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Charcot-Marie-Tooth - gonosomalné dominantni typ
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Souhrn

Choroba Charcot-Marie-Tooth (CMT) se muZe dédit bud autosomdlné dominantné &i recesivné, nebo
vézané na X-chromozom. X-chromozomalné dominantni choroba Charcot-Marie-Tooth (CMTX) je mo-
toricko-senzoricka neuropatie, p¥i které jsou muZi postiZeni vice a di‘ive neZ Zeny a maji obvykle i nizsi
rychlosti vedeni perifernim nervem a v rodokmenu nikdy nedochézi k p¥enosu afekce z otce na syna.
U velké &asti rodin s CMTX jsou nachazeny mutace v genu pro gap junction protein connexin 32 (Cx32).
Vybrali jsme 6 rodin s vyskytem demyelinizaéniho typu choroby CMT, kde nebyla prokdzana ani
duplikace v chromozomalni oblasti 17p11.2-12, ani pfenos z muZe na muZe v rodiné. Pomoci pfimého
sekvenovani jsme vySet¥ili celou kédujici oblast Cx32 genu u celkem 29 osob. V 5 rodinach u celkem 19
osob jsme prokazali mutace typu missense, které segregovaly s postiZenim v rodiné. VSechny tii
nalezené mutace byly jiZ v minulosti popsdny u pacientii s CMTX. Tyto vysledky potvrzuji vysokou
frekvenei vyskytu mutaci v Cx32 genu mezi CMT 1 pacienty se stfedné sniZenou rychlosti vedent
perifernim nervem, u kterych nebyla nalezena duplikace v oblasti 17p11.2-12. Poukazujeme navyznam
a &asty vyskyt X-vazané dominantni dédié¢nosti u CMT. Jde o prvni sdéleni o prokdzanych CMTX
rodinach v Ceské republice. :
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Summary

Seeman P., Mazanec R., Hrusakova S., Ctvrtedkova M., Raskova D., Padérova K., Perni-
kova L: Charcot-Marie-Tooth Gonosomal Dominant Type (CMTX1) -~ First Findings of
Mutations in the Gene for Connexin 32 in the Czech Republic

Charcot-Marie-Tooth disease (CMT) can be inherited either in an autosomal dominant way or recessi-
vely linked to the X chromosome. X chromosome dominant Charcot-Marie-Tooth (CMTX) is a motor
sensory neuropathy which affects men more and earlier than women and men have as a rule a lower
rate of conduction in the peripheral nerve, and in the pedigree the affection is never transmitted from
father to son. In a great majority of families with CMTX there are mutations in the gene for the gap
junction protein connexin 32 (Cx32). The authors selected six families with demyelination type of CMT
disease where neither duplication in the chromosomal area 17p11.2-12 nor transfer from male to male
in the family was proved. By direct examination the authors investigated the whole coding area of the
Cx gene in a total of 29 subjects. In five families, in a total of 19 subjects, mutations of the missense type
were detected, which segregate with the affection in the family. All three detected mutations were
described already in the past in patients with CMTX. These results confirm the high frequency of
mutations in the Cx32 gene among CMT 1 patients with a reduced rate of conduction in the peripheral
nerve, where duplication in the area 17p11.2-12 was found. The authors draw attention to the impor-
tance and frequent incidence of X-linked dominant heredity in CMT. This is the first communication
on confirmed CMTX families in the Czech Republic.

Key words: Charcot-Marie-Tooth disease, neuropathy
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Prdce byla prezentovdna v predbéiné podobé ve formé posteru na 32. Sjezdu spoleénosti lékarské genetiky 15.-17. 9. 1999 v Olomouci
a ve formé predndsky na 3. celostdini konferenci DNA diagnostiky s mezindrodni wdasti 3.—. 12. 1999 v Praze.
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Charcot-Marie-Tooth (CMT) neuropatie jsou hete-
rogenni{ skupinou gastych dédignych onemocnéni pe-
rifernich nerva (1.

Jednotna klasifikace dédignych polyneuropatii
v soutasné dobé neexistuje. Pomoci EMG vySetfeni
vsalk lze celkem spolehlivé odlisit gastgjsi typ I — de-
myelinizaéni, tedy s nizkou rychlosti vedeni perifer-
nim nervem od vzacnéjsiho typu 11 — axondlniho s nor-
malni nebo jen lehce sniZenou rychlosti vedeni.
U typu I jsou t. & znamy 4 zodpovédné geny: gen pro
periferni myelin protein 22 (PMP22), gen pro conne-
<in 32 (Cx32), gen pro myelin protein 0 (MPZ) a early
growth factor 2 (EGR2). Pro typ II dosud zadny zod-
povédny gen objeven nebyl (2).

Nejéastéjsim zplisobem dédiénosti u CMT je auto-
somélné dominantni prenos (AD) u typu 1A na pod-
kladé duplikace oblasti 17p11.2-12 veetné genu
PMP22 (3).

Gonosomalnd dominantni typ dédignosti u CMTX1
nasledkem mutaci v genu pro connexin 32 (Cx32) je
druhym nejéastéjsim zptisobem pfenosu u dédiénych
perifernich neuropatif (HMSN) (4). Mezi dédiénymi
perifernimi neuropatiemi jsou popisovany i autoso-
mélné recesivni formy s obvykle téz&im fenotypem,
kde té7 dosud nenf zndm Zadny zodpovédny gen (5, 6).

CMTX1 tvoif kolem 10 % z piipadi s demyelinizac-
nim, tedy I. typem CMT (7, 8). Mu?i byvaji obvykle
vyraznéji a dffve postizeni neZ Zeny a mivajl nizsi
rychlosti vedeni perifernim nervem (9-11). Neékteré
zeny jsou zcela bez subjektivnich i klinickych obtiZi
a jejich hodnoty rychlosti vedeni p¥i EMG mohou
odpovidat spige IL. typu CMT. V praméru jsou u muz
i 7en s CMTX rychlosti vedent vy8si (30-40 m/s) ne?

u nejéastéjsi formy CMT, tedy CMT1A s duplikaci na
chromozomu 17p (20-30 m/s) (9, 12).

Genealogie v rodindch s CMTX1 budi na prvni po-
hled diky vertikdlnimu pienosu afekce a postiZent

- obou pohlavi vétdinou dojem autosomalné dominant-

niho zptsobu dédiénosti. Pokud véak v rodokmenu
neexistuje prenos afekce z muZe na muZze, je vidy
nutno uvazovat i o moznosti gonosomélné dominant-
niho typu dédi¢nosti (13)! Mezi rodinami zajazenymi
mezi typ II CMT se proto mohou skryvat ve skutec-
nosti pacienti s mutacemi v Cx32 genu (9, 21). Po
vyloudeni CMT1A duplikace v rodiné, kde neexistuje
pienos afekce z muZe na muze by se mélo patrat po
mutacich v genu Cx32 (21).

Gen pro protein connexin 32 je dosud jedinym zna-
mym X vazanym genem u CMT. Connexin 32 je gap
junction protein s funkei kanalu pro rychly radialni
transport ionttt a malych molekul mezi perinukledr-
nim a periaxondlnim kompartmentem Schwanno-
vych bunék, tedy napii¢ jednotlivymi zdhyby myeli-
novych pochev periferniho nervu. Tento protein méa
intraceluldrné ulofené C- a N-termindlni domény,
dale 4 transmembranové a 2 extraceluldrni domény
a jednu dals{ intraceluldrnf doménu. Zména funkce
kandlu nasledkem mutaci v Cx32 genu vede v konec-
ném dasledku k poskozeni myelinové pochvy axonu

"a sekundarné i k axonopatii (14). Experimentélné

véak bylo prokézano, e tento radidlni transport ma-
lych molekul musi byt zajistovan i jinymi podobnymi
kandly (15). Jsou vBak i préce, udévajici primarni
axonopatii, nasledkem mutaci v Cx32 u CMTX1 (9).
Tyto zavéry jedné prace, opirajici se o nélezy sniZzené
amplitudy slozeného svalového alkéniho potencidlu
(CMAP) a popsané axondlni neuropatii v biopsii nex-
yus suralis jednak vychdzeji z malého poctu vySetfe-
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Tab. 1. Hlavni diagnostick4 kritéria pro CMTX1.

1. deformity nohou ~ pes cavus

2. distdlni svalové atrofie ~ vice a diive na DK

3. poruchy chiize a distdln{ svalovd slabost

4. poruchy &iti, parestézie hlavné na DK

5. sniZené ¢i vymizelé 8lachosvalové reflexy

6. obvykle vyrazn&jsi a difvéjsi postizeni muzd ne? Fen
7. zhor8enf obtiZ{ a sniZeni rychlosti vedeni na EMG

u zen v dospélosti a vy3sim véku a obvykle pomérné
stabiln{ pribéh v muzd
8. na EMG stiedné snifend motoricka i senzoricka
rychlost vedeni perifernim nervem (obv. 30 — 40 m/s)
9. vertikalni zptsob pienosu v roding bez prenosu
Zmuze na muze
10. vylouéeni CMT1A duplikace na chromozonu 17p

11. vylouéeni zevni pfic¢iny obtiZ{

nych pacientd a byly dalsfmi autory vyrazné zpochyb-
nény (16).

Cx32 gen je maly, se dvéma exony, kde pouze 849
béz{ v exonu 2 kéduje 283 aminokyselin (17) (obr. 1).
V tomto genu bylo popséano jiz pres 220 raznych mu-
taci — v&t&inou typu missense, ale éasto i dalsf typy,
vétsinou bodovych mutaci, které jsou rovnomérné roz-
ptyleny po celé kédujici oblasti a promotoru, bez zna-
mek nakupeni v nékterém misté ( 18, 19). Tato situace
tudiz vyZaduje kompletni sekvenovani celé kodogenni
oblasti genu ve vybranych rodinach. Témeér vSechny
mutace jsou zd&déné a vznik de novo je velmi vzécny
(20). Proto je nutné pacienta s CMT vidy vidét v kon-
textu celé rodiny a dovygettit klinicky i elektrofyzio-
logicky jeho pfibuzné v riziku. V tomto sdsleni uka-
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Vysledky sekvenaéni analyzy Cx32 genu v rodiné Q. V. Misto
mutace je oznadeno Sipkami. Proband 98 ma v pozici 547 pouze
homozygotni mutovany signal A ( zeleny), na spodni fddce je pro
srovnani stejné misto u zdravé osoby ~ normalni signdl G (der-
ny).
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Obr. 2. Rodina 0.V,

98 — 24 let, v 9 letech zakopdvani, v 16 letech problémy s jemnou
motorikou, atrofie interosedlnich svahi rukou a sval thenaru, |
citlivost pro bolest na teplo na HK, rr. 1.2-52 nevybavné, § MNCV,
L SNCV, homozygot pro 622 G - A

99 - 26 let, bez subjektivnich obtfi{, EMG dosud nevysetteno,
homozygot pro 622 G — A

156 ~ 21 let, pes cavus bilat., areflexie + taktiln hypestézie akrdlns
na HK i DK, atrofie sval piedlokti a bérce, pallestesie na DK,
peronealni chiize, kontraktury Achill. slach, 1 MNCV, homozygot
pro 622G - A

157- 19 let, sledovana od r. 1993, rr. C5-8 jen ve stopé, rr. L2-S2
nevybavné, lehk4 atrofie svalstva bérce, kontraktury Achill. slach,
chiize po patach nelze, 4 MNCYV, heterozygot G/A v pozici 622

158 - 18 let, pes cavus bilat., kontraktury Achill. slach, lehka atrofie
svalstva bérce + akralné na HK, rr. C5-8 vyrazné snizené, palleste-
sie na DK, chiize po patéch nelze, . L MNCV, homozygot pro 622 G
— A

559R — 19 let, v r. 1994 ties rukou, 1995 myalgie, pedes plani,
naznaéeny kladivkovité prsty, chize ataktickd, | | MNCV homozy-
got pro 622 G — A

5608 — 46 let, bez subjektivnich obtizi, 4 MNCV, | SNCV, heterozy-
got G/A v pozici 622

561R - 50 let, zdrav, nema mutaci v Cx32 genu

J. K. - 19 let, sledovan pro HMSN, EMG + DNA vysetien{ neprove-
deno

H 8 - 48 let, vedena pod diagnézou degenerativni onemocnén{
spinocerebeldrniho charakteru

X. Y.~ zemiel v 83 letech, vyrazné svalové atrofie
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Obr. 3. Rodina V. H.

295 - 23 let, hypotonie a hypotrofie thenaru a interosealnich svaly,
na DK rr. L2/4 nizké, 15-S2 nevybavné, v distalni tietiné bérce
hypotrofie svall a hypestézie, akrdlné snizené vniman{ ladicky,
naslapuje na zevni hranu chodidla, chiize po patach nelze, naznade-
na stepa#, EMG nevysetfeno, homozygot pro 547 C — T

996 — 25 let, zdrdv, nemé mutaci v Cx32 genu

997 — 47 let, bez obtizi, blizéi udaje chybi, EMG nevysetfeno, hete-
rozygot C/T v pozici 547

298 — 48 let, zdrav, nemé mutaci v Cx32 genu

547 C>T Arg183Cys

Vysledky sekvenaéni analyzy Cx32 genu v roding V. H. Misto
mutace je oznageno Sipkami. Proband 295 ma pouze homozygot-
ni mutovany signal T (gerveny), jeho matka — & 297 ma v pozici
547 signély dva T i C (modry i Zerveny) a je tedy heterozygot pro
mutaci, & 296 — zdravy bratr probanda mé ve stejné pozici pouze
normaln{ signal C (modry).
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Obr. 4. Rodina E. P.

185 — 58 let, slabost DK od stéedniho vékuy, chiize s obtizemi, potiZe
mengfho rozsahu ne# u deery, EMG nevysetfeno, heterozygot C/IG
v pozici 473

186 ~ 64 let, neurologicky zdrav, nemd mutaci v Cx32 genu

187 - 35 let, slabost DK od gkolnfho véku, svalové atrofie na DK,
peronedlni chize, po 2. porodu vyrazné zhorgeni, heterozygot C/G
v pozici 473

188 — 36 let, neurologicky zdrdv, neméd mutaci v Cx32 genu

189 — 14 let, na HK hypo- az areflexie bilat., hypotrofie thenaruy,
neobratnost drobnych svali ruky, taktilni hypestézie akrdlné, na
DX hyporeflexie 1.2-82 bilat., lehké atrofie bilat., zejm. akralné,
menéf vykonnost, myalgie, L MNCV, | SNCV, homozygot pro 473
C-G

190 ~ 7 let, bez vyraznych subjektivnich obtiZi, na HK vyraznd
hyporeflexie, taktilni hypestézie akralné, na DK lehké hyporeflexie,
1 MNCV, L SNCV, homozygot pro 473 C - G

473 C>G

Pro158 Arg

Vysledky sekvenaéni analyzy Cx32 genu v roding E. P.

Misto mutace je oznaleno Sipkami. Proband 190 mé pouze
homozygotni mutovany signdl G (¢erny), jeho matka € 187 ma
v pozici 473 signély dva GiC (modry i erny) a je tedy hetero-
zygot pro mutaci, & 188 - zdravy otec probanda mé ve stejné
pozici pouze normalni signél C (modry).
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Oby. 5. Rodina J. L.

159 — 13 let, obtize od batolectho véku, pedes excavati, areflexie
L5-82, chize nejistd, na paty se nepostavi, 1 MNCV homozygot pro
547C—-T

160 — 18 let, bez obtizi, neurologicky norm., nemé mutaci v Cx32
genu

161 — 38 let, pedes excavati od batolectho vé&ku, hraniéni MNCV,
heterozygot C/T v pozici 547

162 — 40 let, bez obtiZi, neurologicky norm., nemd mutaci v Cx32
genu

170 —60 let, pedes excavati, chiize nejistd, EMG dosud nevySetieno,
heterozygot C/T v pozici 547

17165 let, bez obtiz{, EMG nevySetieno, nemd mutaci v Cx32 genu
174 — 64 let, zdrdva, neméd mutaci v Cx32 genu
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Vysledky sekvenaéni analyzy Cx32 genu v rodiné J. I. Misto
mutace je oznadeno Sipkami. Proband 159 ma pouze homozygot-
ni mutovany signdl T (Serveny), jeho matka €. 161 mé v pozici
547 signaly dva T'i C (modry i &erveny) a je tedy heterozygot pro
mutaci, €. 162 — zdravy otec probanda mé ve stejné pozici pouze
normaéln{ signél C (modry).
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Obr. 6. Rodina D. B.

209 - 21 1., hyporeflexie na HK, areflexie na DK, chilize peronedlni,
st4é{ nohy dovnit¥, zkraceni Achill. slach, EMG nevySetieno, homo-
zygot pro 622 G = A

210 — 42 1., klinicky bez obt{Zi, EMG nevysetieno, heterozygot G/A
v pozici 622

324 - 101, pes cavus, lehké zkrdceni Achill. slach, chiize nekonstan-
tné po ¥pickdch, naznal. kolébava, na delf vzddlenost nelze, lehce
I MNCV, SNCV, homozygot pro 622 G - A

325 — 37 1., obtiZe od 18 let, pozvolna progrese, zhorgeni po porodu
(1989}, vyrazné atrofie drobnych svalu nohy a bérce, pes cavus,
zkrdcen{ Achill. 8lach, peronealni chize, hypersenzitivita kize ak-
ralnich ¢4sti, vyrazné sniZena MNCV a SNCV, heterozygot G/A
v pozici 622

622 G>A

Glu208Lys

Vysledky sekvenaéni analyzy Cx32 genu v rodiné D. B. Misto
mutace je oznaleno Sipkami. Proband 209 m4 v pozici 547 pouze
homozygotni mutovany signal A (zeleny), na spodni fadce je pro
srovnani stejné misto u zdravé osoby - normaélni signal G
(¢erny).
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zujeme soubor prvnich péti prokazanych Eeskych ro-
din s CMTX, kde jsme nalezli jako pfidinu afekce
mutace v genu Cx32.

Metodika

7.¢ souboru pacientl a rodin s dédiénymi neuropatiemi byly
vybrany rodiny s demyelinizaénim nebo intermedidrnim typem
CMT, kde nedochdz{ k prenosu z muie na muZe, a kde jsme
v minulosti neprokazali nejéast&jsi CMT mutaci, tedy CMT1A
duplikaci na 17p (2). DNA byla izolovdna z perifernich lymfocy-
ta. Kédujici oblast genu Cx32 byla amplifikovdna ve trech
navzajem se piekryvajicich PCR {ragmentech pomuoci 3 part
primert (Cx1F, Cx1R, Cx2F, Cx2R, Cx3F, Cx3R - http://mol-
gen-www.uia.ac.be/cmt/DefaultProtocols.htm) (obr. 1). PCR
produkty byly po purifikaci pomoci kolonek QIAquick (Qiagen
_ Némecko) piimo neradioaktivné sekvenovany pomoci kitu
° BigDye Terminator (Perkin-Elmer — USA) a analyzovény na
kapildrnim sekvendtoru ABI 310 (Perkin-Elmer — USA). Ziska-
né sekvence byly porovnény s publikovanou sekvenci Cx32 genu
(17.

Vysledky

Celkem 6 rodin, které spliovaly nase diagnosticka
kritéria pro CMTX1 (tab. 1) bylo vy$etfeno na genové
wrovni. Zodpovédné kodogenni mutace v genu Cx32
byla nalezena v 5 rodinéch (83 %) u celkem 19 jedin-
ctt. Celkem byly v neptibuznych 5 rodindch nalezeny
3 razné mutace, jiz zndmé a v minulosti popsané (19).
&lo ve viech pripadech o missense mutace, tedy vy-
mény DNA bazi, rezultujici ve vyménu aminokyseli-
ny, konkrétné: C — G v pozici 473 (prolin za arginin
v pozici 158),C —» T'v pozici 547 (arginin za cystein
v pozici 183)a G —» A v pozici 622 (glutamin za lyzin
v pozici 208) (obr. 1). Tyto mutace jsme nalezli pouze
u klinicky postiZenych €lent rodin a nebyly nalezeny
u #4dné jiné vygetfované osoby. Nilez mutace G — A
v pozici 622 byl potvrzen i Stépenim restrikénim en-
zymem Sty I. Nalezené mutace vidy segregovaly s po-
stizenim v rodiné.

Klinické a elektrofyziologické udaje o ¢lenech rodi-
ny a vysledky sekvenatni analyzy u vybranych ¢lent
rodiny jsou naobrazcich 2 —6. Osoby oznalené ¢islem
byly vySetieny na DNA drovni. O osobéch oznafenych
pismeny, resp. inicidlami jsme méli pouze klinické
a anamnestické ddaje. Plné ¢erné symboly oznacuji
klinicky postizené jedince, symboly s tedkou oznacuji
zeny prenasetky bez klinickych & subjektivnich obti-
3. MNCV znamend motorickou rychlost vedeni peri-
fernim nervem, SNCV znamend senzorickou rychlost
vedeni perifernim nervem.

Zavéry a diskuse

CMTX1 je druhym nejéast&sim geneticky definova-
nym typem dédiénych perifernich neuropatii. Gonoso-

méalné dominantni (GD) zptisob pienosu je sice obecné
velmi vzécny, ale ve skupiné dédi¢nych perifernich
neuropatif je po AD dédi¢nosti druhym nejéastéj$im
(3). Podle literatury lze po vylouéeni CMT1A duplika-
ce na chromozomu 17p nalézt mutace v Cx32 genu pri
cileném vygetieni a# ve 40 — 91 % pipada (8, 21).
V diferencidlni diagnéze a pii genetickém poraden-
stvi v rodindch s dédiénymi neuropatiemi je nezbytné
mo#ny GD zptisob pfenosu cilené sledovat, zvazovat
a diskutovat. Ze gesti vybranych vygetfovanych rodin
s intermedidrnim fenotypem a bez prenosu z otce na
synajsme v péti rodinach nalezli zodpovédnou mutaci
v genu Cx32. V téchto péti pozitivnich rodinéch jsme
nalezli tfi rtzné mutace. Dvé z nich (Prol58Arg
a Argl83Cys) jsou lokalizovany ve druhé extracelu-
larni doméng proteinu Cx32 a jedna (Glu208Lys) ve
tieti intracelularni doméné connexinu 32.

Ve dvou rodindch byla nalezena dvakrat stejna
mutace (rodina D.B.a0.V.;J. L aV. H.). Tyto rodiny
se stejnymi mutacemi véak pochézeji ze zcela odlis-
nych a vzdalenych oblasti nasi republiky, takZe jejich
piibuzensky vztah je dosti nepravdépodobny.

Fenotypy u postizenych ¢lent rodin byly spife leh&d
az prechodné, bez t8zkého postiZeni, ale s relativné
¢asnym zaddtkem u chlapct. Mirnéjsi postizeni odpo-
vid4 dosud publikovanym klinickym nélezm o mis-
sense mutacich v Cx32 genu. T82Z&1 postiZeni rezultuje
obvykle a% z mutaci, které posunuji Steci ramec a vy-
raznéji ovliviiuj{ syntézu proteinu (9).

Elektrofyziologické nélezy v rodinéch CMTX1 jsou
vétéinou odlidné od ndlezti v rodindch s CMT1A, nic-
méné existuje vyznamna piekryvajici se gast jak s ty-
pem I, tak s typem II. Podle nagich védomosti jde
o prvni sdéleni o ndlezu mutaci v Cx32 genu v Ceské
republice. Toto sdéleni opét zddraziuje nezbytnou
komplexnost v p¥istupu k neurogenetickym onemoc-
nénim a nepostradatelnost co nejuplngjsich genealo-
gickych, klinickych a laboratornich udaja o paciento-
vi a jeho roding. DNA diagnostika je metodou volby
jen pro pfesnou nozologickou klasifikaci a opérnym
bodem pro vedkeré daldi genetické tvahy. Hledédn{
bodovych mutaci v Cx32 je pomérné nakladné a vyZa-
duje proto zcela exaktni pfedchozi klinickou diagnézu
a indikaci.

P#imé sekvenovani bez predchozich screeningovych
metod jako SSCP jsme zvolili vzhledem k malé veli-
kosti kédujici oblasti genu Cx32 a pro otekdvanou
velkou pravdgpodobnost zachytu zodpovédnych mu-
taci v dobte vybraném souboru CMT rodin.

Priikaz gonosomalnd dominantni formy CMT ma
zésadni vyznam pro uréeni rizika pro potomky, kdy
postizeny mu# bude mit véechny syny zdravé a viech-
ny dcery budou nosi¢ky mutace a budou postiZeny,
i kdyz spike jen lehce. Naopak postiZend Zena & Zena
prenagetka ma 50% riziko postiZeni pro vSechny po-
tomky bez rozdilu pohlavi, p¥itemZ synové byvaji
obecné vyraznéji postizeni nez deery.
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