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Souhrn

Dédi¢né motoricko-senzorické neuropatie (HMSN) jsou klinicky i geneticky heterogenni skupinou
nervosvalovych onemocnéni. V klinickém obraze dominuje distalni svalova slabost, distalni svalové
atrofie, deformity nohou - hlavné pes cavus, areflexie, senzitivn{ poruchy a vétéinou autosomalné
dominantni prenos poruchy. Pomoci elektrofyziologie lze dobie rozlisit typ I s vyrazné sni¥enou
rychlosti vedeni (NCV) perifernim nervem od typu Il s normalni & pouze lehce sni%enou NCV. V pos-
lednich letech prevlddalo spie déleni molekuldrné genetické na typy I-IV s fadou podtypil. V soudas-
nosti je znamo jiZ nejméné 18 riznych chromozoméinich oblasti zodpovédnych za riizné typy HMSN.
Pi#imé DNA diagnostika je sice zatim moZnéd pouze u elektrofyziologicky potvrzeného typu I choroby
Charcot-Marie-Tooth (CMT1), ktery ale mezi HMSN tvo¥#{ celych 70 %. Typ 1 CMT je rovnés geneticky
heterogenni, ale 80 - 30 % pacientd tvori typ 1A CMT. Ten je autosomélné dominantni, zptisobeny 1,56 Mb
submikroskopickou duplikaci v oblasti 17p11.2-12, ve kieré le#i gen pro periferni myelin protein 22
(PMP 22). Delece téZe oblasti je nachAzena u pacientt s tzv, tomakulézni neuropatii (HNPP), Kvantita-
tivni PCR (QT-PCR), pulzni gelova elektroforéza (PFGE), kvantitativni Southern blotting a fluorescend-
ni in situ hybridizace (FISH) jsou nejéastéji uZivanymi metodami pro detekci téchto duplikaci/deleci.
Tyto metody jsou viak znaéné ndroéné na éas, praci, finance i vybaveni, Na nagem pracoviéti je k detekei
téchto specifickych piestaveb uZivéna sada osmi mikrosatelitovych (CA)n markerd (AFM 191xh12, AFM
200yb12, AFM 317ygl, AFM 165, RM11-GT, 142E8, 103811, 133C4) lokalizovanych uvnitt zminéné 1,5 Mb
CMT/HNPP oblasti. Specifické, primerem znadéené fluorescendni PCR produkty jsou délkové analyzo-
vany na automatickém sekvendtoru. Duplikace, tedy vyskyt celkem t#{ kopiif iseku v oblasti 17p11.2-12
u postizeného CMT 1A, se s vysokou pravdépodobnosti projevi nélezem t#{ rtizné dlouhych PCR
produktil v alespont jednom z 8 pouZivanych markert. V p¥ipadé delece v 17p11.2-12 je u postizeného
nalezena ve viech 8 markrech pouze 1 alela. P¥i segregadni analyze v rodiné s HNPP nen{ jedina
detekovatelnd (zdrav4) alela pfeddna z postiZeného rodide na postiZeného potomka. Tato neradioak-
tivni metoda je jednoduchsg, levnd a spolehlivd a tim vhodn4 i pro mensi klinickou laborato¥, nicméné
mé velkou kapacitu. Jistou nevyhodu je mo#né vidét v nemoZnosti iplného vyloudeni duplikace, tu je
moiné pouze spolehlivé prokdzat, Pro zcela jisty pritkaz delece je dale potieba vySetieni ve dvou
generacich postiZenych. Jedna metoda vak umoZiiuje prikaz dvou riznych mutaci u dvou éastych
onemocnéni periferniho nervstva.

Klidova slova: Charcot-Marie-Tooth, HNPP, HMSN, PMP 22, mikrosatelitové markery

Summary

Seeman P., Mazanec R., Seemanova E., Bojar M., Komarek V.: Charcot-Marie-Tooth 1
(CMT1) and Tomaculous Neuropathy (HNPP) - Evidence of Specific DNA Duplications
and Deletions in the Area of 17p11.2-12 by Means of a Set of Dinucleotide Markers

Hereditary motor-sensory neuropathies (HMSN) are clinically and genetically a heterogeneous group
of neuromuscular diseases. In the clinical picture dominate distal muscular weakness, distal muscular
atrophy, deformities of the feet - in particular pes cavus, areflexia, sensory disorders and in the majority
an autosomal dominant heredity of the disorder. By elektrophysiology type I, with a markedly reduced
conduction velocity (NCV) through the peripheral nerve can be readily differentiated from type IT with
a normal or only slightly reduced NCV. In recent years classification into molecular genetic types I-IV
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with several sub-types predominated, At present at least 18 different chromosomal areas responsible
for different types of HMSN are known. Direct DNA diagnosis is so far possible only in electrophysio-
logically confirmed type I Charcot-Marie-Tooth disease (CMT1) which accounts for 70% of HMSN. Type
1 CMT is however also genetically heterogeneous but 80-90% of the patients are formed by type 1A CMT,
The latter is autosomally dominant caused by 1,5 Mb submicroscopic duplication in the area 17pll.2-12
in which the gene for the peripheral myelin protein 22 (PMP 22) is situated. Deletion in the same area
is found in patients with so-called tomaculous neuropathy (HNPP). Quantitative PCR (QT-PCR), pulsed
gel electrophoresis (PFGE), quantitative Southern blotting and fluorescent in situ hybridization (FISH)
are the most frequently used methods for the detection of these duplications/deletions. These methods
are however, very pretentious as regards time, labour, costs and equipment. In our department for
detection of these specific reconstructions a set of eight microsatellite (CA)n markers is used (AFM
191xh12, AFM 200yb12, AFM 317ygl, AFM 165, RM11.GT, 142E8, 103B11, 133C4), located inside the

mentioned 1,56 Mb CMT/HNPP area. Specific pr

imer labelled fluorescent PCR products are longitudi-

nally analyzed on an automatic sequantor. Duplication, i.e. the incidence of a total of three copies of
the section in the area 17p11.2-12 in affected CMT 1A will be most probably manifested by the finding
of three PCR products of different length iu at elast one of eight markers used. In case of deletion in
17p11.2-12 in the affected subject in all 8 markers only 1 allele is found. In segregation analysis in the
family with HNPP the only detectable (sound) allele is not transmitted from the affected parent to the
affected offspring. This non-radioactive method is simple, cheap and reliable and thus suitable also for
small clinical laboratories and has a great capacity. A certain disadvantage is that it is not possible to
rule out duplication completely. The latter can be only reluiably detected. For quite definit evidence
of deletion it is necessary to examine two generations of affected subjects. However one method makes
it possible to detect two different mutations in two frequent diseases of the peripheral nervous system.
Key words: Charcot-Marie-Tooth, HNPP, HMSN, PMP 22, microsatellite markers

Uvod

Dé&diéné motoricko-senzorické neuropatie (HHMSN)
jsou jiz dlouho znémou, klinicky i geneticky hetero-
gennf skupinou progresivniho onemocnéni periferni-
ho nervstva (1). Jde o onemocnén{ relativné asta
s uddvanou incidenci kolem 1:2500 (2), tedy &ast&jsi
ne# napfiklad Duchennova svalové dystrofie. Klinic-
ké déleni je dosti nejednotné, ale v soudasnosti prevlg-
da klasifikace podle Dycka na celkem 7 typé (tab. 1),
V soudasnosti je zndmo jiz 18 rtznych chromozomél-
nich lokalizact (3), zodpov&dnych za jednotlivé typy
a podtypy HMSN (tab. 2). Zodpovédné geny a z nich
vyplyvajicimoZnost pfimé molekuldrné genetické dia-
gnostiky jsou v8ak dosud znamé pouze u 4 podtypt
HMSN (4) (tab. 2).

V diagnostice a klasifikaci HMSN hraje nezastupi-
telnouroli elektrofyziologické vyget¥ent, které relativ-

0.

né spolehlivé odli%f mnohem Cast&j&l typ I HMSN
(CMT1) - demyelinizadni, s vyrazné sniZenou rychlos-
ti vedeni perifernim nervem (pod 38 m/s), od vzacnéj-
§tho typu II HMSN (CMT2) - axondlntho, u néhof je
rychlost veden{ obvykle normalni & jen lehce sniZend
(> 38 m/s) (1). Choroba Charcot-Marie-Tooth 1
(CMT1) je charakterizovana distalni svalovou slabos-
ti a atrofiemi, snfZenou rychlosti vedeni varuchu pe-
rifernim nervem (NCV), znamkami demyelinizace
a remyelinizace s cibulovitymi formacemi v biopsii n.
suralis a ve vétsing p¥ipadd autosomalné dominant-
nim zphsobem d&didnosti (5, 1) (tab, 3).

U 70 % vech pifpadt CMT1 a mezi autosomalns
dominantni CMT1 dokonce u 85 % je nachdzena tan-
demova submikroskopickd 1,5 Mhb duplikace v chro-
mozomalni oblasti 17p11.2-12, zahrnujici mj. gen pro
periferni myelin protein 22 (PMP22) (8). Delece tého¥
useku je pak nachdzena u 84 % pacientt s tomakuléz-

Tab. 1. Klinické délenf HMSN podle Dycka, 1993,

Typ Synonymum Manif. vk Symptomy

HMSN1 | hypertrofnf forma peron. sval, atrofie C-M-T | 10~ 30 demyeliniz. polyneuropatie, pomalu progredientn{
distéln{ parézy, obv. AD

HMSN2 | neurdlni forma C-M-T 20 -40 axondln{ neuropatie, klinicky jako HMSNZ, ohv.
AD, vzdcend AR '

HMSN3 | hypertrofickd neuritis Dejerine-Sottas do 15 let demyelinizatn{ neuropatie, progredientn{ parézy,

) obv. AR

HMSN4 | m. Refsum 5—~40 polyneuropatie s ataxif, porucha metab. mast.
kyselin - zvy§, kys. fytanové

HMSNS | dédiénd spastick4 paraplegie do 15 let axondlnf polyneuropatie, atrof. parézy, obv. AD

HMSN6 | HMSN s atrofif optiku rizné obv. axonaln{ neuropatie, atrofické parézy s atrofif
optikuy, riz. dédicnost

HMSN7 | HMSN s retinitis pigmentosa 27 neuropatie s retinitis pigmentosa, vzécné ataxie a
poruchy sluchuy, riz. dédiénost
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Tab. 2. Délenf HMSN podle molekul4rni genetiky.
Typ HMSN déditnost chromoz. lokalizace mutace gen
HMSNIA AD 17pl1.2 - 12 dupl./bod. m. PMP22
HMSN1B AD 122 - 23 bod. mutace Protein 0
HMSN1C AD 10 bod. mutace EGR 2
CMT4A AR 8q ? 9
CMT4B AR 1123 ? ?
HMSN2A AD 1p35 - p36 ? 9
HMSN2B AD 7 ? 7
HMSN2C AR ? ? ?
HMSN2D AD Tpld ? ?
HMSN3 AD 122 - 23 bod. mutace Protein 0
HMSN3 AD 17pl12-12 homoz. duplik./ PMP22
bod. mutace

HMSN3 AR ? ? ?
HNPP AD 17p11.2 - 12 delece/bod. mutace PMP22
HNPP AD ? ? ?
HMSNX XD/XR? Xqi3d.1 bod. mutace Connexin 32
HMSNX2 XR Xp22.2 ? ?

L HMSNX3 XR Xq26 ? ?

ni neuropatii (HNPP) (7, 6). HNPP je obvykle lehkou
formou HMSN poprvé popsanou De Jongem (8) a Da-
viesem (9), charakterizovanou rekurentnimi paréza-
mi na riznych mistech téla, typickym nélezem zpo-
maleni NCV v dZinéch, autosomalné deminantnim
zpsobem dédinosti a v biopsii nervu obvykle nach4-
zenymi bu¥tovitymi ztlusténimi myelinu tzv. tomaku-
ly. U malé ¢asti pacientd jak s CMT1, tak s HNPP
jsou vyjimeéné nachdzeny i bodové mutace v PMP22
(10). CMT1 muZe byt ddle zptisoben mutacemi v ge-
nech pro connexin 32 (Cx32) (11), protein 0 (P0) (12,
13) i EGR2 (14). Asi 10 % piipadt CMT1A je disled-
kem mutacf de novo, az na vyjimky vidy paterndlnfho

pavoduy, tedy vzniklych ndhodné a to nerovnomérnym
crossing-over pii spermatogenezi (15).

Jak CMT1, tak i HNPP mivaji nez¥idka velkou
variabilitu postiZeni i v rdmeci jedné rodiny (16) a do-
konce i mezi jednovajeénymi dvojéaty (17). Spolehliva
predikee fenotypu a tedy klinické prognézy na zékla-
dé genotypu dosud moznd neni. P¥Htomnost duplikace
viak vidy koreluje se zpomalenim NCV a nebyl dosud
popsén piipad s duplikacf a normalni NCV.

K prikazu uvedenych duplikaci, resp. deleci jsou
obecnd uZfvany riazné metody jako nap¥, pulzni gelovd
elektroforéza (PFGE), Southern blotting po restriké-
nim Stépeni, kvantitativni PCR, kvantitativai Sout-

Tab. 8. Diagnostickd kritéria pro chorobu Charcot Marie Tooth typ 1.

s

prabéh obtizf, ‘

. Obv. norméln{ zédkladn{ biochemie CK a LDH nezvyseno

© 03O G WD

pro typ I, ale pro typ II.

. Zatdtek obtiz{ koncem 1. & zad4tkem 2. dekddy (nékdy aZ 8.) véku (obv. ne v predékolnim véku). Pomalu progredientnf

. Pes cavus - "Friedreichova noha" bilaterélng, deformity nohou, pozdé&ji obv. i rukou
. Vyrazng sniZené &i vymizelé &lachosvalové reflexy difve a vice na DK

. Atrofie peronedlnfch svald - bérec - distdln{ svalové atrofie

Poruchy citlivosti na DK (diive a vice), ale i na HK - parestézie, snfZend ladidka

- Psychomotoricky v¥voj obv. normélni, normalnt mentalnf Groves

. Autosomélné dominantn{ dédiénost (v 10 % moné i de novo mutace, obv, paternglni)

. VySetfenif EMG - rychlost vedent varuchu perifernim nervem (NCV) - motorickym i senzorickym je vyrazné sniZens.
Mezindrodné je urdend hranice pod 38 m/s, ale obv. je NCV pod 25 m/s (norma nad 50 m/s). Motorickd rychlost vedeni
na n. medianus pod 30 m/s. Rychlost vedent na DK dasto neméFitelnd. Senzorickd rychlost vedent na n. medianus pod

30 m/s. Chybéni SNAP - senzoricky nervovy akén potencidl. Neurogenni ndlez EMG (axondln postiZend) nenf typicky

10. Vevent. biopsii nervu (n. suralis) - cibulovité hypertrofické formace Schwannovych bungk, snizens poctu myelinovanych
nervovych vldken, zndmky hypomyelinace a hypermyelinace.

Body 34 9 + jeden z dalsich bodd jsou podminkou pro DNA vysetient.
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hern blotting, fluorescenéniin situ hybridizace (FISH)
& mikrosatelitové markery (18). Prvné jmenované
metody jsou viak znaéné pracné a néroéné na &as,
finance i vybaven{ a vyZaduji sloZité zpracovani vzor-
kt od pacientil.

Na naem pracovidti uZivdme u pacientd s klinic-
kym podezienim na CMT1, resp. HNPP k detekei
submikroskopickych duplikaci, resp. deleci v uvedend
oblasti pro jednoduchost, rychlost, velkou kapacitu
a nizkou cenu posledng uvedenou metodu. Tedy sadu
osmi mikrosatelitovych dinukleotidovych markerd
z oblasti 17p11.2-12 (19, 20).

Cilem tohoto p¥ispévku je predevsim upozornit nej-
§iréf neurologickou verejnost na dostupnost, vyznam
a moznosti piimého molekuldrné genetického vyset-
feniu CMT1 a HNPP v nasi zemi a souéasné informo-
vat o novych poznatcich v problematice HMSN.

Metodika

Pacienti: Vybér pacientt pro molekuldrné genetic-
ké vygetieni je provadén podle diagnostickych kritérif
pro CMT1 uvedenych v tabulce 3. Diraz je kladen
predev&im na nalez sniZené rychlosti vedeni na EMG,
sniZené & vymizelé reflexy a autosoméiné dominant-
ni - vertikdlni - typ prenosu v roding. V piipadé HNPP
je klinicka diagnéza op¥ena predeviim o anamnestic-
ké vidaje o rekurentnich parézach stiidajicich lokali-
zaci.

Elektrofyziologicka vysetieni

1.1 Kondukdni studie - jsou kliovym testem

k rozliten{ hypertrofické a neurdlnf formy CMT

1.1.1 Rychlost vedeni motorickymi vidkny

N. peroneus oboustranné

~ vybavnost nebo chybéni M odpovédi z m. extensor
digitorum brevis

— distalni motorickd latence - byva 2-3krdt prodlou-
zend proti normsé

~ motorickd rychlost vedeni - byva pfiblizné poloviéni
proti normé

- amplituda M odpovéd{ - byvd virazné sniZend a jeji
pokles koreluje vyrazngji s klinickym nédlezem nezli
motoricka rychlost vedeni.

N. medianus a n. ulnaris oboustranné

— distalni motorickd latence

- motorick4 rychlost vedeni na predlokti - byvé vroz-
mezi 15 - 35 m/s

- amplituda M odpovédi z tenaru, resp. hypotenaru

- vina F - byvé hife vybavnd s prodlouZenou mini-
maéln{ latenci.

1.1.2 Rychlost vedeni senzitivnimi vldkny

N. suralis a n. medianus oboustranné

~ senzitivn{ nervovy akéni potencidl (SNAP) - byva
vét&inou nevyhavny

Pri registraci jehlovou elektrodou byva rychlost ve-
denf zpomalena asi na polovinu normy (13 - 32 m/s)
a amplituda SNAP byva niZsf nez 10 % normy.

1.2 Jehlovd elektromyografie

M. tibialis anterior a m. vastus lateralis oboustran-
né na dolnich kondetinach. Svaly thenaru a m. inte-
rosseus dorsalis primus na hornich kondetinéch.
~ abnormélni{ spontanni aktivita - fibrilace a pozitiv-

ni ostré viny - byvd 7idk4 a vice prikazné v distal-

nich svalech dolnich kondéetin.
- analyza akénich potencidld motorickych jednotek

(MUAP) - Casté polyfazie, prodlouZené trvéni

a vzestup amplitudy MUAP.

- interferenéni vzorec - byvé vyrazné redukovén, ze-
jména v distdlnich svalech.

U stardich pacient analyza MUAP prokazuje
v proximédlnich svalech akén{ potencidly kratkého tr-
véani, nizké amplitudy a polyfézické. Tento nédlez od-
povidda sekunddrnim myopatickym zméndm, které
nachédzime ve svalové biopsii u téchto pacientt.

1.3 Blink reflex

~ byvé dob¥e vybavny a dasto nachdzime prodlouzeni

latenc! komponenty R1 a R2 oboustranné.
Rychlosti vedeni se zpomaluj{ zejména mezi 3. aZ
5. rokem Zivota a jiZ se ddle nemén{ - porovnéni rych-
losti veden{ u symptomatickych déti s dospélymi pa-
cienty nad 70 let prokazuje obdobné zpomaleni rych-
lost{ vedent.

Molekularné genetickd vysetieni

DNA je izolovédna z lymfocyth periferni krve dvou-
stuptiovou lyzou bunék a néslednym natravenim pro-
teindzou K (f. Promega - USA).

Useky variabilnich dinukleotidovych (CA)n sekven-
cf jsou amplifikovény v polymerdzové Fetdzové reakci
(PCR) pomoci dvojic primerd, kde vidy jeden z paru
je oznaden fluoresceinem. Vydet pouZivanych marke-
v, jejich heterozygotni frekvence a polet alel jsou
uvedeny v tabulce 4. Vzniklé PCR produkty jsou po
kontroln{ agarézové elektroforéze nésledné analyzo-
vany ve vysoce rozlisujicim sekvenaénim geluna auto-
matickém sekvenatoru ABI 310 (f Perkin Elmer -
Foster City, USA) nebo A.L.FF. (f. Pharmacia - Svéd-
sko) za pomoci software Gene Scan (f. Perkin Elmer -
Foster City, USA) nebo Fragment Manager (f. Phar-
macia - Uppsala, Svédsko). Cilem této fragmentové
analyzy je urdeni podtu a presné velikosti vzniklych
PCR produktd, které se mohou lisit i jen o pouhé dvé
béze. V pifipadé duplikace nese postiZeny celkem tit
kopie kritického dseku a je tedy pii kombinaci vech
8 polymorfnich markert vysoce pravddpodobnd pfi-
tomnost repetitivnich sekvenci 3 réznych délek
u alespoi jednoho z vysetfovanych markerd, které
daj{ vznik trem rtzné velkym PCR produktim (obr. 1
a 2). Teoreticky v8ak p¥esto existuje minimalni prav-
dépodobnost vyskytu vidy pouze nejvyse dvou rhz-
nych délek u véak tfech pritomnych kopif usekt (obr.
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Tab. 4. Seznam pougivanych markerd, podty alel a heterozygotn{ frekvence markerd
(podle Genome Database ~ http//gdbwww.gdb. org).
Ndzev markeru Potet alel Heterozygotni frekvence Velikost PCR produktt
(%]
AFM 191xh12 (D17S921) 10 74 169 bp — 185 bp
AFM 200yb12 (D175839) 5 55 155 bp — 175 bp
RM 11 GT(D17S5122) 7 74 1563 bp - 165bp
103B11aclR (D1731357) 7 57 194 bp-210bp
133C4acl (D1781356) 6 74 182 bp — 194 bp
AFM 1652d4 (D175793) 7 70 95 bp - 109 bp
142E8acl (D1751356) 7 48 145 bp — 157 bp
AFM 317 (D178955) 4 45 181 bp - 189 bp

1 - osoba t¥eti shora). Proto popisovand metoda nenf
schopna duplikaci ve vySetfovaném wseku vyloudit
stoptocentné, je pouze schopna ji spolehlivé prokézat.

V piipadé delece je situace opadnd, nédlez 2 alel
v nékterém z marker vyluduje deleci a k jejimu pri-
kazu je nutnd segregaéni analyza v roding, kde chybi
prenos jediné alely postiZeného rodide na jeho posti-
zeného potomka (obr. 3 a 4). Je-Ii k vySeteni k dispo-

288140, Mirker 122 / PCR 73/4 / ER 288:140, 12

B 29%: 141,

k\ 1,3/3

@ 208:59, arke

288:143, Marker 122 / PCR 65/10 /

30851, Marker 1227 #CR 65711 /

@ 328:53, Marker 122

32B:53, Marker 122/ PCR 65/ 12 /

1,3/4

BE 33R:54, arker 122

33B:54, Marker 122 / PCR 73/6 /

Obr. 1. Pifklad vysledkt rodiny s duplikaci a jejf prenos ve
trech generacich - 3 alely u postizenych jsouzndmkou duplikace,
postiZenf je v roding véz4no na prenos vidy dvou alel soudasns
(€. 1a¢. 3)-zdédetka na matku a z matky na vSechny tii dati.
Matka tfech postiZenych d&ti sice nese pouze alely dvé, ale
vdimnéte si dvojndsobné intenzity alely & 3 oproti alele & 1,
kterdje ddna prekryvem dvou ale} stejné délky. Cernd vyplnéné
symboly oznadujf postizené jedince, 1, 2, 3, 4 - oznadeni alel,
Vprave jsou uvedeny genotypy a lokalizace alel na jednotlivych
chromozomech oddélené lomitkem.

zici pouze jeden postiZeny & jen jedna generace, je pii
ndlezu pouze jedné alely ve viech markerech mo#ny
vypolet pravdépodobnosti na zdklads kombinace zn4-
mych heterozygotnich frekvency jednotlivych marke-
rt podle vzorce: 1 - (0,26 x 0,26 x 0,52 x 0,43 x 0,55 x
0,45 x 0,26) = 0,9990273. Tedy 0,00727% pravdépo-
dobnost néhody, %e pii pitomnosti 2 tsekd repetitiv-
nich sekvenci byla nalezena vzdy jen jedna délka alely
ve véech 8 pouitych markerech.

Mengi, neoznadené vedlej§i peaky jsou typickym
vedlej¥im ndlezem p¥ amplifikaci (CA)n repetic
a vznikaji chybami polymerdzy na opakujici se sek-
venci,

PCR reakee jsou provadény v celkovém reakénim
objemu 25 pl ve slofent 1 pl 10 uM kaZdého primeru,
2,5 ul 10krat reakéniho PCR pufru (f, MBI Fermantas

s | 4
J/f/ W\ ©
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Obr. 2. Ukézka vysledks rodiny s de novo duplikact paternal-
niho pdvodu v markery RMI11GT-P-pacient-klinicky CMT1,
NCV 158 m/s, M - matka pacienta zdrdva - EMG norm., O - otec
pacienta, klinicky zdrdv, EMG norm., S - sestra pacienta, kli-
nicky zdréva, EMG norm. Vlivem plné informativnosti markeru
v roding je patrny prenos obou otcovskych alel (8. 1 a & 2) na
pacienta plus jedné matefsk (g, 3) alely.
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Obr. 3. Prikiad vysledkd rodiny s HNPP a deleci ve vysetfova-
né oblasti. Chybéni alelického pfenosu z matky na syna - pa-
cienta. P - pacient, M- matka, O - otec. Matka i syn nesou pouze
jednu alelu, a to rdznou (& 1 nebo 2) (druhd je deletované - D)
a jedind piitomné alela u pacienta pochdzf od zdravého otce,
ktery nese alely dvé &. 1 a 2). Men&{, neoznadené vedlejsf peaky
jsou typickym nélezem pii amplifikaci (CAJn repetic a vznikaji
chybami polymerézy na opakujici se sekvenci.

- Litva), I ul 10 mM dNTP mix (f. Promega - USA), 1
ul 25mM MgClg (f. MBI Fermentas - Litva), 1 1l DNA
(200 - 600 ng/pl) a 0,5 U Tagq polymerazy (f MBI
Fermentas - Litva). Termoprofil pro PCR je nasledu-
jici 95 °C 5 min., pak 25 cykld 95 °C 1 min, 55 °C 1
min, 72 °C 1,5 min, u markert AFM 191, AFM 200
a RM 11 GT je annealingové teplota 58 °C.

1 ul vzniklého PCR produktu je smichén s 10 pl
deionizovaného formamidu (Serva - Némecko)a 2 - 3
pl z této smdsi jsou nanddeny na sekvenéni gel auto-
matického sekvenétoru ABI 310 nebo A L.F. Vyhod-
noceni probihd pomoci softwaru Gene Scannebo Frag-
ment Manager.

Vysledky a diskuse

Diagnostika choroby Charcot-Marie-Tooth I stejné
jako lehéi formy HMSN - HNPP probihala dosud na
natem dzemi na zdklad& klinického nélezu, genealo-
gie, EMG a biopsie nervu eventudlné i svalu. Vlivem
relativné velké variability fenotypu resp. tiZe postize-
ni v rdmeci rodiny, vyskytu sporadickych piipadd
a prekryvani fenotyph nebylo dosud mo#Zné presnéjsi
zatazeni do jednotlivych molekuldrné definovanych
jednotek. Molekuldrné genetické vySetfeni u téchto
chorob nehylo dosud v Ceské ani Slovenské republice
k dispozici. Vyjimedné se poda¥ilo zajistit vySetfenina
zahranitnim pracovidti, Na na#f klinice jsme zavedli
jednoduchou a rychlou metodu na zdkladé PCR, kterd
je schopnd prokézat specifické DNA piestavby u vyse

160
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BE 22r:137, Marer 122

WE 238138 sarker 122 77373/ [EF 230138, Marer 122
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248 1150, Market 122/ 7377 7

HE B 24R:150, Marke

be‘. 4. Priklad steiné rodiny jako na obr. 3, ale za pouZitf
jiného markeru - P - pacient, M - matka, O - otec, D - delece, 1,
2 oznaden{ alel.

zminénych dédiénych polyneuropatii. Zde popisovand
metoda, na rozdil od ostatnich uZivanych metod de-
tekece CMT1A/HNPP prestaveb, vystadi i s minimem
DNA, obchézi pouziti radioaktivniho materidlu, neni
zatiZena nebezpedimi kvantitativniho hodnoceni sig-
nélu a mé velkou kapacitu vydetfovanych vzorkd.
Pacient, u kterého byly nalezeny t¥i alely v alespon
jednom z vySetfenych markerd, je povaZovén za nosi-
ée duplikace ve vy$etfované oblasti (obr. 1 a 2). Do-
sud jsme vy8etiili 42 rodin, které odpovidaly nagim
diagnostickym kritérifm (tab. 3). V soudasnosti, na
poldtku projektu byla touto metodou na nagem pra-
covisti duplikace prokédzana ve 14 rodindch (celkem
30 osob) s klinickym podezfenim na CMT1 a delece ve
4 rodindch s klinikou HNPP (celkem 6 osob). Smyslem
tohoto p¥isp&vku viak neni videt vysledky, ale chee-
me hlavné upozornit nejsirsi neurologickou ve¥ejnost
na moznost molekuldrng genetického wvySetient
u CMT1 a HNPP a informovat o principu a moZnos-
tech detekdn{ metody.

Kombinaci 8 polymorfnich dinukleotidovych mar-
kerd mé tato metoda vice ne? 99 % vypovédnost v pfi-
padé delece a vysoké procento (nad 90 %) zéachytu
duplikaci. Tato dspgsnost zéchytu je vyss nei u vét-
Siny radioaktivnich hybridizatnich metod pouZiva-
nych na fadé pracovidtich ve svété. V p¥ipadé dupli-
kace v8ak metoda z4chyt véech pifpadii neumoziuje.
Proto v p¥ipadé ndlezu vidy nejvyse dvou alel ve véech
markerech u pacienta s typickymi klinickymi a elek-
trofyziologickymi p¥iznaky CMT1 doporuujeme vy-
Setfeni ndroénéjs{ metodou jako pulzni gelové elektro-
foréza (PFGE) nebo fluorescendni in situ hybridizace
(FISH). Rozhodujici vyznam pro vytéZnost zdchytu
specifickych mutaci mé viak stdle exakinf klinick4
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diagnéza a tedy spravnd indikace k DNA vySetreni.
Prikaz delece & duplikace v roding umoziuje pfimou
prenatdlni diagnostiku. Mens{ zévaznost postiZeni
u CMTIA & u HNPP a dosavadn{ nemo¥nost piesné
predikce fenotypu na zéklads zji§téného genotypu

vBak nejsou povazovény za dostatedné pro pierudeni

t&hotenstvi z medieinské indikace.

Zavedenim tohoto vygetfeni cheeme zajistit a rozéi-
Iit servis pro neurologickd pracovigté i praktické neu-
rology a pacientim umoinit vys8{ diagnostickou spo-
lehlivost, presné poradenstvi a ugetient invazivnich
vySetfovacich zakroki jako je biopsie nervu & svalu.

Nezjigténi & dokonce vyloudeni duplikace resp. de-
lece v oblasti 17p11.2-12 by mélo byt na zdkladé zn4-
mé fastosti a Cetnosti mutaci dalgich involvovanych
gent ndsledovano hledanim v nésledujicich genech
v uvedeném poradi Cx 32 — PO — PMP22 — (EGR2).
Prikaz bodovych mutacf v téchto genech vyZaduje
jej'ich sekvenovant, které pro naroénost a nékladnost
vyZzaduje exaktni a raciondln{ indikaci.

Je velmi pravdépodobnsé, #e budou objeveny a po-
psany daldf markery v duplikové oblasti, které déle
roz8{if uspédnost zachytu duplikaci. Optimalizace
multiplex metody s néslednou analyzou na sekvens-
toru ABI 310 (firmy Perkin-Elmer) pro vice markeri
v jedné PCR reakei urychly, zracionalizuje a zlevni
popsané vySetien{ pacientd s CMT1A a HNPP,

Projekt je podporovdn z grantu reg. & IGAMZ CR& M 3/3
a od DFG (Deutsche Forschungsgemeinschafy).
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