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Charcot-Marie-Tooth
neboli dedicné periferni neuropatie

* je to nejcastejsi dedicné neuromuskularni
onemocnéni, s prevalenci v populaci priblizné
1:2500

* heterogenni skupina dédicnych neuropatii, kdy
neuropatie je zakladem obtizi

* na zaklade elektromyografie délime do dvou
skupin- CMT 1 a CMT2




* Typické je postizeni chodidel, protoze
chronické postizeni nervu vede k deformitée

nohou, vetsinou typu pes cavus, kladivkovym
prstum a vysokému nartu.



Dale se rozvijeji typické distalni atrofie
svalstva dolnich konéetin. Castym
problémem je i skolioza.



Pozdéji se veétSinou postupné pridava i
postizeni hornich koncCetin, distalni slabost
rukou a neschopnost provést tzv. spetku.



SH3TC2 gen (CMTA4C)

Lokus 5932

Pavodni nazev KIAA1985

17 exonu, 1288 Aas

1SH3 doména, 8 TPR repetic

Mutace v tomoto genu zpusobuji demyeliniza¢ni
(CMT1), autozomalné recesivhé dédicnou (AR)
neuropatii Charcot-Marie-Tooth. Vyraznym znakem
je casné nastupuijici a zavazna skolioza.

Frekvence mutaci v tomto genu nebyla dosud v CR
zkoumana.



Nase studie

Které mutace se vyskytuji u ¢eskych pacientu s
nemoci Charcot-Marie-Tooth?

ctefi maji

Jak Casté j

sou tyto mutace?

Ktera mutace je prevalentni v ceské populaci?
Je vhodné vysetrovat gen SH3TC2 rutinné?
Jaky je fenotyp CMTA4C pacientu, tedy pacientu,

mutace v genu pro SH3TC2 ?



Pro vysetreni genu SH3TC2 byli vybrani pacienti s demyelinizacni
formou CMT, kde lze predpokladat AR typ prenosu. U 60
vybranych pacientti byla provedena sekvenacni analyza celého
kddujiciho useku SH3TC2 genu.

Autozomalné

Kritéria pro vybér pacientu k vySetreni genu SH3TC2:  recesivni dadicnost
1. motoricko-senzitivni neuropatie se zacatkemv prvni 54
nebo druhé zivotni dekadé;

2. nepritomnost klinickych znamek postizeni u rodicu;
3. EMG vysetieni s nalezem NCV < 38 m/s; ¢ =

Cilené jsme vybirali pacienty s udajem o skoliéze v anamnéze, ale do studie byli
zafazeni i pacienti bez Udajl o skolidze.

Cilené jsme vybirali pacienty s alespon jednim dalSim postiZzenym sourozencem nebo s
udajem o konsanguinité v rodiné.

U dalSich 412 pacientl s neupresnénym fenotypem byla

provedena detekce nejCastéjsi mutace p.Arg954Stop metodou
real-time PCR.




Metody:

Cew kdd Uj ici  uUsek genu Alamut version 2.0e (Interactive Biosoftware,
v - w. ; Rouen, France):
SH3TC2 vCetne prilehlych -

intronovych oblasti byl I:f:';ff;ffﬁ’:;T,m.lmm.l.[.h:,:m.:w,_ml,_"..,,._
a m p I ifi kOVé n V 19 PCR ""M"“*““m"*'““" L 0T O O O 1 O i B [ L
reakcich g b=

Tetratncopeptice TPR_1

Iatrackive
ccccccccccccccccc

*Sekvenovani s pouzitim BDT v.3.1

*Purifikace sekvenacCnich reakci -
CleanSeq — pomoci robota Biomek.
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Vysledky

Ze 60 pacientu byly mutace v genu SH3TC2 nalezeny u 13 (21 %) pacientl, z
toho u 7 pacientt (11 %) byly patogenni mutace na obou alelach genu.

U zbylych 6 pacientu (10 %) byla nalezena jedna patogenni mutace, nebo nové
dosud nepopsané mutace, jejichz vyznam bylo tfeba overit.

Prevalentni mutaci v tomto genu v CR je jiZ popsana p.Arg954Stop

Relativni frekvence mutovanych alel | @ P- Arg954Stop
mp. Lys93Lys
Op. Asp1229Val
Op. Asn881Ser
W p. Arg658Cys
\ mp. Tyr169His
% mp. Glu429Stop
—= Op. Thr27Ala
: mp. GInd6Pro
mp. Thr199lle
Op. Arg227GIn
Op. Ser433Leu
W c.3676-8G>A




p.Arg954Stop

- Sestavili jsme genotypizacni real-time PCR
assay na principu alelické diskriminace, ktera by
detekovala mutaci ¢.2860C>T (p.Arg954Stop).

- Timto rychlym a levhym vySetfenim jsme vysSetffili
412 pacient, ktefi byli v minulosti odeslani do nasi
laboratore k molekularné-genetickému testovani pro
podezieni na nemoc CMT.

-Ze 412 vzorki od pacientt byla mutace
p-Arg954Stop nalezena u 8 z nich, z toho u 6
v homozygotnim stavu.

-U dalSich dvou byla mutace p.Arg954Stop
nalezena pouze na jedné alele. U jednoho z nich
jsme druhou mutaci nasli sekvenovanim, u druhého
nikoliv.

Allele Y (FAM-MGB)

Allelic Discrimination

+|

Allele X (VIC-MGB)

‘Platef pakusAD2 sds (Allelic Discrimimasion) - Page 5




Rodina A

Jedna se o sporadicky pfipad CMT v rodiné. Pacient byl sledovan od utlého détstvi
pro poruchu chlize (chodil po SpiCkach). V 7 letech prodélal prvni ortopedickou
korekCni operaci (prodlouzeni Achillovy Slachy), dalsi korekCni operaci prodé€lal

v 18 letech véku. U pacienta byla nalezena mutace p.Arg954Stop

v homozygotnim stavu. Pacient byl naposledy vysetfen ve véku 30 let



Rodina )

Pacient je slozeny heterozygot pro mutace
p.Arg954Stop a p.Asn881Ser. Jde o sporadicky
pfipad CMT v rodiné. Nemoc se u n¢&j projevila
v predskolnim veéku.



Zaver klinickych vysetreni
Klinicky obraz CMT4C (zpUsobené mutacemi v SH3TC2) byl u
vsech nasich pacientU podobny:

U vSech se prvni obtize objevily do 10 let véku a byly vétsSinou
spojené s vyraznymi deformitami chodidel a zavaznou
skoliézou. PostiZeni je spiSe mirnéjsi a samostatna chlize byla u
vsech pacientl zachovana.

V neurologickém ndlezu je vyraznéjsi slabost na dolnich
koncCetinach a jen minimalni postizeni rukou.

Napadna je i vyrazna porucha Citi, zejména vibraCniho na
dolnich konCetinach.



Analyza novych, dosud

Relativni frekvence mutovanych alel

7

@p. Arg954Stop
mp. Lys93Lys
Op. Asp1229Val
Op- Asn881Ser
mp. Arg658Cys
@p. Tyr169His
mp. Glu429Stop
ap. Thr27Ala
mp. GIn46Pro
mp. Thr199lle
Op. Arg227GIn
mp. Serd433Leu
W C.3676-8G>A

nepopsanych mutaci

Frekvence novych variant v nepostizené populaci

Pocet vySetienych

Cetnost vyskytu

Benigni

polymorfizmy?

Vv

zdravych mutace v nepostizené
Mutace alel/chromosomi populaci
p.Lys93Lys 524 0
— —
L_p-Ser433Leu 598 0.167% alel
p.Thr27Ala 492 0
—
p.GIn46Pro 492 0.406% alel
L p.Val1158lle 386 2.5% alel
/
p. Asp1229Val 240 0
p.Thr199lle 240 0
p.Arg227Gin 240 0
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In silico analyzy
Dale jsme nove€é nalezené varianty
testovali pomoci pocitaCovych analyz.

Vysledek z programu PolyPhen
Mutace Vysledek (PolyPhen)

D1229V probably damaging

< T199I benigD\
Q46P probably damaging Benigni

S433L probably damaging polymorfizmy?
227Q benign
T27A benign
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Analyza v programu Panther

ukdzala, ze mutace p.Asp1229Val mé pravdépodobné
patogenni efekt (hodnoty mensi nez 3 jsou vyznamné)




Analyza v programu ClustalX,

ktery porovnava homologii DNA pro jednotlivé ZivoCisné druhy, ukazala, Ze mutace
p.Thr27Ala neni vysoce konzervovana

Analyza v programu SIFT .z, ze mutace

p.Aspl1229Val a p.GIn46Pro mohou mit patogenni efekt.

Data béze ASD pOtVfdila, Ze ob& mutace, u kterych

jsme to pfedpokladali (p.Lys93Lys a c.3676-8G>A) mohou ovliviiovat spravny sestfih
RNA.



Souhrn analyzy novych mutaci
Na zaklad¢ analyzy novych, mutaci

oo WV

bvlo zjisténo:

Mutace\Nastroj analyzy SIFT PolyPhen  Panther ClustalX SR

Zavér:
frekvence

Neni vysoce

. Benigni
konzervovana

p.Thr27Ala Benigni Benigni Benigni

p.GIn46Pro Benigni Patogenni Benigni Konzervovana Benigni

p.Thr199lle Benigni Benigni Benigni  Konzervovana Benigni

p.Arg227GIn Patogenni  Benigni Benigni  Konzervovana ?

p.Ser433Leu Benigni Patogenni Benigni  Konzervovana Benigni

Pravdépodobné

p.Asp1229Val Patogenni Patogenni Patogenni Konzervovana ,
patogenni

1.Zaména p.Vall158lle je pouze benigni polymorfizmus.
2.Mutace p.Thr27Ala a p.Ser433Leu jsou nepatogennimi vzacnymi
polymorfizmy.

3.Mutace p.Thr199lle je nepatogenni vzacny polymorfizmus.
4.Povahu mutace p.Arg227GIn nebylo mozné zcela jasné urcit.
5.Mutace p.Aspl1229Val miize byt patogenni.
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Zaver:

Mutace v genu SH3TC2 jsou prekvapivé €astou pfiCinou
HMSN | mezi Ceskymi pacienty.

Prevalentni mutaci je p.Arg954Stop (63 % patogennich
alel). Testovani by primarne melo byt zaméreno na tuto
mutaci.

Je obtizné stanovit patogenitu nékterych noveé
nalezenych, dosud nepopsanych, mutaci.

Vysetreni genu SH3TC2 doporucujeme u pacientU

s HMSN |, ktefi byli testovani na CMT1A/HNPP

s negativnim vysledkem, a u nichz Ize predpokladat
autozomalné recesivni typ dédiCnosti.
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