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Souhrn

Vazebné analyzy a charakterizovani kandidatnich gesvych lokusi a geni v rodinach s
mnohogetnym vyskytem dédiéné neuropatie Charcot-Marie-Tooth s neobjasénym
genovym defektem.

Vazebné analyzy jsme providoomoci SNRipa u celkemityt rodin s autozoméan
dominant® dédicnou neuropatii CMT.

Vazebna analyza v rodirM vedla k objeveni mutace p.Glu412Gly v g&t®R2, ktera
segreguje s onemogmim v rodirgé a povazujeme ji za kauzalni. Toto tvrzeni podporu;j

e we

(Szigeti, et al. 2007). V rodénM je vyrazr vice postizen proband a naopak jeho sestra a
matka maji jen mirné znamky CMT. Je mozZné gz8itpostizeni je Asobeno fitomnosti
mutace p.Asp246Asn v geiPZ, ktera byla nalezena u probanda a jeho zdravél® at

proto je samostatipovaZzovana za polymorfismus nelitppdré za recesivni mutaci.
Pritomnost obou mutaci v geneEBR2, ktery je transkripnim faktorem aMIPZ muze

vyvolavat vyrazg t¢ZSi fenotyp a ovliiovat spravnou funkci myelinu jako obalu perifernich
nenvi (LeBlanc, et al. 2007).

Ve dvou rodinach (H a T) se pdda vyloucit vSechny dosud znamé lokusy/geny spojované
s autozomakh dominantnim typem CMT a jedna se tak pggpatiobr o novy, je&t
nepopsany typ CMT. V rodénT byla nalezena vazba celkem k 9 oblastem s paaiti LOD

skore, picemz nejvyssSiho LOD skore — 2.105 doséttigi oblasti na chromozomech 2, 6,

11 a 21. Vrodiaa H byla nalezena vazba k celkem 10 oblastem sipoizit LOD skore a



nejvysSiho LOD skoére — 1.505 dosahlo sedm oblastihmomozomech 3, 7, 10, 11, 11, 12 a
17.

V roding C zbyva vylouit ptipadné mutace v geRAB7, ktery se nachazi v oblasti s

vazbou, ostatni oblasti spojené s CMT jsou vbme.

V rodinéach s vylogenymi vSemi znamymi lokusy pro AD CMT bude dalSirakem

provedeni masivniho sekvenovani (next generatiQueseing) cileného na oblasti s vazbou.

Homozygotni mapovani u romskych rodin g£asnou nesyndromovou hluchotou nebo
dédi¢nou neuropatii CMT.

Homozygotnim mapovanim bylo vygemo @t rodin, ¥ s nesyndromovou hluchotou a&dv
s cédi¢nou neuropatii CMT. V rodinNSHL-1, kter& je konsangvinni, obsahovala jedna
z nejwtSich homozygotnich oblasti na chromozomu 5MARVELD?2, jehoz mutace jiz
byly popsany u nesyndromové hluchoty DFNB49 (Chjstttal. 2008; Riazuddin, et al.
2006). Sekvenovani geMIARVELD?2 odhalilo mutaci ¢.1331+2 T>C (IVS4+2 T>C)

v homozygotnim stavu u neslySiciho pacienta. \fg&@tn dalSich 19 romskych paciént
byla nalezena stejnd mutace §agtdalSich dvou rodin. Jedné se prgatiobrg o
vyznamnou fi¢inu nesyndromové hluchoty v romské popula€ieské republice. i
vySeteni 40 pacietitneromskéhojvodu s hluchotou nebyla nalezena Zadna patogenni
mutace v genMARVELD2.

U dalSich 4 rodin, které byly g@zeny na homozygotni mapovani jsou v nalezenych
homozygotnich oblastechfitpmny lokusy/geny, které jeStbyva vysdit sekvenovanim na

piipadnou pitomnost patogennich mutaci.



Fenotypova exprese novych mutaci v gene@JB1, MPZ a PMP22.

Analyzovali jsme charakter a fenotypovou expresow nalezenych dosud nepopsanych
mutaci v genechasto spojovanych sdi¢nou neuropatii. Ze 6 népopsanych mutaci v
genuGJBL1 jsme u 5 z nich prokazali jejich patogenni charakt zakla8l segregace mutaci
v rodinach a pomoci géacovych prediknich analyz. Mutace p.Vall70lle je nepatogennim
polymorfismem. Pro tento fakt &ki, Ze nesegreguje s onemdcim v rodirg, vysledky
pacitacovych prediknich analyz a nekonzervovanost pozice 170 meziydMilgenuGJB1

se jedna se o prvni mutaci vedouci k g&raminokyseliny, ktera neni patogenni (Reilly, et
al. 2011).

Z 11 now popsanych mutaci v getiPZ jsme prokazali patogenni efekt u 8 z niché Dv
mutace jsou nepatogennimi polymorfismy, protozeys&ytuji i u zdravyctelena rodin. U
mutace p.Val46Met nelze o patogennim efektu jedaoerozhodnout, postizené pacientka
trpi pouze senzitivni neuropatii bez svalové slabos

Ze 4 novych mutaci v gerRMP22 jedna mutace Zgobuje &Zkou Dejerine-Sottas

neuropatii aif jsou zodpo¥dné za hereditarni neuropatii se sklonem k otlakopgrézam.

Vysledky analyz novych mutaci v gene@bB1, MPZ aPMP22 jsme publikovali v

casopisech Genetic Testing and Molecular Biomark@isjcal Genetics a Muscle and

Nerve.

-10 -



Summary
Linkage analyses and characterization of candidatgene locuses and genes in families
with multiple appearance of hereditary neuropathy Gharcot-Marie-Tooth with
unexplained gene defect.
We have performed linkage analyses with the usN#® chips in four families with
autosomal dominant hereditary neuropathy CMT.
Linkage analysis in family M has helped to discatver mutation p.Glu412Gly in gene
EGR2 which segregates with the disease in the famiti\vaa consider it as causal for the
disease. In the same codon another pathogenicionuteas reported (Szigeti, et al. 2007),
which supports the pathogenic effect of p.Glu412@iitation. The proband from family M
Is more severely affected than his mother andrsistey both have only mild signs of CMT.
The more severe phenotype of the proband may besiuét of a combination with the
mutation p.Asp246Asn in thdPZ gene. This mutation was also found in the hedHther
and is considered as a polymorphism or a recessination (Brozkova, et al. 2010). The
coincidence of both mutations HGR2 andMPZ genes can be the reason for severe
phenotype and can involve the function of myelip@mnipheral nerves (LeBlanc, et al. 2007).
All known locuses/genes associated with autosoroaligant type of CMT are excluded in
families H and T. The CMT in these families is cadigprobably due to a new, not yet
reported type of CMT. In family T the linkage tor8gions with positive LOD score was
found. The maximum LOD score — 2.105 was foundur fegions on chromosomes 2, 6, 11
and 21. In the family H the linkage to 10 regionghwpositive LOD score was found. The
maximum LOD score — 1.505 was found in seven reggammnchromosomes 3, 7, 10, 11, 11,

12 and 17.

-11 -



The mutations in the ge®AB7 has to be examined in the family C. The gRAB7 is
located in the region with linkage, other regiossaxiated with the CMT are excluded.
Following plan is to perform next generation seaug focused on regions with linkage in

families with excluded all known regions associatgith AD CMT.

Homozygosity mapping in Roma families with early na-syndromic hearing loss or
hereditary neuropathy CMT.

Five families were examined by homozygosity mappihgee with non-syndromic hearing
loss and two with hereditary neuropathy CMT.

The second largest homozygous region in a deamidtiom consanguineous family NSHL-
1 was mapped to previously reported DFNB49 regiimighti, et al. 2008; Riazuddin, et al.
2006). The sequencing of geMARVELD?2 revealed the homozygous mutation ¢.1331+2
T>C (IVS4+2 T>C) in deaf patient. Subsequentlysheme mutation was found in two more
Roma families from a 19 unrelated Czech Roma patiith deafness tested for
MARVELD2 gene. Mutations in thelARVELD2 gene seem to be a significant cause of early
non-syndromic hearing loss in Czech Roma and #m& ghould be tested in this group of
patients afteGJB2. To explore the importance MARVELD2 mutations and DFNB49 for
the general Czech and Central European populatittnearly hearing loss we have also
tested 40 unrelated Czech patients with autososmeaksive NSHL with previously excluded
GJB2 mutations. No pathogenic mutationNtARVELD2 gene was found in a group of 40

Czech non-Roma patients.

-12 -



Homozygosity mapping in additional four familievealed regions with locuses/genes
associated with non-syndromic hearing loss and llaeg to be sequenced for possible

mutations.

Phenotypic expression of novel mutations in the gesGJB1, MPZ and PMP22.

We have analysed the character and phenotypic &siprein novel, not yet reported
mutations in genes frequently associated with hiemgtheuropathy.

Five of the six novel mutations in tk&IB1 gene were proved to be pathogenic on the basis
of segregation in the families and with the usenedilico computer analyses. Mutation
p.Vall70lle is nonpathogenic polymorphism, becaudees not segregate in the family and
the position 170 is not strongly conserved amorgigs. This is the first mutation leading to
an aminoacid change, which is not pathogeni@JB1 gene (Reilly, et al. 2011).

We have proven the pathogenic efect in eight odtlafiovel mutations in thdPZ gene.

Two mutations are non-pathogenic polymorphismsabse they were found in healthy
family members. Whether the mutation p.Val46Metashogenic remains unanswered, the
affected patient suffer only from sensitive neutbgavithout muscle weakness.

One from the four novel mutations in the PMP22egeauses the severe Dejerine-Sottas
neuropathy and the remaining three are causaki@ditary neuropathy with liability to
pressure palsies.

The findings of novel mutations in gen®3B1, MPZ andPMP22 were published in journals

Genetic Testing and Molecular Biomarkers, CliniGanetics and Muscle and Nerve.

-13 -



1 Oddil - Vazebné analyzy a charakterizovani
kandidatnich genovych lokusi a geni v rodinach

s mnohaetnym vyskytem cdiéné neuropatie Charcot-
Marie-Tooth s neobjasrfnym genovym defektem.

1.1 Uvod

Dédi¢na neuropatie neboli onemaer Charcot-Marie-Tooth je n&gsgjSim nervosvalovym
onemockinim s prevalenci 1:2500. Jinfasto pouZivany nazev je hereditarni motoricko-
senzitivni neuropatie — HMSN (Thomas, et al. 19Z&kladni dleni dédicnych neuropatii je
podle elektrofyziologickych nalézresp. podle rychlosti vedeni vzruchu perifernimvam
na typ 1 — demyelinizai a typ 2 — axonalni. U demyelin&zdho typu (typu 1) je rychlost
vedeni na n. medianus nizsi nez 38 m/systadiku postizeni myelinového obalu nervu. U
axonalniho typu (typ 2) jsou rychlosti vedeni nanmedianus normalni nebo jen lehce
shizené, ale vySSi nez 38 m/s\padaji vSak nizké amplitudy sudmého akniho svalového
potencialu v dsledku postizeni axonu (Haberlova, et al. 2006;dithgrand Thomas 1980).
CMT se obvykle projevuje progresivni distalni svalo slabosti a atrofiemittve na dolnich

a pozdji vétsinou i na hornich kaetinach. CMT je Klinicky i geneticky velice hetesymi
onemocini (Thomas, et al. 1974). Dosud je zndmo vice 1egeti, jejichz mutace riive
zpasobit CMT a tada  dalSich lokis sdosud neobjevenymi  geny

(http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/Mutationsfult.cfm [cit.2011-05-10]). U

CMT jsou znamy vSechny #poby mendelovskésdicnosti.
Pti rodinném vyskytu CMT je mozZno pouzit vazebnoulgnak hledani oblasti v genomu
s vazbou k onemoéni. Spoluprace DNA laborate s Univerzitou v Antwerpach vedla uz

v minulosti nap. k objevu mutace v gertdSP22 u rodiny s autozomatndominantni formou

-14 -



distalni motorické neuropatie (dHMNIl) pomoci vaméb analyzy s pouZitim

mikrosatelitovych markér(lrobi, et al. 2004).

1.2 Cile

1. Doplnit klinickd a genealogickd data vybranycddin a doplnit a shromazdit chyjici

vzorky DNA od vSech dostupnych a clijibich ¢lena vybranych rodin.

2. Provést celogenomové genotypovani pomoci SR u nejvhodsjSich rodin a

vyhodnotit vysledky.

3. Charakterizovat chromozomalni lokusy s vazband&mocgni v rodiré. Analyzovat a

detekovat kauzalni mutace ve vybranych kandidatgehech uvnit zjiSttnych lokus.

1.3 Pacienti

DNA laboratd Kliniky détské neurologie UK 2.LF jiz od roku 1997 provadi DMySeteni
pacienti s d¢dicnou neuropatii a potido se tak shromézdit rozsahly soubor vice nez 2500
rodin resp. nefbuznych pacietits onemocénim CMT. U iblizné poloviny nepibuznych
pacienti zistava, i po vyloteni nefasgjSich @ic¢in a rodinném vyskytu, i¢ina CMT
neznama.

Z takovéto skupiny bylo vybrano 8 rodin s CMT vhgdn, po kompletnim dopémi vSech
klinickych dat, pro vazebnou analyzu. U vSech osodin se jednalo o autozomdlin

dominantni (AD) typ penosu.Ctyfi rodiny (rodina C, M, N, O) byly dle EMG nélezu

-15 -



zaazeny jako demyelinizai — typ CMT1. U zbylychityi rodin (rodina E, R, H, T) byl
zjistén axonalni typ CMT — CMT2.
Vzorky DNA byly ziskany bd' izolaci z periferni krve nebo ze slin. VSichni eéni

podepsali informovany souhlas s diagnostikou CM@jieh rodirg.

1.4 Metody

1.4.1 Geneticka vySdeni

Celogenomové genotypovani pomoci SkiBu firmy Affymetrix probéhlo na zakazku

v Servisni laborai® funkéni genomiky a bioinformatikyhttp://core.img.cas.cZtit.2008-7-

20]) UMG CAV. Rodiny byly genotypovany naipech Affymetrix GeneChip Human
Mapping 10K arrays Xbal 142 2.0 (Affymetrix, Sakara, CA, USA).

Nasledné zpracovani genotlym export soubdr pro vazebnou analyzu byl proveden
s pouzitim programu Affymetrix GeneCkpGenotyping Analysis Software [GTYPE verze
4.1).

Vypocet vazebné analyzy byl proveden v programu prassitkou genetiku Merlin [verze
1.1.2] (Abecasis, et al. 2002). Pro vy¢pb parametrické vazebné analyzy byla pouzita
frekvence postizené alely v populaci 0.0001 a panet byla nastavena pro autozomaln
dominantni penos onemocmi s plnou penetranci ( riziko postiZzeni u osobyjicn®,1,2
kopie postizené alely - 0.0001,1.0,1.0)

Pro ugesréni pozice jednotlivych SNP a gerpopsanych pro CMT byl pouzit UCSC

genome browser h{tp://genome.ucsc.educit 2009-3-10]) s human genome reference

assembly GRCh37.
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1.4.2 Kilinicka a elektrofyziologické vySefeni

Klinickd vySeteni byla provaéha Prof. MUDr. Pavlem Seemanem, Ph.D v ambulancich
Kliniky détské neurologie 2.LF UK a FNM.

Elektrofyziologicka i klinicka vySéeni dosplych pacieni provadl As. MUDr. Radim
Mazanec, Ph.D. na Neurologické klinice déigph 2.LF UK a FNM. Elektrofyziologicka i
neurologicka vySéeni dtskych pacient provadla na Klinice dtské neurologie 2.LF UK a

FNM As. MUDr. Jana Haberlova, Ph.D.

1.5 Vysledky

U rodin N, O, C, se nepotilm zkompletovat klinické nalezy, vzorky DNA a vy&e zbylé
¢leny rodiny. V rodig R byla je& pred z&atkem genotypovani objevena kauzalni mutace

v genuMFN2 zodpowdna za onemoeni CMT v této rodis.

15.1 RodinaT

Klinicka vySetieni

Opakovanim Kklinického a elektrofyziologického vygei u ¢asti rodiny T (Obrazek 1)
umoznilo ugesnit velice mirny fenotyp axonalniho (CMT2) typMT v roding (Tabulka 1).
Dle nového EMG vySéeni byl ugresrén nélez u pacientky IV/2 a né\byla zd&azena jako
postizena onemo¢énim CMT. Podrobnou anamnézou se pgddavypatrat a ziskat tkajiz
zenteléhoclena rodiny T — II/4. BohuZel izolovana DNA z parafvych bl@ka byla zn&né
fragmentovana a nebylo ji mozno pouzit k hybridizaa ¢ipech a k roz$éni vazebné

analyzy.
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Rodina T

G4
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DT
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M1 lir2 i3 4 15 /6
# #
Vi1 Ivi2 VI3 Ivi4 IVi5 IVi6 wir
# # # # # #

20

i viz Vi3 via
#

Obrazek 1- rodokmen rodiny T s autozomal# dominantnim typem CMT.

Kruh — Zenagtverec — muZgerny vyplreny symbol — postiZzeny, #enové rodiny genotypovani na
¢ipech Affymetrix GeneChip Human Mapping 10K arraysal.

Prvni giznak onemoani u pacienta 1lI/5 zsl ve 35 letech tvrdym doSlapovanim. V dob
vySeteni mu bylo 59 let a v poslednich 3 letech uvadidiuti nohou, nesSikovnost rukou a
Spatnou stabilitu. V klinickém nalezu byly hypoteofdrobnych sval ruky a edlokti a
nevybavneé reflexy na hornich k&tinach. Na dolnich kaetinach byla nazrana deformita
pes cavus, oslabena dorsalni a plantarni flexe.rgochovita taktilni hypestezie sahala
ke kolerim na DK a k lokim na hornich katetinach.

Pacientka Ill/4 si vSimla prvnichignaki v 50 letech, kdy se ji zhorSilaicte, nemohla se
rozbthnout a postavit se na 8ky. V doke vySeteni bylo pacientce 61 let a v nalezu
dominovala deformita nohou — vysSi nart a kladivkpusty, zhorSena citlivost obou nohou a

horSi Sikovnost prétobou rukou.
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Pacientka IV/4 pozoruje dupavoudzih od 40 let. Na nohou je patrny vySSi nart, kladiwé
prsty a atrofie drobnych svahohy. Lehké atrofie jsou patrné i na drobnych esfalruky.
Pacientka IV/2 byla zazena jako postizend aZz po opakovaném Klinickém a
elektrofyziologickém vySéeni. Subjektiva si nestZuje na Zadné problémy. Objektévméa

ve 42 letech pouze vysSi néart s kladivkovymi pestyypotrofie drobnych svalnohou. Na
EMG vySeteni je |éze pouze motorickych nérvez postizeni senzitivnhich néry

Tabulka 1- Elektrofyziologicka vySe¥eni postizenychtleni rodiny T.
U postizenyckelena rodiny T je ndlez na EMG vy&eni nejvice abnormni u paciértl/s a 1li/4,

ktefi jsou i starSi a onemo&mi u nich trva jiz delSi dobu. U pacienta Ill/5k@me nizSich amplitud
patrna i snizend rychlost vedeni. U pacientek B/I¥/2 jsou EMG nalezy vyjaeny jen mirg.

horni kon €etiny

n. medianus n. ulnaris n. medianus n. ulnaris

MNCV  |Amplituda]MNCV  |Amplituda [SNCV  |Amplituda |SNCV Amplituda

norma | >50m/s|>42mV|>50m/s| >55mV|>48m/s| >15uV | >48m/s| > 10 uVv
/5 43m/s | 2.6 mV | 49m/s 4.4 mV | 29 m/s 47wV | 47mis 3.9 v
/4 58.0m/s|] 4.7mV | 72.6 m/s] 10.1 mV [61.5m/s| 15.7 uyvV nr -
I\V/4 52.6m/s| 11.2mV | 63.0m/s| 7.9mV |44.4m/s| 39.8uV |47.2m/s| 26.6 yv
IvV/2 59.7m/s| 9.1mV | 60.6 m/s| 13.1mV |57.1m/s| 18.7 yV | 60.9 m/s| 19.3 pv

dolni kon €etiny
n. tibialis n. suralis

MNCV  |Amplituda]SNCV Amplituda
norma [ >40m/s|>25mV]>38m/s| >8.8uVv

11/5 nr - nr -
/4 51.7m/s| 0.5mV |354m/s| 7.7 pVv
IV/4 389 m/s| 5.2mV nr -

IvV/2 439m/s| 58mV |45.2m/s| 7.6 yv
MNCYV — (motor nerve conduction velocity) — rychlagtdeni motorickymi viakny, SNCV — (sensory
nerve conduction velocity) — rychlost vedeni seémaimi vliakny, n.r.-, nevybavné. Abnormni
hodnoty jsou zvyrazmé tune.

Vroding T se jedna o @li¢cnou neuropatii axonalniho typu s pozdnim vznikentizola
mirnym klinickym nalezem, ve kteréem dominuji defdgrmohou typu pes cavus a atrofie

drobnych sval ruky a nohy.
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Geneticka vyseteni

Predchozim DNA vyséenim, provedenym v nasi laboratdoyly u této rodiny vyloteny
kauzalni mutace v genecJBl, MPZ a MFN2. Pomoci mikrosatelitové fragmetita
analyzy byla vylotena duplikace/delece geRVIP22.

Celogenomovym genotypovanim bylo vygeio 11 ¢lend rodiny (Obrazek 1). Vypaet
vazebné analyzy programem Merlin ukazal 9 oblaptztivnim LOD skore pro rodinu T
(Tabulka 2).

Nejvyssiho LOD skore — 2.105 dosabtyii oblasti na chromozomech 2, 6,11 a 21.

Tabulka 2— Prehled oblasti s pozitivnim LOD skore nalezenych wodiny T.

LOD | poéet rozsah oblasti pozice na chromozomu | velikost
chr. | max | SNP | zagatek konec zaatek konec (Mb) band
2 |2.105] 4 [rs2355056|rs1048610 8,228,731 9,634,856] 1.41 [2p25.1
4 11.004] 4 |rs2022302|rs1822320 2,175,733| 4,213,339] 2.04 |4p16.3
6 |2.107| 161 |[rs2224003| rs675016| 95,156,418|140,233,497| 45.08 [6qg16.1-g24.1
9 ]11.893| 10 | rs946816 |rs2185935| 115,091,259|117,502,242| 2.41 [9g32
11 [2.107] 31 | rs762044 |rs1037412| 33,533,485| 40,276,725| 6.74 |11pl3-pl2
12 10.828 5 [rs2895125| rs708354 | 129,680,945|130,474,184] 0.79 [12g24.33
18 ]0.495 7 rs657138 |rs2160964 252,559 1,574,274 1.32 [18p11.32
20 ]1.295| 11 | rs721220 [rs1569608] 30,006,309| 38,016,516/ 8.01 |20gl11.21-g12
21 12.107| 40 [rs2249007{rs1041437] 29,762,974| 38,198,459| 8.44 |21g21.3-g22.13

chr. — chromozom, Mb — mega base pairs

Porovnanim nalezenych oblasti s vazbou s oblastmpgpsanymi u CMT byl nalezen
piekryv s genenFlG4 na chromozomu 6. Tento gen byl popsany u rodinteczamalg
recesivnim penosem CMT a proto jsme ho amddu AD pgenosu CMT v této rodin
vylow¢ili z dalSiho testovani.

K vylou¢eni vazby u zbylych AD lokuggen byla pouZzita hodnota LOD skore niZsi nez 2.
Poddilo se vyloit vSechny AD geny spojené s CMT krétdSPB1, BSCL2 a SOX10.
Sekvenovani neodhalilo patogenni mutace v gene@Bl a BSCL2. Gen SOX10

neodpovidal fenotypu v rodira nebyl proto vybran k sekvenovani.
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1.5.2 Rodina H

Klinick& vySetieni

V rodiné H se pod&alo doplnit informace o druhé&asti rodiny (111/3, 111/4, IV/3, IV/4) a
proveést u nich klinicka a EMG vy&ehi a odbr krve na izolaci DNA (Obrazek 2).
Onemocgni CMT se v rodig prenasi autozoméatrdominant® (AD) a dle EMG vySéeni

se jedna o axondlni (typ 2) formu CMT (Tabulka 3).

Rodina H
1 Ir2
1 W2
#

11 w2 3 /4
# # # #
V1 vi2 I3 vi4
# # # #

Obrazek 2— rodokmen rodiny H s autozomal# dominantnim typem CMT.

Kruh — Zenagtverec — muzgerny vyplrény symbol — postizeny, #enové rodiny genotypovani na
¢ipech Affymetrix GeneChip Human Mapping 10K arra§sal.

Prvni giznaky onemoaini - slabost dolnich kaetin, se objevuji kolem 15 leteku (u
pacient IV/1, IV/2) a pozdji kolem 35 let ¥ku (lll/2, 11/3). U pacient IV/1 a IV/2

nastupuje slabost hornich Karin kolem 28 let ¥ku u pacient 111/2 a 1ll/3 kolem 44 let
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véku. U vSech postizenyatiena rodiny jsou vyrazné atrofie od kolen distéli©brazek 3) se
snizenymi az vyhaslymi reflexy a hypestezii od kotloki. Mirné atrofie jsou patrné i na

hornich ko®etinach a postiZzeni siéZuji na neobratnost rukou.

Tabulka 3— Elektrofyziologicka vySefeni postizenychélena rodiny H.

Patrné jsou vyraznsnizené amplitudy, které vypovidaji o axonalniput€MT — CMT2. Naopak
rychlosti vedeni na EMG jsou téimv norne, krome pacient: 111/2 a 11I/3, kteri jsou vyrazg starsi a
onemockni CMT u nich zainalo v mladSim &u nez u pacieitlVv/1 a IV/2.

horni kon €etiny

n. medianus n. ulnaris n. medianus n. ulnaris
MNCV | Amplituda] MNCV | Amplitudal SNCV |Amplituda] SNCV | Amplituda

normal >50m/s| >4.2mV|>50m/s| >55mV | >48m/s| >15uV | >48 m/s| > 10 uV
IV/1 ] 55.5m/s| 4.4mV [62.1m/s| 9.0mV | 43.5m/s 30uV |42.8m/s| 18 uVv
IV/2 ] 57.3m/s] 10.4mV | 55.7m/s| 10.3mV | 37.8m/s| 12,1 pV [41.5m/s| 5.1pV
/2 139.3mis] 1.2mV | 64.7m/s| 7.5mV ]29.5m/s| 20.0pyV |33.3m/s| 22.0 uyVv
/3 |48.0m/s| 0.8mVv | 57.3m/s| 3.8mV |31, 7m/s| 3.8uV |34.2m/s| 1.7V

dolni kon €etiny
n. tibialis n. suralis
MNCV | Amplituda] SNCV | Amplituda
normal >40m/s| >2.5mV | >38m/s| >8.8 yv
IV/1 ]151.8m/s| 13.1mV | 32.3 m/s 12 yv
IVI2 | 44.7m/s| 128 mV | 38.6 m/s| 7.8 uyv
/2 136.0m/s| 2.9 mV | 25.5m/s 5.5 pv
/3 137.9mis| 3.2mv n.r. -
MNCYV - (motor nerve conduction velocity) — rychlagtdeni motorickymi viakny, SNCV — (sensory
nerve conduction velocity) — rychlost vedeni sawaiti vliakny, n.r.- nevybavné. Patologické
hodnoty jsou zvyrazmé tune.
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Obrazek 3 — pacienti rodiny H
Obrazky dolnich kotetin ukazuji vyrazné atrofie od kolen distglnejvice patrné u pacienta IV/1. U
pacientky 1ll/2 je vidt i oslabeni a neobratnost hornich &etin, kdy pacientcedi problém sekit

prsty do Spetky.
Pacientka I1/2

Pacient IV/1

Pacient IV/2

Geneticka vyseteni
Predchozim DNA vyséenim, provedenym v nasi laboratdoyly u této rodiny vyloteny
kauzalni mutace v genecklPZ, MFN2 a PMP22. Fipadnd mutace v genGJB1l je

vylou¢ena uz v rodokmenu@nosem onemoéni z otce na syna.
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Celogenomovym genotypovanim bylo vy&eio 8¢lent rodiny. Vypaet vazebné analyzy
programem Merlin ukazal 10 oblasti s pozitivnim L&Kdre pro rodinu H (Tabulka 4).
Nejvyssiho LOD skére — 1.505 doséahlo sedm oblastihmomozomech 3, 7, 10, 11, 11, 12 a
17.

Tabulka 4— Prehled oblasti s pozitivnim LOD skore nalezenych wdiny H

LOD |pocet rozsah oblasti ozice na chromozomu velikost
chr. | max | SNP | zacatek konec zacatek konec (Mb) band
1 ]10.332| 10 |[rs2050632|rs2211638|245,159,567|248,793,746] 3.63 1944

3 [1505f 75 ([rs1351865|rs3906725 678,347 11,666,294] 10.99 3p26.3-p25.3
6 [0.195( 13 ([rs201249 |rs1342008f 10,013,680| 14,568,669] 4.55 6p24.3-p23
7 11.505[ 51 ([rs1569095|rs1075042 48,544,033] 71,395,150 22.85 | 7p12.3-q11.22

10 | 1.505| 25 |rs2344769|rs1917152] 82,505,813| 87,603,451] 5.10 10g23.1
11 | 1.505]| 51 |rs2346824(rs1895727| 7,397,799| 19,777,715] 12.38 | 11p15.4-p15.1
11 | 1.505 6 |rs1431775|rs718239 [133,037,343[134,897,304f 1.86 11925

12 ]11.505] 30 [rs1392237(rs952724 1123,095,041|132,022,561] 8.93 [12924.31-9q24.33
17 | 1.505| 49 |[rs781852 |rs1589464| 3,953,102 25,412,715] 21.46 | 17pl13.2-q11.1
18 | 0.248 3 [rs1944014|rs476897 | 76,025,123| 77,166,453] 1.14 18923

chr. — chromozom, Mb — mega base pairs

Porovnanim nalezenych oblasti s vazbou s oblastmpgpsanymi u CMT byl nalezen
piekryv s genemSBF2 na chromozomu 11, slokusem CMT4G a s gerleP22 na
chromozomu 17. Gei®BF2 a lokus CMT4G jsme z dalSiho testovani vyibu protoze
mutace gent8BF2 a lokus CMT4G byly popsany pouze u rodin s autado#nrecesivnim
prenosem.

K vylouc¢eni vazby u zbylych AD lokuggeni byla pouzita hodnota LOD skére nizsi nez —2.
Poddilo se vylogit vSechny AD geny spojené s CMT krdmeni HSPB1 aHSPBS.
Sekvenovani neodhalilo patogenni mutace v gem&&PB8 a HSPB1, ani v genuPMP22

ktery se vyskytuje v oblasti s vazbou.
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1.5.3 RodinaC
Klinicka vySetieni
Rodinu C bohuZel nebylo moZno doplnit o daiBbpzné, a zvysit tak get ¢leni genotypovanych

na SNRipech a tak i LOD skéreQbrazek 4.

V rodirg C jde o demyelinizani typ CMT (CMT1) a autozomatdominantni (AD) typ fenosu.

Rodina C
112 11
7 e 0 O, e M
(1] /2 3 4 /5 /6
# # # #
1 /2 /4 m3
# # # #

Obrazek 4— rodokmen rodiny C s autozomal& dominantnim typem CMT.

Kruh — Zenagtverec — muZgerny vyplreny symbol — postiZzeny, #enové rodiny genotypovani na
¢ipech Affymetrix GeneChip Human Mapping 10K arra§sal.

Projev CMT je vyraz§Si u obou starSich pacientek 11/2 a 1l/5 ( 45 déi0s dol& vySeteni),
které maji slabost nejen na dolnich, ale i na lbrrkortetinach a zhorSenou jemnou
motoriku. U pacientky 11/2 jsou patrné svalové &&ona pravem fedlokti a nevybavné
reflexy na hornich katetinach.

U mladSich paciedt l1/2, 11I/3 a lll/4 se onemocéni CMT projevuje pouze na dolnich

koncetinach a to snizenymi az vyhaslymi reflexy a omemedorsélni flexi. U pacieintll/3
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a lll/4 je deformita nohy typu pes planovalgus,acipnta 111/2 je spiSe vy3si klenba chodidla
(Obrazek 5).

Dle nalezu na EMG (Tabulka 5) se jedn&zkou demyelinizéni formu CMT.

Tabulka 5— Elektrofyziologické vySe¥eni postizenychélent rodiny C.

U vSech vySéenychelena rodiny C jsou jak na hornich, tak na dolnich detimach patrné vyrazn

snizené rychlosti vedeni pod 38 m/s, ktek@l&vpro typ CMT 1 — demyelinizai. Distalni
motorické latence jsou v nogm

horni kon €etiny

n. medianus n. ulnaris n. medianus n. ulnaris

MNCV DML MNCV DML SNCV DML SNCV DML
norma >50m/s | >3.6ms | >50m/s | >25ms | >48m/s| >15uV | >48m/s | >10 uVv
11/5 21.0m/s |7.5ms 19.6 m/s |4.4ms n.r. - n.r. -
11/4 34.1m/s |5.8ms 30.8m/s [3.5ms NA - NA -
11/3 324 m/s |7.1 ms 23.8m/s |4.9 ms NA - NA -
/2 19.9m/s [9.0 ms 26.7m/s |6.5ms NA - NA -
/2 32.1m/s |4.0ms 40.0m/s 2.9 ms NA - NA -

dolni kon ¢€etiny

n. tibialis n. suralis

MNCV DML SNCV DML
norma >40m/s | >5.1ms | >38m/s | >8.8 uVv
11/5 n.r. - n.r. -
11/4 26.1m/s |7.0ms NA -
11/3 23.1m/s |7.5ms NA -
/2 15.3m/s |8.0 ms NA -
/2 31.3m/s |6.0ms NA -

MNCYV — (motor nerve conduction velocity) — rychlagtdeni motorickymi viakny, SNCV — (sensory
nerve conduction velocity) — rychlost vedeni sewazimi vlidkny, n.r.- nevybavné. NA — hodnota neni
k dispozici. Abnormni hodnoty jsou zvyraamé tung.
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Obrazek 5— pacienti rodiny C

Na obrazcich pacientek II/5 a Il/2 jsou patrné deifty chodidel — pes cavus. U paciéil/3 a 111/4
jsou spiSe chodidla plocha a u pacienta Ill/2 jen@avySsi klenba. Atrofie sMadolnich koretin
nejsou patrny.

Pacientka I1/5

=S

Pacient 111/3 Pacient lll/4
| == = | 5 ]

Pacientka 11/2 Pacient 11/2

Geneticka vyseteni

Predchozim DNA vySéenim, provedenym v naSi laboridoyly u této rodiny vylogeny
kauzalni mutace v geneddPZ, GJB1. Pomoci mikrosatelitové analyzy byla vytema

duplikace/delece gerMP22.
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Celogenomovym genotypovanim bylo vyge 8clena rodiny. Vypdet vazebné analyzy

programem Merlin odhalil 21 oblasti s pozitivnim D@kore pro rodinu C (Tabulka 6).

N e

Nejvyssiho LOD skore — 1.2 dosahlo deset oblasti.

Tabulka 6— Pirehled oblasti s pozitivnim LOD skore nalezenych wdiny C

LOD | poéet rozsah oblasti pozice na chromozomu velikost
chr. | max | SNP | zaéatek konec za éatek konec (Mb) band
1 [1.154| 36 |rs1393064| rs728611 | 3,099,138 | 19,948,507 | 16.85 |[1p36.32-1p36.13
3 11.204| 233 |rs1036051| rs1369548 | 69,899,367 | 149,260,080 | 79.36 3p13-3g25.1
4 11.204| 95 |rs2324240( rs1105434 | 23,962,127 [ 57,793,751 | 33.83 4p15.2-4912
4 |1.203| 115 |rs4129776( rs1112139 |165,282,315( 190,716,184 | 25.43 4032.3-4935.2
5 ]1.204| 247 |rs1371810| rs2312165 | 34,503,352 | 104,992,579 | 70.49 5p13.2-5021.3
6 |1.203] 86 |[rs1418708]| rs2077780| 205,610 18,321,071 | 18.12 6p25.3-6p22.3
7 |11.203] 3 [rs1074977]| rs1181740 |139,492,647| 141,133,121 | 1.64 7934
7 |11.087| 23 |[rs1382191| rs842437 |148,707,217| 158,555,449 | 9.85 7036.1-7936.3
11 [ 1.204] 179 [rs1944714] rs763857 | 79385403 | 113,997,335| 34.61 | 11914.1-11g23.2
13 [ 1.204] 50 | rs726249 | rs1026727 | 72,652,421 | 81,824,427 9.17 | 13g21.33-13g31.1
14 {1.173] 11 [rs1950710] rs2378971 ] 29,659,737 | 32,370,206 2.71 14912
14 [ 1.204] 138 |rs2332909]| rs726996 | 73,163,314 | 107,240,991 | 34.08 | 14g24.2-14932.33
16 [ 1.174] 12 |[rs1364193] rs1420576 | 29,234,698 | 51,236,129 | 22.00 | 16pl11.2-16g12.1
18 [ 1.199] 26 [rs2006747] rs2083020 | 47,968,358 | 54,567,759 6.60 |18g21.1-18¢g21.31
18 [ 0.266| 11 | rs666198 | rs952857 | 59,663,565 | 61,374,572 1.71 18g21.33
18 [1.182] 37 | rs967975 | rs476897 | 67,062,025 | 77,166,453 | 10.10 18923-18g22.2
19 [1.167] 17 [rs1366444] rs2411320 ] 48,563,534 | 51,901,439 3.34 19g13.33-199q13.41
20 |1 1.194] 36 | rs916954 | rs720607 | 51,859,302 | 61,895,909 [ 10.04 [ 20g13.2-20913.33
21 ]11.201] 21 |[rs2409523] rs2032092 | 35,918,051 | 39,782,971 3.86 | 21g22.12-21g22.2
2110438 9 rs915847 | rs1598206 | 43,657,248 | 45,058,776 1.40 21g22.3
22 11.198] 21 | rs763668 | rs2340603 | 37,511,076 | 50,578,813 | 13.07 | 22g12.3-22913.33

chr. — chromozom, Mb — mega base pairs

Porovnanim nalezenych oblasti s vazbou s oblastmpgpsanymi u CMT byl nalezen

piekryv se temi geny -MFN2, RAB7, SOX10 a jednou oblasti- HMSN-P . Ge&DX10 a

oblast HMSN-P jsme z dalSiho testovani vyibuprotoze fenotyp popsany @dhto @icin

CMT neodpovida projevu onemagn u rodiny C. Sekvenovani neodhalilo patogenni

mutace v genMFN2. GenRAB7 jeSt nebyl dosud testovan.

K vylou¢eni vazby u zbylych AD lokuggen byla pouzita hodnota LOD skore niZsi nez 2.

Poddilo se vylowit vS8echny AD geny spojené s CMT.
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1.5.4 Rodina M
Klinick& vySetieni

Rodina M je nejmensi rodinou, ktera byla vybranaelagenomoveé vyS&ni pomoci SNP

Cipu (Obrazek &
Rodina M
W T/
]
II§"1 II’.;2
MPZ - Asp246Asn EGR2 - Glu412Gly

n

{LI74]

#
EGR2 - Glu412Gly
MPZ - Asp246Asn

2 /3

#
EGR2 - Glud12Gly

I\g‘1
EGR2 - Glu412Gly

Obrazek 6— rodokmen rodiny M s autozomal® dominantnim typem CMT a

vyznaéenymi mutacemi v genecieGR2 a MPZ.

Kruh — Zenag¢tverec — muzg¢erny vyplrény symbol — postizeny, #enové rodiny genotypovani na
¢ipech Affymetrix GeneChip Human Mapping 10K arra§sal.

HMSN bylo v této rodia diagnostikovano dikyegSimu postizeni probanda Ill/1, ktery byl
pro své problémy vySen v 10 letech a byla mu stanovena diagnGgiicdé neuropatie
CMT, demyelinizéni typ, tedy HMSN I. Pomoci elektrofyziologickéhg/Seteni byla
HMSN | diagnostikovana i u probandovy matky a sedtreré maji klinicky jen zcela mirné
postizeni, ale rychlosti vedeni perifernimi nersgy u nich vyrazhisnizené (Tabulka 7).
Proband I1l/1 8l v doke vySeteni ve 37 letech vyrazné svalové atrofie od koietath,
periferni svalovou slabost s oslabenim flexe aresdechodidla (Obrazek 7). Pacient r&xn
proctlal ortopedické korekce obou nohou — ve 14 a ZtletVyrazné svalové atrofie byly u

n¢j ptitomné také na hornich kéetindch a sahaly aZz néeggllokti.
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Prvni problémy u matky probanda - 1I/2 se objedly ve 45 letech. VySemni v 65 letech
ukazalo mirné svalové atrofie od kolen dist&die zkracenim obou Achillovych Slach. Flexe
a extense chodidla je jen méroslabena (MRC 4/5). Na hornich Retinach nejsou zadné
atrofie ani oslabeni svalové sily.

U sestry probanda Ill/3 byla diagn6za CMT stanovahké na zakladEMG vySeteni, ona
sama nepozoruje zadné omezeni ze strany nemod@ti®ySve 45 letech ukézalo zkraceni
Achillovych Slach s mirnymi atrofiemi od kolen dib& a mirre omezenou extenzi chodidla.
Na hornich kodetinach nejsou zadné atrofie ani omezeni svaldyé si

Pacienta 1V/1 nebylo mozné vy&gtale na zaklag starSiho vysledku EMG vygeni, nel
také vyrazg snizené rychlosti vedeni perifernim nervem.

Tabulka 7— Elektrofyziologicka vySe¥eni postizenychélenta rodiny M.

U postizenyckelena rodiny M byly zjiS&ny vyraz snizené rychlosti vedeni perifernim nervem na
hornich i dolnich ko¥etinach, které jéadi jako typ demyelinizai — CMT1 resp. HMSN .

U téZce postizeného pacienta lll/1 a jeho matky Il/Boe vybavné senzitivni neurogramy pro n.
ulnaris. VSichniti pacienti maji nevybavné senzitivhi a motorickénogramy pro tibialni a suraini

nervy na dolnich katetindch. Pacient lll/1 m& i snizené amplitudy, &te&dci pro jiz pokr@ilou
sekundarni axonopatii.

horni kon €etiny

n. medianus n. ulnaris n. medianus n. ulnaris

MNCV Amplitude |MNCV Amplitude |]SNCV Amplitude |SNCV Amplitude

normal >50m/s | >4.2mV | >50m/s | >5.5mV | >48m/s | >15uV | >48m/s | >10 uVv
/2 | 39.0 m/s 52mV | 43.0m/s | 6.7mV | 36.0m/s 3pVv n.r. -
m/a | 270m/is| 0.2mV | 37.0 m/s 1.2mV | 28.0m/s 1,0 uv n.r. -
/3 | 34.0m/s| 6.1mV | 410m/s| 69mV | 35.0m/s| 6.0uV | 29.0m/s | 9.0 Vv

dolni kon ¢etiny
n. tibialis n. suralis
MNCV Amplitude |SNCV Amplitude
normal >40m/s | >25mV| >38m/s | >8.8 uyv

/2 n.r. - n.r. -
/1 n.r. - n.r. -
/3 n.r. - n.r. -

MNCYV — (motor nerve conduction velocity) — rychlestdeni motorickymi viakny, SNCV — (sensory
nerve conduction velocity) — rychlost vedeni seéwmzimi vliakny, n.r.- nevybavné. Abnormalni
hodnoty jsou zvyrazmé tune.
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Obrazek 7— pacienti rodiny M

Na obréazcich pacientky 11/2 ( véku 65 let) jsou patrné mirné svaloveé atrofie ocekallistald,

s vySSim nartem a bez znamek atrofii na hornickietomach. U pacienta Ill/1 ( vetku 37 let) jsou
patrné vyrazné atrofie od kolen distgla deformity chodidel jiz po korékich ortopedickych
operacich. Pacientka lll/3 (v&ku 45 let) nema Zadné atrofie dolnich &etin.

Pacientka /2

Pacientka I11/3

Geneticka vyseteni
Predchozim DNA vySéenim byly v této rodié vylouéeny kauzalni mutace v geneletirZ,
GJB1, PMP22. Pomoci mikrosatelitové analyzy byla jiive vylowena duplikace/delece

genuPMP22.
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Celogenomovym genotypovanim bylo vygei 5¢leni rodiny. Vypdet vazebné analyzy

programem Merlin odhalil 35 oblasti s pozitivnim D@kore pro rodinu M (Tabulka 8).

N e

Nejvy3Si LOD skore vSech oblasti bylo — 0.6.

Tabulka 8— Pirehled oblasti s pozitivnim LOD skore nalezenych wodiny M

LOD | poéet rozsah oblasti pozice na chromozomu velikost
chr.| max | SNP | zaéatek konec za ¢atek konec (Mb) band
1 ]0.602| 140 [rs2206321| rs706440| 12,540,763] 58,909,250| 46.37 | 1p36.22-p32.2
1 ]10.602] 187 [rs1338685|rs1419276| 157,252,102] 201,339,380 44.09 1g23.1-g32.1
2 |10.602| 110 | rs666384 [rs2311398| 79,225,545| 121,483,732| 42.26 2p12-q14.2
2 |1 0.602| 100 |rs1583765| rs207820 | 188,970,900| 217,137,980| 28.17 20q32.1-g35
2 10.602| 54 |rs1835338| rs699662 | 218,630,599| 231,402,891| 12.77 2035-37.1
3 10.602] 30 |rs1351865(rs1391962 678,347] 5,337,049| 4.66 3p26.3-p26.1
3 |0.602| 107 | rs728330 [rs1112438| 9,286,438] 39,152,345 29.87 | 3p25.3-p22.2
3 | 0.602| 152 | rs950266 | rs726443| 57,349,865| 105,438,320] 48.09 | 3p14.3-g13.11
3 |1 0.602| 37 |rs1829867(rs2872249| 172,093,296] 183,636,273| 11.54 | 3g26.31-g27.1
4 10.602| 146 | rs718429 |rs1367297 408,952| 39,161,234| 38.75 4p16.3-pl4
4 10.602| 54 |rs1396113|rs1823535| 40,998,525| 62,737,412 21.74 4p14-g13.1
4 [0.602 30 | rs726896 |rs1373667| 81,213,792| 85,468,878] 4.26 | 4g21.21-q21.23
4 10.602( 64 | rs722832 |rs1112139| 178,140,942 190,716,184] 12.58 | 4qg34.3-g35.2
5 10.602| 3 rs931117 | rs889014 | 171,103,318| 172,984,114 1.88 5035.1-935.2
6 |0.602| 271 | rs724941 | rs607623| 76,723,011| 145,430,900 68.71 6q14.1-q24.2
6 |0.602| 6 |rs1977656(rs4110877| 150,292,741 151,446,716] 1.15 6g25.1
7 10.602| 243 | rs196571 | rs763434 | 36,305,925| 124,144,999| 87.84 | 7p14.2-q31.33
8 |0.602| 141 | rs725173 [rs1477556] 23,464,770] 68,649,585| 45.18 | 8p21.2-q13.2
8 10.601| 8 |rs2879668[rs2010016| 95,130,815| 99,068,254|] 3.94 8022.1-q22.2
10 [0.602| 139 | rs927099 |rs1900018| 33,525,836] 70,047,439] 36.52 | 10p11.22-g21.3
11 {0.602| 59 |rs2188194| rs720459 2,616,530 17,612,776f 15.00 | 11p15.5-p15.1
11 {0.602| 65 |[rs1557281|rs411280 | 114,932,960| 131,392,688| 16.46 11923.3-g25
12 {0.602| 78 | rs953385 | rs953334 223,422] 24,471,815| 24.25 | 12p13.33-p12.1
13[0.602] 9 |[rs2009772|rs2892734 95,829,588|] 99,017,212] 3.19 13g32.1-g32.2
13 [{0.602| 15 | rs496916 | rs723395( 110,851,014 115,022,014] 4.17 13934
14 {0.602| 50 | rs722462 | rs726996 [ 94,270,080{ 107,240,991] 12.97 |14932.12-q32.33
16 [{0.602| 29 |rs2107321|rs2253911 2,807,263| 10,756,055] 7.95 | 16p13.3-p13.13
16 [0.602| 135 [rs3901517| rs726122 | 50,391,386] 82,801,388| 32.41 16912.1-23.3
16 [0.600| 4 rs717482 |rs2353033| 86,304,997| 89,385,561 3.08 16024.1-q24.3
17 {0.359| 6 |rs1367950] rs723656 3,618,298 5,865,515] 2.25 17p13.2
18 [0.602| 87 | rs657138 |rs2077811 252,559] 24,304,199| 24.05 | 18p11.32-q11.2
19 {0.602| 31 [rs3905288| rs260445| 49,955,222 58,745,931] 8.79 |19913.33-q13.43
20 10.602| 77 | rs763659 |rs1040546| 15,793,045] 42,668,388| 26.88 | 20p12.1-q13.12
X 10.602| 53 [rs3848938| rs721422 4,205,573| 32,352,714] 28.15 | Xp22.33-p21.1
X 10.602| 65 [ rs946455 | rs725301 | 110,273,995] 144,884,837| 34.61 Xg23-g27.3

chr. — chromozom, Mb — mega base pairs

-32-




Porovnanim nalezenych oblasti s vazbou s oblastmpgpsanymi u CMT byl nalezen
piekryv s tmito psti geny — YARS MPZ, HSPB1, NEFL, EGR2 a oblasti- HMSN-P
(proximalni) a oblasti pro distalni HMN (dHMN).

Oblasti dHMN a HMSN-P byly z dalSiho testovani wim@&ny, protoZze se zasadodliSovaly

od pozorovaného fenotypu onemsenv rodirg, tedy HMSNI. Sekvenovanim gertGR2
byla nalezena mutace ¢.1235 A>G (p.Glu412Gly),&segreguje s onemagnm Vv rodirg,
postihuje konzervovany kodon a byla popsana jin&aoau stejného kodonu, proto ji
povaZzujeme za kauzalni. Zbyvajici geMARS HSPB1 a NEFL byly také vySeteny
sekvenovanim vsech kddujicich exoa @ilehlych intronovych sekvenci a to bez nélezu
patogenni mutace. Kodujici oblast geM®Z byla sekvenovana jizied vySetenim rodiny
nacipech a byla v ni nalezena mutace p.Asp246Asnakigak byla nalezena i u probandova
zdravého otce a sama je povazovana za polymorfisrebe pipadré za recesivni mutaci

(Brozkova, et al. 2010).

1.6 Diskuse

Celogenomové genotypovani na SNiBech bylo provedeno gtyi rodin, u kterych se
poddilo upiesnit klinicky nalez a dovysét vSechny dostupné&ibuzné.

V rodinach T a H se pod vyloucit vSechny autozomaérdominantni lokusy spojené

s CMT. V lokusech s vazbou se nachazel pouzePy#P22 u rodiny H a jeho sekvenovanim
nebyla nalezena Zadna patogenni mutace a jaiagponemoceéni CMT v této rodig je

s velkou prav&podobnosti vyloten. Sekvenovanim dalSich gemdominantnim typem
dedi¢nosti, které se nachazely v oblastech s vySSim EKiibe nez —2 byly vylaieny i zbylé
geny spojené s AD typem CMT. Vyléenim vSech dosud popsanych @ygpojovanych

s AD CMT se bude jednat prasgbdobr o novou, je& nepopsanou formu CMT. U rodiny
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H je 7 oblasti s nejvysSim LOD skére 1.5, u rodingou 4 oblasti s nejvySSim LOD skoére
2.1.

V rodiné C se vyskytuje 10 oblasti s vazbou a nejvyssSim Iskfye 1.2. Geny spojené

s CMT nachazejici se v pozitivni oblasti byly viyteny sekvenovanim, zbyva j&st
sekvenovat geRAB7. Zbylé geny s AD &di¢nosti jsou vylodeny, protoZze se nachazeji

v oblastech s LOD skore niz§im nez —2. Pokud nebg#muRAB7 sekvenovanim odhalena
kauzalni mutace bude se jednat také o novou formMu.C

V rodiné M vedlo pouziti vazebné analyzy k odhaleni 35 fpazich lokusi s vazbou.
Nachéazelo se v nich 5 giea 2 lokusy spojené s CMT. Sekvenovaniohto geri se nasla
kauzalni mutace p.Glu412Gly v geBGR2. Ve stejném kodonu byla jiZzige popsana
mutace p.Glu412Lys (Szigeti, et al. 2007), aminekys 412 se nachazi ketim zinkovém
prstu a je mezidruh@konzervovana, coz podporuje patogenni charaktez@aé mutace
p.Glu412Gly.

Zajimavym nélezem je séasny vyskyt mutace v getGR2 aMPZ u vyrazr vice
postizeného probanda (l1l/1). Mutace p.Asp246AgeRUMPZ byla nalezena i u zdravého
otce (Il/1) a je proto samostétpovazovana za polymorfismus neligppdré recesivni
mutaci. Je mozné, Ze interakéehto dvou mutaci je odpésina za&zSi fenotyp probanda.
GenEGR2 kdduje transkripni faktor, ktery hrajeezitou roli ve vyvoji myelinu a

v aktivaci geid jako jeMPZ (LeBlanc, et al. 2007).

SNP genotypovani dohromady s vazebnou analyziite rpomoci najit kauzalni mutaci i v

tak malé rodin, kde jsou mutace v nigsgjSich geny jiz vylodené.
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1.7 Zawr

Vazebné analyzy umoznily vyléit fadu znamych geéna lokusi u rodin s CMT bez nutnosti
sekvenovani jednotlivych gén

U rodin H a T se podle dosavadnich vyslediejmé jedna o novou formu CMT. V rodirC
zbyva vylowit genRAB 7 jako moZnou fi¢inu CMT.

V téchto rodinach, kde byla prokazana vazba k vice mbromalnim oblastem, dosud
nespojovanym s CMT, bude dalSim krokem masivni ee#vani (tzv. next generation
sequencing — NGS) vSech exogeni lezicich ve zjid&tnych oblastech s vazbou.

Vrodine M vedlo genotypovani na SNPEipech a vazebna analyza k nalezu mutace

p.Glu412Gly v genteGR2, kterou povazujeme za kauzalni a jaki@gipu CMT v rodire.
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2 0Oddil - Homozygotni mapovani u romskych rodin
s ¢asnou nesyndromovou hluchotou neboddiénou
neuropatii CMT

2.1 Uvod

K homozygotnimu mapovani byli vybrani pacienti rééiso givodu (oba rodie Romové), u
kterych je vysoké procento endogamie a tim i vy$Ziko autozomald recesivniho
onemockni. Ve WtSine pripadi AR chorob sjiz objasmou molekularni podstatou
onemockni jsou Romové homozygoty pro kauzalni mutaci. glednich letech byla
popsanarada onemoaini zpisobenych u Rof na podklad tzv. zakladatelské mutace -
nalezeni stejné mutace stejného genu u vice skt z miznych oblasti. Mezi takovato
onemocini pati nag.: hereditarni motoricko-senzitivni neuropatie typom (HMSN-L)
(Kalaydjieva, et al. 2000), kongenitalni myastegigyndrom (CMS) (Abicht, et al. 1999),
syndrom kongenitalni katarakty a faciadlniho dymsarti a demyelinizani neuropatie
(CCFDN) (Varon, et al. 2003), pletencova svalovéatyfie typ 2C (LGMD2C) (Piccolo, et
al. 1996) a kongenitalni glaukom (Plasilova, et 1#899). Nkterd tato onemoemni jsou
pouze lokalni. U jinych jde o kauzalni mutacis/@dem jiz v Indii, je&t pred odchodem
puavodnich gedki dneSnich Rofhsmérem do Evropy a fi#e se proto vyskytovat wiznych
zemich.

Nesyndromova hluchota (NSHL) je geneticky velicegehegenni onemoeni, které se
negastji pirendsi autozomain recesivdé (AR). Zdaleka nejasgjSi pricinou AR
nesyndromové hluchoty (40-50 %) jsou mutace v gediB2 (Rabionet, et al. 2000), jde o

typ DFNB1. U gevazné wtSiny Ronti postizenych nesyndromovou hluchotou je v genu
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GJB2 nalezena mutace p.Trp24X v homozygotnim stavuaktasta i v Indii (Alvarez, et
al. 2005; Minarik, et al. 2003; Seeman, et al. Z2)04

Nesyndromova hluchota typ DFNB49 byla popsana gespos chromozomalni oblasti
5012.3-q14.1 jiz v roce 2004 Ramzanem (Ramzan).2085). O dva roky pozgl byly

v oblasti DFNB49 objeveny kauzalni mutace v geéfARVELD2. Mutace byly prokadzany u
8 pékistanskych rodin&snou AR hluchotou (Riazuddin, et al. 2006). CKiStishti, et al.
2008) popsal v roce 2008 dalSi 3 pakistanské rodifgdnou novou a @wma popsanymi
mutacemi v geniMARVELD?2. Frekvence mutaci v gemMdARVELD?2 v evropské populaci

sc¢asnou nesyndromovou hluchotou je neznama.

2.2 Cile

Lokalizovat homozygotni oblasti u neslySicich pattiekteré jsou heterozygotni u jejich

zdravych rodit a najit kauzalni geny ¥c¢hto oblastech.

2.3 Pacienti

Pro homozygotni mapovani bylo vybraneét gppacieni. Pacienti CMT-1 a CMT-2 jsou
postizeni ddi¢nou neuropatii CMT demyelinizaiho typu. Pacienti NSHL-1, NSHL-2 a
NSHL-3 jsou postizentasnou nesyndromovou hluchotou. U vSech patibgt podepsan
souhlas s DNA analyzou k vygeni genetickéif¢iny hluchoty gipadré dédicné neuropatie.
U pacientt NSHL-1 a NSHL-2 byli vyséeni i dalSiclenové rodiny — oba ro& a u pacienta
NSHL-1 i jeho sestra.

U pacientt s NSHL byly jiz dive vyloweny mutace v genGJB2 , jako nefastjSi pricina
AR NSHL. U pacieni s CMT byla pedem vylodena mutace p.Argl48Stop v geNDRG1,

ktera je zodposdna za neuropatii HMSN- typu Lom (HMSN-L).
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2.4 Metody

2.4.1 Homozygotni mapovani

Genomova DNA byla izolovana z periferni krve dlanstardnich protokaél Celogenomové
genotypovani pomoci SN&pu firmy Affymetrix probéhlo na zakazku v Servisni labor#to

funkéni genomiky a bioinformatiky UMGCAV (http://core.img.cas.cz]cit.2008-7-20]).

Pacienti a fipadré dalSic¢lenové rodiny byli genotypovani ndpech Affymetrix GeneChip
Human Mapping 250K Nspl arrays (Affymetrix, Santar@, CA, USA).

Nasledné zpracovani genotya vypadet homozygotnich oblasti byl proveden s pouZzitim
programu Genotyping Console od firmy Affymetrix {ze 4.1).

Pro ugesréni pozice jednotlivych SNP a homozygotnich oblasd CMT a hluchotu byl

pouzit UCSC genome browsehtifp://genome.ucsc.ed|it.2009-3-10]) s human genome

reference assembly 36.1 a GRCh37.
Hledali jsme homozygotni oblasti u postizenych eafii které jsou heterozygotni u obou
rodica (pokud byli rodée také vySéeni). Pro dalSi analyzu jsme pouzivali segmenty o

velikosti 2Mb a ¥tSi.

2.4.2 Sekvenovani genMARVELD2

Sest kddujicich exdna sousedicictasti introri genuMARVELD2 bylo namnoZeno pomoci
PCR za pouziti 7 parprimetai (Tabulka 9) navrzenych pomoci programu ExonPrimer

(http://ihg.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimerlhtrftit.2010-8-10]). Prvni  kodujici

exon — exon 2 byl namnoZen ve dvou fragmenteclpomditi dvojic primett 2aF-2bR a 2cF

a 2cR.

-38 -



Tabulka 9— Prehled primera pro sekvenovani geniMARVELD?2.

primer Sekvence 5°- 3’
MARV - 2aF |TCAGCATCATTGAGAGGATAAG
MARYV - 2aR |ACCCTCCGTAGGGATCTTTG
MARYV - 2bF |ATCTCCGATGGAGTGGAGTG
MARV - 2bR |CATGGACATGCCAAGAACC
MARV - 2cF |ATTGGGCAGTATGTATGGGG
MARV - 2cR |GACTTTTGAATCTCAGACCATTG
MARV - 3F  |TTGGGCTATAAATGCAAATGG
MARV - 3R |CACCACACCTGGCCAATAG
MARV - 4F  |CACCCCACCTGATCTTCTTC
MARV - 4R |CAAACTGGAAAATGAAAGGACC
MARV - 5F  |GCTGATTTCCCATTCAGCTTC
MARV - 5R  |GCCTGGCAACAGAACAAGAC
MARV - 6F |CAGTGTGCTTTGAGATATGATTTG
MARV - 6R  |CATCCAGCAGCCATTTTCTC
MARV - 7F  |TCATTTCCTGGGTGACAATG
MARV - 7R |JAAATTAGCGGGGTGTGGC

Pro exony 2a-b, 2c, 3 a 6 byl pouzit k PCR amgifikpremix — PPP Master Mix (Top Bio,
s.r.0.,CR). PCR program — 95°C - 5 minut, 35 dyk®5°C- 30 sekund, 63°C- 30 sekund,
72°C- 45 sekund; 72°C- 10 minut, 10°®-

Pro exony 4, 5, 7 byl k PCR amplifikaci pouzit pirm Combi PPP Master Mix (Top Bio,
s.r.0.,CR). Pro amplifikaci byl pouZit touch-down programo®CR: 94°- 4minuty, 10

cykli: 94° - 20 sekund, 72° (-1°C/cyklus) minuta; 25léyl04°C — 20 sekund, 60°C — 20
sekund, 72°C — 40 sekund; 72°C — 10 minut, 10&C -

Cisteni namnoZeného produktu po PCR bylo provedeno pbriomnukleasy | a krevetové
alkalicke fosfatasy (SAP) —( MBI Fermentas — Litva)

Precisteny produkt byl sekvenovan za pouziti kitu BigDyerm@ator v3.1(ABI, USA),
¢isteni produktu po sekvenai reakci bylo provedeno za pouziti chemikalii QIBRQ.
Precisteny produkt byl po rozpu&hi ve vo@d analyzovdn na automatickém kapilarnim

genetickém analyzatoru ABI3130 Genetic Analyzerdgrl Biosystems, USA).
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Vyhodnocovani sekvenci bylo prow s pouZzitim softwaru Mutation Surveyor [verze
3.97] (SoftGenetics, USA) a Sequencing AnalysisZees.4](ABI, USA), pro kontrolu byla

pouZzita referetni sekvence NM_001038603.1.

2.4.3 Kilinick& vySeteni hluchoty metodou SSEP

VySeteni sluchu bylo provedeno jako rutinni klinické e§8ni v ramci zdravotni @gé,
hrazené ze zdravotniho po§ist. Vzhledem k nizkémugku vySetovanych pacieritbylo
vySeteni ztraty sluchu provedeno pomoci somatosenzarickyokovanych potencial
(SSEP). VySéeni bylo provedeno na frekvencich 500, 1000, 2000090 Her#z a ze

zjistenych prahovych hodnot pro ztratu sluchu byly sestgnpravdpodobné audiogramy.
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2.5 Vysledky

2.5.1 Rodina NSHL-1

Molekularn é geneticky nalez

Homozygotni mapovani u romskeé rodiny se znamoudmmsnitou (Obrazek 8) odhalilo u
postizeného pacienta VI.1 dvacet homozygotnichsbictavelikosti 2 Mb a &sSi, které byly
heterozygotni u rodii (Tabulka 10).

Family 1

0—0

O

VI V12

Obrazek 8- Rodokmen rodiny NSHL-1 s vyzn&nou konsangvinitou
Kruh — Zenagtverec — muZz¢erny vyplrény symbol — postizeny ( v tomtdipac pacient VI.1)
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Tabulka 10 — Homozygotni oblasti u neslySiciho paaita VI.1 z rodiny NSHL-1
Oblast vyznéené Sed obsahuje geMARVELD2 popsany u nesyndromoveé hluchoty DFNB49.
Pouzit build 36.1.

(@]
>
=

rozsah oblasti

pozice na chromozomu

zacatek

konec

zacatek

konec

velikost
(Mb)

band

rs652451

rs9429076

38,876,856

45,592,076

6.72

1p34.3-p34.1

rs2289017

rs13426140

26,869,407

29,112,661

2.24

2p23.3-p23.2

rs4853154

rs10179514

75,533,715

79,411,561

3.88

2pl2

rs4851370

rs7600321

100,704,941

102,905,486

2.20

2011.2-g12.1

rs1724188

rs6542088

108,710,277

113,220,301

451

2013

rs11917811

rs17610830

7,817,073

10,195,830

2.38

3p26.1-p25.3

rs4867268

rs4596408

30,447,267

39,482,816

9.04

5p13.3-p13.1

rs325857

rs13354798

41,080,373

45,492,834

4.41

5p13.1-p12

rs16879113

rs6897534

49,746,467

54,088,672

4.34

5q11.1-q11.2

rs6859219

rs37572

55,474,337

58,869,629

3.40

5q11.2

rs6875850

rs16891223

59,244,555

62,220,844

2.98

5q12.1

rs10461382

rs6453031

64,218,736

73,223,416

9.00

5q12.3-13.2

1
2
2
2
2
3
5
5
5
5
5
5
6

rs1224715

rs6918047

58,534,951

62,658,788

4.12

6p11.1-q11.1

6

rs9495424

rs12194883

139,672,151

144,071,842

4.40

6G24.1-924.2

11

rs1508535

rs295585

42,370,100

55,232,246

12.86

11pl2-gl1

11

rs483182

rs11826261

56,227,770

58,271,739

2.04

11911-q12.1

11

rs8181503

rs7106929

60,020,879

62,640,257

2.62

11912.2-912.3

12

rs12426204

rs704073

85,784,777

88,265,842

2.48

12021.32-G21.33

16

rs7203694

rs4786314

592,942

2,652,029

2.06

16p13.3

18

rs4302128

rs17773471

53,875,316

56,128,357

2.25

18021.31-21.32

chr. — chromozom, Mb — mega base pairs

Zjistené homozygotni oblasti

byly porovnany s jiz

nesyndromovou autozomélmecesivni hluchotu (DFNB).

znamywmiblastmi a geny pro

Pouze v jedné z tSich oblasti

na chromozomu 5 (9Mb: 64.218.736-73.223.416) sehawat jiz dive popsany gen

spojovany s nesyndromovou hluchotou aMARVELD2. Sekvenovanim vSech 6 kddujicich

exori a gilehlych intronovychiasti genUMARVELD?2 byla u pacienta VI.1 nalezena mutace

c.1331+2 T>C (IVS 4+2 T>C) v homozygotnim stavutd enutace byla nalezena i u rédli

pacienta (V.1, V.2) a sestry (VI.2), ale v hetegitpim stavu (Obrazek 9). Tato mutace byla

jiz diive popsana jako fffina DFNB49 u pékistanskych rodin (Chishti, et aD0&,;

Riazuddin, et al. 2006).

Testovanim dalSich 19 romskych hluchych paéidr®z mutaci v gen@JB2, byla objevena

stejnd mutace jeSu dalSich 2 neafbuznych rodin.
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Testovani 40 hluchych paciénheromského jvodu bez mutaci v genGJB2 neodhalilo
Zadné mutace v geMARVELD2.
Obrazek 9 — Elektroferogram mutace ¢.1331+2 T>C venu MARVELD2

zdrava kontrola
24[I 250
% 1 7T oz Tz o%+oTozi:ofostoeors

!

heterozygotnl mutace IVS 4+2 T>C

25!]

homozygotni mutace IVS 4+2 T>C

25l]

- = - -
C T A T G T G G C G C G A G T G T

!

Klinicky nalez
Klinické vySeteni pacienta VI.1 z rodiny NSHL-1 a dalSich 2 patgk z rodiny 2 ukézalo
téZkou a velmi¢asnou oboustrannou ztratu sluchu. Pacient VI.vis§éten ve ¥ku 4 let a

ztrata sluchu byla mezi 95-120dB,égbacientky z rodiny 2 byly vySetny ve ¥ku 3 let a 14
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meésial se ztratou sluchu 80-110dB (Obrazek 10). VSichinpostizeni pacienti trpi tedy

téZkou agasnou ztratou sluchu.

Obrazek 10 — Odhadovany audiogram ziskany vysi&gnim SSEP.

Levé ucho -, pravé ucho , a - pacient VI.1 — rodina NSHL-1, b — pacier knd c- pacient 11.3
z rodiny 2. VySaeni bylo provedeno na frekvencich 500, 1000, 20000® Hz, sluchové prahy jsou
v dB. U vSech paciefitbyla nalezena¥ka ztrata sluchu&si nez 80 respektive 60 dB.

a) b)
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2.5.2 Rodina NSHL-2

"

nn
#

112

Obrazek 11 - rodokmen rodiny NSHL-2
Kruh — Zenagtverec — muzgerny vyplreny symbol — postiZzeny, # - pacienti vyi&ati nacipech
Affymetrix GeneChip Human Mapping 250K Nspl arrays
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Homozygotni mapovani u romské rodiny s jednim pesffm di¢tem a zdravymi rodi
odhalilo 37 homozygotnich oblasti o velikosti 2 MbwtSi (Tabulka 11), které byly
homozygotni pouze u postizenéhatita byly sotasré heterozygotni u obou radii.

Tabulka 11 — Homozygotni oblasti u neslySici paciéty z rodiny NSHL-2

Oblasti, které seipkryvaly s geny/oblastmi jiZ popsanymi u hluchatgyj vypsény v poslednim
sloupci. Pouzit build 36.1.

rozsah oblasti pozice na chromozomu velikost geny/
chr.| zacatek konec zacatek konec (Mb) band oblasti
1] rs3117096 | rs3120047 | 40,162,553| 43,536,671] 3.37 [1p34.2 -
2| rs11678276 | rs1401220 [ 31,518,612| 35,798,198| 4.28 |2p23.1-p22.3 -
2| rs2359681 | rs6733934 | 207,274,185| 211,446,697| 4.17 |2933.3-g34 -
2| rs10498039 | rs1550425 | 216,034,013| 223,594,312 7.56 |2g35-036.1 -
3| rs7646819 |rs12489012| 195,206,318 199,318,155 4.11 |3g29 -
4| rs1824331 | rs9762376 | 128,985,524| 141,267,345( 12.28 [4028.1-g31.1 DFNB26
4| rs2083938 |rs17027575| 146,492,071| 152,516,338| 6.02 |4g31.22-gq31.3 DFNB26
4| rs10021604 [rs13125269| 161,693,853| 165,487,799 3.79 [4932.2-932.3 -
4| rs4691142 | rs6552224 | 166,146,236| 168,883,401 2.74 [4q932.3 -
4| rs17053871 | rs6849068 | 169,411,644| 174,522,954 5.11 [4932.3-g34.1 -
5| rs12655990 | rs2161592 | 45,265,149| 50,808,311 5.54 |5p12-g11.2 -
5| rs1286371 |rs10041443| 68,029,954| 70,992,267 2.96 |5013.1-g13.2 MARVELD?2
5| rs6876182 |rs10447291( 124,845,919| 128,759,480 3.91 |5023.2-923.3 DFNB60
6| rs1855410 | rs1337515 | 57,527,564| 65,221,047| 7.69 |6pll.2-g12 -
6| rs9490801 |rs17053993| 123,896,506/ 127,030,775| 3.13 |6022.31-q22.32 |-
6| rs6925601 | rs1932116 | 127,767,194 130,562,636 2.80 |6922.33-g23.1 -
6] rs17080705 | rs7742306 | 151,382,147| 164,114,282| 12.73 |6925.1-26 DFNB38
6| rs396916 |rs16901474| 164,385,683| 170,716,684| 6.33 |6g26-g27 DFNB38
7| rs17167507 | rs1448657 | 13,762,749| 17,565,794| 3.80 |7p21.2-21.1 -
7| rs7796939 | rs4722120 [ 18,921,508| 22,271,325 3.35 |7p21.1-p15.3 -
7| rs2049475 | rs7783356 | 70,108,773| 73,054,378 2.95 |7g11.22-q11.23 |-
9| rs4740158 |rs11137379| 132,315,293 140,147,760 7.83 |9934.11-q34.3 TPRN
10| rs12572139| rs746203 20,841,599 22,870,547| 2.03 |10p12.31-p12.2 |-
10| rs1830204 | rs210270 37,304,813| 42,320,816/ 5.02 |10p11.21-g11.21 |-
11| rs12289376| rs611714 45,333,910 48,426,575 3.09 [11pi1l.2 -
11| rs11228915|rs11230463| 56,634,575 60,282,828 3.65 |11gql12.1-q12.2 -
11| rs566416 | rs2714087 | 118,264,820| 122,863,025 4.60 ]11g23.3-q24.1 TECTA
12| rs1882148 |rs11113353| 104,155,887 106,419,942| 2.26 [12¢23.3 -
12| rs7310199 | rs2062713 | 107,096,646| 113,660,935| 6.56 ]12g23.3-24.21 DFNB50
13| rs7984571 | rs2202360 | 86,983,722| 89,051,040 2.07 ]13g31.2-q31.3 -
14| rs12885067 | rs1286291 | 87,599,344| 90,382,733 2.78 ]14g31.3-q32.11 |-
15| rs4983698 | rs6576634 | 19,407,629| 21,467,722 2.06 |15g11.2 -
15| rs8026608 |rs28627578| 38,274,294| 44,168,214 5.89 |15gq15.1-g21.1 STRC
15| rs12902857 | rs11855644| 72,104,924| 74,750,010 2.65 |15g24.1-q24.3 DFNB48
15| rs9972301 | rs7169385 [ 92,152,681| 100,192,115 8.04 |15¢g26.2-26.3 -
16| rs8062961 |rs11642741| 10,920,235| 13,796,291 2.88 |16p13.13-p13.12 |-
17| rs8067682 | rs8068318 | 54,574,173| 56,838,548| 2.26 |17922-923.2 -

chr. — chromozom, Mb — mega base pairs

V rodiné bylo provedeno sekvenovani vSech kodujicich éegilehlych intronovych

sekvenci genMARVELD?2, ale bez nalezu kauzalni mutace.
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2.5.3 Pacientka NSHL-3
—O

11 112
nn 2
#

Obrazek 12 - rodokmen rodiny NSHL-3

Kruh — Zenagtverec — muzgerny vyplrény symbol — postiZzeny, # - pacientka vyset n&ipu
Affymetrix GeneChip Human Mapping 250K Nspl arrays

Homozygotni mapovani u romské pacientky ukazalooBmasti. V &chto oblastech se
nachazela oblast DFNB13 spojovan&di¢hou hluchotou, ale bez znameého genu a dale gen
STRC, jehoz mutace jsou zodp#iné za ddicnou hluchotu DFNB16 (Tabulka 12).

Tabulka 12 — Homozygotni oblasti u neslySici pacigty NSHL-3

Oblasti, které seipkryvaly s geny/oblastmi jiZ popsanymi u hluchatgyj vypsény v poslednim
sloupci. Pro vyhodnoceni pozice jednotlivych SNPdouzit build 36.1.

pozice na chromozomu velikost geny/
chr. zacatek konec (Mb) band oblasti
1 173,909,882] 180,438,056 6.53 1925.1-g25.3 -
2 47,045,872 53,346,636 6.30 |2p21-pl6.2 -
2 79,169,009] 102,685,908] 23.52 |2pl2-gql2.1 -
2 193,091,448] 195,337,056 2.25 12932.3 -
2 197,786,195] 200,457,612 2.67  12933.1 -
3 195,734,026] 199,318,155 3.58 13929 -
4 7,560,658| 13,469,212 591 ]4p16.1-p15.33 -
4 26,189,170] 28,883,558 2.69 |4p15.2-p15.1
5 42,879,878| 45,492,834 2.61 |5p12 -
5 89,631,048| 94,288,398 4.66 |5q14.3-915 -
5 150,802,483] 155,742,492 4.94 15933.1-933.3 -
5 160,148,771] 168,749,027 8.60 15934-935.1
5 174,121,495] 176,673,602 2.55 15035.2-935.3 -
5 178,140,271] 180,261,965 2.12  15935.3 -
6 56,629,710| 62,693,246 6.06  |6p12.1-gq11 -
7 69,726,845| 74,896,316 5.17 |7911.22-g11.23
7 135,105,764| 147,644,191) 12.54 |7q33-936.1 DENB13
8 107,475,585] 122,542,232 15.07 [8g23.1-g24.13 -
9 118,134,366] 121,283,867 3.15 ]9g33.1 -
10 20,841,599| 22,870,547 2.03 10p12.31-p12.2 |-
10 37,416,363| 41,753,546 4.34 |10p11.21-q11 -
10 45,468,756] 49,033,015 3.56 10911.21-q11.22 |-
11 1,863,391 12,621,117f 10.76 |11p15.5-p15.2 -
11 51,420,212] 55,977,651 4.56 11pll-gll -
12 120,166,070] 122,609,249 2.44 112924.31 -
14 63,829,737] 66,956,534 3.13 14923.2-923.3 -
15 27,703,958] 30,740,356 3.04 ]15913.1-g13.3 -
15 37,321,696] 40,119,660 2.80 ]15914-g15.1 -
15 40,214,125| 43,672,146 3.46 15915.1-g21.1 STRC
15 51,527,292] 54,128,188 2.60 ]15021.3 -
16 31,010 4,300,315 4.27 16p13.3 -
22 44,258,096] 46,595,929 2.34 122913.31 -
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2.5.4 Pacientka CMT -1

A0

11 112

mOOe

11 112 3 4
#
Obrazek 13 - rodokmen rodiny CMT — 1
Kruh — Zenagtverec — muzgerny vyplrény symbol — postiZzeny, # - pacientka vyset n&ipu
Affymetrix GeneChip Human Mapping 250K Nspl arrays

U pacientky s demyelinizaim typem CMT bylo homozygotnim mapovanim odhal@io
oblasti o velikosti 2 Mb a&si. V €chto oblastech se nachazi pouze jeden dosud popsany
gen pro AR CMT, a to geBGR2 (Tabulka 13).

Tabulka 13 — Homozygotni oblasti u pacientky CMT 4

Oblasti, které setpkryvaly s geny/oblastmi jiZ popsanymi &diEné neuropatie jsou vypsany
v poslednim sloupci. Pro vyhodnoceni pozice jednath SNP byl pouzit build 36.1.

pozice na chromozomu | velikost geny/
chr. zacatek konec (Mb) band oblasti

1| 89,222,850| 98,556,001] 9.33 |1p22.2-p21.3 |-

1| 102,472,053] 104,599,997| 2.13 |1p21.1 -

1| 156,772,810| 159,862,907] 3.09 [1g23.1-g23.3

1| 201,516,635| 204,685,498| 3.17 |1g32.1 -

1| 235,942,911| 238,162,315| 2.22 1943 -

2| 43,092,929| 45,106,219] 2.01 |2p21 -

2| 91,328,902| 98,271,986 6.94 |2p11l.2-q11.2 |-

2| 145,457,997| 147,959,334| 2.50 |2g22.3 -

3] 39,332,309| 53,158,425| 13.83 |3p22.1-p21.1 |-

3| 89,467,256| 96,084,107 6.62 |3pl1l.2-q11.2 |-

4| 36,196,846 38,661,247| 2.46 |4pl4d -

4| 48,441,366 52,663,234 4.22 |4p12-q12 -

4| 90,726,787 95,951,324 5.22 |4922.1-9g22.3 |-

5| 16,915,998| 25,719,368/ 8.80 |5p15.1-p14.1 |-

6] 15,149,922| 21,308,261| 6.16 |6p23-p22.3 -

6] 73,322,013 75,959,524| 2.64 |6913-q14.1 -

6| 127,570,902 129,954,780| 2.38 |6g22.33 -

7| 14,245,599| 16,593,540] 2.35 [7p21.2g21.1 -

8| 39,423,310 54,510,156| 15.09 |8p11.23-g11.23 |-

8| 118,871,900 121,326,826] 2.45 |8q24.11-g24.12 |-

10| 61,064,446 71,043,773] 9.98 ]10¢21.1-g21.3 EGR2
10| 116,756,326( 119,652,082 2.90 |10g25.3-g26.11 |-

12| 42,837,334 44,861,188 2.02 |12g12-g13.11 |-

14| 96,673,702 99,184,191 2.51 |14932.2 -

15| 62,832,344| 64,877,332] 2.04 |15g22.31 -

17] 10,775,281 13,662,034 2.89 |17p13.1-pl2 -

20 24,110,977 31,389,139 7.28 |[20p11.21qll.21 |-
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2.5.5 Pacientka CMT -2

in 112

nn
#

Obrazek 14 - rodokmen rodiny CMT — 2
Kruh — Zenagtverec — muZ¢erny vyplreny symbol — postiZzeny, # - pacientka vyseé n&ipu
Affymetrix GeneChip Human Mapping 250K Nspl arrays

U pacientky s demyelinizaim typem CMT bylo nalezeno 25 homozygotnich oblast
ve kterych se nenachazi zatim Zadna popsana abiegtny spojované s AR CMT (Tabulka
14).

Tabulka 14 — Homozygotni oblasti u pacientky CMT 2

Oblasti, které sefpkryvaly s geny/oblastmi jiz popsanymi u hluchatyy vypsany v poslednim
sloupci. Pro vyhodnoceni pozice jednotlivych SNPgouzit build 36.1.

pozice na chromozomu | velikost geny/
chr. zaatek konec (Mb) band oblasti
1] 100,941,916]114,388,110| 13.45 |1p21.2-pl13.2 -
2| 34,755,957| 38,850,065] 4.09 [2p22.3-p22.1
3| 50,199,229 55,782,111 5.58 |3p21.31-p14.3
41 48,758,236 53,427,202 4.67 |3pll-ql2 -
4] 137,950,411 140,709,541 2.76 ]4g28.3-gq31.1
5] 45,394,783] 51,346,406] 5.95 [5p12-gll1.2

5] 112,544,608] 115,177,955] 2.63 [5¢22.2-022.3
6

6

6

7

8

8

26,453,120| 30,339,808 3.89 |6p22.1-p21.33
31,829,012] 34,624,566] 2.80 |6p21.33-p21.31 |-
147,151,746] 155,813,731] 8.66 |6024.3-025.3 -
68,179,354| 70,850,931 2.67 [7911.22 -
34,208,072| 37,125,220] 2.92 |8pl2 -
140,555,996 146,035,977 5.48 [8g24.3

distal HMN/
9| 36,717,652 41,217,099] 4.50 ([9pl3.2-pl2 jerash type
9| 93,922,891 96,544,328] 2.62 [9922.31-q22.32 |-

10| 37,565,902| 41,753,546] 4.19 |10pll.21gll -
10| 73,849,077| 76,068,446| 2.22 |10¢g22.1-gq22.2 |-
11| 37,640,308| 40,031,169] 2.39 |11pl2 -
11| 49,122,246| 55,033,178] 5.91 |11p11l.12-gq1l1 |-
12| 23,023,936| 26,337,892 3.31 |12p12.1-p11.23 |-
14] 64,281,211| 67,013,123 2.73 |14923.3-q24.1 |-
14] 95,432,859 98,882,428| 3.45 |14932.2 -
15] 33,653,376| 36,337,109] 2.68 |15q14 -
16| 10,237,778| 14,395,803 4.16 |16p12.3-p13.12 |-
16| 64,760,270| 71,394,247] 6.63 |16g21-g22.3 -
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2.6 Diskuze

Homozygotni mapovéani s pouzitim SNffpiu a nasledné sekvenovani @erkteré se
nachazeji v homozygotnich oblastech, vedlo k nalkewalni mutace v genMARVELD?2

v romské rodit. Jedna se pra¥dodobré o prvni nalez mutace v oblasti DFNB49 v romské
populaci. Stejna mutace c.I331+2 T>C (IVS 4+2 Tx@enuMARVLED2 byla popsana
Riazuddinem (Riazuddin, et al. 2006) a Chishti &btij et al. 2008) v Sesti pakistanskych
rodinach. Na z&klad funkénich studii jako exon-traping apod. solyzkumné skupiny
potvrdily, Ze mutace c.1331+2 T>C vede k posttaciho ramce a tim k tvatlzkraceného
proteinu. To, Ze jsme nasli stejnou mutaci i u RowmCeské republice ukazuje
pravcEpodobré na velmi starou mutaci, kterd vznikla u sgokeho pedka jest ve stedni
Asii, jako to bylo popséno i v jinych genech (Alear et al. 2005; Piccolo, et al. 1996).
Ztrata sluchu u homozydot pro tuto mutaci je velmtasna, prawpodobré vrozena a je
téZka (90-110dB). GeMARVELD?2 kdduje protein ze skupiny tzv. tight-junctionset se
vyskytuje v mnoha epitelidlnich tkanich a jélekity ktvorke epitelidlni bariéry. Je
piekvapive, Ze pacienti s mutacemi v g¢MARVELD?2 trpi pouze hluchotou (Chishti, et al.
2008; Riazuddin, et al. 2006).

Stejna sesihova mutace ¢.1331+2 T>C byla nalezena u JFibapnychceskych romskych
rodin. U dalSich 17 romskych rodin nebyla nalezesi@logickd mutace v gemMARVELD2.
Zadna mutace nebyla v tomto genu nalezena u skuifinyesly3icich pacienheromského
puvodu s jiz dive vylowtenymi mutacemi ¥=JB2 genu.

U zbylych 4 pacierit, kteti byli vySeteni homozygotnim mapovanim, se ukazadtohk
oblasti, ve kterych se nachazeji geny jiz popsaméuchoty a CMT a k aejmeni priciny

onemociini tchto pacient bude pateba nalezené geny a chromozomalni oblasti fiySet
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sekvenovanim, a to kombinaci klasického sekvenoSangerova a novych technologii noveé

generace (next generation sequencing — NGS).

2.7 Zawr

Vysledky testovani ukazuji, ze mutace v gdARVELD?2 jsou pravdpodobri vyznamnou
a diive neznamouiftinou nesyndromové hluchotydeskych Rom a da se f@dpokladat, ze

podobné vysledky budou nalezeny i v jinych zemich.
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3 Oddil - Fenotypova exprese novych mutaci v genech
GJB1, MPZ a PMP22.

3.1 Uvod

Charcot-Marie-Tooth je klinicky a genetickyiznoroda skupina dalicnych onemoceni
perifernich nent, charakterizovand progresivni svalovou slabostiofiami a ztratou
citlivosti, ktera postihujeidve a vice dolni katetiny, pozdiji i horni kortetiny.

Z&kladni @leni je dle rychlosti vedeni perifernim nervem ya €CMT1 — demyelinizéni
(rychlost vedeni pod 38m/s na n. medianus) a typTM axonalni (Harding and Thomas
1980).

NejcastjSim typem ddi¢né neuropatie je CMT1A, kter4 vznika na podkldddMb veliké
rekurentni a tandemové duplikace na kratkém raméikehromozomu (Lupski, et al. 1991,
Raeymaekers, et al. 1991). Tato duplikace obsal@y&ow senzitivni gerPMP22. Delece
stejného chromozomalniho Useku postihujici také BjdP22 se projevuje mirnym typem
neuropatie nazyvanynmedicna neuropatie se sklonem k tlakovym obrnam (HNP®¢itary
neuropathy with liability to pressure palsies) (Gte et al. 1993; de Jong 1947).
NejcasgjSim projevem HNPP jsouiechodné periferni parézy po kratSim tlaku na perife
nervy. Neuropatie CMT1A a HNPP mohou byt vzaepisobeny i bodovymi mutacemi v
genuPMP22.

Druhou nejasgjSi pricinou CMT jsou mutace v genu GJB1 (Casashovas, .e2Q06;
lonasescu 1995; Nelis, et al. 1996; Seeman, @080a) . Tento typddiicné neuropatie ma
vazbu na chromosom X, jeji projev je tudiz&i a divejSi u muz kde jsou rychlosti vedeni

na hornich ko&etinach mezi 25-40 m/s (Nicholson and Nash 1993jebl se onemo¢ni
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projevi zpravidla pozgji a mérg, stejré tak rychlosti vedeni perifernim nervem jsou &&m
normalni (Hahn, et al. 1990; Nicholson and Nash3}.99

Mutace v genlMPZ jsou dalSicastou picinou dédicnych neuropatii (Reilly and Shy 2009;
Seeman, et al. 2004b; Warner, et al. 1996). U mwuagenu MPZ se dZeme setkat se 4
projevy onemockni: 1) CMT1B - demyelinizani neuropatie, kterd se velmi podoba
negasejSi neuropatii CMT1A (Harding and Thomas 1980);®)jerine-Sottas neuropatie
(DSN) — t€Zzky typ neuropatie, byva opoiuy nastup samostatné ide, je povSechna
hypotonie a distalni svalova slabost se objevuie vji ditském wku; 3) kongenitalni
hypomyeliniz&ni neuropatie (CHN) — velmi¢tkd neuropatie, kterd se projevuje jiz od
narozeni a byvéa spojena se zkracenou délkou Zigdtaozaiji zacinajici (late onset) CMT2
— axonalni neuropatie se snizenymi amplitudami CM&B normalnimi rychlostmi vedeni

(Seeman, et al. 2004b; Seeman, et al. 2004c; $hi,2004).

3.2 Cile

1. Charakterizovat n@éwnalezené mutace v gene@iB1, MPZ a PMP22.
2. Prokazat segregaci mutaci spotes fenotypem.

3. Paitacovou analyzou a#it ¢i vyloucit jejich patogenni vliv na rozvoj CMT.

3.3 Pacienti

Pacienti byli vyseeni v ramci rutinni DNA diagnostiky v naSi DNA ladatori. U vSech
pacient: byla vylowtena nejastjsi pricina CMT — CMT1A duplikace/ HNPP delece pomoci

setu 17 mikrosatelitovych markeSeeman, et al. 2000b). VSichni pacienti podepsali
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informovany souhlas s vy¥enhim geid souvisejicich salicnou neropatii. V fipact nalezu
mutace u pacienta, byli dovygeni dostupnélenové rodiny, aby se prokazaldpgadna
segregace mutace s onemgdm.

3311 GJB1

Pacienti vybrani pro testovani ge@B1 sphovali obecna klinicka a elektrofyziologicka
kriteria pro @di¢né neuropatie. V rodokmenech nebkit@mny genos CMT z otce na syna.
GenGJBL se testuje jako druhy v fadi u demyelinizéniho typu neuropatie.

3312 MPz

Pro testovani genMPZ byli vybrani pacienti, k& sphuji jeden ze 4 moznych fenotyp
zndmych UMPZ mutaci: CMT1B, HMSNIII (DSN), CMT2- late onset ree@HN.

3.31.3 PMP22

Pro vySeteni genlPMP22 byli vybrani pacienti s demyelinizaim typem neuropatie CMT1,
dale pacienti s¢£kou formou neuropatie Dejerine-Sottas a pacieptizakyci podezenim

na dédicnou neuropatii se sklonem k tlakovym obrnam (HNPP).

3.4 Metody

3.4.1 Sekven&i analyza gem GJB1, MPZ a PMP22

Kodujici oblast genuGJB1 byla namnozena v jedné PCR reakci za pouziti jednméru
primeri. Fimé sekvenovani 2. exonu petbio ve dvou fragmentech a analyza byla
provedena na kapilarnim genetickém analyzatoru ABI3 Genetic Analyzer (ABI, USA).
Data byla analyzovana za pouziti programu Sequgriralysis [verze 3.7] (ABI, USA).

Sest kodujicich exdn genu MPZ bylo namnoZeno ve 4 PCR reakcich. Primery byly

navrzeny podle publikace Nelis (Nelis, et al. 1998)imé sekvenovani préhlo na
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kapilarnim genetickém analyzatoru ABI3130 Genetinakzer (ABI, CA). Data byla
analyzovana za pouZiti programu Sequencing Analysize 3.7] (ABI, USA).

Ctyii kodujici exony getn PMP22 byly namnoZeny za pouZiti 4 paprimer. Pimé
sekvenovani prathlo na kapilarnim genetickém analyzatoru ABI3136n&tic Analyzer
(ABI, USA).

Pro kontrolu sekvenci byly pouzity tyto refetansekvence:pr&JB1 - NM_001097642.2
pro MPZ —z historickych dvoda se pouziva sekvence D10537, u které je itndi&kodon o
30 nukleotidi dale a proteinova sekvence je diky tomu o 10 AMKtH nez referemi
sekvence NM_000530.6.

pro PMP22 — NM_000304.2

3.4.2 In-silico analyza nalezenych mutaci

PANTHER
Pro potvrzeni nebo vyl@eni patogenity nalezenych mutaci byl pouzit progRRAANTHER

(Thomas, et al. 2006)wivw.pantherdb.orgcit.2009-1-15]), ktery na zékladporovnani

sekvenci evolkné pribuznych proteith vypctita hodnotu subPSEC (substitution position-
specific evolutionary conservation score) pro &anou aminokyselinu. Hodnoty subPSEC
pod —3 s¥d¢i spiSe pro patologickou mutaci.

BLAST

Porovnani konzervovanosti sekvenci aminokyselin intgmhy bylo provedeno pomoci

programu BLAST néduttp://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cfit.2009-5-20].
MUTATION TASTER

Program Mutation Taster (Schwarz, et al. 20d){.mutationtaster.ordcit.2011-2-13])

byl pouZzit pro potvrzeni nebo vyldeni patogenity nalezenych mutaci. Mutation Taster

-54 -



spojuje informace zZiznych biomedicinskych databazi, jako jsou: e¥olikonzervovanost,
sestihové zngny, ztrata proteinovych znaka zngny, které mohou mit vliv na mnoZzZstvi
MRNA. Vysledky test jsou vyisleny pomoci Bayes hodnoty, kterd udava pfpedobnost
patogenity mutace.

NETGENE2 [ttp://www.cbs.dtu.dk/services/NetGenefit.2011-03-23]) (Brunak, et al.

1991) a EXONSCAN Http://genes.mit.edu/exonscafuit.2011-03-23])(Fairbrother, et al.

2002; Wang, et al. 2004; Yeo and Burge 2004)
Tyto programy byly pouzity k testovani s@sbvych mutaci v geniPMP22. Na zéklad
zmenéné sekvenceipdpokladaji, jak se zni rozpoznavaci misto pro sélsta zda zanikne

puvodni misto pro seish nebo zda vznikne nové nkbvé misto.

3.4.3 Kilinicka a elektrofyziologicka vySefeni

Klinickd vySeteni a genetické konzultace sellsdim vysledk molekular genetickych
analyz u pacieiits now objevenymi mutacemi v CMT asociovanych genech pybvadny
Prof. MUDr. Pavlem Seemanem, Ph.D v ambulanci K{iniétské neurologie 2.LF UK a
FNM.

Elektrofyziologicka vySéeni dosplych pacient provadl As. MUDr. Radim Mazanec,
Ph.D. na Neurologické klinice dodpch 2.LF UK a FNM. Elektrofyziologicka vySeni
détskych pacierit provadla na Klinice @tské neurologie 2.LF UK a FNM As. MUDr. Jana

Haberlov4, Ph.D.
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3.5 Vysledky

3.5.1 MutaceGJB1

Sest novych mutaci bylo objeveno v Sesti rodingefich prehled je uveden v tabulce

(Tabulka 15). Jedn& se o mutace typu missensedddyazi k zamgné jedné aminokyseliny

za jinou. Hodnoty obou progrdmpodporuji patogenni efekt uétp z nich: p.MetlArg,

p.Leu9Phe, p.Serl7Tyr, p.Val63Phe, p.Leu212Phen&adichto mutaci nebyla nalezena u

200 zdravych kontrol.

Tabulka 15 — Sest novych mutaci v gen@JB1
Ve sloupci rodinnd historie je v zavorce uvededep@ostizenyckleni v rodirg.

Rodina/| Pozice Zména Proteinova| Rodinna Charakter [PANTHER -|Mutation Taster
Pacient | nukleotidu | aminokyseliny| Doména historie Mutace SubPSEC efekt
Z-11 c.2T>G p.MetlArg N-term |familiarni (2)] patogenni -6.57975 patogenni
J-21 | c.27G>T p.Leu9Phe N-term |familiarni (5)] patogenni -4.10977 patogenni
O-31 ] c.50C>A p.Serl7Tyr N-term |familiarni (2)] patogenni -8.84553 patogenni
P-41 ] c.187G>T | p.Val63Phe EC1 familiarni (2)]  patogenni -5.68924 patogenni
A-51 | c.508G>A| p.vall70lle EC2 familiarni (3)] polymorfismus | -3.19634 | polymorfismus
S-61 | ¢.634C>T | p.Leu212Phe TM4 de novo (1) patogenni -6.71855 patogenni
Rodina Z

V této rodire byla nalezena mutace nahrazujici metionin v prvkdcionu. Pacient 11 je ve

véku 27 let velmi &Zce postizen, ma svalové atrofie na hornich i dblrkortetinach a

deformity nohou typu pes cavus. Rychlosti vedeail jsnizené jak na hornich, tak dolnich

korketinach. Jeho matka, které bylo v dolySeteni 52 let, si ne&tuje na Zadné obtize a

hlavnim nélezem ip klinickém vySeteni jsou sniZzené reflexy na dolnich ketinach, pi

EMG vySeteni jsou patrné miénsnizené rychlosti vedeni perifernim nervem.

Rodina J

V této rodir¢ byla mutace Leu9Phe objevenadti fejich ¢lenid. Oba muZzi v této rodijsou

t¢Zce postizeni. Pacient 21 byl vyi&st ve ¥ku 53 let a jsou u & patrné &zké atrofie
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dolnich i hornich kogetin. K chizi pouziva fil. Pacient 22 byl vyS&tn ve ¥ku 41 let a ma
vyrazné svalové atrofie dolnich i hornich Eetin, chykjici reflexy na dolnich kafetinach
a deformitu obou chodidel typu pes cavus. Naopiakeny z této rodiny jsou postiZzeny jen
zcela mirg. Ob: pacientky 24 a 25 maji v klinickém nélezu patrrguze snizené az
chybgjici reflexy na dolnich kafetinach a znamky neuropati@i EMG vySeteni jsou patrné
pouze u pacientky 24, jeji sestra 25 ma zatim nioinngélez. Jejich matka, pacientka 25, ma
ve wWku 47 jen mirné svaloveé atrofie na hornich i ddirkontetinach a k ciizi pouziva Hl.
Rodina O

V této rodire byla mutace Serl7Tyr nalezena u 2 padiett pacientky 31 jsou v klinickém
nalezu patrné mirné atrofie na hornich i dolnich¢ktinach a chy§ici reflexy na dolnich
korncetinach. Mutace p.Serl7Tyr byla nalezena i u pasil|ndcery- 32, kterd je zatim ve
véku 31 let bez subjektivnich obtizi.

Rodina P

U obou pacierit z rodiny P byly nalezeny jen mirné atrofie na lciira dolnich koketinach
a snizené az chyjici reflexy na dolnich kafetinach. Pacientka 42 byla vy&sta ve ¢ku
54 let a subjektivé se citi zdrava. Jeji syn, pacient 41 byl vigietve ¥ku 19 let a vysledky
na EMG vySaeni ukazuji vyraz& snizené rychlosti vedeni oproti jeho matce, kjera 35
let starsi.

Rodina A

Mutace p.Vall70lle nalezena v této rodie pravépodobré polymorfismem. Pacientka 51
ma jen mirné obtize a stejnd mutace byla nalezengjiho otce, ktery je zdravy a EMG

vySeteni u ®ho ukazalo zcela normalni hodnoty. Programy PANTHERIutationTaster
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klasifikuji tuto mutaci také jako polymorfismus. 8@n 170 je navic variabilni — neni siln

konzervovany mezi druhy.

Rodina S

V této rodirg vznikla mutace p.Leu212Phe de novo u pacientadfa jeho rodie jsou

zdravi a mutace nebyla nalezena u jeho matky, ek ki@dil svij jediny X-chromosom.

Pacient je ve &ku 27 let €zce postizeny £tkymi atrofiemi, nestabilni d¢lzi a deformitami

pes cavus.

Vysledky elektrofyziologického vySeni jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 16).

Tabulka 16 — elektrofyziologické nalezy u vysé&enych pacienti sGJB1 mutacemi

Horni kon&etiny
n. medianus n. ulnaris n. medianus n. ulnaris
Rodina/
Pacient| Pohlavi| MNCV |Amplituda] MNCV | Amplituda SNCV Amplituda] SNCV | Amplituda
normal >50m/s | >42mV| >50m/s | >55mV| >48m/s >15uV | >48 m/s >10 uVv
Z-11 |M nr - 25 m/s 2.0 mV 36 m/s 2 uVv 34 m/s 6 uv
Z-12 |z 44 m/s 5.9 mV 44 m/s 5.8 mV 59 m/s 18 uv 37 m/s 11 yv
J-21 |M nr - 53 m/s 0.4 mV nr - nr -
J-22 M nr - 31 m/s 2.2 mV nr - NA NA
J-23 |z 48 m/s 0.4 mV 55 m/s 7.6 mV 43 m/s 10 yv NA NA
J-24 |z 53 m/s 10.0 mV |48 m/s 10.2 mV |53 m/s 24 uyv NA NA
J-25 |z 54 m/s 7.6 mV 48 m/s 9.4 mV 36 m/s 20 pv 36 m/s 36 uv
P-41 |M 36 m/s 1.5 mV 30 m/s 4.1 mV NA NA nr -
P-42 |z 55 m/s 4.6 mV 44 m/s 7.5 mV 57 m/s 4 uv NA NA
S-61 |M nr - 30 m/s 0.5 mV nr - nr -
Dolni koncéetiny
n. tibialis n. suralis
Rodina/
Pacient MNCV | Amplitudal SNCV [ Amplituda
>40m/s | >25mV]| >38m/s | >8.8 uVv
Z-11 |29 m/s 0.1 mV nr -
Z-12 |31 mis 1.1 mVv nr -
J-21 nr - NA NA
J-22 |nr - NA NA
J-23 NA NA NA NA
J-24 |43 mis 7.6 mV |45 m/s 15 uv
J-25 |[38mis 11.1mV |42 m/s 13 uv
P-41 |NA NA NA NA
P-42 ]33 m/s 1.1 mVv nr -
S-61 |21 m/s 0.1 mV NA NA

MNCYV — (motor nerve conduction velocity) — rychlagtdeni motorickymi viakny, SNCV — (sensory
nerve conduction velocity) — rychlost vedeni séwaimi viakny, n.r.-, nevybavné, NA —,
nevyseteno
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Hodnoty EMG vySédeni jsou vice abnormalni uifu nez u Zen. Rodokmeny vy&atych

rodin jsou uvedeny na obrazku (Obrazek 15).

Family J

= » A
2-1 D 61

23 22

Family S

L Family O
Family £

(@

N O "

1 32
Family A Family P
®
53 54 42
51
41
52

Obrazek 15 — Rodokmeny rodin s mutacemi v genGJB1.

Kruh — Zenag¢tverec — muzgerny vyplréeny symbol — postiZzeny pacient, ikona vyt éernou
teckou — zdravylen rodiny nesouci mutacifgskrtnuta ikona — zeifaly, ¢isla u osob zn, ze byly
testovany naifitomnost mutace.
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3.5.2 MutaceMPZ

Pri vySeteni genuMPZ bylo nalezeno 11 novych mutaci, které jsou shrnutgbulce

(Tabulka 17). Osm mutaci povaZzujeme za patogemoitoe segreguji S onemacrim

v rodirg, piipadré vznikly de novo. D¥ mutace p.Gly213Arg a p.Asp246Asn povaZzujeme za

polymorfismy nebo fipadré recesivni mutace, protoZze byly nalezeny i u zasleavych

¢lena rodiny (Obrazek 16). Navic byla nalezena v prveixonu mutace p.Alal5Ala, ktera

nezmsobuje zamnu aminokyseliny. Zadn& z uvedenych mutaci nebyddezena fi

vySeteni 94 nefibuznych kontrolnich DNA.

Tabulka 17 — Nové patogenni a nepatogenni mutacegenuMPZ
Ve sloupci rodinna historie je v zavorce uvededgp@ostizenyckileni v rodirg. Programem
PANTHER Ize hodnotit pouze mutace, u kterych déjd@nené aminokyseliny.

Zména Proteinova Charakter |[PANTHER -
Pozice Nukleotidu | Aminokyseliny Doména | Rodina|Rodinna historie) Mutace SubPSEC
€.136 G>A p.Val4d6Met EC (Ig-like) 1. familiarni (2) nejasna -4.27719
c.143T>A p.Leu48GIn EC (lg-like) 2. familiarni (3) patogenni -7.24343
C.143T>A p.Leu48GIn EC (Ig-like) 3. familiarni (7) patogenni -7.24343
€.194C>A p.Thr65Asn EC (Ig-like) 4. de novo (1) patogenni -2.34049
€.289 292delGAGC p.Glu97fs EC (Ig-like) 5. familiarni (4) patogenni
c.307G>T p.Gly103Trp EC (Ig-like) 6. de novo (2) patogenni -8.33821
€.394C>A p.Pro132Thr EC (Ig-like) 7. de novo (1) patogenni -6.21197
c.428C>G p.Thr143Arg EC (Ig-like) 8. familiarni (3) patogenni -1.99378
c.437T>G p.Vall46Gly EC 9. familiarni (2) patogenni -5.32747
C.645+1G>T IC 10. de novo (1) patogenni
€.637G>C p.Gly213Arg IC 11. familiarni (3) nepatogenni -2.8563
C.736G>A p.Asp246Asn IC 12. familiarni (2) nepatogenni -3.0027
c.45 T>G p.Alal5Ala signal peptid |  12. familiarni (4) nepatogenni

U mutace p.Val46Met nemohla byt jeji patogenitanfth&né rozhodnuta. NMze se jednat o

mére castou variantu, kterd #pobuje pozd vznikajici (late onset) mirnou formu neuropatie

nebo nize jit o vzacny nepatogenni polymorfismus. PoséZz@acientka tida pouze

senzitivni neuropatii bez svalové slabosti, coz jgbtize spiSe netypické pro porudiéZ

genu.

Klinické nélezy pacierits mutacemi v genMPZ jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 18).
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Tabulka 18 — Klinické

nalezy u paciendi s kauzalnimi mutacemi v geniMPZ.

Vznik | Vék pfi
Rodina/ obtizi |vySetfeni| Deformity DK HK Schopnost
Pacient | Pohlavi| (roky) (roky) nohou |DK reflexy| atrofie | atrofie chlize Fenotyp
sensitivni
1/1 z 49 51 ne chybi ne ne normaini neuropatie
2/1 M 2.dekéda 60 pes cavus chybi tézké | tézke halka CMT1B
lehky pes
2/2 Z n.d. 35 cavus chybi ne ne normaini CMT1B
2/3 Z n.d. 38 pes cavus chybi stfedni ne normaini CMT1B
3/1 Z |2.dekddal 54 ne chybi ne ne normalni CMT1B
3/2 M 2.dekada 29 pes cavus chybi stfedni ne normaini CMT1B
313 Z 24 28 ne chybi ne ne normalni CMT1B
3/4 z asympt. 29 pes cavus chybi stfedni ne normaini CMT1B
3/5 Z 2.dekéda 34 pes cavus chybi stfedni ne normaini CMT1B
pes
3/6 M asympt. 5 planovalgus| chybi ne ne normalni CMT1B
3/7 M asympt. 3 ne normaini ne ne normaini CMT1B
4 M détstvi 15 pes cavus chybi stfedni ne nestabilni HSMN Il
vysoko
klenuta
5/1 z 2.dekada 33 noha chybi ne ne normaini CMT1B
5/2 M 2.dekada 68 pes equinus| chybi stfedni | stfedni | nestabilni CMT1B
vysoko
klenuta
5/3 M asympt. 43 noha snizené ne ne normaini CMT1B
5/4 Z asympt. 9 ne snizené ne ne normaini CMT1B
6/1 M détstvi 20 pes cavus chybi tézké ne nestabilni HSMN I
6/2 z détstvi 51 pes cavus | chybi | stfedni| ne hulka HSMN 111
pes
7 z détstvi 2 planovalgus| chybi ne ne nestabilni HSMN 111
8/1 M asympt. 30 ne chybi ne ne normaini CMT1B
8/2 Z asympt. 37 ne chybi ne ne normaini CMT1B
8/3 M asympt. 62 ne chybi ne ne normaini CMT1B
vysoko
klenuta
9/1 z 40 66 noha chybi ne ne normalni CMT1B
vysoko
klenuta
9/2 M asympt. 34 noha chybi ne ne normaini CMT1B
10 M 12 22 pes cavus n.d. stredni ne normalni CMT1B

DK, dolni kortetiny, HK horni koketiny, asympt. — asymptomaticky, n.d. — chybi inface

Tti mutace — p.Thr65Asn, p.Glyl03Trp a p.Prol32Thpasobuji €zky fenotyp HMSNIII,
ktery se projevuje jiz vastvi. Pacienti z&li chodit samostathaz po 18.résici Zivota a

maji problémy s diwei i v dosglosti. U vSech pacieits HMSN Il krong nejmladSiho
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(pacient 7, 2 roky) bylaiftomna skoliéza. Rychlosti vedeni vzruchu perifermiervem byly
extrémm snizené u vSech paciare HMSN Il (Tabulka 19).

Pét mutaci — p.Leud8GIn, p.Glu97fs, p.Thrl43Arg, dM&Gly a c.645+1 G>T — bhylo
nalezeno u pacieints neuropatii CMT1B. Projev onema@om u €chto pacient je velmi
mirny a podobny v postizenych rodinach. Prvni symmpt vznikaji nejastji zacatkem 2.
dekady, rychlosti vedeni vzruchu perifernim nerysau vsak vyraz&bsnizené, ale stale jsou
vySSi nez 30 m/s (Tabulka 19). V rodinach 8 a Mijgcky projev neuropatie tak mirny, Ze u
nich bylo onemocini CMT diagnostikovano naho&n jen vramci jinych obtizi a
naslednému EMG vySeni, které podstoupili. &thto WtSinou pouze chybi Slacho-
okosticové reflexy a na elektrofyziologickém vygei je pitomna demyelinizani
neuropatie (CMT1B).

Vyseteni programem PANTER potvrdilo hodnotou mensi &5 novych mutaci a tim i

jejich patologicky charakter.

-62 -



Tabulka 19 — elektrofyziologické nalezy u pacierit s mutacemi v geniMPZ.

Motorické ner Sensitivni nervy

n. medianus |n. ulnaris n. tibialis n. medianus |[n. ulnaris n. suralis
Rodina/ | MNCV| Ampl. | MCNV [ Ampl.[ MNCV | Ampl. [SNCV [Ampl. |[SNCV |Ampl. [SNCV [Ampl.

Pacient | (m/s) | (mV) | (m/s) | (mV) | (m/s) | (mV) [(m/s) [(uV) |(m/s) |(uV) [(m/s) |(uV)
norma| >50 [>42 ] >50 |>55| >40 |>25| >48 | >15]| >48 | >10| >38 | >8.8
1/1 48 7.6 53 12.7 37 1.4 38 21 43 18 46 7
2/1 35.2 | 69 | 36.7 | 6.4 26 35 | 344 | 63 | 43.8| 5.8 nr -
2/2 319 | 89 | 356 | 55 | 26.6 | 5.6 40 [ 329] 425|125 | 31 4.7
2/3 325 | 116 | 378 | 6.1 | 266 | 82 | 42.1 |20.6 [ 33.7 | 2.9 | 295 [ 9.6
3/1 31.1 | 51 | 369 | 75| 279 | 2.2 [ 385 | 15 | 34.7 8 NA NA
3/2 359 | 66 | 328 | 49 | 222 | 3.7 | 384 | 26 | 357 ] 11.3] 27 | 105
3/3 33.8 8 38 9.6 | 238 | 3.3 | 36.5| 36.1 | NA NA NA NA
3/4 31.7 | 114 | 414 ) 82 | 215 | 04 | 322 | 142|329 ] 109 ] 31.1 | 11.8

3/5 299 | 69 | 311 ) 82 | 187 | 2.1 [ 315|284 30.7 | 18 nr -
3/6 356 | 52 | 351 ] 38 ] 293 | 42 [ 31.7] 19 [ 29.2] 11 40 15

4 4-12 1.8 | 6-11| 1.7 nr - nr - nr - nr -
5/1 35 5.8 NA NA NA NA 35 19.4 32 15.9 nr -
5/2 31 4.5 37 6.3 23 1.7 nr - 33 10.1 nr

5/3 37.3 ] 93 44 45 | 295 | 47 | 416 | 45 | 365 | 54 | 36.8 | 13.2
5/4 42.1 | 14 | 423 | 23 | 388 | 0.8 | 452 | 67 | 448 | 14 37 20

6/1 17.6 2 28.3 7.5 nr - nr - nr - nr -
6/2 22 5.8 27 3.3 6 0.1 nr - nr - nr -
7 nr - 3 nr - nr - nr - nr -

8/1 43.4 7.4 44.4 9.2 32.4 6.6 | 39| 7.7 | 36.8| 85 | 33.7 | 164
8/2 37 10.3 41 8.4 29 5 31 17.7 32 23.7 27 7.7
8/3 33 4.4 37 5.4 24 3 31 14.7 16 9.3 nr -
9/1 n.d. n.d. 45 7.7 31.8 0.9 nd. | nd. | 37.8 ] 7.1 ] 29.8 | 0.7
9/2 354 | 95 43.9 7.7 29.5 26 | 425 | 43 | 419 | 16 nr -
10 32.6 | 84 nd. | nd. | 22.7 1.3 31 | 258 ] nd. | n.d. nr -
11/1 50 5.2 64 1.2 34 0,04 52 21.3| 44 | 14.9 nr -
11/2 50 6.5 49 5.9 37 4.1 48 59 42 55.7 41 | 13.7
11/3 n.d. n.d. n.d. n.d. 49 16.3 | nd. | nd. | nd. | n.d. 48 17.9
MNCYV — (motor nerve conduction velocity) — rychlagtdeni motorickymi viakny, SNCV — (sensory
nerve conduction velocity) — rychlost vedeni séwazitni vlakny, n.r.- nevybavné, n.d. —nevy&sto
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Obrazek 16 — Rodokmeny rodin s mutacemi v genMPZ

T
117 i‘

O
ZE:-DT‘ . m |
172
53 sM1
202 23
mn 13

|_mw o—H
Ore Qu Py
3 6/2

6/3 6/5

377 38

" | o ﬂ—% o
91 D“‘
i—b_? 125 1214
i_ 6 D246N A15A
81 8/5 8/2
9/2 9/3 r
1211 1212
A15A A15A
1113 114 D246N
G213R
123
A15A
111 1112
G213R G213R

Kruh — Zenagtverec — muZgerny vyplreny symbol — postiZzeny pacientgikrtnuta ikona — zefly
pacientgisla u pacierit znai, Ze pacienti byli testovani ngifsmnost mutace. V rodinach 11 a 12,
kde mutace nesegreguji s onemadm v rodirg, jsou genotypy vyzrigné u vyséenych osob.



3.5.3 MutacePMP22

Souhrn¢tyt novych mutaci v genBMP22 je uveden v tabulce (Tabulka 20¥i utace byly
nalezeny v gti rodinach s fenotypem HNPP. Jedna de-novo muggdsobuje Dejerine-
Sottas neuropatii.

Tabulka 20 — souhrnéty# novych mutaci v genulPMP22

Pacient|Pozice Nukleotidu |Mutace Pozice Fenotyp
1 [c.235T>A p.Ser79Thr exon 3 DSN
2 |c.78+5 G>A IVS 1+5 G>A / 5'splice site | intron 1 HNPP
3 C.78+5 G>A IVS 1+5 G>A / 5'splice site | intron 1 HNPP
4 1¢.320-1 G>C IVS 4-1 G>C/ 3'splice site intron 4 HNPP
5 ]¢.320-1 G>C IVS 4-1 G>C/ 3'splice site intron 4 HNPP
6 c.419 G>A p.Trpl40X exon 4 HNPP

Pacient 1, u kterého byla nalezena mutace p.Ser7@adthazel z in-vitro fertilizace, kde
tehotenstvi a porod prehly bez komplikaci. Pacient &l chodit samostathaz od 25
meésial véku. VySeteni ve ¥ku 3 let ukdzalo u pacienta povSechnou hypotomhybgici
reflexy, nejistou chzi a deformity chodidel typu planovalgus. Rychlogtdeni perifernim
nervem byly extrémh snizené na 3 m/s na hornich &etinach (Tabulka 21). Dveg
pacienta (bratr) je zdravé a mutacespmebyla nalezena, ani u rédia jedna se tak o mutaci
de-novo.

Sestihova mutace ¢.78+5 G>A byla nalezena u rodin 2 & Jacienta 2, se jako prvni
projev onemocEni objevila ve 14 letech periferni paréza peroriedlmervu. Pacientova
matka (2a) a teta trpi opakovanymi slabostmi hdarriontetin se sniZenou citlivosti po
namaze. U pacientovy sestry (2b) bylaii plektrofyziologickém vysééni jiz patrna
demyeliniz&ni neuropatie, ale Klinicky si vesku 19 let nestZ?uje na Zadné problémy.
Pacient 3 byl vyS&en ve ¥ku 51 let. V 18-ti letech si &oval na slabost pravého Z&f.

Od té doby trpl nekolika epizodami fechodné slabosti hornich kaatin. Jeho dcery (3a-20
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let, 3b-22 let) maji zndmky neuropatie pouze na BEl&eteni, anamnesticky si négtji na
Zadné projevy slabosti nebo snizené citlivosti.

DalSi sedthova mutace ¢.320-1 G>C bhyla nalezena v rodinaeh54 Pacientka 4 &a ve
véku 54 let jednu atakuipchodné periferni neuropatie s parestézii obostiapleji dcera
(4a) ma znamky HNPP pouze na EMG viget, jinak si ve ¥ku 28 let nestZzuje na zadneé
hypestézie ani slabost.

Pacient 5 rél prechodnou slabost a snizenou citlivost hornichc&bn ve ¥ku 18 let. Jeho
dcera (5a) si vedku 24 let stZuje na parestézie hornich Ketin po namaze. U jeho syna
(5b) prokghla ve ¥ku 13 let oboustranna peronealni paréza. Dnes,cke 26 let uvadi
parestézie hornich a dolnich Retin po delSim atlaku rizikovych mist.

U pacientky 6, ktera trpi jiz odétbtvi opakovanymi perifernimi parézami byla nalezen
mutace p.Trpl140X. Ro&k jsou zdravi, ale nebylo je mozné viiet

Tabulka 21 — elektrofyziologické nalezy u pacietit s mutacemiPM P22

n. medianus n. ulnaris n. tibialis n. medianus |n. ulnaris n. suralis
MNCV
Rodina/ Fenot Vék pfi | MNCV [ Ampl. (m/s) Ampl. | MNCV | Ampl. | SNCV | Ampl. [ SNCV| Ampl. [ SNCV| Ampl.
Pacient P vySetieni| (m/s) | (mV) | pod/nad| (mV) | (m/s) | (mV) | (m/s) | (uV) | (m/s) | (uV) | (m/s) | (uV)
loktem
norma >50 | >4.2 > 50 >55] >40 | >25]| >48 | >15| >48 | >10] >38 | >8.8
1 DSN 25 2 | 03 3 o1 [ Nna |l - [N - [ NR] -] NA
2 HNPP 15 NA - NA - 40 15 NA - NA - 42 5
2a HNPP 48 NA - NA - 36 2 NA - NA - 32 7
2b HNPP 20 NA ) NA - 40 7 NA - NA - 34 23
3 HNPP 51 47 8 5329 | 87 33 5 30 6 35 | 13 | NR
3a HNPP 24 42 14 | s0i35 | g7 | 41 9 39 | 10 | 32 9 | 34 4
3b HNPP 22 46 | 12 | 4826 [ 109 | 35 | 11 | 37 [ 25 | 31| 12 | 29 | 10
4 HNPP 54 41 3 56/30 8/8 37 5 20 2 30 12 42 10
4a HNPP 27 46 | | s3m2 [1wva0| Nna | - | 25| 7 | 23| 4 | 43| 18
5 HNPP 50 48 12 58/39 |1.5/1.5] NA - - - - - 36 6.1
5a HNPP 24 s6 | 1| ss44 | 87 | NA - 30 | 9 | 37| 21| 35| 16
6 HNPP 39 44 4 40/31 6/6 28 1 28 4 28 7 32 8
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Vysledky elektrofyziologickych vys#ni u pacierits HNPP ukazuji primaédemyelinizéni
motoricko-senzitivni neuropatii s vice postiZzenyganzitivnimi nervy na hornich kéetinach a
znamkami zpomaleni vedenigg oblasti komprese (MNCV n.ulnaris)

In silico analyza nalezenych mutaci podporuje feji@togenni charakter. Vygeni mutace
p.Ser79Thr odhalilo velkou pragpodobnost (p=0.989), Ze je patogenni aisppuje
onemocini, pro mutace p.Trpl40X je velka pré&podobnost (0.999), Ze &gobuje
zkraceni proteinu PMP22 o 21 aminokyselin. Patdgewmbou mutaci byla testovana
programem Mutation Taster (Schwarz, et al. 2010nh WSeteni sesihovych mutaci
c.78+5G>A a ¢.320-1 G>C byly pouzity programy Net€e(Brunak, et al. 1991) a
ExonScan (Fairbrother, et al. 2002; Wang, et a0420reo and Burge 2004). Porovnanim
obou novych mutaci s refer@ni sekvenci se ukazalo, ze v mutované sekvenciedigd

zruSeni donorového (intron 1-c.78+5G>A) resp. pi@®vého (intron 4- ¢.320-1 G>C)

mista pro se#ih, které jsou v referémi sekvenci velice ddb rozpoznany.

3.6 Diskuze

3.6.1 MutaceGJB1

Mutace p.MetlArg, ktera &mi aminokyselinu na 1. pozici v proteinu je prvrappanou
mutaci postihujici iniciéni (start) kodon v genGJB1. Zatim byly v genuGJB1 popsany jen
delece celého genu (Ainsworth, et al. 1998; Hahnl.€1999; Lin, et al. 1999; Takashima, et
al. 2003). Je prawgpodobné, Zze u mutace p.MetlArg povede nahrada hpyvkodonu
k alternativnimu z&tku translace na dalSim tripletu ATG, ktery sendac o 34 kodoindale

a tim k tvorlg kratSiho proteinu.
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Pro mutace p.Val63Phe, ktera se nachazi v 1. ettlaeni doméag, jiz byla na stejné pozici
popsana jina aminokyselinova zém — Val63lle (Bone, et al. 1997; Casashovas,. &04l6;
Fairweather, et al. 1994; Matsuyama, et al. 20@ka$hima, et al. 2003).

De novo mutace v genGJB1 jsou velmi vzacné (Di lorio, et al. 2000; Meggout, al.
1998). Nova mutace p.Leu212Phe byla nalezena poyzacienta, jeho matka i otec jsou
zdravi, mutace u nich nebyla nalezena. | kdyZ a ¢t novo mutace neni mozné prokazat
segregaci s onemao@imim v rodirg, mutace se nachazi v mezidrubdkonzervovan&asti
proteinu a analyza programu PANTHER potvrzuje patog efekt mutace.

Zajimavym nalezem je nova mutace p.Vall70lle u Zenyirnymi projevy CMT. Jedna se
pravcEpodobré o nepatogenni polymorfismus, protoze stejna multgtz nalezena i u otce
pacientky, ktery je podle neurologického a elektzaflogického vySéeni zdravy. Mutace
nebyla nalezena u matky pacientky. Valin a Isoleysou podobné aminokyseliny ze stejné
skupiny a navic pozice Valinl70 neni silkonzervovana mezidruhév(Obrazek 17).
Hodnota SubPSEC je -3.19634, coz je velmi blizkanici -3 pro nepatogenni
polymorfismus a je mnohem vy3Si nez u dalSich 5aniutMutace p.Vall70lle je prvni
mutaci v kédujicicasti genu GJB1, ktera je pouhym polymorfismem apisabuje
onemocini CMT, na rozdil od vSech zatim popsanych mutagénuGJB1 (Reilly, et al.

2011)(vww.molgen.ua.ac.be/CMTMutationit.2011-05-10]).

U pacientky s mutaci p.Serl7Tyr se objevily pryrhgtomy onemocini v druhé dekad
Dcera pacientky je zatim bezignaki hlavré diky jejimu nizkému &ku. Tuto mutaci i

piesto povazujeme za patogenni hkadiky vysledkim programu PANTHER .
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Obrazek 17 — mezidruhova konzervovanost pro mutag.Vall70lle v genuGJB1
Pozice 170 je mezidruh®wneFilis konzervovand, coz &i¢i pro z&azeni mutace p.Vall70lle jako

polymorfismu.
170

PCENTVDCFVSRPTERTVFTVFMLAASGT
FCENTVYDCFVERPTERTVFTVFMLAASGT
PCPNTVDCPVIRPTERTVEFTVFMLAASGT
FCENTVDCFVARPTERTIFTVFHMLAASGT
PCPNTVDCFVIRPTERTVEFTVFHMLAASGL
PFCENTVDCFVERPTERNTVETVFMLAASGT
PCPNTVDCPVIREFTERTIFTVFMLYVT 33V
[PCENIVDCPVIRPTERTVFTIFMLAVAGY

Homo sapiensHP_001091111.1 YVPYLLYPSEYAMVRLVECE
Pan troglodytesXP_ 0011462731  vWFYLLYPGYAMVRLVED
Canis lupus familiaris/XP_857573.1 vVPYLLYPGYAMURLVECHA
Bos taurus/HP_7T76494.1 YYPYLLYPGYAMVELVECTA
Mus muscules HP_032150.2 YUFYLLYPOYAMVRLVKCHA
Rattus norvegicus/HP_058947.1 YUPYLLYPGYAMURLVECEA

Gallus gallusHP_989702.1 YILPYMIYPGYOMYRLVECH
Danio rerio/HP_571886.1 YLFYMIYPGYFEMFRLVECH S

3.6.2 MutaceMPZ

Klinické, genealogické a in silico vy$ehi mutaci ukazalo, Zze 8 z 11 novych mutaci v genu
MPZ muazeme povazovat za patogenni aé¢ dwdou nepatogenni, protoZe nesegreguji
s onemocénim v rodiré. U jedné mutaceistava otazka ohledrmpatogenity ned@Sena.

U peti ndmi no¥ popsanych mutaci byly jiziive popsany patogenni mutace, které postihuji
stejny kodon: p.Leud48Pro — s variabilnim fenotyp@m®rol32Leu — CMT1B, p.Thrl143Met
— nejsou uvedena klinicka data, p.Vall46Phe — DiSi¥r{zi, et al. 2001; Haites, et al. 1998;
Ohnishi, et al. 2000; Sorour and Upadhyaya 199&b&zet al. 2005). Na pozici 103 je
fenotyp podobny jako u naSi zény. V pozicich 132 a 146 se fenotyp u naSeho ptrien

jiz popsaného lisi.

U pacienta 10 byla nalezena mutace i#estého mista na 5°konci c.645+1G>T.
Predpokladame, Ze intronova mutacéze poskodit proteinipska@enim exonu 5 s posunem
¢teciho ramce nebo retenci intronu 5. Sabet (Sabed). 2006) provedl analyzu mRNA
z dermalnich nefy u mutace ¢.584+2T>G na 5°konci v geMilPZ a prokazal vynechani
exonu 4. Podobné vy$ehi jsme nemohli zopakovat, protoZze rodina odnd#& souhlas

s dalSim invazivnim vySegnim.
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V roding 11 s axonalnim typem CMT a v rodii2 s demyelinizénim typem CMT byly
nalezeny mutace p.Gly213Arg a p.Asp246Asn. Tytcateljsou pravipodobré

nepatogenni a nejsou kauzalni pro CMEachto rodinach, protoZze nesegreguji

s onemocénim v rodiré (Obrazek 16). Mutace p.Gly213Arg byla nalezendinidky a
elektrofyziologicky zdravého otce veku 50 let a vznik axonalni CMT wed byl kolem 6

let véku. Navic ucasre se projevujicich mutaci v genu MPZ jegebyla popsana CMT2
(axonalni) neuropatie. Mutace p.Asp246Asn bylazeala u pacientova zdravého otce a
nebyla nalezena u dalgi pribuznych, také postizenych onem&cim CMT. NS za&r

ohledre nepatogennich polymorfisitbyl podpden také vysledkem programu PANTHER a
porovhanim konzervovanosti aminokyselin mezi dridlgrazek 18). Tyto varianty nebyly
nalezeny mezi 94 DNA kontrolami a jedna se p&pedlobr o velmi vzacné polymorfismy
nebo pipadre recesivni mutace.

Mezi nepatogenni polymorfismy byly programem PANTREZazeny i mutace u rodin 4 a
8. Hesto si myslime, Ze se jedna o kauzalni a patogeatsce. Mutace p.Thr65Asn vznikla
de novo na velmi konzervované aminokyselinové poaicpacient je vyrazh a ¢asré
postizen Dejerine-Sottas neuropatii s extr&énsnizenymi rychlostmi vedeni na hornich
korgetinach (4-12 m/s) a nevybavnymi hodnotami pro dikdméetiny. Rodée jsou zdravi a
nenesou mutaci. Aminokyselinova pozice pro druhoutaci p.Thrl43Arg je vyhodnocena
programem PANTHER¢EsrE na hranici polymorfismu a neni ani vyrgzmezidruho¥
konzervovana. iesto ji povazujeme za patogenni, protoZe segregup@emocénim
vrodirg a jiz dive byla popsana patogenni mutace postihujici ystepon (Haites, et al.

1998).
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Otazka ohledh patogenity mutace p.Val4d6Metustava nezodpa@zena. Mutace byla
nalezena u pacientky, ktera trpi poruchou citlivost49 let a poz§i i poruchou clize, ale
nema Zadnou svalovou slabost. Na rozdil od goxzdnikajici (late onset) neuropatie CMT2
v disledku mutace v genuMPZ ukazuji vysledky elektrofyziologického vygeni u
pacientky primaré demyeliniz&ni typ s lehkou sekundarni axonopatii a pouze naicdo
korncetinach. Otec pacientky #padajre podobnymi problémy od 50 let, bohuzel jsme
nentli moznost ho vyséit. Ostatnich Slena této rodiny nema mutaci a jsou zdravi. Tento
fenotyp neni typicky pro mutace MPZ genu a fi¢inu pouze senzitivni neuropatie u
pacientky bude pétba dale dovysit. Mutace p.Val46Met mohla byt zachycena nakodn
jako pouhy nepatogenni polymorfismus. Pro kKooe interpretaci této nové mutace bude
potreba vySeit vétSi rodinu, kde segregaci mutace s fenotypem bude byt kauzalita
potvrzena nebo naopak vykena.

Shy (Shy, et al. 2004) ve své publikaci naiinde wtSinu pacient sMPZ mutacemi lze
rozcklit pouze do dvou skupin éasré a pozds zainajici, pouze u minima paciéninizeme
vidét klasicky CMT fenotyp. Mezi pacienty, které jsmgSgtovali my, je vSak velky podil
pacienti, ktefi maji CMT1B fenotyp. Udchto pacient je jen minimalni az subklinicky nalez
jako chyfgjici reflexy a snizené rychlosti vedeni perifermarvem. Velké mnozstvi nami
zachycenych pacieins CMT1B niize byt vys¥tlitelné nap. diky DNA vySeteni u pacierit

s minimalnim nalezem.
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Obrazek 18 - mezidruhova konzervovanost pozic jedrlivych novych mutaci v genu
MPZ
pozice jednotlivych mutaci je zvyrasm obdélnikem &islem aminokyseliny

46 48

MYPO_MOUSE MAPGAPSSSPSPILAALLFSSLVLSPALAIVVYTDREIYGAVGS@V] LtCSFw'SSEWVSD 60
MYPO_RAT MAPGAPSSSPSPILAALLFSSLVLSPTLAIVVYTDREVYGAVGSEVILECSFWSSEWVSD 60
MYPO_HUMAN MAPGAPSSSPSPILAVLLFSSLVLSPAQAIVVYTDREVHGAVGS LECSFWSSEWVSD 60
MYPQ_HORSE MAPGAPSSSPSPILAALLFSSLVLSPAQAIVVYTDKEVYGAVGS LECSFWSSEWVSD 60
e e e B M e

MYPO_BOVIN IVVYTDKEVHGAVGS@VILFCSFWSSEWVSD 31
MYPO_CHICK MALGAIGDGRLLLLLVGLLSASGPSPTLAIHVYTPREVYGTIVGS LPCSFWSSEWISE 60
AOJM41_XENIR MESSGLR-APCSLL--VLLSALVLPPTLAIEVYTIDREVYGIVGS| LPCSFWSSEWISD 57
A2VD98_XENLA MEPSGLR-TPCSLLALVLLSALVLTPTLAIEVYTDREVYGTAGS! LPCSFWSSEWISD 59
BOSSQ7_DANRE =~  ------ MLSVLALTSVVLLG--IASQSTALVVNIDSEKHALVGS§VRLPCSFFSWOWISP 52

65 103
MYPO_MOUSE DIS YQPEGGRDAISIFHYAKGQPYIDEVGAFKERIQWWGHPRWKDGSIVIHNLDYS 120
MYPO_RAT DIS YQPEGGRDAISIFHYAKGQPYIDEVGTFKERIQWYGHPSWKDGSIVIHNLDYS 120
MYPO_HUMAN DIS YQPEGGRDAISIFHYAKGQPYIDEVGTIFKERIQWWGHPRWKDGSIVIHNLDYS 120
MYPO_HORSE DIS YQPEGGRDAISIFHYAKGQPYIDEVGIFKERIQWYGHPOQWKDGSIVIHNLDYS 120
QSJZMS_PIG -=-=-1-f---PEGGRDAISIFHYAKGQPYIDEVGTFKERIQWYGHPOWKDGSIVIHNLDYS S1
MYPO_BOVIN DLS YQPEGGRDAISIFHYAKGQPYIDEVGTIFKERIQWWGHPHRKDGSIVIHNLDYG 91
MYPO_CHICK DISYIFHFQAEGSRDSISIFHYGKGQPYIDDVGSFKERMEWWGHPRRKDGSIVIHNLDYT 120
A0JM41_XENIR DVSYIF¥HYQPDHSREMYSIFHYAKGQPSID-AGVFKDRIEWWGYPKWKDASIVLHNLELI 116
A2VD9E_XENLA DISYIFHYQPDHSREMYSIVHFAKGLSSID-AGIFKDRIEWWGYPKWKDASIVVHNLELT 118
BOSSQ7_DANRE EVSYIFHYRPDGAKDAISIFHYGGGEAYPANKGPFONRLEFYGNPSRRDGSILIKNLDFG 112
— hk ke Kk L ERE ERERE, * sk koo okke
143 146
MYPO_MOUSE 4DIVGKIS KVPTRYGVVLGAVIGGILGVVLLLLLLFYLIR 180
MYPO_RAT #DIVGKIS KVPTRYGVVLGAVIGGILGVVLLLLLLFYLIR 180
MYPO_HUMAN #DIVGKIS KVPTRYGVVLGAVIGGVLGVVLLLLLLEFYVVR 180
MYPO_HORSE #DIVGKTS KVPTRYGVVLGAVIGGVLGVVLLVLLLEYVVR 180
QSJZMS_PIG #DIVGKTS KVPTRYGVVLGAVIGGVLGVVLLGLLLFYLIR 111
MYPO_BOVIN ADIVGKTS KVPTRYGVVLGAVIGGVLGVVLLALLLFYLIR 151
MYPO_CHICK BDIVGKSS LEKVPTRYGVVLGSIIGGVLLLVALLVAVVYLVR 180
RAOJM41_XENTIR #DVVGKSS PEKGAARAGLVLGIIIAVALALVIVVIILILLIR 176
A2VD9E_XENLA #DVVGKSS DEKGPARAGLILGIIIAVALALVIVVIILILLIR 178
BOSSQ7_DANRE DIGGHPST KVPVQAGVITGSIIGVVLGLLILVVAI 172
R ol A L L P A L N
213
MYPO_MOUSE YCWLRRQAALQRRLSAMEKGRFHKSSKDSSKHGIRQTPVLYAMLDHSRSTKAASEKKSKG 239
MYPO_RAT YCWLRRQAALQRRLSAMEKGKFHKSSKDSSKHGIRQTPVLYAMLDHSRSTKAASEKKSKG 239
MYPO_HUMAN YCWLRRQAALQRRLSAMEKGKLHKPGKDASKHGIRQTPVLYAMLDHSRSTKAVSEKKAKG 239
MYPO_HORSE YCWLRRQAALQRRLSAMEKGKLHKPGKDT SKHGIRQTPVLYAMLDHSRSTKAASEKKAKG 239
QSJZMS_PIG YCWLRRQAALQRRLSAMEKGKLHKPSKD-SKHGIRQTPVLYAMLDHTRSTKAVSEKKAKG 169
MYPO_BOVIN YCWLRRQAALQRRLHAMEKGKLHKTAKDASKHGIRQTPVLYAMLDHSRSTKAASEKKTKG 210
MYPO_CHICK FCWLRRQAVLQRRLSAMEKGKLQRSAKDAS! RQPPVLYAMLDHSRSAKAAREKKSKG 239
AOJM41_XENTIR YCWLRRQVRVQRELSALERGKLHK-AKDSS JROTPILYAMLDQTRGK--ASEKKGKG 233
A2VD9E_XENLA YCWLRRKARVQRELSALERGKLHK-AKDSS! JRQTPILYAMLDQTRGK--SSEKKAKG 235
BOSSQ7_DANRE FLVARRVES LSMSKHG KKGKG 193
. % * T L kA
246
MYPO_MOUSE -LGESR] 248
MYPO_RAT -LGESR] 248
MYPO_HUMAN -LGESR] 248
MYPO_HORSE -LGESR] 248
QSJZMS_PIG -LGESR] 176
MYPO_BOVIN -LGESR] 219
MYPO_CHICK APGEAR] 249
AQJM41_XENTR GIGDSR 243
A2VD98_XENLA GIGDSR 245
B0OSSQ7_DANRE K.EGSQQERL 203
*_  ob-
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3.6.3 MutacePMP22

Zachytili jsme ti mutace nalezené u celkengtiprodin, které pravépodobré povedou ke
ztrae jedné funkni kopie genlPMP22 a které jsou kauzalni pro oneméshHNPP u &chto
pacienti. A jednu mutaci p.Ser79Thr, kterd vznikla de-navapisobuje Dejerine-Sottas
neuropatii.

Predpokladame, Ze u séikbvych mutaci ¢.78+5 G>A a ¢.320-1 G>C dojde’ lbu

pieska@eni exonu, nevyl£eni intronu nebo pouzitim jiného sésového mista k poSkozeni
normalniho sesihu proteinu PMP22. Nespravny s@spovede k nefuninimu proteinu.

Obe¢ tyto mutace segreguji s oneméeim v rodirg, coz podporuje jejich kauzalitu.

Dosud byly popsany pouz# sestihové mutace, které apobuji HNPP neuropatii. U
pacienta s mutaci ¢.78+1 G>T se analyzou mRNA kdeytech ukazalo, Ze dochéazi k
vynechani 1. exonu a mutovana alela je nafuhiBort, et al. 1997). Druh& popsana mutace
je €.179-1 G>C, kter& pravpodobr vede k vynechani 3. exonu nebo narusujgibest
pouzitim skrytého sashového mista (Meuleman, et al. 2001efl seshova mutace
€.179+1 G>C naruSuje s#&htcast&nym nevystizenim 2. intronu a vznika tak abnormalni
MRNA (Bellone, et al. 2006).

Stop mutace p.Trpl40X byla nalezena pouze u jedoieptky, ovSem charakter této mutace
a in silico analyzaigswdcive swdci pro jeji patogenitu a kauzalitu pro HNPRe@asny
stop kodon povede ke vzniku zkraceného protein@edpodobré jeho degradaci.

Jiz diive byly popsany dyrizné mutace na pozici p.Ser79 (Bort, et al. 199&;, Roal.

1993). Mutace p.Ser79Pro byla nalezena u divkyogdipou chizi a rychlostmi vedeni na

n. medianus a n. tibialis pod 10 m/s. Mutace p.8@ys byla popsana v rodiis fenotypem

CMT1A, kde se prvni klinickéifiznaky objevily v 10 letechéku. Tyto nalezy potvrzuji
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patogenni charakter mutace p.Ser79Thr a ukazufioden 79 je hotspot pro mutace v genu
PMP22.

Bodové mutace v gereMP22 jsou obec# velice vzacné u CMT1 paciéntale naSe
zkuSenosti ukazuiji, Ze je vice prépddobr, Ze budou zachyceny u pacigstpode#enim

na HNPP nez u paciegns CMT1 po vylodeni CMT1A duplikace/HNPP delece. Ze skupiny
108 nepibuznych pacieritvySetenych pro mutaci v gerMP22 v naSi laboratio byla ve
skupirg 51 pacieni s podezenim na CMT1 nalezena pouze 1 mutace a naopakamnezi
pacienty s podéenim na HNPP bylo nalezeno 5 mutaci. Z tohdtcodu bude sekvenovani
genuPMP22 uzitezngjSi u pacient s HNPP bez HNPP delece nez u CMT1 padibetiz
CMT1A duplikace, kde jsou pravdodobrjSimi pricinami kauzalni mutace i v ostatnich

genech jakd@sJB1, MPZ aSH3TC2.

3.7 Zawr

3.7.1 MutaceGJB1

Popsali jsme Sest novych mutaci v g&iB1 z nichZ p.Vall70lle je pravgodobr
nepatogenni polymorfismus. Unikatnim je nalez mafadletlArg, kde fedpokladame, Ze
nasledkem mutace inigiaiho kodonu dochazi k gatku transkripce az od dalSiho tripletu
ATG, lokalizovaném o 34 koddardale. Fenotyp pacienta se vSak zasawtisi od jinych
CMTX pacienti.Nalez mutace p.Leu212Phe u pacientZkytm postizenim ukazuje na

vyskyt mutace de novo, které jsou v tomto genwzpaia vyjimene.
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3.7.2 MutaceMPZ

Z now nalezenych 11 mutaci v geMPZ miZzeme osm klasifikovat jako patogenni & dv
jako nepatogenni polymorfismy. Zajimavy je nalésiho pétu pacient s fenotypem
CMT1B, ktefi maji jen mirné projevy CMT, @ize to byt zfsobeno DNA vySéenim

pacienti s minimalnim nalezem.

3.7.3 MutacePMP22

Pri testovani genlPMP22 byly zachycenyctyti nové mutace s fenotypy Dejerine Sottas
neuropatie a HNPP. NaSe vysledky ukazuji, Ze bodowéace v genlPMP22 jsou po

vylou¢eni CMT1A/HNPP vice prawgpodobné u pacietts HNPP nezZ u paciens CMT1.

Tyto vysledky byly publikovany v ¢asopisech:

Brozkova D, Mazanec R, Haberlova J, SakmaryovauhriSl, Seeman P. Six New Gap
Junction Beta 1 Gene Mutations and Their Phenotiioression in Czech Patients with
Charcot-Marie-Tooth DiseaseGenetic Testing and Molecular Biomarkers 2010

Feb;14(1):3-7.

Brozkova D, Mazanec R, Haberlova J, Sakmaryovdegntan P. Clinical and in silico
evidence for and against pathogenicity of 11 newatmans in theMPZ gene.Clinical

Genetics 2010 Jul;78(1):81-7.

Brozkova D, Mazanec R, Rychly Z, Haberlova J, Bahnstakk J, Plevova P, Lisomva J,
Sabova J, Sakmaryova |, Seeman P. Four novel pamimtations in thePMP22 gene with

phenotypes of HNPP and Dejerine-Sottas NeuropMhbgcle and Nerve in press.
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