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1. Uvod

1.1  Klinické projevy a klasifikace CMT

Onemocnéni Charcot-Marie-Tooth (CMT), téz znamé jako dédi¢nd motoricko-
senzitivni neuropatie (HMSN), je nejcastéjsi dédiéné nervosvalové onemocnéni a jedno
z nejcastejSich monogenné dédi¢nych onemocnéni viibec s prevalenci 1: 2500 — 1: 10 000
(Skre, 1974; Berger et al.,, 2002). Klinicky je CMT charakterizovano progresivni distalni
svalovou slabosti, distalnimi svalovymi atrofiemi a poruchou citlivosti, diive a vyrazngji
vyjaddfenymi na dolnich koncetinach, deformitami nohou a sniZenymi az vymizelymi
Slachookosticovymi reflexy. Zavaznost klinického obrazu se vyrazné lisi, odvijejic se od
genetické pficiny.

Klasifikace CMT se opira o tadu kriterii, jako elektrofyziologicky nalez, ktery tizce
koreluje s histopatologickym nalezem, dale o typ dédi¢nosti a genetickou pfic¢inu (Reilly,
2000).

Na zéklad¢ konduk¢nich studii na perifernich nervech je vétSinou mozné odlisit
primarn¢ demyelinizac¢ni 1ézi nervovych vldken, demyelinizacni typ CMT, CMT 1 nebo
HMSN 1, od primarn¢ axonalniho postiZzeni, axonalniho typu, CMT 2 nebo HMSN II. Typ
CMTT1 je charakterizovan snizenim rychlosti vedeni (NCV) motorickymi vldkny n.medianus
pod 38 m/s, dale znaky demyelinizace v nervové biopsii. Rychlosti vedeni u CMT2 jsou
normalni nebo lehce snizené, amplitudy slozeného akéniho potencidlu (CMAP) jsou vyrazné
snizené a biopsie nervu ukazuje ztratu axond (Dyck a Lambert, 1968, Harding a Thomas,
1980; Dyck et al., 1993).

Identifikovanim CMT rodin, ve kterych byli jak postizeni jedinci

s elektrofyziologickym nalezem odpovidajicim CMTI1, tak jini sobrazem CMT2, byl



definovan tzv. intermediarni typ. NCV se u tohoto typu pohybuji mezi 30 a 40 m/s a nervové
biopsie vykazuji dudlni patologii, axonalni ztratu a znaky demyelinizace (Madrid et al., 1977,
Davis et al., 1978; Bouche et al., 1983; Gherardi et al., 1983). Nekteré genetické piicCiny
intermediarntho CMT typu byly jiz prokdzany (Mersiyanova et al., 2000, Ziichner et al.,
2005).

CMT se dédi vSemi typy dédi¢nosti, autosomalné dominantné¢ (AD), autosomalné
recesivné (AR) a X-vazan¢ (Shy, 2004). Nejcastéjsim typem dédi¢nosti je AD typ.
V soucasnosti je Znamo vice nez 40 gendl spojenych s CMT.

(www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/).

1.2 AR formy CMT

V evropské populaci odpovidaji AR formy za HMSN u mén¢ nez 10% CMT rodin
ve Stfedomoii a na Stfednim Vychodé, kde se jejich vyskyt odhaduje az na 30-50%,
v populaci Alziru a Maroka dokonce na vic nez 60% (Bouhouche et al., 2007). AR CMT
mohou byt podobné jako dominantni formy demyelinizacniho (CMT4) a axonalniho (AR
CMT?2) typu.
a vétSinou rychlym a zavaznym pribéhem. Slabost a atrofie postihujici nejdiiv distalni ¢asti
koncetin se mohou rozsifit i na proximalni svalstvo a zpusobit ztratu schopnosti samostatné
chiize, kterd predstavuje zavazny handicap. U téchto forem mohou byt postizeny hlavové
nervy (VII, VIII, IX, X) a n.phrenicus (Stojkovic et al., 2004, Sevilla et al., 2003, Azzedine et

al., 2003; Boerkoel et al., 2003; Claramunt et al., 2005).



Dosud je znamych osm genti a dva lokusy odpovédné za CMT4 a tii geny za

vzéen&jsi AR CMT2 (Tab. 1).



Klinicky typ Lokus Gen Protein
1. Demyelinizaéni
CMT4A 8q13-921 GDAP1 Ganglioside-induced
Ben Othmane 1993  Baxter 2002 differentiation-associated
protein 1
CMT4B1 11923 MTMR2 Myotubularin-related protein 2
Bolino 1996 Bolino 2000
CMT4B2 11p15 MTMR13/SBF2 Myotubularin-related protein
Ben Othmane 1999 Senderek 2003 13/SET binding factor 2
CMT4C 5923-933 SH3TC2/KIAA1985 neznamy
LeGuern 1996 Senderek 2003
CMT4D 8924 NDRG1 N-myc downregulated
Kalaydijeva 1996 Kalaydjieva 2000 gene/Protein regulated by
oxygen 1-PROXY1
CMT4E 10921.1-22.1 EGR2 Early growth factor 2
Warner 1998
CMT4F 19913.1-13.3 PRX Periaxine
Delague 2000 Boerkoel 2001, Guilbot 2003
CMT4G 10923 neznamy neznamy
Rogers 2000
CMT4H 12911.21-13.11 neznamy neznamy
De Sandre-Giovannoli
2005
CCFDN 18923 CTDP1 FCP protein phosphatase
Angelicheva 1999 Varon 2003
2. Axonalni
AR CMT2A 1921.2-21.3 LMNA Lamin A/C

(CMT2B1, CMT4C1)

AR CMT2B
(CMT4C3)

AR CMT2K
(CMT4C4, CMT2H)

Bouhouche 1999

19913.3

Leal 2001
8q13-g21

Ben Othmane 1993

De Sandre-Giovannoli 2002

MED25

Rautenstrauss 2005

GDAP1
Cuesta 2002

Mediator complex subunit

Ganglioside-induced
differentiation-associated

protein 1

Tab. 1 Klasifikace AR CMT forem podle Kabzinska et al., 2008.



1.3 Periaxin a CMT4F

V roce 1994 Gillepsie publikoval praci o periaxinu, nové objeveném 147-kDa proteinu
myelinizujicich Schwannovych bunck (Gillespie et al., 1994). Ve vyvijejicim se a
regenerujicim nervu, v ¢asnych fazich myelinizace jesté pred vznikem kompaktniho myelinu,
je periaxin lokalizovan pievdzné na adaxonalni membrané Schwannovy builky. S vyvojem
myelinového obalu se soustfed’'uje na abaxonalni membrané pfivracené k bazalni laming.
Tato zména v jeho lokalizaci po dokonceni spiralizacni fadze myelinizace s vyvojem
kompaktniho myelinu pfedpoklada jeho roli v pozdéjsich stadiich tohoto procesu a ve
stabilizaci zralého myelinového obalu. (Gillepsie et al., 1994; Scherer et al., 1995). Role
periaxinu v udrzovani zralych myelinovych obali byla dale potvrzena na zvifecim modelu
Prx -/- mysi (,,knock-out™ pro PRX (periaxin) gen), u kterych se po normalni myelinizaci
axonu perifernich nervlli vyvinula tézka demyelinizacni neuropatie spojend s alodynii a
hyperalgesii (Gillespie et al., 2000).

Kromé¢ 147-kDa proteinu, posléze pojmenovaném jako L-periaxin (long), byla
izolovana také kratsi 16-kDa izoforma, S-periaxin (short), kterd vznika alternativnim
sestithem mRNA PRX genu. Obé formy obsahuji PDZ a NLS doménu, delsi forma také
»repeatovou™ a kyselou (,,acidic*) doménu (Obr. 1, 2). S-periaxin je rozptylen v cytoplazmé a
jeho funkce je nejasnd. Typickou lokalizaci L-periaxinu je membrana Schwannovy bunky
(Dytrych et al., 1998). Bylo prokazéano, ze interakci s komplexem dystroglycan dystrophin-
related protein-2 (DRP2) spojuje abaxonalni L-periaxin laminin-2 v bazdlni laminé s
aktinovym cytoskeletem Schwannovy bunky (Obr. 1) (Sherman et al., 2001). Ptitomnost PDZ
domény obsazené v strukturdch signalnich komplexi v mistech bunécného kontaktu
poukazuje na moznou funkci periaxinu jako signdlniho proteinu (Kornau et al., 1995;

Tsunoda et al., 1997; Sherman a Brophy, 2000; Sherman et al., 2001).
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Obr. 1 Model L-Periaxin-DRP2 komplexu na plazmatické membrané Schwannovy bunky podle
Sherman et al., 2001.

V roce 2000 Delague popsala u pftislusniki velké libanonské rodiny novou
autozomalné recesivni demyeliniza¢ni CMT, CMT4F (OMIM #605725) (Delague et al.,
2000). Tato se na rozdil od jinych CMT4 typli vyznacovala t€Zkou poruchou citlivosti.
Odpovédny lokus byl na zdkladé homozygotniho mapovani lokalizovan do oblasti na 19.
chromozomu 19q13.1-13.3, v které byl posléze identifikovan lidsky PRX gen. V PRX genu
postizenych byla detekovdna homozygotni mutace segregujici snemoci. Morfologie
myelinizovanych vlaken z nervovych biopsii Prx -/- myS$i a jednoho z postizenych ¢lent
rodiny vykazovala spole¢né rysy, snizeni poctu myelinizovanych vldken, ,,onion bulb*
formace tvotfené nadpocetnymi Schwannovymi buiikami obklopujicimi hypomyelinizované
nebo holé axony a hypermyelinizované useky s fasenim myelinu. Jak v mySim modelu, tak u
pacienta s CMT4F byl v postizenych nervech specificky deficit L-periaxinu (Delague et al.,
2000, Guilbot et al., 2001).

Po objevu PRX genu odpovédného za typ CMT4F zacaly ptfibyvat kazuistiky a
skriningové studie zabyvajici se mutacemi v tomto genu. Bylo popsano deset ,,nonsense® a

»frameshift PRX mutaci (Obr. 2). Mutace zachovavajici expresi proteinu (mRNA nepodléha

11



,hon-sense mediated decay*) zkracuji L-periaxin o karboxylovy konec a kyselou doménu,
pii¢emz u zhruba poloviny mutaci se jedna o jedinou postizenou doménu (Boerkoel et al.,
2001; Takashima et al., 2002, Kijima et al., 2004). Parmanova prokazuje specifické chybéni
této domény L-periaxinu v nervovych biopsiich (Parman et al, 2004). Klinické a
histopatologické znaky pacientii s ,,upstream* a ,,downstream* lokalizovanymi mutacemi se
navic vyraznéji neli$i (Kabzinska et al., 2006; obr.2). Zda se, ze pravé chybéni kyselé
domény by mohlo byt patogenetické pro CMT4F (Boerkoel et al., 2001, Takashima et al.,
2002; Kijima et al., 2004, Otagiri et al., 2006).

Demyelinizacni neuropatie zptisobend mutacemi v PRX genu u lidi méla vyraznéjsi
senzitivni symptomatiku v porovnani s jinymi typy CMT (Delague et al., 2000; Boerkoel et
al., 2001; Takashima et al., 2002). U vSech ptipadi byl dosud popisovan Casny zacatek
spojeny s opozdénim ¢asného motorického vyvoje u pacienta. Poté se onemocnéni vyvijelo
dvéma zplusoby. Bud' dochazelo krychlé progresi jak senzitivnich, tak motorickych
symptomli do obrazu t€zké CMT a Dejerine-Sottasovy neuropatie (DSN) (Boerkoel et al.,
2001; Takashima et al., 2002), nebo se naopak progrese zastavila a dominovalo senzitivni
postizeni nad motorickym (7Takashima et al., 2002, Kijima et al., 2004; Parman et al., 2004,
Otagiri et al., 20006).

Z4dna z mutaci neni odpovédna za oba fenotypové projevy. Avsak detailngjsi korelace
genotyp-fenotyp pro maly pocet pacientii zatim nebyly publikovany. Mutace byly popsany
v muslimské, hispanské, severoevropské, vietnamské a japonské populaci. Dosud byla
provedena jedna skriningova studie u japonskych CMT pacienti (Kijima et al., 2004). Pro
prevalentni mutaci v japonské populaci nebyl prokazan spolecny zakladatel (,,common

founder*) (Otagiri et al., 20006).
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45 6 7 exon

H+ i

c.586C>T
R196X
Guilbot 2001
c.3208C>T
c.385_394dupATCCAGlAGTC c.1 194_1 197delTTCC Cc.2144T>A Ejl 072$4
L132fsX153 $399fsX410 C715X P 004
Otagiri 2006 Kabzinskai 2006 Takashima 2002
NH2 l l l l COOH
| || | | |
A
PDZ NLS ,repeat“ doména T »acidic“ doména
c.247delC c.1102C>T c.2289delT
R82fsX96 R368X V763fsX774
Takashima 2002 Boerkoel 2001 Boerkoel 2001
c.2787delC
S929fs X957
Boerkoel 2001
c.2857C>T
R953X

Boerkoel 2001

Obr. 2 mRNA PRX genu a L-periaxin s vyznagenim publikovanych mutaci. Cervené oznadené mutace
jsou odpovédné za DSN. PDZ doména je pojmenovana po tfech proteinech, ve kterych byla poprvé
identifikovana, post-synaptic density protein PSD-95, Drosophila discs large (dlg) tumor supressor

gene a tight junction-associated protein ZO-1. NLS doména znaci nuclear localization signal.

1.4 GDAPI gen a CMT4A

GDAPI (ganglioside-induced differentiation-associated protein 1) gen se nachéazi na
8. chromosomu (oblast 8q13-q21.1). Vazba na tuto oblast byla poprvé popsédna u AR rodin
s demyeliniza¢nim typem CMT (Ben Othmane et al., 1993). Jako kauzélni gen byl GDAPI
identifikovan v roce 2002 ve ctyfech konsanguinnich tuniskych rodinach s CMT4 (Baxter et
al., 2002) a sou€asné jinymi autory u tfech konsanguinnich Spanélskych rodin s AR axonalni

neuropatii (Cuesta et al., 2002).
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Bylo popsdno 26 mutaci v tomto genu (Tab. 2). Studie popisujici zastoupeni a vyskyt
GDAPI mutaci v riznych populacich nelze zcela srovnavat, jednak pro odlisSn¢ definované
vysetfované soubory (testovani jen AR rodin, vySetfovani i sporadickych ptipadd, atd.) a dale
pro existenci ,,common founder* mutaci v nékterych populacich. AvSak mezi AR CMT se
mutace v GDAPI genu ukazuji byt nejCastéjsi pfiinou, prokazatelné u 9,3-25% AR CMT
rodin (Nelis et al., 2002; Ammar et al., 2003, Ziichner a Vance, 20006). Tzv. efekt zakladatele
(,,founder effect™) jako pri¢ina opakovanych nalezi stejnych mutaci byl popsan u tfech
mutaci, v hispanské (Q163X), italské (M116R) a severoafrické populaci (S194X) (Boerkoel et
al., 2003; Claramunt et al., 2005, Di Maria et al., 2004, Bouhouche et al., 2007).

Onemocnéni se u popsanych pacienti manifestovalo do véku 7 let poruchou chiize
nebo deformitou nohy. Mensi ¢ast pacientt trpéla hypotonii ¢asné po porodu nebo opozdénim
motorického vyvoje (Birouk et al., 2003, Sevilla et al., 2003, Stojkovic et al., 2004). Rychla
progrese distalni slabosti, svalové atrofie a deformit dolnich koncetin vedla k tézkému
hendikepu u déti v prvni dekade zivota. VétSina pacientiil byla tak ve druhé az treti dekadé
upoutana na vozik nebo nucena pouzivat pti chiizi oporu (Nelis et al., 2002; Sevilla et al.
2003; Ammar et al., 2003; Senderek et al., 2003; Birouk et al., 2003; Azzedine et al., 2003;
Stojkovic et al., 2004; DiMaria et al., 2004; Claramunt et al., 2005). Velka cast pacientl
trpéla do konce druhé dekady také tézkym postizenim rukou (Sevilla et al., 2003, Senderek et
al., 2003; Birouk et al., 2003, De Sandre-Giovannoli et al., 2003, Azzedine et al., 2003).
Nékteti autorfi uvadéji parézu hlasivek (Stojkovic et al., 2004, Sevilla et al., 2003; Azzedine et
al., 2003; Boerkoel et al., 2003; Claramunt et al., 2005), parézu branice s respiracni
insuficienci (4zzedine et al., 2003; Stojkovic et al., 2004) nebo obrnu licniho nervu a dysfagii

(Boerkoel et al., 2003).
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GDAP1 mutace

Reference

c.92G>A
c.311-16>A
c.341_344delAAAG
c.347T7>C
c.347T>G
¢.349 350insT
c.358C>T
c.359G>A
€.389C>G
c.439delA
c.445G>T
c.458C>T
c.458-2A>G
c.469A>C
c.487C>T
c.581C>G
c.558delT
c.579+16>A
c.668T>A
c.715C>T
c.782G>A
€.786delG
c.811G>A
c.844C>T
c.863insA
€.929G>A

W31X
3’-splice site
E114fs
M116T
M116R
Y117fs
R120W
R120Q
S130C
T147fs
D149Y
P153L
S162fsX166
T157P
Q163X
S194X
1186fs
5’splice site
L223X
L239F
R161H
G262fs
G271R
R282C
T288fs
R310Q

Baxter 2002

Kabzinska 2005
Claramunt 2005
Kabzinska 2006

Di Maria2004

Senderek 2003
Claramunt 2005

Boerkoel 2003

Kabzinska 2005

Georgiou 2006

Parman 2004

Kabzinska 2007

De Sandre-Giovanolli 2003
Claramunt 2005

Cuesta 2002

Cuesta 2002, Baxter 2002
Stojkovic 2004

Senderek 2003

De Sandre-Giovannoli 2003
Ammar 2003

Baxter 2002

Nelis 2002

Ammar 2003

Nelis 2002

Cuesta 2002

Azzedine 2003

Tab. 2 Popsané mutace v GDAP1 genu podle http.//www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations, stav

k 17.12.2007.

GDAPI gen koéduje protein o 358 aminokyselinach, ktery je strukturou podobny
enzymim glutathion S-transferazam (GST) (Marco et al., 2004). Uvazovalo se proto o podilu
GDAPI1 proteinu na bunééném anti-oxidativnim metabolismu. GDAP1 ma dvé typické GST
domény na N-konci, doménu I odpovidajici vazebnému mistu pro glutathion a doménu II

spojenou s predpokladanou cytotoxickou a xenobiotickou aktivitou proteinu. C-konec navic
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obsahuje dvé transmembranové domény, které nebyly nalezeny v jinych GST proteinech. V
nasledujici studii Pedrolové byl prokazan prevalentni vyskyt GDAPI v neuronech mozku,
michy a gangliich zadnich miSnich kofenti. GST aktivita GDAPI nebyla potvrzena, avSak
byla demonstrovana role transmembranovych domén v lokalizaci GDAP1 v membranach
mitochondrii. Zacalo se uvazovat o roli mitochondridlni dysfunkce v patogenezi onemocnéni
(Pedrola et al., 2005, Shield et al., 20006). I ptes vyskyt GDAP1 v mozkovych neuronech,
v klinickém obrazu pacientli s GDAP1 mutacemi nejsou zndmky postizeni CNS.

Pokud se drzime ptvodni definice Lamberta a Dycka pro CMT1 a CMT2, GDAPI
mutace byly popsany jak u pacienti s demyeliniza¢ni, tak axonalni neuropatii. Homozygotni
mutace S194X byla popsana u obou elektrofyziologickych typt (Baxter et al., 2002, Nelis et
al., 2002). Konduk¢ni studie (NCS) u GDAPI pacientli ukazuji vesmés vyrazné snizeni
amplitud (CMAP). Rychlosti vedeni (NCV) jsou kompatibilni jak s CMT2 u vétSiny pacientd,
(Cuesta et al., 2002, Nelis et al., 2002; Sevilla et al., 2003, Ammar et al., 2003; Birouk et al.,
2003, Azzedine et al., 2003; DiMaria et al. 2004) tak s CMT1 u nékolik malo pacientd
(Baxter et al., 2002; Nelis et al., 2002; Ammar et al., 2003; Senderek et al., 2003; DiMaria et
al., 2004). NCV nejsou tak vyrazné¢ snizeny jako u pacienti s nékterymi tézkymi
demyelinizatnimi a hypomyeliniza¢nimi neuropatiemi (Gabreéls-Festen et al., 1990) a u
vétSiny zapadaji tak také do definice intermediarniho typu (Baxter et al., 2002, Senderek et
al., 2003; DiMaria et al., 2004).

Biopsie nervu maji znaky axonalni degenerace a rizn¢ vyjadiené demyelinizace,
pfi¢emz konzistentnim nalezem v biopsiich nervu u pacienti s GDAPI mutacemi se ukazuje
byt ztrata velkych myelinizovanych axont. (Baxter et al., 2002; Nelis et al., 2002; Amnar et
al., 2003; Boerkoel et al., 2003; Sevilla et al., 2003, Senderek et al., 2003; Birouk et al.,
2003, De Sandre-Giovannoli et al., 2003). Zda se u nékterych pacientd jednd skute¢né o

primarn¢ demyelinizacni neuropatii, neni stale jasné. V literatuie se setkdvame s dvojim
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oznacenim, CMT4A pro demyelinizacni (OMIM #214400) a CMT4C4 pro axonalni typ
(OMIM #607706). Pro jiz zminéné vyrazné snizené amplitudy v NCS a prevalentni lokalizaci
GDAP1 vneuronech nékteii autori pokladaji tento typ za primdrn¢ axonalni s riznym
stupném sekundarni demyelinizace a pouzivaji jednotné oznaCeni CMT4A (Pedrola et al.,
2005). Jini povazuji za pfi¢inu nevyrazného snizeni rychlosti vedeni nervem jiz uvedenou
ztratu velkych myelinizovanych axontl (Senderek et al., 2003).

Jednozna¢na souvislost genové poruchy a fenotypu neexistuje, ani co se tyce
klinického obrazu. VétsSina GDAPI mutaci zpusobuje tézkou neuropatii s Casnym zacatkem a
s autosomalné recesivnim typem prenosu. Ackoliv neddvno byly popsany dvé mutace
segregujici s onemocnénim dominantnim zptisobem u pacienti s mirnym fenotypem a naopak
u postizenych s té¢zkou neuropatii a atrofii optického nervu (Claramunt et al., 2005). Jedna
z mutaci zpisobujici v heterozygotnim stavu mirny fenotyp byla dfive popsana u pacienta s
tézkou neuropatii ve slozeném heterozygotnim stavu (Admmar et al., 2003). Navic byly
popsany dvé GDAPI rodiny se znaky ARCMT2 a postizeni pyramidovych drah (Barhoumi et
al., 2001, Biancheri et al., 2006). U jedné z nich byl nalez GDAPI mutace v homozygotnim
stavu stejné jako u jiného pacienta s ,klasickou CMT (Biancheri et al., 2006, Di Maria et

al.,, 2004).
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2. Cile studie

V rozséhlém jediném souboru CMT rodin shromazd’ovaném od roku 1997 v DNA
laboratoii Kliniky détské neurologie 2. LF UK a FNM nebyla geneticka piicina v dobé
zahajeni studie v roku 2003 po vySetfeni na dosud znamé nejcastéjsi pric¢iny CMT (duplikace
PMP22 genu, mutace v MPZ a GJBI genu) pfiblizn¢ u poloviny vySetfenych pacientl
nalezena. V poslednich letech bylo identifikovano mnoho dalSich genid a lokust spojenych
s fadou klinickych obrazii u CMT.

K vytvoteni  efektivnich  molekularné-genetickych  vySetfovacich  algoritma
vychazejicich z dané populace a z klinického obrazu pacienta je nutno stanovit frekvenci a
spektrum mutaci v jednotlivych genech. Dale je nezbytné znat a popsat co nejpiesnéji
prislusny klinicky a elektrofyziologicky fenotyp spojeny s konkrétni genovou poruchou. Tato
studie se zamétila na AR geny, které zatim nebyly v nasi laboratofi testovany. Geny GDAPI a
PRX byly vybrany na zaklad¢ zachytu mutaci v jinych populacich popsaného v literature

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

Studie méla tyto cile:
e zjistit relativni zastoupeni jednotlivych typt dédi¢nosti v dosud shromazdéném
souboru CMT rodin v Ceské republice, predeviim podil autosomaln& recesivnich
(AR) rodin a rodin se sporadickym vyskytem CMT.
e detekovat patogenni mutace v genech PRX a GDAPI u vybranych CMT pacient
z rodin s AR rodokmenem a z rodin se sporadickym vyskytem onemocnéni.
o zjistit frekvence vyskytu mutaci v genech PRX a GDAPI mezi testovanymi pacienty,

jejich spektrum a zjistit ptipadné prevalentni mutace v ¢eské populaci.
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upiesnit neurologicky a elektrofyziologicky obraz u CMT4F a CMT4A (CMT4C4)
pacientd, event. provést korelace genotypu a fenotypu.

navrhnout algoritmus molekularné-genetického vysSetieni ¢eskych pacientll na typy

CMTA4F a CMT4A (CMT4C4).
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3. Pacienti a metody

3.1  Ur¢eni podilu jednotlivych typi dédi¢nosti v souboru CMT rodin

Byla vytvofena elektronicka databdze CMT pacientil v Ceské republice. Zastoupeni
jednotlivych typt dédi¢nosti v celkovém souboru CMT rodin bylo zjisténo pomoci programu

MS Access.

3.2  Vybér pacienti

Pacienti pro molekularné genetické studie byli vybirani z databaze CMT rodin DNA
laboratofe Kliniky détské neurologie 2. LF UK a FNM, kterd v dobé prvniho vybéru
obsahovala materiadl nashroméazdény po dobu jeji pétileté existence. Béhem ctytletého trvani
studii byli do testovani dale zafazovani nové piijati pacienti, celkem se tedy vybiralo z vice
nez 1000 CMT rodin.

Pacienti na vySetfeni mutaci v jednotlivych genech byli vybirani dle kritérii
zohlednujicich elektrofyziologicky typ neuropatie, zptsob dédicnosti a vék pii zacatku
onemocnéni. Tato kritéria byla vytvorena nami na zékladé prostudované literatury. U vSech
byly vylouceny nejcastéjsi genetické poruchy, duplikace a delece genu PMP22, u vétsiny také
mutace v genech MPZ a GJBI, a u nékterych méné casté mutace v genech EGR2, SIMPLE,

NEFL a PMP22.

Kritéria pro vybér pacientit na vysSetieni PRX genu
e rodiny se sporadickym vyskytem CMT, nebo s vyskytem CMT udvou a vice

sourozencu zdravych rodi¢i, rodiny s dominantnim pfenosem vylouceny
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e manifestace onemocnéni do 20 let véku

e demyelinizacni typ neuropatie

PRX gen byl vySetfen u 59 pacienti z 55 rodin. Osm rodin mélo AR pienos
onemocnéni, dva a vice postizenych sourozenclti zdravych rodict. V souboru byli Ctyfti

nepiibuzni romsti pacienti. Vysetieni PRX genu probihalo v letech 2005-2007.

Kritéria pro vybér pacientit na vysSetieni GDAPI genu
e rodiny se sporadickym vyskytem CMT, nebo s vyskytem u dvou a vice sourozencii
zdravych rodi¢i, rodiny s dominantnim pienosem CMT vylouceny
e zacatek onemocnéni v 1. dekad¢ zivota

e axonalni nebo demyelinizacni typ neuropatie

GDAPI gen byl vySetfen u 74 pacienti z 69 CMT rodin. Devét rodin mélo AR
rodokmen, dva a vice stejn¢ postizenych sourozenct zdravych rodi¢i. Vysetfeni GDAPI genu
probihalo v letech 2003-2006. Celkem bylo vysetieno 14 AR CMT rodin a 84 rodin se

sporadickym vyskytem CMT.

3.3 Odbér materialu a izolace DNA

Krevni vzorky byly odebrany do zkumavek s EDTA, sliny do specidlnich kith
(Oragene, Kanada). DNA byla izolovana z leukocytti periferni krve standardnimi metodami
na UBLG FNM nebo na pracovistich, ktera vzorky zaslala k vySetfeni. Izolace DNA ze slin
byla provadéna v DNA laboratofi podle ndvodu vyrobce kit (kity Oragene, Kanada —

www.dnagenotek.com).
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3.4  Molekularné geneticka vySetieni GDAPI a PRX genu

PCR. Gelova elektroforéza

Kodujici exony s pfilehlymi intronovymi tUseky vySetfovanych geni GDAPI a PRX
byly namnozeny polymerdzovou fetézovou reakci (PCR) v 6 a 14 fragmentech. PCR primery
byly ptevzaty z publikaci (Cuesta et al., 2002) nebo z jinych laboratofi (Institut flr
Humangenetik, Friedreich-Alexander Universitit Erlangen). Sekvence primert a podminky
PCR jsou v tabulkach (Tab. 3-6).

PCR produkty byly nasledné elektroforeticky separovné v 1,5% agarosovém gelu
s obsahem interkala¢niho ¢inidla EtBr, vizualizované na UV transluminatoru a

vyfotografovaneé.

Sekvenovani kodujici oblasti. Analyza dat

K odstranéni reaktanti po prob¢hlé PCR bylo pouzito nékolik metod: manualni
precisténi pomoci kolonek Qiagen QIAquick (Qiagen Inc.), enzymatické piecisténi Exo/Sap |
(MBI Fermentas) a automatické ptecisténi pomoci multipipetovaciho robotu Tecan (Tecan
Ltd.) vyuzivajiciho filtrovaci desticky Millipore (Millipore, USA) a robotu Beckman Biomek
(Beckman Coulter Inc.) fungujicim na principu vazby DNA na magnetické ¢astice
precistovaciho roztoku Ampure.

Procistény PCR produkt byl pouzit jako templat pro sekvenacni reakci, pouzity byl kit
Big Dye Terminator V3.1 Kit (ABI, USA). Sekvenaéni produkty byly nasledné precistény
precipitaci s kyselym ethanolem nebo pomoci robotu Tecan a desticek Millipore a robotu
Beckman Biomek a piecistovaciho roztoku CleanSeq. Po rozpusténi ve formamidu byly
analyzovany na sekvenatorech ABI 3730, ABI 3130, ABI 3100Avant a ABI 310 (Applied

Biosystems, USA).
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K analyze nukleotidovych sekvenci byl pouzit software SeqMan (DNASTAR Inc., USA)
a SeqScape (ABI, USA). Aktualni sekvence byla porovnavana s referencni sekvenci (GDAPI —
NC_000008.9, NM 018972.2, PRX — NC 000019.8, NM_020956.2, NM 181882). Kazda
odliSnost v nukleotidové sekvenci byla porovnavana s databazi znamych variant gent
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Pfi nélezu dosud nezndmé, dosud nepopsané varianty genové sekvence nasledovalo
vySetieni kontrolni skupiny. Nalezend nova varianta v GDAPI genu ¢.571C>T byla vySetfena
u 150 zdravych kontrol, tj. na 300 chromosomech kitem SNaPshot Multiplex Kit (ABI, USA).
Nova varianta v PRX genu c¢.3286 3354del71 byla vySetfena u 94 kontrol, tj. na 188
chromosomech porovnanim délky PCR produktt.

Reverse transcription-PCR (RT-PCR) a RNA analyza u pacientl jedné zrodin
s nenalezenou druhou patogenni mutaci k detekci velkych deleci a chybnému setfihu byla

provedena na zahrani¢nim pracovisti (Ustav neuropatologie Univerzita Cachy).
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Gen/Exon

Forward primer 5°- 3’

Reverse primer 3- 5"

PRX

3 ACCCTGCTTTCTCCCTGTAAG GTCTCCTTGCTGCCCTAGTCT
4 TGTATATGAGCCACTGTTGAGC GGTCAGTTTCAGCCTCTCTTT
5 GCTGGGGATTGGAGAAACTAA GGGTGGAATTAGCTTGGGTTA
6_1 AGGTGGGGCTCTTCCTGTC AAGCCACCAGCTGCCTCT

6_2 GTTTCACAGCCCCTCAGGT ATTCGAAGTCTGGGACCTTTC
6_3 AAGTTGCTGAGGCCAAGGTAG TTCATCTCCGACACTTTCAGC
6_4 GCCCAAAGTGTCAGAGATGA ACTTTCGGGAGCTGCACTT
6_5 AACTCCCTGAGGTGAAACTCC CATCTTGAAGCCAAATTCCAT
6_6 ATCTTCCGAAGGCACCAGAG GAACTTGGAAGAGGGCTTGAC
6_7 GTTGAAATTGTCACCCCACAG AAAGGAAGGCATCTTCAGCTT
6_8 GCTGAGTTGGAGGGCAAG GGCAGAGACAGGGTCACCT
6_9 TCAGAGTACAGTCCCTTCAGCA  AGCCTGAGTTTGGGGCTCT
6_10 GACACAAGCTCAAGGTACGG CTGACTAGGGGCTTCAGACA
6_11 GACCAGGAAGAGGGTGGATT CCGCCCTGACTCTTCTCA
GDAP1

1 GCCCTTCATAACCAGGGTCTC GCCCGATCCGCGCCACCCTCCG
2 GGCTGCTTAGCGGTGTCCAGGG GGGAACACATAGTTGTGTTG

3 GCTTTTGAGTGTAACAACTCATG GACCATGAGACATGCTAGGTC
4 CAGGGTAAGCCCAAGGCAGAG GTAGAACATTTACTCCGTGCAG
5 GGCTGAACTCTGTAAGAATTTG GACCTAAGAATGTTCCCATG

6 GAGACCACTGATACCAGCTGG CAGAGAGCCACGGGCAATCAC

Tab. 3 Primery pouzité k PCR amplifikaci a pfimému sekvenovani genti PRX a GDAP1.

Gen DNA polymerazal premix

PRX WinTaq (Institut Iékaiské genetiky Erlangen)
Plain PP Master Mix (Top Bio s.r.o., CR)

GDAP1 Taq DNA Polymerase (Fermentas, USA)

Plain PP Master Mix (Top Bio s.r.o., CR)

Tab. 4 DNA polymerazy/ premixy pouzité k PCR amplifikaci gentt PRX a GDAP1.
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Krok Teplota (°C)  Trvani (min) Cykly

1 94 3:00

2 94 0:20

3 65 (64) 0:20 10 cykll (kroky 2—4)*
4 68 (72) 0:40

5 94 0:20

6 55 (54) 0:20 35 cykll (kroky 5-7)
7 68 (72) 0:20

8 68 (72) 10:00

9 4 o

Tab. 5 Program pro PCR amplifikaci fragmentli GDAP1 genu pouzitim Plain PP Master Mix. Teploty
uvedené v zavorce byly pouzity pro fragmenty s exonem 5 a 6. *V kroku 3 je v kazdém cyklu

anealingova teplota snizovana o 1°C.

Krok Teplota (°C)  Trvani (min) Cykly

1 94 3:00

2 94 0:30

3 61 0:45

4 68 0:45 2 cykly (kroky 2—4)
5 94 0:30

6 59 0:45

7 68 0:45 2 cykly (kroky 5-7)
8 94 0:30

9 57 0:45

10 68 0:45 2 cykly (kroky 8-10)
11 94 0:30

12 55 0:45

13 68 0:45 2 cykly (kroky 11-13)
14 68 20

15 15 oo

Tab. 6 Program pro PCR amplifikaci PRX genu pouzitim WinTaq polymerazy.
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3.5 Haplotypova analyza lokusu 8q13-q21

Haplotypova analyza v ¢eskych rodindch s nalezenymi mutacemi v GDAPI genu
L239F a R191X a v jedné italsko-némecké rodin¢ s L239F byla provedena vySetfenim 6
mikrosatelitovych markerd D8S279, D8S286, D8S551, D8S1474, D8S548 a D8S1829
pokryvajicich oblast okolo genového lokusu o délce ~2970 kb a 2 intragenovych single
nucleotide polymorfismti (SNP) rs16938893 (c.507T>G, p.Ser169Ser) a rs3739345. DNA
némecké rodiny byla poskytnuta belgickymi kolegy z University v Antwerpach. STR
polymorfismy byly amplifikovany pomoci PCR s pouzitim primert, z nichz vzdy jeden z paru
byl fluorescencné¢ znaceny, a separovany v ABI 310 kapilarnim genetickém analyzatoru
(http://www.gdb.org/). Oblasti obsahujici SNP byly k uréeni genotypu sekvenovany.

Dale byly stanoveny frekvence vSech detekovanych alel jednotlivych markera
vySetfenim 50 neptibuznych ceskych jedinctii s negativnim nélezem testovanych GDAPI
mutaci (100 chromozomii). Pravdépodobnost nalezu haplotypti asociovanych s mutaci L239F
nebo RI191X mezi normélnimi ceskymi chromozomy byly vypocitiny vynasobenim

jednotlivych alelovych frekvenci.

3.6  Klinicka a elektrofyziologicka vySetieni pacientii s nalezenymi mutacemi

Rodiny s nalezenymi mutacemi byly pozvany ke konzultacim a dovySetfeni na
ambulance Neurologické kliniky dospélych a Kliniky détské neurologie UK 2.LF a FNM a
Neurologické kliniky FTN. Pacienti byli klinicky neurologicky vySetieni pod dohledem
atestovaného neurologa a u nékterych byly poté provedeny kondukéni studie perifernich

nervu. Klinické udaje o pribé¢hu onemocnéni byly ziskavany z lékarské dokumentace.
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4. Vysledky

4.1 Podil AR a sporadickych forem v souboru CMT rodin

Relativni zastoupeni jednotlivych typt dédicnosti v celkovém souboru ¢eskych CMT
rodin s jak znamou, tak neobjasnénou genetickou pfi¢inou nemoci, shromazdénym k 1.4.2007

je znazornéno v grafu (Obr. 3).

AR; 2%

Dominantni

(AD/nespec.); o
42% Sporadicky; 38%

Nejsou Udaje;
18%

Obr. 3 1150 rodin shromazdénych k 1.4.2007.

U 42% CMT rodin je dominantni (autozomalné nebo X-vazan¢) typ dédi¢nosti u
onemocnéni. Rozsahem podobné skupina, 38% se sporadickym vyskytem CMT v roding
muze zahrnovat jak pacienty s de-novo dominantnimi mutacemi, tak pacienty s AR formami.
Klinicky nepochybny AR typ dédi¢nosti onemocnéni (tedy dva a vice stejné postizenych
sourozencu v rodin¢ zdravych rodicl) se vyskytuje u 2% ceskych CMT rodin, tedy 23 rodin.

U zbytku rodin neni dostatek dat o zdravotnim stavu piibuznych pacienta k urceni typu
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dédi¢nosti onemocnéni v rodin€. Podil sporadického vyskytu CMT mezi rodinami

s neobjasnénou genetickou ptfi¢inou CMT stoupa na 48% (data nejsou zobrazend).

4.2  Vysledky molekularné genetického vysetieni PRX genu

Z 59 pacientit z 55 rodin véetné 4 neptibuznych romskych pacientii byla pfimym
sekvenovanim PRX genu patogenni mutace na obou genovych aleldich prokazana pouze u
jediného pacienta romského ptivodu. U zadného z vySetfenych pacientli nebyla prokazana
mutace na pouze jedné alele genu. DalSi odchylky od referencéni sekvence PRX genu
charakteru nukleotidovych zamén jsme vzhledem k vyslednym aminokyselinovym zdménam
za stejné aminokyseliny (AMK) nebo AMK s podobnou strukturou, vyhodnotili jako
polymorfismy. Jejich frekvenci udava tabulka (Tab. 7).

Zatim nepopsana delece 71 parii bazi v poslednim exonu PRX genu mezi pozicemi
3286 a 3356 ma za nasledek posun cteciho ramce s predCasnym zatazenim stop kodonu
v pozici 1113 (Obr. 4). To zpisobuje chybéni karboxylového konce proteinu a vétsi Casti
kyselé (,,acidic®) domény (Obr. 5). DNA biologickych rodi¢ti adoptovaného romského
chlapce k potvrzeni nosi¢stvi mutace a uplné informace o biologické rodiné nebyly
k dispozici. Matka udajné¢ neméla znamky CMT a otec pacienta rovnéz romského piivodu
pochazi z Madarska. Mutace nebyla zachycena mezi 188 chromozomy 94 zdravych

nepiibuznych Romi.
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PRX pacient

5'Gln Val Leu Lys Trp Asn Ala Ala Val Arg Pro Glu Gly Val His Ser Arg Ala Gly Gly His stop 3’

ITGTGUCAGCT TAAGT GGAAT GCAGCT GTCAGGCCT GAAGGTGTCCACAGC CAGGULAGGTEGTCACT GAGGECCATGACGCGEGEGCT GAGGAT GCCT C

Ml ottt

,wild type“ sekvence

130 Lt Lol Lol A il L2l L £1u
TETGCAGCTT AAGRT CCCCGAGGTI GGAGCTGET CACGCTGE GG CGLCCAGG AGGAAGGGAGGECAGAGGGEGGCT GTGGCCGTCART GGAATGCAGTT

it

Obr. 4 Delece 71 parQ bazi (¢erny ramecek) v sedmém exonu PRX genu v homozygotnim stavu u

jednoho pacienta, adoptovaného chlapce romského plivodu. DNA rodi¢l nebyla k dispozici

k prokazani heterozygotniho stavu mutace.

R196X K1095fsX1113
Guilbot 2001
| |
L132fsX153 S$399fsX410 C715X R1070X
Otagiri 2006 Kabzinskai 2006 Takashima 2002 Otagiri 2006
NH l l l COOH
1 || | ... .. .. ] I
nt 14 118 400 70 1098 1235
PDZ] NLL »,repeat“ doména »acidic“doména
R82fsX96 R368X V763fsX774
Takashima 2002 Boerkoel 2001 Boerkoel 2001
$929fsX957

Boerkoel 2001

R953X
Boerkoel 2001

Obr. 5 L-Periaxin s vyznacenou pozicii nami detekované mutace K1095fsX1113 (zelené). Mutace

zkracuje protein o vétSinu kyselé domény. Jedna se o nejvic ,downsteram“ polozenou PRX mutaci.
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Polymorfizmus Zména AMK Frekvence

78 G>A GIn26GIn 2%*
86 T>C Val29Ala 1%*
97 A>G Asn33Asp 1%*
306 C>T Thr102Thr 16%
731 C>T Ala244Val 4%*
1216 G>A Ala406Thr 3%

1561 G>C GIn521Glu 3%*
1574 T>C Val525Ala 1%*
1647 G>C Pro549Pro 3%*
2645 C>T Alag882Val 54%
2655 T>C Pro885Pro 54%
2763 A>G lle921Met 40%
3248 C>G Pro108Arg 18%
3373 G>A Gly1125Ser 1%*
3394 A>G Arg1132Gly 5%

Tab. 7 Nalezené nukleotidové zamény v sekvenci PRX genu charakteru polymorfismu a jejich ¢etnost
v naSem souboru vySetfenych CMT pacientd.

* nepopsané
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4.3  Klinické a elektrofyziologické nalezy u pacienta s mutaci v PRX genu

Pacient je adoptované dité romského ptivodu. U
chlapce byla ve v€ku 3 mésicli pozorovana svalova
hypotonie a opozdéni motorického vyvoje. Samostatné
chiize byl schopen ve 21 mésicich véku. Chiize byla
nestabilni s ¢astymi pady. Ve 2 letech rodice pozorovali
mirny pes cavus. Ve 3 letech byl po podezieni na CMT
poprvé  elektrofyziologicky  vySetien s nalezem
nevybavnych odpovédi na motorickych a senzitivnich
nervech dolnich koncetin a senzitivnich nervech hornich
koncetin a vyrazné¢ snizenych rychlosti vedeni a amplitud

CMAP na motorickych nervech hornich koncetin (Tab.

8). Ve 4 letech byl hospitalizovan pro myalgie lytek,
které vznikly po anginé. Laboratorni vySetfeni ukazalo
zvySenou myoglobinémii 315,8 ng/ml. Ttidenni epizoda byla uzaviena jako ataka
rabdomyolyzy. V 5 letech podstoupil oboustrannou plantdrni aponeurotomii, po které se
deformita nohy c¢astecné upravila. V poslednim neurologickém nalezu v tomto véku
kompletné chybi myotatické reflexy a je nestabilni chize (Tab. 9). Vysledky nervovych

kondukénich studii jsou podobné s nalezem ve 3 letech (Tab. 8).
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Vék (roky) 3 5

Motorické nervy

N.tibialis NR NR
N.medianus
DML (ms) 24.8 11
MNCV (m/s) 19 17
CMAP (mV)
zapeésti 0.05 0.6
loket 0.5 0.8
temporalni disperze
F-vina n n
N.ulnaris
DML (ms) 19.1 23
MNCV (m/s) a 23
CMAP (mV)
zapésti 0.4 0.05
loket 0.2 0.1

temporalni disperze

F-vina n n

Senzitivni nervy

N.suralis NR NR
N.medianus NR NR
N.ulnaris NR NR

Tab. 8 Elektrofyziologicky nalez u pacienta s mutaci v PRX genu ve véku 3 a 5 let.
DML distalni motoricka latence, MNCV rychlost vedeni motoricky nervem, CMAP slozeny svalovy

akéni potencial, NR nevybavitelna odpovéd, " neprovedeno, ® nevyhodnoceno
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Hlavové nervy

Deformita nohy

Dorzélni flexe nohy vpravo, vievo (MRC)
Proximalni slabost DK

Atrofie DK

Reflexy na DK

Chuze

Atrofie HK

Distalni slabost nebo neSikovnost HK
Proximalni slabost HK

Reflexy na HK

Taxe na HK a DK

Porucha citi

Deformita patefe

normalni nalez
pes cavus

5, 5/5

ne

lehké nohou
chybi
nestabilni, bez opory
ne

ne

ne

chybi
normalni

ne

ne

Tab. 9 Klinicky neurologicky nalez u pacienta s mutaci v PRX genu v 5 letech.

MRC Medical Research Council Scale, DK dolni kon&etiny, HK horni kon¢&etiny

4.4  Vysledky molekuliarné genetického vySetieni GDAPI genu

V kodujici sekvenci GDAPI genu byly detekovany pouze dvé rizné bodové mutace,

missense ¢.715C>T (p.Leu239Phe, L239F) (jiz dtive popsana Ammar et al., 2003) a dosud

nepopsana nonsense ¢.571C>T (p.Argl91Stop, R191X) (Obr. 6).
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DNA pacienta »wild type*“

AAAACAGAAANGACTTAAAGT T AABAAMCAGAAACGACTTAAAG'

Obr. 6 Mutace c.571C>T, p.Arg191stop, R191X vexonu 4 GDAP1 genu zplsobuje predCasné

zarazeni stop kodonu. Zkracuje tak GDAP1 protein pfed funkéni GST_C a transmembranovymi

doménami, které spravné lokalizuji GDAP1 do mitochondrialni membrany (Marco et al., 2004, Pedrola
et al., 2005). Mutace byla nalezena ve dvou rodinach v heterozygotnim (rodina 5) a slozeném

heterozygotnim stavu (rodina 2).

Asponi jedna patogenni mutace byla nalezena u Sesti pacientll z péti nepiibuznych
rodin, tedy u 7,2% ze 69 vysetfenych rodin. Mutace v obou alelach byly detekovéany u tfech
sporadickych CMT pacienttli (4,3% vySetfenych rodin), a to u jednoho slozeného heterozygota
c.715C>T, ¢.571C>T a u dvou homozygoti c.715C>T. K prikazu heterozygotniho stavu
c.715C>T vrodiCovské generaci u homozygotli byla k dispozici DNA pouze od jednoho
zrodict. Druhd patogenni mutace nebyla identifikovdna u jednoho sporadického pacienta
heterozygota ¢.715C>T au dvou sourozenct heterozygoti pro c.571C>T (Obr. 7). V obou
rodinach byla mutantni alela pfenesena od nepostizeného rodice (Tab. 11, 13).

Mutace ¢.715C>T (L239F) detekovana na Sesti z osmi mutantnich alel je tedy v ceské
populaci nejCastéjSi. Mutace byla popsdna ve sloZzeném heterozygotnim stavu v jedné
némecko-italské rodiné¢ (Ammar et al, 2003). Reverse transcription-PCR (RT-PCR)
provedena za ucelem detekovat druhou patogenni mutaci u rodiny 5 neprokazala deleci exonu
ani abnormalni sestfih mRNA. Novd mutace R191X nebyla detekovdna vySetfenim 300

chromosomil 150 zdravych neptibuznych kontrol.
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Rodina 1

/

c.751C>T + c.751C>T

'

IAACCTTGGTTCTGCGGTGAAN

Pacient homozygot ¢.751C>T/ L239F

Rodina 2

7

c.751C>T + c.751C>T

|

IAACCTTGGTTCTGCGGTGAAN

Pacient homozygot ¢.751C>T/ L239F

35

c.751C>T

|

AAMCCTTGGNTCTGCGGTGAAT

Matka pacienta heterozygot
c.751C>T

ACCTTGGCTCTGCGGTGAAT

Lwild type*

c.751C>T

|

A CCTTGGNTCTGCGGTGAAT

Otec pacienta heterozygot
c.751C>T



Rodina 3

< > c.751C>T

v

AACCTTGGNTCTGCGGTGAAT

/ \

Matka pacienta heterozygot

c.751C>T
c.571C>T c.751C>T
AAAMAACAGCGAAANGACT TAAAGT CAACCTTECGTTCTGCGGT GA AT

ety

Pacient heterozygot ¢.571C>T, ¢.751C>T/ R191X, L239F

Rodina 4

c.751C>T

v

AACCTTGGNTCTGCGGTGAAT

7 k

Otec pacienta heterozygot
c.751C>T c.751C>T

'

ICCAGCAACCTTGGNTCTGCGGTGAAT CCT

Pacient homozygot ¢.751C>T/ L239F
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Rodina 5

c.571C>T

|

AAAAMCAGAAAMCGACTTAAAMAG T

Pacientka heterozygot c.571C>T/
R191X

Obr. 7 Chromatogramy mutaci v GDAP1 genu identifikovanych v 5 €eskych rodinach. Mutace jsou
oznaceny Cernou Sipkou. VSechny rodiny vykazuji rodokmen kompatibilni s AR typem dédi¢nosti.
Kulaté symboly znadi Zeny a &verecky muze. Cerné symboly znadi jedince postizené CMT, Sedé
geneticky vySetfené zdravé prfenaseCe mutaci, ¢arkované pravdépodobné/nevySetiené prenasece.

Stejny genotyp postizeného bratra pacientky z rodiny 5 neni zobrazen.

4.5  Vysledky haplotypové analyzy lokusu 8q13-q21

Za ucelem zjistit, zda je vyskyt L239F mutace u nas frekventni nasledkem efektu
zakladatele nebo nasledkem opakovaného vzniku v jednom misté tzv. ,hot spot”, byly
sestrojeny haplotypy ¢tyt Ceskych a jedné némecko-italské rodiny s L239F. Nosi¢e mutace
L239F jsme vysSetfili pomoci Sesti mikrosatelitovych markerti pokryvajicich genovy lokus a

dvou intragenovych SNPa (Obr. 8). Haplotypova faze nebyla kompletné stanovitelnd u

37



pacienta zrodiny 4. RodiCe némeckého nosi¢e mutace L239F pochéazi ze zapadniho
Pomotanska, oblasti Polska pii polsko-némecké hranici. Pét Ceskych L239F chromosomt

pochazi z Moravy a jeden z Plzeniska (Obr. 9).

\4 \ A / vy Vv Vv
#_—

D8S279 D8S286 D8S551 D8S1474 D8S548 D8S1829
GDAP1 100 kb
| 1— rs16938893
rs3739345

Obr. 8 Rozlozeni mikrosatelitovych markerd v okoli GDAP1 genu a oznaceni intragenovych SNPU.

_Bstdrsuen .7 ey t‘ﬁ
s /
nejspise spolecny puvod e G

Jamia) jiny pavod nebo nasledek
rekombinaci event. mutaci v
mikrosatelitech

o Berlin
=

Tnover Poznan
®

[Ea]skal @dez

Beditschland)

st Wroclaw
®

Main

Obr. 9 Mapa vyskytu L239F chromozom(.
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Ctyti ¢eské chromozomy (A, B, C a E zrodiny 1, 2 a 3) a némecky chromozom
s mutaci L239F sdileji spole¢ny uzsi haplotyp D8S286, D8S551, rs3739345, rs16938893,
D8S1474, D8S548 (cca 560 kb). Pravdépodobnost vyskytu tohoto haplotypu mezi
normalnimi chromozomy (s vylou¢enou L239F mutaci) je velmi nizka, t.j. méné nez 7,34 x
10°. Nahodna shoda alel vySetfenych markerd v L239F chromozomech je tedy vysoce
nepravdépodobna. Cesky chromozom A a némecky chromozom se navic shoduji ve viech
analyzovanych markerech (cca 2970 kb). V porovnani se sdilenym uzkym haplotypem ma
chromozom D (Plzenisko) o jednu repetici kratsi alelu markeru D8S1474 avSak shodu ve
vzacné alele 278 markeru D8S551 (frekvence v Ceské populaci <1%). Dalsi odlisujici se
chromozom F ma shodu suzkym haplopytem jenom v markeru D8S286 a v obou
vysetfovanych SNPech predpokladajic haplotyp T-G (Obr. 10).

Vsechny markery u rodin 3 a 5 segreguji s mutaci R191X. Pravdépodobnost vyskytu

tohoto haplotypu v &eské populaci je jesté nizsi, t.j. méné nez 6,59 x 10™.
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L239F

Rodina/ GDAP1

Chromozom Puvod D8S279 D8S286 D8S551 rs3739345 c¢.507T/G D8S1474 D8S548 D8S1829
1/A Morava 250 229 278 T G 177 234 113
1/B Morava?® 246 229 278 T G 177 234 113
2/C Morava® 246 229 278 T G 177 234 103/111
2/D Plzerisko 226 229 278 T G 181 234 103/111
3/E Morava 226 229 278 T G 177 234 111
4/F Morava 250/238 229 276 T/A GIT 185 232 113
frekvence alel v ¢eské

populaci 0.219 <0.01 0.343 0.370 0.075 0.352

G Pomoransko 250 229 278 T G 177 234 113
R191X GDAP1

Rodina Pavod D8S279 D8S286 D8S551 rs3739345 c¢.507T/G D8S1474 D8S548 D8S1829
3 stfedni Cechy 226 235 266 T G 177 248 113

5 stfedni Cechy 226 235 266 T G 177 248 113
frekvence alel v Ceské

populaci 0.323 0.042 0.229 0.343 0.370 0.075 <0.01 0.223

Obr. 10 Haplotypy v péti Ceskych rodinach a jedné némecko-italské rodiné s mutacemi v GDAP1
genu.
°DNA otce nebyla k dispozici, paternita nebyla ovéfovana na DNA urovni, °DNA matky nebyla

k dispozici pro vySetfeni
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4.6  Klinické a elektrofyziologické nalezy u pacientii s mutacemi v GDAPI genu

Rodina 1

Pacient ve véku 11 let mél normalni
Casny psychomotoricky vyvoj, chodil od 12
mésict veku. Ve 4 letech se u n¢ho vyvinul
pes planovalgus. V 6 a 7 letech podstoupil
ortopedickou operaci deformity nohy.
Neurologické vysetieni v 8 letech prokazalo
tézkou distalni slabost a atrofie svalstva
dolnich ~ koncetin, chybéni  reflext
Achillovych Slach a snizeni patelarnich

reflext. Dale byla patrna mirnd hypotrofie

svall ruky s lehce snizenou svalovou silou a

snizeni myotatickych reflexti na hornich koncetinach.

Rodina 2

43 let stary pacient zacal chodit v 1 roku v€ku. Ve 4 letech rodi¢e pozorovali u chlapce
chiizi po vnéjsich hranach nohy a oboustranny vyvoj pes cavovarus. Deformita nohy byla
chirurgicky korigovana v 7 letech. Vysetieni ve 12 letech ukazalo distalni slabost dolnich
koncetin a tézké atrofie svali nohou a lytek, biperonedlni chiizi, tfes prsti a skolidozu. V 19
letech byly atrofiemi postizeny i distalni casti stehen, reflexy Achillovych Slach byly
nevybavné a patelarni reflexy snizené. Pravy thenar byl postizen lehkou hypotrofii,

myotatické reflexy na hornich koncetinach byly normalni. Atrofie interosealnich svalii bez
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oslabeni sily byly zpozorovany v 29 letech. Od 35 let se rozvinulo oslabeni rukou a byla

nezbytnd opora pii delsi chlizi pro slabost proximalnich svalii dolnich koncetin.

Rodina 3

Sedmnadctilety pacient se v prvnim
roku zivota psychomotoricky  vyvijel
normalné. Ve 2 letech si rodi¢e vSimnuli
jeho chiize po Spickdch. Ve 4 letech
podstoupil prolongaci Achillovych Slach.
Chlize se zhorSovala vprvni dekade

progresivni  distalni  slabosti  dolnich

koncetin a deformitou nohy pes equinovarus
a byla mozna jen s dopomoci berli. Vyrazné

se zlepsila po druhé ortopedické operaci

ve 13 letech a pacient dale oporu vyzadoval
jen pii delsi chiizi. Slabost a atrofie svala

ruky a deformity prsti byly patrné jiz pfed jeho zahdjenim Skolni dochdzky v 8 letech.
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Rodina 4

U 41 Ilet¢ho pacienta byly prvni
priznaky pozorovany ve 4 letech, kdy se u
n¢ho vyvinula deformita nohy pes cavus. Ve
12 a 13 letech podstoupil jeji chirurgickou
korekci. Prvni neurologické a
elektrofyziologické vysetfeni ve 39 letech
prokazalo dobie zachovanou dorzalni flexi
nohy, vybavné patelarni reflexy a normalni
silu i neurologicky nalez na hornich
koncetinach. Pacient si stézoval jen na

nestabilitu kotniku a Casté distorze.

Rodina 5

U 22 letého pacienta (5/1) se
onemocnéni projevilo vjeho 6 letech
zkracenim  Achillovych S$lach, vysokou
nozni klenbou a nejistou chizi. VySetieni
v 15 letech prokdzalo distalni atrofie svalt
dolnich koncetin, areflexii na dolnich
koncetinach, snizené¢ reflexy na hornich
konCetinach, tfes rukou a skolidzu.
Achillovy  Slachy  byly  chirurgicky
korigovany v 16 letech. V 19 letech se

objevily atrofie svalti ruky, avsak sila byla
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normaln¢ zachovala. Vysetieni ve 22 letech prokazalo zachovalou dorzalni flexi nohy a palct,
atrofie na hornich koncetinach k distalnim partiim ptedlokti a jen mirné oslabeni svalti ruky

s lehce porusenou jemnou motorikou.

18 letd sestra pacienta (5/2) se
rovnéz normalné psychomotoricky vyvijela.
V 6 letech byla u ni pozorovana chize po
Spickadch a inverze pravé nohy. Zahy se
vyvinul pes equinovaqrus vpravo, pes
planovalgus vlevo a stepaz. Neurologické
vySetfeni ve 13 letech prokazalo atrofie a
oslabeni svalli ruky, snizené myotatické

reflexy na hornich koncetinach a skoliozu.

Deformita pravé nohy byla chirurgicky
korigovana v 16 letech. Vysetfeni v 16
letech prokazalo t¢zké distalni svalové atrofie do poloviny stehen, chlizi s vyraznou stepazi,
pouzivani $plhani pii zvedani se ze sedu, vyrazné atrofie a slabost svali ruky s po¢inajicimi

zkraty Slach flexort prsti a povsechnou areflexii.

Obrazky pacientii odpovidaji poslednim klinickym vySetfenim. Dalsi klinické a elektrofyziologické

nalezy z navstév pacientii béhem studie po identifikovani genové poruchy jsou shrnuty v tabulkach

(Tab. 10, 12).
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Rodina/Pacient 1 2 3 4 51 5/2

Genotyp L239F+L239F L239F+L239F L239F+R191X L239F+7? R191X+7? R191X+?

VEék (r)/ Pohlavi 11/ M 43/ M 17/ M 41/ M 22/ M 18/ 7

Deformita nohy pes planovalgus pes cavovarus pes planovalgus pes cavus pes cavus pes equinovarus
vpravo, pes
planovalgus vievo

Dorzalini flexe nohy 2,3/5 0,0/5 0,0/5 4+ 4+/5 4.4/5 3,1/5

vpravo, vievo (MRC)

Proximalni slabost DK flexe kolene 4,4-/5 flexe kolene 3,2/5, neni neni neni flexe a extense

vpravo, vievo (MRC)
Atrofie DK
Reflexy na DK

Chize
Atrofie HK

Distélni slabost HK
vpravo, vievo (MRC)

Proximalni slabost HK
(MRC)

Reflexy na HK

Porucha ¢éiti

Jiné

tézké, k distalni casti
stehen
chybi

bez opory

mirné na rukach

stisk ruky 4,4/5,
extenze zapésti
4+ ,4+/5,
zapésti 4-,4+/5

Zzadna

flexe

normalni

lehka porucha
taktilniho ¢iti na DK

Zadné

extense kolene 4+,4/5,
extense kycle 4,4/5

teézké, k distalni
poloviné stehen
chybi

hal

stfedné tézké na
rukach, mirné na
predloktich

stisk ruky 4+,4+/5

Zadna

snizené

zadna

skoliéza

tézké, k distalni tretiné
stehen
chybi

francouzské berle

tézka na rukach —
,claw hand“, stfredné
tézka na distalnich
polovinach pfedlokti
stisk ruky 3,3/5,
extenze zapésti 4-,3/5,
flexe zapésti 4+,4/5,
ztrata zruénosti

Zadna

snizené

stfedné tézka porucha
taktilniho Citi a lehce
shizena propriocepce
na DK

tfes jazyka

stfedné tézké, k distaini
Casti stehen

reflexy Achillovych Slach

chybi
bez opory

Zzadna

zadna

Zadna

normalni

zadna

skoliéza

tézké, k distalni ¢asti
stehen
chybi

bez opory

lehka na rukach a
predloktich

stisk ruky 4+,4+/5

Zadna

snizené

lehka porucha
taktilniho ¢iti a stfedné
tézka porucha
vibraéniho ¢iti na DK
skoliéza

kolene a kycle 4-,4-
/5

tézké, k distalni
Casti stehen
chybi

bez opory

stfedné tézka na
rukach a predloktich

tézké oslabeni
stisku ruky, pfesné
udaje nejsou k
dispozici

Zzadna

snizené

zadna porucha
taktilniho ¢iti, dalSi
udaje nejsou k
dispozici

skoli6za

Tab. 10 Souhrn klinickych nalezl u Sesti ¢eskych pacientl s mutacemi v GDAP1 genu.

45



Rodina 4 5

Genotyp L239F heterozygot R191X heterozygot
Vék(r)/ pohlavi 72/M 57/M

Deformita nohy ne ne

Dorzalni flexe nohy vpravo, vievo 5,5/5 5,5/5

(MRC)

Proximalni slabost DK ne ne

Atrofie DK ne ne

Reflexy na DK snizené normalni

Chlize bez opory bez opory

Atrofie HK ne ne

Distéalni slabost HK ne ne

Proximalni slabost HK ne ne

Reflexy na HK normalni normalni

Porucha citi lehka porucha vibra€niho &iti na lehka porucha taktilniho ¢iti v distribuci

DK

n.medianus

Tab. 11 Klinicky obraz nepostizenych rodicl, heterozygotl pro nalezené mutace.

Rodina/Pacient 1 2 3 4 5/1 5/2 norma
Veék (r) 8 43 15 41 23 18
Motorické n.medianus DML (ms) 3.9 3,8 NR 3,6 4,9 NA <4.0
nervy MNCV (m/s) 64 59 53 45 >51
CMAP (mV) 6,4 8,8 8.2 7.1 >4.2
n.ulnaris DML (ms) 3,4 3,4 4.1 2,3 3,2 3,6 <2.8
MNCV (m/s) 67 56 40 60 51 49 >50
CMAP (mV) 4,6 3,6 0,9 71 5,8 1,9 >5.5
n.peroneus DML (ms) NR NR NR 3.2 NA NA <5.0
MNCYV (m/s) 45 >39
CMAP (mV) 3,0 >2.0
n.tibialis DML (ms) 5.2 NR NR 53 NR NR <5.5
MNCV (m/s) 44 38 >40
CMAP (mV) 0,5 0,5 >2.5
Senzitivni  n.medianus SNCV (m/s) NR 44 NR 57 NR NR >48
nervy SNAP (uV) 15 14 >10
n.ulnaris SNCV (m/s) NR 48 NR 55 NA NA >48
SNAP (uVv) 15 10 >10
n.suralis SNCV (m/s) NR 40 NR 38 NR NR >38
SNAP (uVv) 2,0 5,0 >4.4

Tab.12 Souhrn elektrofyziologickych nalezl u Sesti ¢eskych pacienti s mutacemi v GDAP1 genu.

Tucné oznacené hodnoty jsou patologické.

NR nevybavitelnd odpovéd, NA neprovedeno
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Rodina 4 5 norma
Genotyp L239F heterozygot R191X heterozygot
Vek (r) 72 57
Motorické n.medianus DML (ms) 3,6 5,6 <4.0
nervy MNCV (m/s) 54,1 50,5 >51
CMAP (mV) 10,3 55 >4.2
n.ulnaris DML (ms) 2.6 2,8 <2.8
MNCV (m/s) 56,2 57,1 >50
CMAP (mV) 10,2 9,9 >55
n.peroneus DML (ms) 4,6 4,7 <5.0
MNCV (m/s) 46,7 48,3 >39
CMAP (mV) 5,1 4,9 >2.0
n.tibialis DML (ms) 3,9 NA <5.5
MNCV (m/s) 46,2 >40
CMAP (mV) 11,8 >2.5
Senzitivni  n.medianus SNCV (m/s) 51,8 36,4 >48
nervy SNAP (uV) 14,2 59 >10
n.ulnaris SNCV (m/s) 471 48.3 >48
SNAP (uVv) 16,7 7,7 >10
n.suralis SNCV (m/s) 46,6 40,6 >38
SNAP (uV) 6,3 54 >4.4

Tab. 13 Elektrofyziologicky nalez u nepostizenych rodicll, heterozygotu pro nalezené mutace.

Tucné oznacené hodnoty jsou patologické.
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5. Diskuse

K dubnu roku 2007 bylo v registru DNA laboratoie Détské neurologické kliniky 2.LF
UK a FNM shromazdénych 1150 CMT rodin Zijicich v Ceské republice s jak znamou, tak
neobjasnénou genetickou pfi¢inou nemoci. Tato studie je prvni praci v oblasti molekularné-

genetickych pfi¢in AR CMT forem v CR a jejich klinického fenotypu.

5.1  Zastoupeni typi dédi¢nosti CMT v CR

Velkou ptevahou sporadického vyskytu onemocnéni a dominantniho typu dédi¢nosti
nad AR se populace v Ceské republice pochopitelné piiblizuje zastoupenim jednotlivych typt
dédicnosti CMT Evropé. Na tomto vzorci se nejspise podili jak nizky vyskyt pfibuzenskych
snatkt, tak mensi pocet potomkt v ¢eskych rodinach (Martin et al., 1999; Bouhouche et al.,

2007).

5.2 Mutace ¢.3286_3354del71 v PRX genu

Mutace ¢.3286 3354del71 se nachdzi na 3" konci posledniho exonu PRX genu a tak
jako vétSina popsanych PRX mutaci nejspiSe nezplsobuje ,non-sense mediated decay™
(Kijima et al., 2004). Je to nejdale ,,downstream* uloZzend mutace, ktera zkracuje L-periaxin
na zaCatku kyselé domény. L-periaxin schybénim vétsi Casti této domény neni tak
pravdépodobné schopen navazat se na cytoskelet Schwannovy buinky a vytvaret stabilni
myelin. Pribéh onemocnéni u naseho pacienta se vyrazngji nelisil od popsaného fenotypu
nékterych ,,upstream* ulozenych mutaci (Guilbot et al., 2001, Otagiri et al., 2006, Kabzinska

ett al., 2006). Domnivame se proto, ze mutace ¢.3286 3354del71 je patogenni a rozsifuje tak
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spektrum ,,loss-of-function* mutaci v PRX genu. Také se piidava k ndleziim podporujicich
funk¢ni roli kyselé domény L-periaxinu (Boerkoel et al., 2001; Takashima et al., 2002;
Kijima et al., 2004, Parman et al., 2004, Otagiri et al., 20006). Pfesné patogenetické plisobeni
mutace zbyva otestovat ve funk¢nich studiich.

Mezi dalsimi 54 CMT1 rodinami nebyla nalezena zadna mutace, coz ukazuje na

vzacny vyskyt poruch v PRX genu v ¢eské populaci.

5.3  Dé&di¢né neuropatie v romské populaci

Romové tvoti geneticky izolovanou populaci. Existuji jak nemoci, tak specifické
mutace vazané na romské etnikum (Seeman a Siskovd, 2006). Dosud byly popsané 3
geneticky odlisné typy dédicnych neuropatii vyskytujici se vyluéné v romské populaci a jedna
romska mutace (Kalaydijieva et al., 2001; Kabzinska et al., 2008). Nase mutace
c.3286 3354del71 (p.K1095FsX18) je prvni romskou mutaci popsanou v PRX genu.
Predpokladali jsme, Ze tato mutace by mohla byt pfitomna u zdravych Romi
v heterozygotnim stavu, ale na vzorku 94 DNA od neptibuznych osob romského ptivodu jsme
tuto domnénku nepotvrdili. Je mozné, Ze jde o vzacnou mutaci i u Roml, nebo Ze nas
kontrolni soubor nebyl dostatecné velky a reprezentativni.

V romské populaci n€kolika evropskych zemi byl identifikovan typ HMSN-Lom
(CMT4D), poprvé popsan v romské rodin€ z bulharské vesnice Lom (Kalaydijieva et al.,
1996, Chandler et al., 2000). Za tuto AR demyeliniza¢ni neuropatii je odpovédna mutace
R148X NDRGI genu (Kalaydijieva et al., 2000). HMSN je u CMT4D spojena s neuralni
hluchotou ve 2. a 3. dekéad¢. Dalsim AR CMT typem vazanym na romskou populaci je
HMSN-Russe (CMT4G), ptvodné identifikovanym rovnéz v Bulharsku ve vesnici Russe

(Thomas et al., 2001, Rogers et al., 2000). Odpovédny gen je zatim neznamy. Mezi
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Spané¢lskymi Romy je zase rozsifena homozygotni mutace Argl 109X v SH3TC2 (KIAA 1985)
genu (Gooding et al., 2005). Jina mutace v tomto genu byla popsand v alziiské populaci.
syndrom CCFDN (congenital cataract facial dysmorphism neuropathy) zplsobeny mutaci
Leu287fs v CTDPI genu, jehoZz soucasti je i1 polyneuropatie demyeliniza¢niho typu.

Vyskytuje se taktéz vylucné u Romu (Angelicheva et al., 1999, Varon et al., 2003).

5.4  Klinicky a elektrofyziologicky obraz pacienta s mutaci ¢.3286_3354del71 v PRX

genu

Shodujic se s klinickym obrazem v literatute jiz popsanych CMT4F pacientii, nemoc u
naSeho pacienta mé¢la Casny zacatek sopozdénim ndstupu samostatné chiize. Posledni
neurologické vysetieni v 5 letech ukazalo oboustranny pes cavus, areflexii a nestabilni chtizi.
Dalsi progrese onemocnéni az dosud odpovida pomalu progredientnimu pribéhu. Na rozdil
od vétsiny CMT4F pacientt, vibracni, taktilni a nocicepcni €iti neni u naSeho pacienta
poruseno ziejmé pro postih pozdéji v pribéhu onemocnéni (2. az 6. dekada) (Takashima et
al., 2002; Kijima et al., 2004, Otagiri et al., 2006). Konduk¢ni studie provadéné v raném
véku ukézaly vnervech s vybavitelnou odpovédi vyrazné snizené rychlosti vedeni.
Diskrepanci mezi velmi nizkymi svalovymi akénimi potencidly n. medianus a n. ulnaris a
naprosto normalni silou rukou Ize vysvétlit zna¢nou temporalni disperzi u CMT4F pacientt

popisovanou (Takashima et al., 2002).
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5.5  Frekvence vyskytu mutaci v GDAPI genu mezi ¢eskymi CMT pacienty

Na ptitomnost mutaci v kédujici sekvenci GDAPI genu bylo vysSetfeno celkem 74
pacientli z 69 neptibuznych Ceskych rodin jak s axondalnim, tak s demyelinizaénim typem
CMT s casnym nastupem v prvni dekddeé. Devét rodin mélo AR rodokmen se dvéma
postizenymi sourozenci zdravych rodic¢t. Patogenni mutaci na alespon jedné GDAPI alele
jsme detekovali u 7,2% (5 ze 69) rodin. Zachyt v jedné z deviti testovanych AR rodin (11%)
odpovida vysokému vyskytu GDAPI mutaci mezi AR rodinami v jinych populacich, 9,3% a
15% ve studiich Ammar a Nelis (Admmar et al., 2003; Nelis et al., 2002). Mezi vySetienymi
rodinami se sporadickym vyskytem CMT byl rovnéz zaznamenan pomérné vysoky vyskyt

GDAPI mutaci, 5% (Claramunt et al., 2005).

5.6  Spektrum mutaci GDAPI genu v Ceské populaci a jejich piivod

Detekovali jsme pouze dvé rizné GDAPI mutace, dosud nepublikovanou ,,nonsense*
c.571C>T, R191X a ,missense* mutaci ¢.751C>T, L239F, ktera byla popsand v némecko-
italské rodiné (Ammar et al., 2003). L239F ptedstavuje 75% mutantnich alel GDAP1 genu
v ¢eské populaci. Podle haplotypové analyzy némeckého a Sesti ceskych L239F chromozomi
je prevalence mutace L239F v nasi populaci nasledkem efektu zakladatele. Nositelé této
mutace tedy maji spoleéného davného prapiedka. Predkové némeckého nosice L239F zili
v zapadnim Pomotansku pfi dneSnich polsko-némeckych hranicich, oblasti v minulosti
osidlované jak Némci, tak Slovany. U nas je vyskyt mutace koncentrovan ve vychodni ¢asti
zemg.

V dob¢ provadéni studie nebyla k dispozici data o systematickém skriningu na

spektrum a frekvenci GDAPI mutaci v Némecku, ani v Polsku. Nedavna studie polskych
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kolegii prokazuje rovnéz dominantni vyskyt L239F mutace v polské populaci (Kabzinska et
al., 2010). Uvadi dalSich deset polskych a jeden bulharsky L239F chromozom a prokazuje
jejich spole¢ny ptivod s naSimi pacienty. L239F se tedy ukazuje byt ,,evropskou mutaci®. Jeji
stafi a misto vzniku nejsou zatim zndmé. Mutace je lokalizovana v jedné z GST domén a jeji
patogenetické ptisobeni je zatim nejasné (Marco et al., 2004, Shield et al., 20006).

Mutace RI191X zkracuje GDAP1 pfed funkéni GST C doménou a
transmembranovymi doménami, které ho spravné lokalizuji do mitochondrialni membrany
neuronu (Marco et al., 2004, Pedrola et al., 2005). Usuzujeme proto na ,,loss of function,,
efekt R191X mutace, jeji patogenni vliv a moznou roli v dysfunkci neuronalnich
mitochondrii. Mén¢ Casta R191X detekovana ve dvou neptibuznych rodinach je taktéz

asociovana se spole¢nym haplotypem, ktery zahrnoval vzdalené¢j$i markery a mohl by spolu

Cvwr

5.7 Klinicky a elektrofyziologicky obraz pacienti s mutacemi v GDAPI genu,

korelace genotyp-fenotyp

Nasi pacienti tak jako vétSina pacienti s GDAPI mutacemi se v prvnim roce zivota
psychomotoricky vyvijeli normalné. Pak ale nasledoval rozvoj deformit nohou, které jesté
v détstvi vyzadovaly chirurgickou korekci. Béhem prvni dekady Zivota se 1 u vétSiny nasich
pacientd rozvinul tézky motoricky deficit v distalnich partiich dolnich koncetin. Avsak ani
jeden ve véku 11 az 43 let nebyl nucen pouzivat vozik, jak se ¢asto u GDAPI pacient uvadi
(Nelis et al., 2002; Ammar et al., 2003, Senderek et al., 2003, Birouk et al., 2003, Azzedine et
al., 2003; Di Maria et al., 2004; Claramunt et al., 2005, Sevilla et al., 2003). PostiZzeni
hornich konéetin rtizného stupné bylo u vsSech pacientli az na jednoho evidentni do konce

druhé dekady, ale jen u dvou bylo tézké (Senderek et al, 2003, Birouk et al., 2003; De
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Sandre-Giovannoli et al., 2003; Azzedine et al., 2003; Sevilla et al, 2003). Déle jsme
pozorovali velmi pomalou progresi onemocnéni u heterozygota L239F, u kterého byla ve
veéku 41 let jen lehce oslabena dorzélni flexe nohy.

Také jsme pozorovali vyrazné odliSnou rychlost progrese a zavaznost onemocnéni u
dvou sourozencti odliSného pohlavi heterozygotii pro mutaci R191X. Takova variabilita
klinické tize onemocnéni v ramci jediné rodiny je dobfe znama u dominantniho CMT1A typu
a 1 u pacientt s GDAPI mutacemi byla jiz popsana (Azzedine et al., 2003). VSsichni nasi
GDAPI pacienti méli elektrofyziologicky obraz CMT2. Axondlni typ neuropatie se ukazuje
byt prevazujicim nalezem u pacientd s GDAPI mutacemi (Cuesta et al., 2002; Nelis et al.,
2002; Sevilla et al., 2003; Ammar et al., 2003; Birouk et al., 2003, Azzedine et al., 2003;
DiMaria et al. 2004). U zadného jsme nepozorovali parézu hlasivek ani postizeni jiného
kranidlniho nervu. (Azzedine et al., 2003, Stojkovic et al., 2004, Sevilla et al., 2003; Boerkoel
et al, 2003; Claramunt et al., 2005). Ziidka popisovana skoliéza byla pozorovana u Ctyt
pacientd (Birouk et al., 2003, Sevilla et al., 2003).

S piibyvanim pacientii s GDAPI mutacemi jsou snahy provadét korelace genotyp-
fenotyp. Takovéto korelace mohou pomoci zefektivnit molekuldrné genetickou diagnostiku
dédi¢nych neuropatii, zhodnotit prognézu konkrétni genové poruchy, nebo objasnit
patogenezu onemocnéni (Bouhouche et al., 2007). Srovnavat pacienty s riznymi mutacemi
stejné jako slozené heterozygoty je problematické ¢i spiSe nemozné. Z toho diivodu je snaha
vytvafet soubory pacienti homozygoti na rozSifené mutace. Dosud bylo popsano 14
homozygott hispanské mutace Q163X a 18 homozygotl prevazné z Maroka nositelti mutace
S194X (Sevilla et al., 2003, Boerkoel et al., 2003; Claramunt et al., 2005, Bouhouche et al.,
2007). L239F se ukazuje byt rozsifenou mutaci v evropské populaci. Byla detekovana u 16

pacientd, ¢tyfech Ceskych, osmi pacientli pochazejich z Polska, dvou z Belgicka s predky
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z oblasti polsko-némecké hranice a dvou pacientii z Bulharska (Kabzinska et al., 2010;
Ammar et al., 2003). Dva Cesti a tfi polSti pacienti jsou homozygoti pro tuto mutaci.

Q163X a S194X homozygoti vykazovali zacatek onemocnéni vétSinou v prvnich dvou
letech zivota Casto s opozdénim motorického vyvoje. U vétSiny S194X homozygoti se
rozvinula slabost proximalnich svali dolnich koncetin jiz na konci prvni dekady a v dalsi
dekade¢ vedla ke ztraté schopnosti samostatné chiize s potfebou pouzivat vozik nebo oporu.
V tu dobu byly jiz u vSech jedinct patrny drapovité deformity prsti a rukou (Nelis et al.,
2002; Birouk et al., 2003; Bouhouche et al., 2007). VétSina Q163X homozygotl byla rovnéz
nucena pouzivat vozik a byla postizena parézou hlasivek (Sevilla et al., 2003, Boerkoel et al.,
2003, Claramunt et al., 2005).

Cesti L239F homozygoti podobné jako polsti byli postizeni prvnimi piiznaky
onemocnéni az kolem poloviny prvni dekady zivota. Dva sourozenci z polské rodiny zacali
pouzivat vozik ve druhé a Ctvrté dekadé (Kabzinska et al., 2010). Jeden Cesky L239F
homozygot zacal pouzivat pti chlizi oporu rovnéz az ve ¢tvrté dekadeé. Postizeni hornich
koncetin bylo u ¢eskych L239F homozygoti lehké u 11 leté¢ho chlapce, az stfedné t¢zké u 43
letého muze. Ten dosud pracuje jako sochar.

Slozeni L239F heterozygoti s ,,missense* mutacemi v polské studii vykazovali taktéz
mirnéjsi fenotyp (Kabzinska et al., 2010). Naopak L239F v kombinaci s ,,frameshift nebo
,honsense* mutaci vedlo jejich nositele k tézSimu postizeni. Slozeny heterozygot L239F/
El114fs z belgické¢ studie Ammar nebyl jiz v 11 letech schopen chlize a na$ pacient
L239F/R194X mél tézké postizeni rukou a byl nucen pouzivat pii chlizi oporu jiz v prvni
dekad¢ (Ammar et al., 2003). Pocet pacienti ale stidle neni dostateCny k provadéni

spolehlivych korelaci genotyp-fenotyp.
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5.8  Heterozygotni GDAPI mutace

Pfimé sekvenovani vSech kodujicich exont a ptilehlych intronovych oblasti neodhalilo
druhou patogenni mutaci u dvou z péti, a tedy vyznamné ¢ésti rodin s GDAPI mutacemi.
Vzhledem k neddvnym zjisténim o autozomalné dominantnim efektu nékterych GDAPI
mutaci, provedli jsme téz klinické a elektrofyziologické vySetfeni rodicii heterozygotnich
pacientd (Claramunt et al., 2006). NaSe nalezy neodpovidaji dominantnimu pifenosu
onemocnéni a podporuji doménku, ze CMT fenotyp heterozygotnich pacientl je zplisobeny
postizenim i druhé GDAPI alely v jiné nez sekvenované oblasti, napf. v oblasti promotoru
nebo v hlubokych intronovych tsecich, nebo dokonce postizenim jiného genu.

Haplotypova analyza v téchto rodinach ukdzala vyrazny rozdil v ,,nemutovanych*
chromozomovych haplotypech, odliSujic se v 5 ze 6 testovanych mikrosatelitovych markera
(data nejsou zobrazena). V ¢eské populaci proto mohou existovat dalsi dvé GDAPI mutace za
predpokladu, Ze neuvazujeme digenickou pfi¢inu nemoci. Analyza RNA v rodiné 5 vyloucila
rozsahlé delece a intronové mutace ovliviiujici sestfih mRNA. Nelze také vyloucit ndhodny
spole¢ny vyskyt heterozygotni GDAPI mutace a CMT s jinou genetickou pfi¢inou, napt. u

L239F heterozygota z rodiny 4 s lehkym klinickym fenotypem.

55



6. Zavéry

Tato studie vénovand vyzkumu molekularné-genetickych piicin AR CMT forem
v populaci CR a jejich klinickému fenotypu dospéla k nasledujicim zavérim.
1) Zastoupeni jednotlivych typt dédi¢nosti mezi CMT rodinami Zijicimi v CR odpovida
zastoupeni v jinych evropskych populacich s vyraznou pifevahou dominantniho pfenosu a
sporadického vyskytu onemocnéni nad AR typem dédi¢nosti.
2) Vysetfenim PRX genu u 55 CMTI1 rodin jsme odhalili pouze jedinou dosud
nepopsanou homozygotni mutaci ¢.3286 3354del71 (p.K1095FsX18) u jednoho romského
chlapce. K vysetieni PRX genu budou tedy vybiradni romsti pacienti s demyelinizacnim typem
CMT. Naopak, PRX gen neni opodstatnéné zafazovat do rutinniho diagnostického
molekularné genetického vysetfeni ¢eské populace.
3) Chybéni kyselé domény v periaxinu ziejmé sehrava patogenetickou roli u CMT4F.
4) V GDAPI genu se v ¢eské populaci vyskytuji jenom dvé mutace, ¢.571C>T, R191X a
c.751C>T, L239F. Potvrdili jsme pomérné vysoky zachyt GDAPI mutaci jak v skupiné
vysetfenych AR rodin, tak ve skupiné vysetienych sporadickych pacienti. Mutace v GDAPI
genu jsme prokazali pouze u pacientl s axonalnim typem CMT. Testovani GDAPI genu bude
proto zafazeno do rutinniho molekularné genetického vySetfeni vybranych ceskych CMT2
pacientd. VySetfeni se zaméii na exony 4 a 6 GDAP1 genu, kde tyto mutace lezi.
5) Missense mutace L239F je v ¢eské populaci prevalentni a byla rozsifena efektem
zakladatele. K podobnému zjisténi dospéli 1 polsti kolegové. Tato zjisténi tedy mohou
usnadnit a zefektivnit DNA diagnostiku u pacienti s CMT evropskych populaci zahajenim

cileného vysetfenim na tuto mutaci v GDAPI genu.
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6) L239F homozygoti maji mirngj§i CMT fenotyp v porovnani s homozygotnimi nositeli

studovanych nonsense mutaci Q163X a S194X.
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