V pfipadé spornych vysledkl je vzorek vySetfen opakované vSemi dostupnymi
metodami vCetné Southernova blotu. Tato metoda je vhodna také pro zjistovani

délky dlouhych expanzi v pfipadech, kdy takovy pozadavek vychazi z indikace.

Pacient se symptomy DM1
Presymptomaticky test
Prenatalni vysSetfeni

¥

PCR
| | |
2 normalni 1 normalni 1 normalni produkt/
produkty produkt expanze < 100CTG
1 1
TP-PCR
na obou vidknech
1 normalni 1 normalni produkt/ 1 normalni produkt/
produkt expanze > 100CTG expanze < 100 CTG
| Pfesny pocet CTG
Southern
Blot
1 normalni/
1 expandovany
fragment
Priblizny pocet CTG

| DM1 negativni | | DM1 pozitivni |

Obrazek 25: Algoritmus vySetfeni 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

Klinicka charakteristika: Jedna se o pacientku s klasickym fenotypem DM1
S ptozou, kataraktou (operace ve véku 45 let), poruchou S§titné Zlazy (operace ve
véku 42 let), kognitivnim deficitem, slabosti hornich a dolnich koncetin, distalnim
typem atrofie svall, myotonii s myopatickou sloZkou (neurologické vysetifeni ve véku
47 let). Ma chlzi o SirSi bazi. Porucha pfevodového systému srdce nebyla zjisténa.
Prvni pfiznaky poruchy dekontrakce na hornich koncetinach pacientka zpozorovala

na zakladni Skole. Vyskyt svalového onemocnéni v rodiné pacientka neuvadi.

Molekularné geneticka analyza: Analyza genu DMPK metodou PCR a

Southernova blotu prokazala expanzi na obou chromozomech s délkou 59 CTG
(upfesnéno téz sekvenaci) a 1600 CTG. Na Obr. 26 je vysledek Southernova blotu
pacientky.

A/Hindlll

~ } expanze
R normalni

8.6 kbp fragmenty

|
|
|
!
|

dvé expanze
kontrola | ‘

4

Obrazek 26: Southerndv blot pacientd s DM1 (Stépeni EcoRI, PCR sonda). Nalez
dvou expanzi u pacientky (draha 6) je zvyraznén cervenymi Sipkami. Normalni
fragmenty maji délku 8.6 a 9.8 kb, fragmenty s expanzi jsou delSi nez 9.8 kb.
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Kazuistika 7: Rodiny s repetici CTG prerusenou jinymi triplety (CCG a CTC)

Klinicka charakteristika rodiny A: Rodina byla zachycena prostfednictvim dvou

sourozencu s myotonickou dystrofii (A-4, A-5). Pacient A-4 byl poprvé vySetfen
neurologem ve véku 53 let pro slabost prsti rukou, poruchy chize a feCi a kfeCe
trvajici nejméné 3 roky. EMG potvrdila myotonické vyboje distalnich svali a axonalni
polyneuropatii. Pacient mél téz bilateralni kataraktu, hyperglykemii a podstoupil
operaci §titné Zlazy. Pacientka A-5 byla poprvé vySetfena ve véku 42 let z divodu
pFetrvavajici unavy. Fyzikalni vySetfeni prokazalo myotonii distalnich svald a EMG
potvrdilo myotonii bez znamek dystrofie. EKG vySetfeni ukazalo 1. stupen AV-bloku.
Pacientka A-5 neméla diabetes ani kataraktu. V ¢ase testovani nemélo zadné z déti
A-4 a A-5 podobné Kklinické obtize ani anomalie na EMG. Na Obr. 27 je znazornén

rodokmen rodiny A.
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54 |et 53 let
13/600-800 13/450-650
! A-2 | A-3 - A-7
31 let 29 let 22 let 23 let 31 let
11/~300 11/13 13/13 12/400-500 5/600-750 5/~270
A-1
1 L

12/~230 8 let

11/13

Obrazek 27: Rodokmen rodiny A. Pacienti a dalSi ¢lenové rodiny, ktefi byli
molekularné geneticky vySetreni, maji v rodokmenu vyznaCeny pocty opakovani
tripleta v repeticich jejich alel genu DMPK. Plnymi symboly jsou oznaceny osoby
vykazujici pfiznaky. Zadny z pozitivné testovanych potomku pacientt A-4 a A-5 (A-2,
A-3, A-6, A-7) nevykazoval v dobé testovani Zadné symptomy myotonické dystrofie
(rodokmenové symboly oznacené teckou).
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Klinicka charakteristika rodiny B: Pacient B-1 byl doporu€en k neurologickému

vySetifeni ve véku 50 let. Od 40 let mél problémy uvolnit po kontrakci Celistni svaly a
souCasné se objevila bilateralni katarakta. Od 45 let se objevily kfeCe a problémy
s dekontrakci drobnych svalu rukou. Pacient vSak nemél svalovou atrofii ani slabost.
EMG prokazala myotonické vyboje bez svalové dystrofie. Pacient nemél patologicky
nalez na EKG ani zadné endokrinni problémy. Jeho otec mél bilateralni kataraktu a
diabetes mellitus a zemrfel v 55 letech na rakovinu. Syn (B-2) ani dcera pacienta

neméli v Case testovani zadné svalové potize. Jejich nalez EMG byl negativni.

Klinicka charakteristika rodiny C: 49-leta pacientka C si vSimla svalové

hypertonie a kfeCi v lytkach a stehnech ve véku 23 let. Od 41. roku Zivota méla
problémy s chuzi a pozorovala i slabost drobnych svall ruky. VySetfeni odhalilo
myotonii a slabost distalnich svall a atrofii distalnich svalu koncetin. Jehlova EMG
prokazala ¢etné myotonické vyboje se svalovou dystrofii, kondukcni studie prokazaly
mirnou senzorickou a motorickou polyneuropatii. 71-letda matka pacientky trpéla

podobnymi problémy od 40. roku zivota, v sou€asnosti je 4 roky upoutana na voziku.

Klinicka charakteristika rodiny D: Pacientka D-1 byla poprvé vysetiena v 56

letech. ZhorSenou chlzi a pocit ztuhlosti pozorovala od 45 let. VySetfeni ukazalo
poruchy dekontrakce rukou, myopatické drzeni trupu a ochablost bfiSnich svalu.
EMG prokazalo myotonickou reakci. Pacientka méla téz bilateralni kataraktu a
naznak frontalni alopecie. Neurolog vyslovil podezifeni na DM1. O 6 let pozdé&ji byla
vySetfena i jeji 36-leta dcera (D-2) s poruchami chize a svalovou slabosti, kterymi

trpéla od 35 let. EMG prokazalo myotonické vyboje a inicialni kataraktu.

Klinicka charakteristika pacienta E: 29-lety pacient trpél od svych 7 let

myotonii, ktera progredovala do konce 2. dekady zivota. VySetfeni prokazalo difuzni
svalovou hypertrofii s myotonii distalnich svall hornich kon&etin. EMG potvrdilo

myotonické vyboje bez svalové dystrofie. Zadny z rodiéi nemél podobné obtizZe.

Klinicka charakteristika pacienta F-1: 20-lety pacient byl napadny malym

vzrastem, kratkym trupem, kratkymi hornimi kon&etinami, deformitami nohy, atrofii
lytkovych svall a ptézou. Od narozeni trpél svalovou ztuhlosti a pozdéji se vyvinuly
kontraktury Slach na loktech a kolenou. EMG neprokazala myotonii, ale neurolog
vyzadal vySetfeni genu DMPK. V rodiné nebyla jina neuromuskularni onemocnéni,

ale otec a paternalni déd méli omezenou roztaZitelnost kloubl a maly vzrast.
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Molekularné geneticka analyza rodiny A: Cilené vySetfeni metodou TP-PCR

prokazalo expanzi u pacienta A-4, avSak TP-PCR produkty amplifikované pomoci
primeru nasedajiciho distalné od repetice davaly neobvykly obraz, ve kterém chybély
signaly nékterych TP-PCR produktd. Vysledek byl proto verifikovan Southernovou
metodou, ktera pozitivni vysledek potvrdila a urcila délku expanze na 600-800 CTG.
Expanze byla nasledné potvrzena i u dalSich pfibuznych véetné pacientky A-5.
Obraz TP-PCR produktt amplifikovanych z distalniho konce repetice se v kapilarni
elektroforéze u jednotlivych pfibuznych znatelné lisil (Obr. 28). Sekvenovani TP-PCR
produktd odhalilo u vS8ech ¢lend rodiny s expanzi nékolik preruSeni repetice CTG
trinukleotidy CCG a CTC na jejim 3" konci. Tato pferusSeni zabrafiovala vazbé
primeru komplementarniho k repetici CTG. Jednotlivi ¢lenové rodiny se lisili
v umisténi a poctu pferuseni v repetici (Obr. 32, 33). Kromé toho byla rodina zvlastni
akumulaci kontrakci expanze. Z 5 intergeneracnich pfenosu doSlo jen v jediném
pfipadé k prodlouzeni expanze (maternaln€). Ve zbylych 4 pfipadech doslo ke

kontrakcim expanzi (dva maternalni a dva paternalni pfenosy) (Obr. 29).
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Obrazek 28: Fragmentacni analyza TP-PCR produktd genu DMPK amplifikovanych
primerem vazajicim se distalné od repetice u ¢lenu rodiny A a u kontrolniho vzorku
s nepreruSenou expanzi (EXP). Na kfivkach chybi signaly TP-PCR produkti
zacCinajicich od mist, kde se primer nemohl navazat. Po strané je pfilozen
zjednoduseny rodokmen pro usnadnéni sledovani intergeneracnich pfenosda.
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Obrazek 29:. Elektroforéeza PCR produkti amplifikovanych s pouZzitim primert
vazajicich se prfed a za repetici za podminek Ilong-range PCR. Z péti
intergeneracnich prenosu jen u jednoho doSlo k prodlouzeni expanze (z A-5 na A-6),
u Ctyr dalsich doSlo ke kontrakci. Pripojen je zjednoduseny rodokmen pro usnadnéni
sledovani intergeneracnich pfenosd.
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Molekularné geneticka analyza rodiny B: VysSetfeni TP-PCR prokazalo

pfitomnost expanze u pacienta B-1, avSak pouze vreakci s pouZitim primeru
lokalizovaného pfed repetici. TP-PCR s pouzitim primeru nasedajiciho za repetici
davala opakované negativni vysledek. Long-range PCR stanovila délku expanze na
450 CTG. Testovali jsme moznost vyskytu polymorfismu v misté nasedani primeru,
pfipadné deleci oblasti pfiléhajici na 3" konec repetice, avSak bez uspéchu. Nalezy
v rodiné A poukazaly na to, ze za selhani TP-PCR by mohla byt odpovédna podobna
preruseni v repetici. Pouzitim dalSich variant TP-PCR a long-range TP-PCR
s repetitivnimi primery navrzenymi tak, aby se vazaly do repetice prerusSené triplety
CCG, jsme konecCné ziskali produkt TP-PCR amplifikovan z 3" konce repetice.
Nasledna sekvenace odhalila sekvenci (CTG)n(CCGCTG)33.
39(CCG)(CCGCTG)3(CTG)18 na expandované alele. Pravidelny sled hexanukleotid(
(CCGCTG), byl pferusen jednim tripletem CCG (Obr. 30). Expandovana alela
pacientova asymptomatického syna (B-2) s pfibliznou délkou 400 repetic méla
sekvenci (CTG)n(CCGCTG)35.37(CCG)12CTG
CCG(CTG)11. Na této alele se objevil souvisly sled 12 CCG nepfitomny u otce (Obr.
30).

Pacient B-1

,fmun gt

CTGECGCTECEGETGCLGCTGOCGETG0CGCTGECGE CECEGECGCCGE CGCCGECGECGECGE CGCCGETECCE0TECTGOTECTGLTECTGETRETRCTEOTGOTEEGEGGA

A

Obrazek 30: Stredni ¢asti sekvence TP-PCR produktu expandovanych alel pacienta
B-1 a jeho zdravého syna B-2 s pouZzitim primeru vazajiciho se distalné od repetice a
repetitivniho primeru P4CC specifického pro posledni preruseni CCG. Expandovana
alela B-2 obsahuje kromé opakovani tripletu CTG a hexameru CTGCCG téz
kontinuélni sled 12 CCG, ktery neni pfitomen u otce. Cerné &tverce zvyrazriuji
triplety CCG.
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Molekularné geneticka analyza pacientky C: TP-PCR u pacientky C davala

podobné jako u rodiny B rozporuplné vysledky: z proximalni strany repetice vysledek
svédcil pro expanzi, reakce z distalni strany expanzi neamplifikovala. Southernova
metoda prokazala expanzi o velikosti asi 700 CTG. Sekvenaci TP-PCR produktu
amplifikovanych z distalni strany s pouzitim repetitivnich primerd obsahujicich
preruseni CCG (P4CC, P4hexl) byla odhalena komplexni konfigurace
mnohocetnych nepravidelnych preruseni tripletem CCG na 3" konci repetice (Obr.
32, 33).

Molekularné geneticka analyza rodiny D: Southern blot prokazal u pacientek

D-1 a D-2 pfitomnost expanze v genu DMPK s pfibliznou délkou 500 a 800 tripletu.
Pozdéjsi analyza metodou TP-PCR odhalila chybéjici produkty amplifikované z 3’
konce expanze. Sekvenace long-range TP-PCR produktd amplifikovanych z této
strany repetice u obou pacientek odhalila pfekvapivou konfiguraci obsahujici
kontinualni blok 32 a 39 CGG tripletd (Obr. 32, 33).

Molekularné geneticka analyza pacienta E: Analyza prokazala alely s 14 a 37

triplety. TP-PCR davala opét neobvykly obraz (Obr. 31). Nasledna sekvenace
odhalila na delSi alele sekvenci (CTG)s(CCGCTG)13(CTG)s, ve které se stfidaly
segmenty s pravidelnou repetici CTG a hexamerem (CCGCTG), (Obr. 32, 33).

Obrazek 31: Fragmentacni analyza TP-PCR produktu amplifikovaného s pouzitim
primeru vazajiciho se distalné od repetice u pacienta E (Somy4R/P3R/PACTG).
V mistech, kde se nemohl primer obsahujici pravidelnou repetici CTG navazat, chybi
signaly produktd (modré sSipky).

Molekularné geneticka analyza pacienta F-1: Analyza prokazala pfitomnost

alel s 14 a 43 triplety. Tyto alely byly sekvenovany v ramci testovani kontrolniho
souboru pacientl s DM1 s expanzi v genu DMPK. Sekvenace odhalila na delSi alele
sekvenci (CTG)g(CCGCTG)16(CTG)s, kde se opét stfidaly segmenty s pravidelnou
repetici CTG a hexamerem (CCGCTG), podobné jako u pacienta D (Obr. 32, 33).
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Obrdzek 32: Céasti sekvence TP-PCR produktli nékolika pacienti nesoucich
pferuseni v repetici CTG v genu DMPK. DNA ¢tyf pacientd zrodiny A byla pro
ziskani cisté sekvence amplifikovana pomoci primeru P4CTC, ktery se specificky
vazal k preruseni CTC. DNA zbylych pacienti byla amplifikovana pouZitim primeru
P4CC specifického pro nejvzdalenéjsi (na 5° strané) pferuSeni tripletem CCG. U
pacientt B-1 a C je ukazana pouze stfedni c¢ast a 5  oblast nesouci preruseni.
Sekvence nékterych vzorku neni jednoznacna, coz je zfejmé zpisobeno technickymi
artefakty pfi amplifikaci a sekvenovani vysoce repetitivni sekvence nebo somatickym
mozaicismem u pacientu.
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Obrazek 33. Schematické znazornéni struktury repetice v genu DMPK u jedincu
s pferuSenimi, ktefi byl identifikovani v ramci naSi studie, a u jediného dfive
publikovaného pripadu (Leeflang a Arnheim 1995). Kazdy &tverec predstavuje jeden
triplet, pricemz pferuseni trinukleotidy CCG jsou znazornéna cernymi a pferuseni
CTC Srafovanymi ctverci. PocCty repetic uvadéné u expandovanych alel vyjadruji
celkovou délku expanze, ne pouze délku, kterou nebylo mozZno ve schématu
znazornit. Pro usnadnéni sledovani intergeneracnich zmén jsou po stranach pridany
zjednodu$ené rodokmeny. Otazniky jsou vioZeny v mistech, kde nebylo mozZné
jednoznacné rozhodnout mezi triplety CTG a CCG, coZ je ziejmé zpusobeno
technickymi artefakty pri amplifikaci a sekvenovani vysoce repetitivni sekvence nebo
somatickym mozaicismem u pacientd. Finalizaci téchto schémat pfedchazela
sekvenace TP-PCR produktd amplifikovanych s primery specifickymi pro razné typy
preruseni (PACTC, PACCG, P4hexl) pfi normalnich i long-range podminkach, aby
bylo moZno zachytit nejvzdalenéjs$i (na 5  strané) pferuSeni, a vysledky byly
vzajemne korigovany a porovnany s fragmentacni analyzou TP-PCR produktu.
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Analyza sekvenénich preruseni repetice CTG v souboru rodin sDM1 a

v _kontrolnim souboru normalnich jedincu: Odhaleni pferuseni u nékolika pacientt ze

3 rodin (A-C) a jednoho jedince s intermediarni alelou (E) pro nas bylo pobidkou
k hledani tohoto jevu i u dalSich rodin s DM1 a v obecné populaci. PferuSeni jsme
nejprve hledali sekvenaci TP-PCR produktl u 60 nepfibuznych pacientd s DM1 a u
jednoho pacienta s intermediarni alelou s délkou 43 tripletd. U posledné
jmenovaného pacienta (F-1) jsme preruSeni repetice CTG skutec¢né nalezli. DalSi
testovani pfitomnosti preruseni jsme provedli metodou TP-PCR v dalSich 20
rodinach s DM1 a u vSech pacientd s DM1 z naSeho souboru, u kterych byla
k dispozici DNA (celkem 146 pacientl s expanzi v genu DMPK). Takto byli odhaleni
dva pacienti z rodiny D s pferusenimi na expandované alele. V kontrolnim souboru
normalnich jedincl jsme testovali pfitomnost preruseni repetice CTG triplety CCG
s pouzitim restrikEniho Stépeni enzymem Acil, ktery rozpoznava sekvenci CCGC
(Leeflang a Arnheim 1995). Tento test vSak u 200 normalnich alel v obecné populaci

neodhalil Zzadna preruseni triplety CCG (Obr. 34).
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Obrazek 34: Priklad analyzy PCR produktu $tépenych a nestépenych enzymem Acil
u 21 jedincl z kontrolni skupiny (1-21) a u pacienti E a F-1 v 5% denaturacnim
polyakrylamidovém gelu (Gel-Scan 2000). M, 3bp ladder. Pfitomnost pferuseni vede
ke Stépeni jednoho z delSich PCR produkti enzymem Acil u pacientt E a F-1 a tedy
k jeho vymizeni z gelu, zatimco krat$i produkty jedinci E a F-1 a vSechny produkty
kontrolnich jedincu zustavaji nenastépeny.
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4.3. Myotonicka dystrofie typ 2

4.3.1. Optimalizace a zavedeni novych metod

Pro testovani normalnich alel genu ZNF9 byla zavedena metoda kratké PCR
pomoci primerd navrzenych tak, aby se vazaly k sekvencim sousedicim s repetici.
PCR produkty byly separovany a analyzovany na pfistroji Gel-Scan 2000. Pro
analyzu dlouhych expanzi byla zavedena Southernova metoda (Obr. 35). Ta
umoznila detekci expanze, ale byla zdlouhava a nemusela zachytit vSechny pacienty
sDM2 zdlvodu Ccastého extrémniho somatického mozaicismu v délce
expandovanych alel. Pro rychlé vyhledavani expanzi byla proto zavedena také
metoda repeat-primed PCR (RP-PCR), ktera je obdobou TP-PCR (Bachinski et al.
2003). Produkty RP-PCR byly separovany v kapilarni elektroforéze (Obr. 36).
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Obrazek 35: Priklad analyzy genu ZNF9 Southernovou metodou ($tépeni EcoRl,
PCR sonda). Pacienti s pozitivnim nalezem expanze maji v tomto pfipadé uz i
projevy nemoci. Pacienti ve lll. generaci maji delsi expanzi, nastup jejich nemoci byl
mirné casnéjsi. U pacienti 11/3 a Il/4 je vidét vysokou miru somatické instability -
expanze u nich vytvari smear, ktery je obtizné detekovatelny a hodnotitelny.
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Expanze CCTG repetice

Obrazek 36: Priklad analyzy RP-PCR produkttu genu ZNF9 u dvou vzorkd A a B
Vv kapilarni elektoforéze. Vzorek A obsahuje expandovanou alelu, ve vzorku B se
Z4dné expanze neamplifikovala. Cervené piky reprezentuji délkovy marker
GeneScan-500 ROX Size Standard (Applied Biosystems).

4.3.2. Vysledky molekularné genetického vysetreni souboru

V naSem souboru pacientld a jejich pfibuznych indikovanych na vysSetieni
myotonické dystrofie bylo identifikovano 70 pacientd s expanzi v genu ZNF9. Tito
pozitivné testovani pacienti patfili do 42 rodin. Vék pacientl pfi odhaleni nemoci,
zachycenych jako prvnich v rodinach, se pohyboval od 23 do 76 let, primérny vék
byl 52 let. Z celkovych poctl rodin s molekularné geneticky prokazanou DM1 a DM2
tedy mdzeme odvodit, 26 DM2 se vregionu Cech vyskytuje v pomé&rné& vysoké
frekvenci, ktera dosahuje témér poloviny vyskytu DM1. V souboru pacientl s DM2
jsme identifikovali dvé nepfibuzné rodiny se tfemi pacienty s expanzemi na obou
alelach genu ZNF9 (Kazuistika 8).
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4.3.3. Doporuceny algoritmus vysSetreni

V nasi laboratofi pouzivame na zakladé nasSich zkuSenosti a s prihlédnutim
k doporu¢enim (Botta et al. 2006; Udd et al. 2006) podobné jako u DM1
dvoukrokovou PCR (Obr. 37): v prvnim kroku se amplifikuji kratké alely a do dalSiho
testu jsou vybrani jen pacienti s jednim normalnim produktem. Ve druhém kroku se
pak pomoci RP-PCR amplifikuji expandované alely. V pfipadé, Zze RP-PCR expanzi

neamplifikuje, se vysledek ovéfuje Southernovou hybridizaci.
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Obrazek 37: PouZivany algoritmus vySetfeni expanze v genu ZNF9. Podrobnosti jsou

uvedeny v textu.
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4.3.4. Kazuistiky DM2
Kazuistika 8: Tri pacienti s DM2 s expanzemi na obou chromozomech

Klinicka charakteristika pacientky 8-1 a jeji sestry 8-2: Prvni potiZze, které se

manifestovaly jako slabost Sijového svalstva, se u pacientky 8-1 objevily ve véku 29
let, po porodu jejiho ditéte. Od té doby potize postupné progredovaly svalovou
slabosti, bolestmi v stehnech. Ve véku 54 let jiz pacientka neni schopna chodit do
schodd, ma téz slabost svall bfisni stény a stisk jejich rukou je slaby s obtiznou
dekontrakci. Svalové postizeni ma téz jeji matka a sestra. Jehlova EMG ukazala
c¢etné myotonické vyboje s lehkou senzorickou neuropatii. U pacientky 8-2 se objevily
potize s dolnimi koncCetinami ve véku 48 let, od té doby slabost dolnich koncetin
progreduje. Od 50 let jiz nechodi do schod, pfi chGzi se objevuji kfeCe. Objevila se
téz slabost rukou, stisk rukou je velmi slaby s vyraznou poruchou dekontrakce,
zifejma je hypotrofie svalu akra hornich koncenin i predlokti. EMG ukazala
myotonické vyboje a lehkou senzorickou neuropatii. Laboratorni vySetfeni svalovych

a jaternich enzymu prokazalo myogenni lezi a hepatopatii. Pacientka ma 5 déti.

Klinicka charakteristika pacienta 8-3: U pacienta bylo od mladi pozorovano

tuhnuti ve svalech hornich a dolnich koncetin, ve véku 38 let byl zjistén diabetes II.
typu a ve véku 42 let byla provedena operace katarakty. Byly téz zaznamenany
kardiologické problémy a zvySena hladina kreatin kinazy. Pfi vySetfeni ve véku 46 let
byla zjisténa slabost a bolest v dolnich koncetinach a hypotrofie stehen a hyzdi, ale
nebyla zjiSténa porucha dekontrakce rukou. BfiSni sténa byla ochabla. Jehlova EMG

prokazala myotonii s myopatii. Svalovym onemocnénim trpéla téz matka pacienta.

Molekularné geneticka analyza pacientll 8-1, 8-2 a 8-3: PCR neprokazala

pritomnost normalni alely. Southernova metoda provedena u obou sester 8-1 a 8-2
prokazala expanzi bez pfitomnosti normalniho fragmentu (Obr. 38). U pacienta 8-3
byla expanze prokazana metodou RP-PCR, opét bez pfitomnosti normalni alely.
Expanze se tedy u vSech tfi pacientld nejspiSe nachazeji na obou chromozomech.
Tento zavér podporuji nalezy expanzi u vSech potomk( pacientd: u vSech péti
asymptomatickych potomkl pacientky 8-2 a u obou dvou asymptomatickych déti

pacienta 8-3 byla prokazana jedna normaini a jedna expandovana alela.
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Obrazek 38:. VySetreni genu ZNF9 u pacientek 8-1 a 8-2 a u dalSich pacientd
Southernovou metodou ($tépeni Hindlll, PCR sonda). Cervené Sipky ukazuji
expanze v genu ZNF9. U pacientek 8-1 a 8-2 chybi normalni fragmenty a expanze
maji vyrazny signal.
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5. DISKUSE

Hodnoceni zachytu expanzi v genu FMR1 v souboru vysetrovaném na FXS

Nas soubor 1880 osob (1221 muzl a 659 Zen), ve kterém bylo v obdobi mezi
lety 2001-2009 provedeno testovani expanze v genu FMR1, zahrnoval pfedevsim
pacienty s mentalni retardaci, autismem, ADHD, nebo vyvojovym opozdénim, dale
pak pacienty s psychomotorickou retardaci rizného stupné, u kterych ¢asto $lo spise
o vylouceni diagnézy FXS, ale také pfibuzné pacientd s FXS, kde bylo naopak
mozné predpokladat vysSSi zachyt expanzi. Plna mutace byla nalezena u 4,5%
pacientl (84/1880), z toho bylo 57 muzi a 27 Zen. Tito pacienti pochazeli z 57
nepfibuznych rodin. Po korekci zachytu plnych mutaci pouze na pocet rodin (57
rodin) a po odecteni dalSich vySetfenych pfibuznych z téchto rodin (85 jedincl) je
zachyt FXS v souboru 3,2% (57/1795). V souboru byli také jedinci v prekoncepcCni
péci - asymptomatiCti pfibuzni pacientd s MR bez znamé pficiny a téz pacientky
s POF. Mnoha vysSetieni byla pozadovana bez dostateného klinického popisu
pacienta a uvedeni rodinné anamnézy ¢i blizSich udaji ke zdidvodnéni pozadavku na
vySetfeni. Takovouto velmi volné definovanou skupinu je tedy velmi problematické
srovnavat s jinymi udaji o zachytu, které se objevuiji v literatufe. Existuji vSak i studie,
kde vybér jedincu s MR k testovani FXS nebyl pfili§ striktni, podobné jako tomu bylo
u nas. De Vries uvadi zachyt 11 jedinci s FXS (0,7%) v souboru 1581 osob
s mentalnim opozdénim, které byly vybrany podle nepfili§ striktné stanovenych
kritérii z instituci poskytujicich domaci péci a ze zvlastnich skol (de Vries et al. 1999).
V jinych studiich se zachyt FXS u muzi s MR pohybuje od 3 do 6% (Curry et al.
1997; Shevell et al. 2003). Prisngjsi selekci zejména muzskych pacientl s mentalnim
defektem s pouzitim jednoduchého bodového hodnoticiho systému je mozné zvysit

uspésnost zachytu FXS az 8-nasobné (de Vries et al. 1999).

V 57 rodinach s expanzemi vgenu FMR1 byl identifikovan pouze jeden
pacient s premutaci a jasnym onemocnénim FXTAS a jedna dalSi pacientka
s premutaci méla neurologické obtize. Nizky zachyt FXTAS mulze byt kromé nelpiné
penetrance (Jacquemont et al. 2004) vysvétlen i neduslednou rodinnou anamnézou
v generaci prarodi€u, kde byli ¢asto zjiStovani pouze nejbliz§i pfibuzni v riziku. Dle
nejnovejsich udaji se v rodinach s FXS objevuje FXTAS u 16,5% Zen s premutaci a
45,5% muzl s premutaci starSich 50 let (Rodriguez-Revenga et al. 2009).



72

Hodnoceni zachytu premutaci v genu FMR1 v souboru pacientt s ataxii

V souboru 256 pacientl starSich 45 let s ataxiemi nastupujicimi v dospélém
véku puvodné testovanych na SCA a FRDA byla premutace FMR1 zachycena u
jednoho 76-letého pacienta s klasickymi projevy FXTAS (délka premutace 86 CGG) a
u jedné pacientky se souCasnym vyskytem FRDA (délka premutace 63 CGG)
(Zumrova et al. 2005; Zumrova et al. 2007). FXTAS ma nizkou penetranci a objevuje
se typicky u muzu starSich 50 let (Jacquemont et al. 2004) s premutaci delSi nez 70
CGG (Hagerman et al. 2001; Jacquemont et al. 2006). Frekvence alel s 61-200 CGG
se u muzl v kavkazské populaci odhaduje na 1:1000, u zen na 1:271-1:468
(Crawford et al. 2001). Protoze ale jen Cast premutaci vede k onemocnéni, odhaduje
se kumulativni riziko vzniku FXTAS v obecné populaci na 1:3000 az 1:8000
(Jacquemont et al. 2006). Frekvence FXTAS v souborech pacientl s ataxiemi
s nastupem po 50. roce Zivota se pohybuje od 2 do 4% (Brussino et al. 2005;
Jacquemont et al. 2006). Nalez jediného typického pacienta s FXTAS v nasem
souboru 256 pacientu s adultnim nastupem ataxie se zda byt nizky, ale je tfeba vzit
v Uvahu, ze kritéria vybéru (vék nad 45 let, nejen muzi, ale i Zeny) byla stanovena
v dobé, kdy klinicka a epidemiologicka data o FXTAS téméF chybéla. ZuZzenim kritérii
vybéru pacientll na nastup ataxie ve véku 50 let a pozdéji bychom pravdépodobné
dospéli k vy§Simu procentu zachytu. Takové zuzeni vSak nebylo mozné u celého
souboru provést, protoze tito pacienti ¢asto vibec neméli uveden vék nastupu

onemocnéni.

viiwv s

s prvnimi pfiznaky ataxie na konci 5. dekady zivota, s homozygotni expanzi v genu
FXN pro FRDA (Kazuistika 4, (Zumrova et al. 2005)). Jedna se zfejmé o nahodny
nalez, ktery muze byt dan relativné vysokou frekvenci premutaci FMR1 u Zen 1:271-
1:468 (Crawford et al. 2001). Frekvence vyskytu FRDA je pfitom odhadovana na 1-2
na 100 000 (Campuzano et al. 1996). Z hlediska obrazu FXTAS je vyznam
komorbidity homozygotni expanze FXN a premutace FMR1 diskutabilni. Pacientka
ma jasné potvrzenou diagnézu FRDA s klinickymi projevy, které nevybocuji z ramce
této klinické jednotky. Nové skutecnosti mlze pfinést longitudinalni sledovani této
pacientky, protoZe nelze vyloucit zhorSeni progrese FRDA vlivem premutace v genu
FMR1.
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Fenotyp FXS a FXTAS u pozitivné testovanych pacient

Pacienti s FXS a expanzi repetice CGG, ktefi byli zachyceni v naSem souboru,
méli mentalni retardaci rizného stupné, popsanou vétsinou jako stfedné tézka az
tézka MR, pfiCemz bliz§i ohodnoceni 1Q u nich nebylo provedeno. Dle literarnich
udaju je hloubka mentalniho defektu ovlivnéna mirou metylace genu FMR1, pficemz
méneé postizeni muzi maji Casto nekompletni metylaci (Garber et al. 2008). V naSem
souboru bylo 22 pacientd diagnostikovanych metodou Southernova blotu (bez
metyla¢ni analyzy) a 6 z nich bylo mozaikou premutace a plné mutace. Premutace
by nemély byt metylovany, a proto bychom u téchto pacientd mohli ocekavat mirné;jsi
postizeni. Nam dostupné udaje o mife jejich mentalniho defektu jsou vSak pro
posouzeni této souvislosti nedostate¢né. U jednoho z nich byl v8ak popsan spise
téz8i fenotyp s psychomotorickou retardaci a hypotonicky syndrom. Pacient v 6
letech vibec nemluvil a trpél enurézou a enkoprézou. U dalSich Ctyf pacientd byla
zaznamenana lehka MR, z toho dva pacienti méli téZ autistické rysy. Kone¢né jeden
ze dvou bratrd s FXS mél mozaiku premutace a plné mutace a stfedné tézkou
mentalni retardaci, zatimco druhy bratr nemél pfimés premutace a trpél stfedné
téZkou az téZzkou MR a navic jeSté autismem. Na zakladé téchto udaju lze
konstatovat, Ze mira postizeni je velice variabilni, a ze z naSich dat lze jen velmi

obtizné provést jasnou korelaci mezi genotypem a fenotypem u FXS.

U zZen koreluje mira postizeni intelektu nejvice s mirou inaktivace chromozomu
X nesouciho normalni alelu genu FMR1 (de Vries et al. 1996; Jacquemont et al.
2007). Analyza metylace Southernovou metodou byla provedena u Ctyf Zen s plnou
mutaci. U jedné nebyla zaznamenana MR, a tato Zena méla asi 50% metylaci
nemutované alely genu FMR1. DalSi tfi mély mirnou MR, pfi¢emz dvé z nich byly bez
dalSich symptomu a mély asi 50% metylaci nemutované alely. Treti pacientka méla
témér kompletni metylaci normalni alely zplsobenou deleci na jednom chromozomu
X (Kazuistika 2 a viz nize). Divka manifestovala i autistické rysy, vyvojové opozdéni a
poruchu feci. Srovnavat miru mentalniho defektu téchto pacientek je ale obtizné,
protoZze nebyla exaktné stanovena hodnota jejich 1Q a pacientky byly popsany
rznymi indikujicimi Iékafi. Je mozné, Ze i minimalni aktivita normalni alely genu
FMR1 dostaCuje ktomu, aby nevznikl hluboky mentaini defekt, pficemz mira

postizeni pacientek mize byt velmi individualni.
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NaSe prace popisuje také zachyt dvou muzskych pacientl s premutacemi
s délkou expanze 86 a 90 CGG stremorem a deficitem kognitivnich funkci
(Kazuistiky 2 a 3), které jsou plné konzistentni s popsanou symptomatologii FXTAS
(Jacquemont et al. 2006). Nalezy u Zen znaSeho souboru nejsou z hlediska
klinického obrazu FXTAS tak jednoznacné. U jedné 64-leté pacientky z rodiny s FXS
a premutaci o délce 92 CGG byly zaznamenany neurologické obtiZze s poruchou fedi,
tfesem hlavy, suspektni cervikalni dystonii a dale hypertenzi a tyreopatii. U Zen
s premutaci byly kromé& FXTAS (u 16,5% pacientek) nedavno popsany téz dalsi
problémy, jako jsou onemocnéni S§titné Zzlazy, hypertenze, kfeCe, periferalni
neuropatie a fiboromyalgie (Rodriguez-Revenga et al. 2009). Je ale otazkou, nakolik
jsou potize této naSi pacientky podminéné jeji premutaci. Podobné nejasny je i
fenotypovy pfispévek dvou nezavislych genetickych defekti u pacientky se
souCasnym vyskytem premutace v genu FMR1 o délce 63 CGG a homozygotni

expanzi genu FXN (Kazuistika 4, (Zumrova et al. 2005)).

Hodnoceni mezigenera¢nich prenost alel genu FMR1

Intergeneracni prenosy alel genu FMR1 v nasem souboru byly ve shodé
s publikovanymi udaiji. Premutace transmitujicich muzu zustaly premutacemi i v dalSi
generaci, pficemz nejvice (o 30 CGG) se prodlouzila alela s délkou 90 CGG. Pri
maternalnim pfenosu zlstaly premutace v kategorii premutaci ve 25% prenosu
(12/48), ve 75% prenosu (36/48) expandovaly v nasledujici generaci do plné mutace.
Primérna délka 12 premutaci, které do plné mutace neexpandovaly, byla 73,6
repetic CGG. Prumérna délka 36 expandujicich premutaci byla 97 repetic. Ve shodé
s literaturou tedy pozorujeme urcCitou korelaci mezi délkou maternalné prfenasené
premutace a rizikem jeji expanze (Nolin et al. 2003; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
bookshelf/br.fcgi?book=gene&part=fragilex). Alely delSi nez 90 CGG pfi maternalnim
pfenosu expanduji do plné mutace ve 100% pfipada (Strom et al. 2007) a ani mezi
nasimi neexpandujicimi alelami neni zadna delSi nez 90 CGG. Reprezentace
intergeneracnich prenosu nasich pacientek s premutaci je vSak zkreslena vybérem,
protoze vSechny prenasecky premutaci byly odhaleny prostfednictim svych potomku

s FXS. Data z velkych komercnich laboratofi svédcCi pro relativné nizké (5%) riziko



75

expanze do plné mutace u premutaci kratSich nez 75 CGG, a vysSi (30%) riziko u
alel s75-100 CGG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=gene&part

=fragilex).

Naopak k vyznamnému zkraceni premutace doSlo pfi dvou maternalnich
prfenosech alely o délce 84 CGG (na 64 a 74 CGG). Toto zkraceni se jevi v souboru
prenaSecCek premutaci z rodin s FXS jako neobvyklé. Je vSak mozné, Ze v populaci je
dochazi jen u Casti pfenasSeCek. Také pfi 9 pfenosech plnych mutaci od 7 Zen na
jejich potomstvo doSlo v jednom pfipadé v ¢asti bunék ke zkraceni plné mutace na
alelu normalni délky (Kazuistika 1). Nalez mozaiky normalni alely a plné mutace u
jedné divky s FXS z celkového poctu 84 pacientl je v souladu s udavanou 1%
frekvenci vyskytu tohoto typu mozaiky u FXS (http://www.emqgn.org/emgn/BestPracti
ce/mainColumnParagraphs/05/document/EMQN%20guidelines%20FRAX_2006.pdf).
Mozaiky normalnich alel a plnych mutaci vznikaji deleci uvnitf expandované repetice,
coz byl i pfipad nasi pacientky, nebo postihuji i okolni sekvence v rozsahu od
nékolika bazi az po nékolik megabazi v€etné okolnich genu (Coffee et al. 2008). Byly
popsané i kontrakce premutaci na normalni délku a mozaiky premutace a plné

mutace (shrnuto v Coffee et al. 2008).

Optimalni diagnosticky protokol testovani FXS

Diagnosticky protokol FXS pouzivany v nasi laboratofi je v zasadé
dvoukrokovy, spocivajici v rychlém vylou€eni negativnich pfipadd metodou PCR a
v prukazu expanze jinou metodou (Southernuv blot nebo long-range PCR) vcetné
spravného zafrazeni expanze do kategorie premutace a plné mutace. Pro stanoveni
rizika prodlouzeni expanze v dalSi generaci ma urCeni délky premutace u
pfenaseCek jen orientani hodnotu. NejvyznamnéjSi je spravné rozpoznani
zakladnich kategorii (normalni alela, premutace, plna mutace). Pro posouzeni nalezu
premutace u FXTAS je dllezité téz stanoveni jeji délky, protoze za kauzalni se
povazuiji jen premutace delSi nez 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 deleci na chromozomu X a nevyvazenou X-inaktivaci

Identifikace plné mutace v genu FMR1 potvrdila suspektni diagnézu FXS
u pacientky z rodiny s vyskytem FXTAS a POF v matefské linii. Pozorovana metylace
obou alel byla objasnéna nalezem intersticialni delece na Xp a pfednostni inaktivace
chromozomu X pochazejiciho od otce. Pfestavby jsou Castou pfiCinou nevyvazené
X-inaktivace (Wolff et al. 2000). Kompletni umléeni genu FMR1 tedy kopirovalo
situaci u muzd s plnou mutaci. Jednu alelu inaktivovala expanze a ji podminéna
metylace, normalni alela byla umil¢ena kompletni X-inaktivaci. Projevy FXS u Zen
jsou obecné mirnéjSi. Kolem 25% z nich ma mentalni retardaci (1Q<70) (Bennetto et
al. 2001), ale vétSina ma IQ na spodni hranici normalu (75-90) a behavioralni
problémy (Jacquemont et al. 2007). Jedna Zena s plnou mutaci a uml&enim normalni
alely nevyvazenou X-inaktivaci nejasné pficiny méla v 16 letech pfiznaky podobné
postizenym chlapciim jako dlouhy uzky obliCej, velké usi, hyperextenzibilitu klouba,
plachost a téZzkou mentalni retardaci (Heine-Suner et al. 2003). X-inaktivace
korelovala s mentalni retardaci (ale ne s jinymi pfiznaky FXS) i u jednovajecnych
dvojc¢at - divek s plnou mutaci (Willemsen et al. 2000). Nase pacientka méla mirnou
mentalni retardaci, atypicky autismus, hyperkineticky syndrom a neméla fenotypové

rysy FXS. Typicka facies se u FXS ale obvykle rozviji az na zacatku puberty.

Delece Xp jsou pomérné Casté. Vétsinou jsou terminalni (pseudoautozomalni
oblast) a jen mala €ast je intersticialni (James et al. 1998; Ogata et al. 2001; Lachlan
et al. 2006). Delece podobné deleci nasi pacientky byly popsany v jedné rodiné a
nékteré znaky jako strabismus nebo Siroké ruce ma i naSe pacientka (Chocholska et
al. 2006). DalSi zeny se syndromem mikroftalmie s linearnimi koznimi defekty (MLS)
nesly 3 Mb deleci obsazenou v deleci nasi pacientky (Morleo et al. 2005). Ta
obsahuje i nékolik genu podminujicich X-vazané dominantni choroby nebo geny
unikajici X-inaktivaci (Carrel a Willard 2005; Carrel et al. 2006; Wang et al. 2006).
Pacientka vSak nevykazuje zadné pfiznaky téchto poruch, podobné jako dal$i Zzeny

s velkymi delecemi Xp (James et al. 1998; Ogata et al. 2001; Lachlan et al. 2006).

Divka mohla mit diky koincidenci dvou tézkych genetickych defekti komplexni
kompozitni fenotyp, ale nevyvazena X-inaktivace vedla ke spiSe mirnému klinickému
obrazu. Autismem trpi 18-26% muzu a 6-10% Zen s FXS (Hatton et al. 2006; Clifford
et al. 2007). PFiznaky u pacientky jsou tedy asi disledkem defektu genu FMR1.
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Soucasny vyskyt FXS a karyotypu 47, XYY

V souboru 57 muzu s plnou mutaci byli nalezeni dva pacienti s karyotypem
47,XYY. Zminky o podobné asociaci jsou vV literatufe vzacné. Nékolik praci popisuje
asociaci FXS a mozaikového karyotypu 46,XY/47,XYY (Bodurtha et al. 1993;
Milunsky et al. 1993) nebo Cistého karyotypu 47,XYY (Stalker et al. 2003; Garcia-
Nonell et al. 2008), pfi¢emz posledni z citovanych praci referuje o nalezu Cistého
karyotypu 47,XYY ve skupiné 90 muzi s FXS. Frekvence muzl s karyotypem
47,XYY je 1:1000 (Thompson a Thompson 1986) a frekvence FXS je 1:4000-1:9000
muzu (Crawford et al. 2001). Koincidence téchto nalezd by tedy méla vznikat
s frekvenci  1:4000000 - 1:9000000 a v populaci regionu Cech bychom
pravdépodobné mohli najit jeden pfipad. Otazkou zUstava, zda je nas nalez dvou
pacientl s asociaci FXS a karyotypu 47,XYY dusledkem nahodnych spojeni spermie
se dvéma chromozomy Y a vajiCka s expanzi vgenu FMR1, nebo zda muize
maternalné pfenasena mutace genu FMR1 neznamym mechanismem predisponovat
k nondisjunkci chromozomu Y v zygoté nebo k nondisjunkci obecné (Nielsen 1986).
Nékteré prace takové zvysené riziko nondisjunkce vedouci k aneuploidii u potomstva
prenaseCek expanze genu FMR1 zminuji (Watson et al. 1988). O nalezu syndromu
47,XXX u dcery prfenasecky premutace v genu FMR1 informuje i jedna starSi prace
z naSeho pracovisté (Seemanova et al. 1985). FMRP je exprimovan zejména
v neuronech, kde pUsobi jako represor translace jinych proteint (Laggerbauer et al.
2001). FMRP je asociovan s vice nez 400 mRNA in vivo (Brown et al. 2001; Zalfa et
al. 2003). Ugastni se téZ organizace cytoskeletu b&hem vyvoje neuronu (Lu et al.
2004). Neni znamo, zda a jak FMRP ovliviiuje bunéfné dé&je na uarovni
gametogeneze nebo ve stadiu zygoty. Stejné tak chybi Udaje o molekularnich
mechanismech predispozice k nondisjunkci, které by mohly svédcit pro spojitost mezi

mutaci v genu FMRL1 a predispozici k nondisjunkcim.
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Srovnani frekvenci DM1 a DM2

V souboru 675 jedincl testovanych na pfitomnost expanze v genech DMPK a
ZNF9 bylo nalezeno 171 pacientt z 87 nepfibuznych rodin s expanzi v genu DMPK a
70 pacientu ze 42 rodin s expanzi v genu ZNF9. U zhruba 35% testovanych pacientt
tedy byla potvrzena diagnéza DM1 nebo DM2 ¢i stanovena prognéza v ramci
diferencialni diagnostiky nebo presymptomatického testu. Zbyvajicich 65% osob jsou
bud pacienti, u kterych byla diagn6za myotonické dystrofie vylou€¢ena a u kterych by
mélo byt v ramci diferencialni diagnostiky pomysleno na jiné neuromuskularni
onemocnéni (Botta et al. 2006), nebo to jsou negativné testovani asymptomaticti

pfibuzni z rodin s rizikem DM1 &i DM2.

Z poctu potvrzenych rodin s DM1 (87 rodin) a DM2 (42 rodin) Ize odvodit, Ze
DM2 se v regionu Cech vyskytuje v pomé&rné vysoké frekvenci, ktera dosahuje témérf
poloviny frekvence DM1. Mutace v genu DMPK jsou rozsSifeny po celém svété,
zatimco expanze v genu ZNF9 se s nejvétsi frekvenci vyskytuji v Evropé. Piehled
vyskytu DM2 v zapadni a severni Evropé naznacuje, ze frekvence DM2 zde muze
dosahovat frekvence DM1 (Udd et al. 2006). Je mozné, ze povédomi o DM2 u lékafU
by mohlo zvysSit jeji zachyt i u nas. Néktefi postizeni totizZ maji pouze mirné priznaky,

které se manifestu;ji jen jako svalova bolest a slabost s nastupem az v pozdnim véku.

Délka expanzi u pacient DM1 a korelace genotyp-fenotyp

U pacientd s DM1 koreluje délka expanze v lymfocytech periferni krve
s vékem nastupu a zavaznosti onemocnéni (Harley et al. 1992; Novelli et al. 1995;
Marchini et al. 2000). Toto pravidlo ovéem nemusi platit strikiné a predpovéd
zavaznosti onemocnéni z délky expanze neni jednoznacna (Giordano et al. 1995;
Novelli et al. 1995). Situaci dale komplikuje somaticky mozaicismus a vék pacientl
v Case odbéru vzorku, protoze délka expanze s vékem obecné narusta (Wong et al.
1995). Jednotlivé fenotypové kategorie tedy s délkou expanze koreluji jen ¢asteCné a
znacné se prolinaji (Salehi et al. 2007). Nejlépe s délkou expanze koreluji vék
nastupu onemocnéni, muskularni handicap, hodnota 1Q a ztrata kratkodobé paméti

(Marchini et al. 2000). Nas§ soubor pacientd s DM1 obsahoval vSechny Kklinické
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odstiny onemocnéni od jedinct s minimalni formou s kataraktou, pfes adultni formy
s riznou zavaznosti postiZzeni svall a dalSich organl, az po juvenilni a tézké
kongenitalni formy s fatalnim koncem. U 44 pacienti z naseho souboru byla délka
expanze stanovena Southernovou metodou (Obr. 23). Sedm pacientu s lehkou
formou onemocnéni mélo expanzi do délky 150 CTG. Ctyfi pacienti s t&Zkou
kongenitalni formou méli dlouhé expanze vétsi nez 1000 CTG. Ostatni pacienti méli
rizné dlouhé expanze mezi 150 az 2000 CTG. U 6 ze 7 pacientu s expanzi nad 1000
CTG, u kterych se nam podafilo ziskat podrobnou osobni anamnézu, byl nastup
onemocnéni zaznamenan v détstvi nebo na pocatku 2. dekady zivota (juvenilni
forma). U 5 pacientd byl pozorovan mirny mentalni deficit, coz také koreluje
s nalezem dlouhé expanze u téchto jedincu. Juvenilni forma DM1 byva cCasto
prehlizena, i kdyz je kromé zavazného svalového postizeni spojena také s mentalnim
defektem a €asnymi kondukénimi poruchami srdce. Nastup této formy nepodléha
parentalnimu efektu, jak tomu je v pfipadé kongenitalnich forem (Machuca-Tzili et al.
2005). Zatimco u DM1 korelace mezi délkou expanze a tiZi projevu existuje, u DM2

nebyla takova korelace pozorovana.

Frekvence normalnich alel v obecné populaci a u pacientti s DM1

VedlejSim produktem molekularné genetické analyzy DM1, jejimz primarnim
cilem bylo zjiSténi pfitomnosti expandovanych alel a posouzeni jejich délky a
sekvencni Cistoty repetic, byla také informace o délce normalnich alel genu DMPK.
Tento parametr byl sledovan jak u kontrolniho souboru nepostizenych jedincl, tak
v souboru pacientu s DM1, u kterych se normalni alela nachazela v heterozygotnim
stavu spolu s expandovanou alelou. Aby byla u postizenych sourozeneckych paru
z jedné rodiny zohlednéna skuteCnost, Ze délky jejich alel nejsou nezavislé, byla
provedena korekce tohoto souboru vylou€enim jednoho (star$iho) sourozence.
Prvotni porovnani spekter délek alel v obou souborech naznacCovalo, Ze zatimco
frekvence normalnich alel je u kontrolniho souboru trimodalni s vrcholy u alel o délce
5, 12 a 21 CTG, u pacientll s DM1 je frekvence alely s5 CTG snizena oproti
kontrolnimu souboru o 2-5%, naopak nejfrekventné&jsi alelou ve skupiné alel stfedni

délky je zde alela s 11 CTG (oproti normalni populaci, kde to je alela s 12 CTG,
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rozdil az o 10%) a dlouhé normalni alely se zdaji byt v souboru pacientl
reprezentovany meéné. Tento trend byl zajimavy i z pohledu literarnich udaja. Ackoliv
prace srovnavajici frekvence normalnich alel u normalnich a postizenych jedincu
témeér chybéji, studie brnénskych kolegl (Falk et al. 2006) popisuje podobnou
diskepanci ve frekvenci normalnich alel u pacientd s DM1 a u popula¢niho vzorku.
Autofi ale zaroven upozornuji na to, ze pocet jimi analyzovanych pacientu byl maly, a
i naSe analyza neprokazala statisticky vyznamny rozdil mezi soubory. Pozorovani by
bylo tfeba jesté ovéfit na vétSich souborech. Pokud by takovy rozdil skutec¢né
existoval, nebyl by pfiliS jasny ani biologicky mechanismus, ktery by jej mohl
podminovat. Jako mozné hypotézy se nabizeji moznost, Ze urcité kombinace délek
alel vedou kleh&imu nebo tézSimu fenotypu, a tim i kméné cCastému nebo
CastéjSimu zachytu pacientl, nebo Ze proti ur€itym kombinacim existuje selekce, bud

na urovni fertilizace, nebo béhem ¢asného prenatalniho vyvoje.

Optimalni diagnosticky protokol testovani DM1 a DM2

Nas algoritmus vySetfeni je postaven na metodach PCR, TP-PCR a RP-PCR.
Sporné pfipady se u DM1 ovéfuji Southernovou metodou. V diagnostice DM2 se tato
metoda pouziva, pokud RP-PCR neamplifikuje expanzi v genu ZNF9 u jedincl
s detekovanou jednou normalni alelou. Vysoka mira somatického mozaicismu u DM2
ale maze vést k faleSné negativité i u Southernovy metody az u 2-8% vzorkl
(Jakubiczka et al. 2004), protoZe difuzni smeary mohou uniknout pozornosti a je
tézké je odliSit od pozadi. Kombinace metod PCR, RP-PCR a Southernovy

hybridizace vSak minimalizuje nebezpedi faleSné negativity i u DM2.

Je otazkou, nakolik je k predikci fenotypu DM1 dulezita informace o presné
délce expanze, vzhledem k neexistenci jasné korelace mezi genotypem a fenotypem.
Predikce fenotypu by méla nejvétsi vyznam v prenatalni diagnostice. ProtoZe vSak
navic neexistuje ani jasna korelace mezi délkou expanze u plodu a jejim budoucim

vyvojem, je takova predikce nejista a neni doporu€ovana (Botta et al. 2006).
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Sekvenéni preruseni repetice CTG u DM1 jinymi trinukleotidy

vigwviv s

CTG na expandovanych nebo intermediarnich alelach genu DMPK, ktera jsme
podrobné popsali u pacientd s DM1 jako prvni na svété (Musova et al. 2009).
Z celkového poctu 83 rodin s DM1, ve kterych byla analyza pfitomnosti pferuseni
provedena, byla expandovana alela genu DMPK pferu$ena triplety CCG a CTC u 4
rodin (téméf 5%). V souboru byli také dva pacienti s intermediarnimi alelami
prerusenymi triplety CCG. Naproti tomu Zadna normalni alela v souboru pacientu

s DM1 ani u kontrolniho souboru nenesla pferuseni v repetici.

PferuSeni v primarni struktufe pravidelné repetice byla popsana u vétSiny
genu spojenych s expanzi repetic (Chung et al. 1993; Eichler et al. 1994; Choudhry
et al. 2001). Do roku 2009 vSak existovala pouze jedna prace zminujici
nepravidelnosti v repetici v genu DMPK. Jednalo se o nahodny nalez u darce spermii
s neznamym klinickym stavem, jehoz alela s délkou 43 tripletd méla sekvenci
(CTG)4(CCGCTG)16CTG (Leeflang a Arnheim 1995). V této studii byly pak provéfeny
alely genu DMPK u dalSich 382 darct spermii, ale zadna dalsi pferuSeni nebyla
nalezena. V nasledné Spanélskeé studii 700 rodin s DM1 byly provéfeny vSechny alely
delSi nez 30 repetic, avdak Zadna preruseni nebyla odhalena (Martorell et al. 2001) a
tento fenomén byl povazovan za nepodstatnou vyjimku az do publikace nasi prace
(Musova et al. 2009). Podobné nalezy variant v repetici genu DMPK byly téz
popsany na pocatku roku 2010 (Braida et al. 2010). Pro¢ nebyla tato pferuseni tak
dlouho odhalena, Ize nejspiSe vysvétlit metodami pouzivanymi pro testovani DM1.
VétSina technik v€etné PCR, long-range PCR, Southernovy metody i TP-PCR, pokud

je provadéna pouze na jednom vlakné DNA, tato preruseni v repetici CTG nezachyti.

PreruSeni triplety AGG, CAT nebo CAA jsou popisovana pouze u normalnich
alel gend FMR1, ATXN1 a ATXNZ2, zatimco jejich expandované alely obsahuiji Cistou
sekvenci trinukleotidd CGG nebo CAG (Chung et al. 1993; Eichler et al. 1994;
Choudhry et al. 2001). Ugenu FXN se pferuSeni nachazeji jen na dlouhych
normalnich alelach a premutacich (Montermini et al. 1997). V genu ATXN10 byla
nalezena jen na alelach delSich nez 16 repetic (Matsuura et al. 2006). U SCAS8 jsou

pferuseni repetice CTG jen na expandovanych alelach (Moseley et al. 2000).
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Nami odhaleny vzorec preruseni repetice CTG v genu DMPK se u riznych
pacientu liSil. Na intermediarnich alelach pacientt E, F-1, F-2 byl vzorec preruSeni
pravidelny a obsahoval hexamer (CCGCTG),, podobné jako u jediného pfedchoziho
pfipadu (Leeflang a Arnheim 1995). Expandované alely nesly bud pravidelny sled
hexamert (CCGCTG), pferuSenych jednym tripletem CCG nebo blokem 12 tripletd
CCG (pacienti B-1 a B-2), nebo obsahovaly kontinualni blok 32 nebo 39 tripletd CCG
(pacientky D-1 a D-2). Cast pacientll méla jest& komplexnéj$i vzorec prerudeni
(rodina A, pacientka C). PferuSeni na expandovanych alelach byla vzdy lokalizovana
na 3" konci repetice (Obr. 33). | kdyZz pouzité metody nedovolovaly prohledat celou
expanzi, ale jen asi 150 tripletd z obou koncUl repetice, zda se, Ze stiedni ¢ast a 5°
konec repetice preruSeni neobsahuji. Podobnou strukturu variant i jejich lokalizaci

popisuje i nasledna studie (Braida et al. 2010).

PferuSeni na normalnich alelach gend FMR1, ATXN1 a ATXN2 jsou
povazovana za ukotvujici a stabilizujici repetici proti sklouzavani a expanzi (Chung et
al. 1993; Eichler et al. 1994; Pearson et al. 1998; Choudhry et al. 2001). Podobné
stabilizuji pferuSeni repetici vgenu TBP u SCA17 (Gao et al. 2008). Alela genu
DMPK se strukturou (CTG)4(CCGCTG)1sCTG (37 tripletd) byla stabilngjsi, nez
nepferuSena alela s 27 triplety CTG (Leeflang a Arnheim 1995). V naSich rodinach A,
B a D, kde mohly byt sledovany intergeneraéni pfenosy, byla pozorovana znaéna
nestabilita v poCtu a lokalizaci pferu$eni vramci rodiny. Podobna situace byla
popsana v rodiné se SCA8, kde byly téz detekovany u raznych jedincl rizné vzorce
preruseni (Moseley et al. 2000). V rodiné B byl pozoruhodny narust z jednoho tripletu
CCG do bloku 12 triplett CCG u syna pacienta s pravidelnou fadou hexamer(
(CCGCTG), (Obr. 30). Takovou mutaci Ize jen obtizné vysvétlit sklouzavanim DNA
polymerazy pfi replikaci. V rodiné D také doSlo v nasledujici generaci k narustu
kontinualniho bloku CCG z poctu 32 na 39 (Obr. 33).

Intergeneracni zmény byly v téchto rodinach sledovany i na urovni celkové
délky expanzi. V rodiné A doSlo z celkového poctu 5 intergeneracnich prenost ke 4
kontrakcim expanze (Obr. 28). V rodiné B byla téZ pozorovana lehka kontrakce pfi
pfenosu expanze z pacienta B-1 na syna B-2. V rodiné D naopak doSlo k expanzi
prerusené alely z 500 na 800 tripletl pfi pfenosu expanze z matky na dceru. | kdyz

na délku expanze v genu DMPK ma vliv i vék pacienta pfi nabéru (Wong et al. 1995),
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dvé velké studie nekorigované z hlediska véku ukazaly, ze kontrakce se vyskytuji
v rodinach s DM1 s frekvenci 4,2-6,4% (Ashizawa et al. 1994; Salehi et al. 2007), a
jsou tedy spiSe vzacné. Pfi intergeneracnim pfenosu intermediarni alely se 43 triplety
v rodiné F (paternalni pfenos z F-2 na F-1) nedoslo ke zméné délky této alely, i kdyz
obvykle pravé paternalné prenasené alely o délce 40-80 repetic v nasledujici
generaci expanduji (Brunner et al. 1993). Tato pozorovani nas nuti spekulovat o tom,
zda sekvencni preruSeni necini repetici CTG v genu DMPK stabilnéjSi ve srovnani
s nepferuSsenymi alelami podobné délky nebo zda dokonce nepredisponuiji
expandované alely ke kontrakcim. Dle nejnovéjsi prace je délka Cistého 5  useku
repetice CTG genu DMPK u pacientl s pferuSsenou expanzi stabilnéjSi oproti
kontrolnim pacientim s DM1 a nepferuSenou expanzi (Braida et al. 2010). | u DM1
se totiz zda, Ze zmény v délce se dé&ji v nepferusené (neukotvené) Casti repetice,
podobné jak tomu je u gent FMR1 a ATXN2 (Eichler et al. 1994; Choudhry et al.
2001).

U nékterych chorob zpusobenych expanzi jednoduché repetice se uvazuje o
tom, ze pfitomnost pferuSeni v repetitivnim traktu maze ovlivnit i fenotyp. Preruseni
AGG v repetici CGG v genu FMR1 u intermediarnich alel o délce 43-53 repetic
mohou u jejich pfenaSecCek zabranit pfedCasnému ovarialnimu selhani béznému u
prenaseCek neprerusenych alel podobné délky (Bodega et al. 2006). Podobné je u
SCA1 patogenicita intermediarnich alel o délce 39 repetic zavisla na pfitomnosti
preruseni trinukleotidem CAT (Zuhlke et al. 2002). Zajimavy je i efekt pferuSeni
v genu ATXNZ2, kde mirné expandované alely s Cistou sekvenci 35-39 tripletd CAG
zpusobuji fenotyp SCA2, zatimco repetice se stejnou délkou prerusSené triplety CAA
mohou zpusobovat parkinsonismus (Charles et al. 2007). Prvotni pozorovani
preruseni repetice v genu FXN svédcila pro mirngjsi formu a pozdéjsi nastup FRDA,
ovSem pozdéjSi studie prokazala jen velmi mirny nebo zadny efekt na fenotyp
pacientll (Stolle et al. 2008). Pocet naSich pacientll s pferusenou repetici CTG
v genu DMPK je zatim pfili§ maly (pacienti A-4, A-5, B-1, C, D-1, D-2) a fenotypové
projevy téchto pacientl vyrazné nevybocuji z klasického obrazu adultnich forem
DM1. Néktefi z nich v8ak maji mirnéjSi svalové projevy onemocnéni bez muskularni
dystrofie a s pozdéjSim nastupem onemocnéni, nez by odpovidalo délce expanze
(Marchini et al. 2000). Vliv pferusené repetice na fenotyp pacientu s intermediarnimi
alelami (E, F-1) je téZz nejasny. U obou pacientd vSak bylo inicialné pozadovano
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vySetfeni genu DMPK. Pacient E mél kongenitalni formu myotonie, ale spiSe distalni,
ktera je spojena s DM1, zatimco pacient F-1 nemél myotonii, ale mél dalSi symptomy
DM1 (ptézu a kontraktury Slach), které posléze vedly k suspektni diagnéze
nespecifické distalni artrogrypézy. Aby bylo mozné posoudit kauzalni efekt
prerusenych intermediarnich alel na fenotyp, bylo by i zde nutné analyzovat vétsi
poCet jedincl. Za povSimnuti stoji fakt, ze pFeruSena intermediarni alela byla
nalezena téz u jednoho asymptomatickeho jedince z naseho souboru (F-2). Braida
et. al, 2010 popisuji podobné nepatogenni alely s délkou 38 a 41 tripletd. Jakékoliv
prognostické zavéry zalozené na nosicCstvi prerusenych alel genu DMPK jsou tedy

nyni, dokud nebudou nalezy podpofeny udaji z vétSich souborl pacientu, nejisté.

Jednim z kli¢ovych patogennich mechanismi DM1 je toxicky vliv RNA. Zmény
v sekvenci repetice mohou nepochybné ovlivnit vysSi struktury transkriptt RNA a
jejich interakci s RNA-vazajicimi proteiny. U premutaci v genech FMR1, ATXN1 a
ATXN2 vedou preruseni repetice ke zméné ve vlasenkové struktufe RNA (Sobczak a
Krzyzosiak 2004; Napierala et al. 2005; Sobczak a Krzyzosiak 2005; Bodega et al.
2006). Repetice v genu DMPK tvofi vlasenkovou strukturu RNA, jejiz délka a stabilita
zavisi na délce repetice (Napierala a Krzyzosiak 1997). Je tedy pravdépodobné, Ze
sekvencni preruseni mohou ovlivnit formovani této viasenkové struktury podobné, jak
je tomu u jinych genu. Preruseni v repetici DMPK mohou téz ovlivnit fazovani
nukleozému na tomto repetitivnim traktu, a tim i hladinu transkripce a stabilitu
repetice (Mulvihill et al. 2005), ale i vazbu miRNA (Hon a Zhang 2007). PferuSena
repetice mozna ovliviiuje fenotyp pacientll také stupném somatického mozaicismu

(Everett a Wood 2004), ktery by mohl byt u nosicu preruseni nizsi.

Identifikace pferuSeni v genu DMPK ma v neposledni fadé téz diagnosticky
vyznam. Obecné rozsifena diagnosticka metoda na vyhledavani expanznich mutaci,
TP-PCR, vyuziva k amplifikaci expanze primery, které se specificky vazi jen do Cisté
repetice CTG. PFitomnost preruseni muze proto zpUsobit chybnou interpretaci
vysledku TP-PCR a chybnou diagnézu. Tuto situaci dobfe ilustruje pfiklad pacientd
zrodin B, C a D, u kterych byla jako prvni zaznamenana pravé diskrepance mezi

vysledky Southernovy hybridizace a TP-PCR.
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Pacienti s homozygotni mutaci v genech DMPK nebo ZNF9

DM1 a DM2 jsou povazovany za skutecné& dominantni onemocnéni, u kterych
nejsou rozdily mezi heterozygoty a homozygoty. Vzhledem k frekvenci obou chorob,
ktera neprekracuje 1:8000, je nalez homozygotl pro expanzi v genech DMPK nebo
ZNF9 vzacny. Bylo popsano nékolik takovych osob, vétSinou z konsanguinnich rodin.
V nasem souboru byla odhalena jedna pacientka s DM1 a s expanzi na obou alelach
a tfi pacienti s DM2 ze dvou rodin, ktefi téZ neméli normalni alelu. Neexistuji zadné

udaje o tom, ze by tito pacienti pochazeli z pfibuzenského snatku.

Pacientka s DM1 a dvéma expandovanymi alelami s 59 a 1600 CTG méla
klasické symptomy DM1 s nepfili§ zavaznym svalovym postizenim, av8ak
s kognitivnim defektem. V literatufe popsani jedinci s homozygotni konstituci expanzi
v genu DMPK s jednou alelou mezi 38-160 CTG a druhou mezi 64-1000 CTG se
klinickou manifestaci neliSili od heterozygotl. Projevy sahaly od asymptomatickych
pfipadl po klasické formy DM1 (Cobo et al. 1993; Martorell et al. 1996; Akbas et al.
2001; Abbruzzese et al. 2002). NaSe pacientka tedy délkou alel a symptomatologii
zapada do této skupiny. Jeji kognitivni defekt Ize vysvétlit délkou jedné z expanzi nad
1000 CTG, ale nelze vyloucit ani pfispéni druhé, kratSi expanze. Existuji i prace
prisuzujici zavazny fenotyp pravé homozygozité. U pacienta s expanzemi 60 a 1250
CTG mohl byt nalez sekundarni kraniosynostdzy jen nahodnou koincidenci (Cerghet
et al. 2008). Pacientka z incestu matky a maternalniho stryce méla kongenitalni DM1
a alely s 200 a 1200 CTG a jiny pacient z incestu otce a dcery mél zavazny fenotyp
kongenitalni DM1 s téZkou mentalni retardaci a dysmorfickymi rysy a s expanzemi
330 a 700 CTG (Zuhlke et al. 2007). Autofi vysvétluji zavazné kongenitalni formy
délkou obou alel nad 200 CTG. Kongenitalni formy z naseho souboru maji expanze
mezi 1000-2000 CTG (Obr. 23), pficemz u téchto forem jsou popsany i alely kratsi,
od 730 CTG (Redman et al. 1993). Je tedy mozné, Ze kongenitalni fenotyp pacientky
s expanzemi 200 a 1200 CTG mohl vzniknout samotnym vlivem alely s 1200 CTG.
Druhy pacient mél zavazny fenotyp v€etné rysi mimo DM1 (kalvarialni hyperostéza,
generalizovana osteopenie, absence nehtu). Jeho zavazny kongenitalni fenotyp mohl
byt zpusoben dvéma alelami delSimi nez 200 CTG, ale plvod dalSich pfiznakl byl
nejasny. Tento pacient je Zivé narozenym ditétem s vibec nejdelSimi popsanymi

expanzemi (pfes 300 CTG) na obou chromozomech. Otazkou zlstava, zda neni
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homozygotni konstituce velmi dlouhych expanzi letalni v embryonalnim Ci jiném
prenatalnim stadiu, kde by mohlo hrat roli napfiklad signifikantni snizeni hladiny
DMPK mRNA (Krahe et al. 1995). Prace Zuhlke et al. ale pomiji moznost
homozygotnich mutaci v dalSich genech, které jsou u incestu pravdépodobné a které

by se mohly na fenotypu téz podilet.

Mezi pacienty testovanymi na expanzi v genu ZNF9 jsme odhalili 3 osoby (2
sestry a 1 nepfibuzného pacienta) bez normaini alely. U DM2 nebyly popsany delece
genu ZNF9, a proto nasi pacienti pravdépodobné nesou dvé expanze. To podporuje i
fakt, Ze vSech jejich 7 testovanych potomku nese expanze. Fenotyp vSech 3 pacientd
nevyboCoval z klasického obrazu DM2, ale pfiznaky byly manifestovany vyraznéji.
Pacient 8-3 si potizi se ztuhlosti vSiml jiz v mladi a sestry 8-1 a 8-2 udavaly nastup
obtizi ve 3. dekadé Zivota a v 5.-6. dekadé progresi do rozvinuté svalové slabosti
s neschopnosti chize do schodl a s myalgii. Pacienti méli rGzné rozvinuté i dalsi
typické pfiznaky, vcetné katarakty, diabetu a srdecnich problém(. Nebyly
zaznamenany zadné symptomy, které by byly mimo ramec DM2. Pacienti se
podrobili neuro-svalovému vySetfeni ve véku, kdy je DM2 obvykle zachycena, a
nevybocCuji zramce klinickych zku$enosti s DM2. Klinické a patologické nalezy
spojené s homozygotni konstituci expanze v genu ZNF9 byly popsany jen u tfi
pacientl z velké afghanské konsanguinni rodiny (Schoser et al. 2004). Byl mezi nimi
jeden s tézSim prubéhem onemocnéni. Mezi homozygoty a heterozygoty nebyly
odhaleny zadné rozdily vrozméru a poctu ribonuklearnich inkluzi ve svalovych
bunkach €i ve vystupech zobrazovacich studii mozku. Pozorovani byla konsistentni
s kompletni fenotypovou dominanci DM2, u které je, podobné jako u DM1, za hlavni
patogenni mechanismus povazovano nabyti toxické funkce RNA. DalSi udaje o
homozygotnich pacientech s DM2 v dostupné literatufe chybi, a proto je tézké jejich
fenotyp nebo prognézu posuzovat. Pouceni by mohly pfinést pokracujici studie
téchto pacientd, protoze je mozné, Zze by u nich mohlo dojit k rychlejSi progresi
onemocnéni (Schoser et al. 2004), podobné jako to prokazala dlouhodoba
srovnavaci studie homozygotnich a heterozygotnich pacientd s Huntingtonovou

choreou (Squitieri et al. 2003).
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6. ZAVERY

Prace je zaméfena na tfi zavazné choroby podminéné jedineCnym mutacnim
mechanismem - expanzi kratkych tandemovych repetic. Syndrom fragilniho
chromozomu X je nejCastéjSi pfiCinou X-vazané mentalni retardace. Myotonické
dystrofie typu 1 a 2 jsou nejCast&jSimi muskularnimi dystrofiemi u dospélych. Prace
shrnuje poznatky ziskané na velkych souborech pacientd shromazdénych v ramci
rutinni DNA diagnostiky téchto chorob. Byla zavedena Siroka paleta metod pro co
nejrychlejSi a nejpfesnéjsi detekci expanzi, zejména rychla fluorescen¢ni PCR, TP-
PCR a RP-PCR. Jako alternativni a doplfujici metoda je stale vyuzivan Southerntv
blot. Na zakladé ziskanych zku$enosti a doporu€eni EMQN byl navrzen optimalni

diagnosticky protokol spocivajici na promyslené kombinaci téchto metod.

Zachyt syndromu fragilniho chromozomu X v souboru 1880 pacientd a jejich
pfibuznych indikovanych na testovani FXS byl 4,5%. Ve shodé s literaturou byly
pozorovany typické zakonitosti intergeneracniho pfenosu alel genu FMR1. Jedna
pacientka s plnym projevem FXS méla pFednostni inaktivaci chromozomu X
postizeného intersticialni deleci. U dvou pacientd s FXS byly popsany zviastni
koincidence s karyotypem 47,XYY. V rodinach s FXS byl identifikovan jeden pacient
sjistym a jedna pacientka s moznym onemocnénim FXTAS. DalSi pacient byl
nalezen v souboru 256 ataktickych pacientd starSich 45 let. Tam byla téz

identifikovana Zena s Friedreichovou ataxii a sou¢asnym nalezem premutace FXS.

V souboru 675 pacientl indikovanych na testovani geni DMPK a ZNF9 bylo
identifikovano 87 rodin s DM1 a 42 rodin s DM2. DM2 tedy tvofi vyznamnou ¢ast
(priblizn& 1/3) myotonickych dystrofii v regionu Cech. Prace popisuje téZ identifikaci
pacientd s homozygotni mutaci v genech DMPK a ZNF9. NejvyznamnéjSim nalezem
je identifikace sekvencnich preruSeni v repetici CTG v genu DMPK, ktera jsme
popsali u pacientd s DM1 jako prvni na svété. Tato preruseni jsme odhalili u témér
5% rodin s DM1. Lokalizace i typ pferusSeni se v intergeneracnich pfenosech vyrazné
ménily. Fenotyp pacientl odpovidal klasické DM1, avSak pfiznaky byly nékdy
mirngjsi. Pferuseni byla identifikovana i u 2 pacientl s intermediarnimi alelami, avSak
jejich vliv na fenotyp zustava nejasny. Repetice CTG v genu DMPK nemusi tedy byt
vzdy Cista a necistoty mohou ovlivnit stabilitu alel a mozna i fenotyp pacientd

podobné, jak tomu je u jinych expanznich chorob.
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