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Souhrn 

Vyšetření genů DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 a SOD1 u českých 

pacientů s dědičnou neuropatií axonálního typu 

V dizertační práci jsem se zaměřila na diagnostiku axonální formy dědičné neuropatie, 

protože v té době byla u pacientů s axonální formou CMT výrazně nižší objasnitelnost 

metodami klasické molekulární genetiky než u pacientů s demyelinizačními typy CMT. 

Pro další vyšetření u pacientů bez objasněné příčiny axonální formy CMT byly zvoleny 

geny DNM2, GARS a TRPV4. Cílem bylo zjistit spektrum a frekvenci mutací v těchto 

genech jako příčiny CMT2 u českých pacientů.  Dále jsme v průběhu řešení projektu 

přidali vyšetření genů MORC2 a SOD1. Kauzální varianty v těchto dvou genech byly 

prokázány u našich pacientů pomocí celoexomového sekvenování. Proto jsme následně 

vyšetřili i větší skupinu pacientů na přítomnost variant v těchto dvou genech, s cílem 

zjistit, jak časté jsou tyto varianty v české populaci. 

Klasickým Sangerovým sekvenováním jsem vyšetřila reprezentativní soubor pacientů s 

CMT2 na přítomnost variant v genech: DNM2 (37 pacientů), GARS (10 pacientů), 

TRPV4 (24 pacientů) a SOD1 (43 pacientů). Metodou RFLP jsem vyšetřila 161 pacientů 

na přítomnost varianty p.Arg190Trp v genu MORC2.  Soubor pacientů s CMT2 (50 

pacientů) jsme podrobili také analýze metodou MLPA pomocí kitu na detekci duplikací 

a delecí pro geny RAB7A, GARS, HSPB1, HSBP8 a SPTLC1 (kit P406-A1 CMT2). 

Nenašli jsme žádnou odchylku v počtu kopií (CNV). V té době docházelo k rozvoji 

masivně paralelního sekvenování (MPS) a po zvážení finanční náročnosti klasického 

sekvenování versus MPS jsme se rozhodli geny DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 a 

SOD1 zařadit do panelu 97 genů v současnosti spojovaných s dědičnými neuropatiemi. 
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Pomocí MPS jsme vyšetřili 217 pacientů. Vedlo to k následujícím zjištěním a objevům 

u CMT2. 

1. Byla nalezena varianta NM_002047.2(GARS):c.2074A>G (p.Met692Val) v 

GARS genu, která je nejspíše nepatogenní, resp. není příčinou CMT2 v rodině, 

nesegreguje s onemocněním v rodině. 

2. U pacientky s časným začátkem neuropatie v dětství, skoliózou a dušností, MPS 

objasnilo příčinu onemocnění a to v důsledku kauzální varianty 

NM_021625.4(TRPV4):c.557G>A (p.Arg186Gln) v exonu 3 TRPV4 genu. 

Mutace již byla popsána jako patogenní (Landoure et al. 2010). Naši kazuistiku 

jsme publikovali v časopise Neurologie pro praxi (Mazanec et al. 2016). 

3. V DNM2 genu jsme pomocí celoexomového sekvenování zachytili 2 varianty u 

2 nepříbuzných pcientů, jednak: NM_001005360.2(DNM2):c.1102G>A 

(p.Glu368Lys) v heterozygotním stavu a dále 

NM_001005360.2(DNM2):c.1393C>T (p.Arg465Trp), obě varianty byly již 

popsány jako příčina centronukleární myopatie (Bitoun et al. 2005) a fenotyp 

našich pacientů této diagnoze odpovídá. 

4. MPS nám umožnilo detekovat i jiné varianty a rozšířit tak spektrum mutací 

spojovaných s axonální CMT a HMN. Příkladem je MORC2 gen, kde byla 

pomocí WES nalezena varianta NM_014941.2(MORC2):c.568C>T 

(p.Arg190Trp) v heterozygotním stavu u pacienta s obtížnou chůzí, svalovou 

slabostí a progresí onemocnění, varianta je popisována jako mutační hotspot. 

Restrikční analýzou navrženou na štěpení wild type alely v souboru 161 

pacientů jsme danou variantu nalezli ještě u jednoho nepříbuzného pacienta. 

5. U velké české rodiny s klinickým fenotypem pomalu progredující familiární 

ALS (FALS) a s výskytem celkem v 5 generacích, jsme pomocí celoexomového 
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sekvenování nalezli kauzální mutaci NM_000454.4(SOD1):c.140A>G 

(p.His47Arg). Všichni postižení členové rodiny nesou v exonu 4 SOD1 genu 

mutaci c.140A>G (p.His47Arg) v heterozygotním stavu. Tato mutace byla již 

popsána jako patogenní a příčina HMN v článku Ostern et al. 2012. 
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Summary 

Examination of the genes DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 and SOD1 

among Czech patients with hereditary neuropathy axonal type 

For my PhD thesis I chose to work with patients with axonal form of CMT, because at 

that time axonal forms were less likely to be clarified by classical methods of molecular 

genetics. For further examination in patients with unclear cause of the axonal CMT, the 

genes DNM2, GARS and TRPV4 were selected. The aim was to determine the 

significance of pathogenic mutations in these genes as the cause of CMT2 in Czech 

patients. 

In the course, we identified causal variants in the genes MORC2 and SOD1 with WES. 

Therefore, we have tested additional CMT2 patients for the presence of these variants. 

Using Sanger sequencing, I examined a representative set of patients for the DNM2 

(37), GARS (10) and TRPV4 (24) genes without finding a causal mutation, then we 

investigated genes SOD1 (43 patients) and MORC2 (161 patients). The cohort (50 

patients) was also subjected to MLPA analysis using a P406-A1 CMT2 duplication and 

deletion detection kit for genes RAB7A, GARS, HSPB1, HSBP8 and SPTLC1 (kit P406-

A1 CMT2). At that time, massively parallel sequencing (MPS) was becoming 

important. We compared the cost of classical sequencing versus MPS, and accordingly, 

we decided that the genes DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 and SOD1 would now be 

included in the panel of 97 genes associated with hereditary neuropathies. We examined 

217 patients with MPS. This led to several interesting findings. In the CMT2 cohort the 

most important were: 
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1. Finding the NM_002047.2(GARS):c.2074A>G (p.Met692Val) mutation in the 

GARS gene, which is probably non-pathogenic, respectively is not the cause of 

CMT2 in the family, not segregate with the disease in the family. 

2. In a patient with early onset neuropathy in childhood, scoliosis and dyspnoea, 

MPS helped to identify the cause of the disease as a result of the causal mutation 

NM_021625.4(TRPV4):c.557G>A (p.Arg186Gln) in exon 3 of the TRPV4 

gene. Mutation has already been described as pathogenic (Landoure et al. 2010). 

We have published our case report in Neurologie pro praxi (Mazanec et al. 

2016). 

3. In the DNM2 gene, MPS sequencing revealed variant 

NM_001005360.2(DNM2):c.1102G>A (p.Glu368Lys) in heterozygous state 

and NM_001005360.2(DNM2):c.1393C>T (p.Arg465Trp) which is associated 

with centronuclear myopathy (Bitoun et al. 2005) and the phenotype of our 

patients is explanable by the mutation. 

4. MPS has allowed us to detect other variants to extend the spectrum of mutations 

associated with axonal CMT and HMN. For example variant in the MORC2 

gene NM_014941.2(MORC2):c.568C>T (p.Arg190Trp) in exon 10 was found 

in a heterozygous state in a patient with difficulty with walking, muscle 

weakness and disease progression, the variant being described as a mutation 

hotspot. Restriction analysis, designed to digest the mutant allele, in a group of 

161 patients has found the variant in one other patient. 

5. In a large Czech family with a clinical phenotype of slowly progressive familial 

ALS (FALS) and occurring in a total of 5 generations, WES analysis found that  

members of the family carry in exon 4 of the SOD1 gene a mutation of 
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NM_000454.4(SOD1):c.140A>G (p.His47Arg) in heterozygous state. It has 

already been described as pathogenic in Ostern et al. 2012. 
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1 Vyšetření genů DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 a SOD1 u 

českých pacientů s dědičnou neuropatií axonálního typu 

 

1.1 Úvod 

1.1.1 Charcot-Marie-Tooth neuropatie 

Hereditární neuropatie jsou klinicky a geneticky velmi heterogenní skupinou. Charcot-

Marie-Tooth (CMT) onemocnění, jiným názvem také hereditární motorická a senzitivní 

neuropatie (HMSN), se vyskytuje s prevalencí 1:1214-1:2500 (Braathen 2012; Dyck 

and Lambert 1968; Skre 1974) a je nejčastějším hereditárním neuromuskulárním 

onemocněním. Pojmenování je podle dvou francouzských neurologů Jean-Martin 

Charcota, Pierre Marie (Charcot et al. 1886) a Angličana Henry Tootha (Tooth 1886). 

Neuropatie jsou známy všemi typy mendelovské dědičnosti (Rossor et al. 2012). U 

pacientů jsou postiženy periferní nervy, kterými jsou svaly zásobovány. Postiženy 

mohou být i senzitivní nervy, které zprostředkují vnímání dotyku, bolesti, vibrací a 

tepla. CMT nezkracuje normální délku života, ale ovlivňuje jeho kvalitu. 

 

1.1.2 Klinické příznaky 

Charakteristickými příznaky pro CMT jsou slabost distálních svalů dolních končetin a 

následně distální atrofie svalů obvykle spojená s distální senzorickou ztrátou, i 

deformity nohou, pes cavus s kladívkovitými prsty (Obrázek 1), a oslabení nebo 

absence šlachookosticových  reflexů (Harding and Thomas 1980a). Začátek 

onemocnění bývá na přelomu 1. a 2. dekády (Haberlová and Seeman 2010). Pacienti 

mají problémy s chůzí, během, výstupem do schodů a s jemnou motorikou prstů. 
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Propadnutá klenba nohy způsobuje zakopávání, zvedají proto vysoko kolena - tzv. 

čápovitá chůze.  

 

Obrázek 1: Typická deformita nohy „pes cavus“ u pacientů s CMT 

 

1.1.3 Klasifikace 

1.1.3.1 Klasifikace podle klinických kritérií - klasifikace hereditárních neuropatií podle 

klinického nálezu dle Dycka a Lamberta (Dyck and Lambert 1968): 

1.1.3.1.1 Hereditární motorické a senzitivní neuropatie (HMSN = CMT) 

Nejčastější typ dědičných neuropatií (asi 90 %), postiženy jsou jak motorické, tak 

senzitivní nervy. U pacientů je typická progresivní svalová atrofie (Vance 1991). 

HMSN byly v roce 1968 klasifikovány dle Dycka a Lamberta (Dyck and Lambert 1968) 

na 7 skupin (HMSNI-VII). V současnosti je pojem a klasifikace HMSN na 7 skupin 

používán již méně. 

1.1.3.1.2 Hereditární motorické neuropatie (HMN) 

HMN jsou hereditární neuropatie, u kterých se jedná o dominantní postižení 

motorických neuronů. Postihují asi 10 % pacientů s hereditární neuropatií (Zhao et al. 
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2014) a postihují primárně periferní motoneuron. Mají různý věk nástupu, různý typ 

dědičnosti a kauzální mutace v různých genech. Charakteristická je distální svalová 

slabost a později atrofie na dolních končetinách s nástupem nejpozději ve 3. dekádě, 

postižení periferního motoneuronu, chronicko-progresivní vývoj nemoci (Bansagi et al. 

2017). Reflexy L5/S2 jsou obvykle vyhaslé, ale reflexy L2/4 mohou být v iniciální fázi 

výbavné, nicméně postupně vyhasínají (Mazanec et al. 2016). Mají progresivní průběh, 

nemocní kolem 50. roku věku jsou většinou upoutaní na lůžko, jehlová EMG prokazuje 

ojedinělé fibrilace nebo pozitivní ostré vlny a redukovanou náborovou křivku 

potenciálů motorických jednotek (Mazanec et al. 2016). Některé HMN se odlišují od 

klasického fenotypu.  

1.1.3.1.2.1 SOD1 (Superoxide dismutase 1) gen 

Protein kódovaný genem SOD1 se váže ke Cu
2+

/Zn
2+

 iontům a je jedním ze dvou 

izoenzymů zodpovědných za zničení volných superoxidových radikálů v těle (Rosen 

1993).  

Mutace v SOD1 genu lokalizovaném na chromozomu 21q22.11 jsou nejčastější (asi 10 

%) příčinou FALS charakterizované pozdním začátkem, poměrně rychlou progresí 

příznaků a elektromyografickým vyšetřením (EMG), které potvrdí poruchu periferního 

motoneuronu v předních rozích míšních (Gros-Louis et al. 2006; Hadano et al. 2001; 

Kurland and Mulder 1955). 

V některých případech může dojít k překrývání se klinických fenotypů familiární 

amyotrofické laterální sklerózy (FALS), pro které je charakteristické postižení současně 

centrálního a periferního motoneuronu s dědičnou motorickou neuropatií (HMN) nebo 

axonální formou Charcot-Marie-Tooth (James and Talbot 2006)(Obrázek 2). 
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Obrázek 2: Překryv fenotypů HSP, ALS, HMN a SMA (upraveno podle James a Talbot 

2006). 

Je známo, že mutace v SOD1 genu jsou velmi vzácnou příčinou HMN onemocnění 

(Hoyer et al. 2014; Ostern et al. 2012). Identický klinický fenotyp byl popsán u několika 

rodin v Japonsku a rozvětvené norské rodiny, ale nikoliv v rámci ČR.  

 

1.1.3.1.3 Hereditární senzitivní a autonomní neuropatie (HSN/HSAN) 

U hereditární senzitivní neuropatie zvané též hereditární senzitivně autonomní 

neuropatie jsou výrazněji postiženy senzitivní neurony (Nicholson et al. 1996). Pacienti 

mají většinou těžkou poruchu citlivosti pro bolest, teplo, dotyk, často nehojící se 

poranění na nohou, která mohou vést až k amputacím (Dyck 1993). 
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1.1.3.2 Klasifikace podle elektrofyziologických kritérií 

1.1.3.2.1 Demyelinizační neuropatie (HMSNI / CMT1) 

Tato forma je charakterizována redukovanou motorickou kondukční rychlostí na 

horních končetinách (MCVs) n.medianus nebo n.ulnaris (˂38 m/s)(Laura et al. 2007). 

Primárně postihuje Schwannovy buňky, sekundárně i axon (Meyer zu Horste and Nave 

2006). Nejčastější formou demyelinizačních neuropatií asi u 70 % pacientů jsou mutace 

a alterované dávky genu PMP22 - typ označovaný jako CMT 1A (Berger, Young and 

Suter 2002). 

1.1.3.2.2 Axonální neuropatie (HMSN II /CMT2) 

CMT2 postihuje primárně axony a při EMG vyšetření je normální motorická kondukční 

rychlost (˃38 m/s), ale redukovaná amplituda akčního potenciálu (Harding and Thomas 

1980a; Reilly et al. 2011). Nejčastějším typem CMT 2 je CMT2A v důsledku mutací 

MFN2 genu (Zuchner et al. 2004). Patogenní mutace jsou obvykle dominantní, ale byly 

popsány i recesívní mutace a rodiny. Byly definovány 2 klinické podskupiny pacientů 

CMT2A: větší skupina pacientů s časným nástupem a vážným průběhem onemocnění a 

menší skupina pacientů s pozdějším nástupem a mírnějším průběhem (Brockmann et al. 

2008; Zuchner et al. 2004). CMT2A patří mezi nejrozšířenější typy axonální dominantní 

dědičné neuropatie v České republice a podobná situace je i v ostatních populacích 

(Brozkova et al. 2013; Cartoni and Martinou 2009; Zuchner et al. 2006). CMT2 je 

poruchou periferních nervů, u kterých je motorický systém více postižen než senzorický 

(Pareyson and Marchesi 2009). Typické jsou problémy s chůzí-čapí chůze a atrofie 

(Feely et al. 2011a; Stuppia et al. 2015).  
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Zatímco více než 90 % pacientů s demyelinizační formou CMT dosáhne přesnou 

molekulární diagnostiku onemocnění, u axonální formy je objasnitelnost výrazně nižší 

(25 %)(Fridman et al. 2015; Murphy et al. 2012; Saporta et al. 2011; Sivera et al. 2013). 

Dizertační práce byla více zaměřena na skupinu axonálních, motorických hereditárních 

neuropatií a intermediárních neuropatií, a to konkrétně na geny DNM2, GARS, MORC2, 

SOD1 a TRPV4. První pacienty jsme vyšetřili klasickým Sangerovým sekvenováním. 

Následně v období rozvoje masivně paralelního sekvenování jsme diagnostiku rozšířili 

o panel genů, do kterého byly geny GARS, DNM2, MORC2, SOD1 a TRPV4 již 

začleněny. 

1.1.3.2.2.1 GARS (glycyl-tRNA syntetáza) gen 

Poprvé spojitost mutací v GARS genu s fenotypem CMT2D (MIM 600287) a distální 

hereditární motorické neuropatie typu V (MIM 600794) popsal Antonellis (Antonellis et 

al. 2003). Je to autosomálně dominantně dědičná forma dHMNV. První příznaky 

začínají svalovými atrofiemi na horních končetinách distálně většinou ve 2. dekádě 

života. Typické jsou tedy slabost a atrofie svalů rukou, specificky thenaru a 

interoseálních svalů (Kumaraswamy et al. 2005). U některých pacientů je také přítomna 

skolióza. dSMA se odlišuje přítomností senzorických deficitů. 

GARS je členem rodiny aminoacyl tRNA syntetáz (Ge et al. 1994).  Glycyl-tRNA 

syntetáza sehrává významnou roli při proteinové syntéze. Katalyzuje připojení 

(esterifikaci amino skupiny) glycínu na 3´konec příslušné tRNA (Cader et al. 2007). 

Děje se to ve 2 krocích:  

1. Navázaní a aktivace aminokyseliny za pomocí ATP  
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2. Konjugace aktivované aminokyseliny na 3´konec příslušné tRNA (Antonellis 

and Green 2008). 

GARS je ubikvitně exprimovaný protein, který hraje roli v prvním kroku proteinové 

translace ve všech buňkách včetně mozku a míchy (Delarue 1995). Má 4 domény 

(Obrázek 2), je kódován 17 exony na chromosomu 7p14.3, používáme referenční 

sekvencí NM_002047. Proč mutace v GARS způsobují fenotyp dHMN není úplně jasné, 

je možné, že dochází k poruše axonálního transportu a mitochondriální dysfunkci. 

 

 

Obrázek 3: Domény GARS genu (upraveno podle Motley et al. 2010) 

Legenda: WHEP – TRS = enzym konjugační doména, katalytická doména a Gly-tRNA 

antikodon vážící doména; Čísla 13-655 udávají aminokyselinové pozice. 

 

U pacientů s mutacemi v antikodon-vážící doméně převládá postižení dolních 

končetin v dětství nebo začátkem druhé životní dekády (James et al. 2006). 

1.1.3.2.2.2 TRPV4 (Transient receptor potential vanilloid 4) gen 

Gen TRPV4 kóduje Ca
2+

 propustný kationový kanál. Je lokalizován na chromosomu 

12q24.11, používáme referenční sekvenci NM_021625.4, která má 15 kódujících exonů 

(Everaerts et al. 2010). Je exprimován v různých typech buněk a tkaniv.  
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Mutace v genu TRPV4 jsou spojovány se širokým spektrem nemocí: skapuloperoneální 

spinální muskulární atrofií (SPSMA), kongenitální distální spinální muskulární atrofií 

(CDSMA), Charcot-Marie-Tooth typu 2C (CMT2C) a distální hereditární motorickou 

neuropatií (dHMN) (Auer-Grumbach et al. 2010; Deng et al. 2010; Landoure et al. 

2010; McEntagart 2012).  

Pro dědičnou neuropatii způsobenou mutacemi v TRPV4 genu jsou charakteristické pes 

cavus, oslabení končetin, hlasivkových svalů – chrapot a skolióza. Mutace se vyskytují 

převážně v ankyrin doméně (Inada et al. 2012; Landoure et al. 2012). Naproti tomu 

mutace, které způsobují skeletální dysplázii, jsou lokalizovány podél celého proteinu 

s výjimkou ankyrinové domény (Nilius and Voets 2013).  

1.1.3.2.2.3 MORC2 (MORC FAMILY CW-TYPE ZINC FINGER 2) gen 

Spojitost variant v genu MORC2 s neuropatií byla popsána teprve nedávno – v roce 

2016. První varianty v MORC2 genu ve spojení s axonální motorickou a senzorickou 

neuropatií byly identifikovány celoexomovým sekvenováním (Sevilla et al. 2016). U 

pacientů je přítomná také slabost horních končetin a hypotonie. 

Nachází se na chromozomu 22q12.2, má 21 exonů, používáme referenční sekvenci 

NM_014941.2. MORC2 protein je složen ze 4 domén: GHL-ATPase doména na amino-

konci, CW-type zinc finger doména, doména pro nukleární lokalizační signál, a coiled-

coil doména na karboxy konci (Obrázek 4). 
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Arg190Trp  

 

Obrázek 4: Domény MORC2 genu (upraveno podle Douse et al. 2018) 

Legenda: GHKL = GHKL ATP-vážící se doména, CC1 = coiled coil doména, Trans. = 

transducer-like doména, CW = CW-type zinc finger doména, TCD = tudor-chromodoména, 

CC3 = coiled coil doména 

Čísla 1-1030 udávají aminokyselinové pozice 

1.1.3.2.3 Intermediární CMT 

Prostřední skupinu tvoří intermediární CMT neuropatie, kde rychlost vedení periferním 

nervem je v rozsahu 25-45 m/s, elektromyografie často ukazuje zároveň akutní i 

chronickou denervaci (Vallat et al. 2005). Mohou být asociovány s mechanismem 

onemocnění postihující Schwannovy buňky i axony. 

1.1.3.2.3.1 DNM2 (dynamin 2) gen 

DNM2 je lokalizovaný na krátkém ramínku chromozomu 19 (19p13.2), je složený z 22 

exonů. Používame referenční sekvenci NM_001005360.2 (Zuchner et al. 2005). 

DNM2 je ubikvitně exprimovaný protein zahrnut v důležitých buněčných procesech – 

endocytóze, sestavení aktínu a centrozómové kohezi (Schafer et al. 2002; Thompson et 

al. 2004). Je exprimovaný v periferním nervovém systému a také v míše. DNM2 hraje 

klíčovou roli při endocytóze – napojí se na buněčnou membránu a formuje klatrínový 
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váček (Kozlov 1999), který se pak od membrány odpojí. Také neméně důležitou funkci 

má při organizaci centrozomu (Bitoun et al. 2005). 

DNM2 má guanozín trifosfátovou doménu (GTPáza), střední doménu, pleckstrin 

homologní (PH) doménu, GTPázovou efektorovou a prolín-bohatou doménu (Zuchner 

et al. 2005)(Obrázek 5). Mutace v PH doméně kosegregují s intermediární formou CMT 

a jsou většinou typu „loss-of-function“, kdežto mutace ve střední doméně jsou příčinou 

autozomálně dominantní centronukleární myopatie (CNM) (Bitoun et al. 2005; 

Echaniz-Laguna et al. 2007). 

p.Arg465Trp 

 

p.Glu368Lys 

Obrázek 5: Domény DNM2 genu (upraveno podle Echaniz-Laguna et al. 2007)  

Legenda: GTPáza-guanozín trifosfátová doména, střední, PH-pleckstrin homologní doména, 

GED-GTPázová efektorová, PRD-prolín-bohatá doména 

Na obrázku jsou vyznačeny pozice námi nalezených variant pacientů z naší studie. 

Centronukleární myopatie jsou geneticky heterogenní kongenitální myopatie 

prezentující se v dětství a pubertě, jsou charakterizovány řetězcem centrálně 

lokalizovaných jader ve velkém množství svalových vláken (Pierson et al. 2005). U 

většiny pacientů je obličejová slabost, bilaterální ptóza, distální svalová atrofie a pes 

cavus (Susman et al. 2010). Mutace genu DNM2 jsou příčinou asi 50 % autozomálně 

dominantních anebo sporadických forem CNM (Bitoun et al. 2005). Mutace působí 
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mechanizmem „gain-of-function“, protože jsou zodpovědné za zvýšení aktivity 

dynaminu 2, ovlivňují endocytózu a vedou k desorganizaci struktur podobných 

mikrotubulům – T tubulů (jsou nezbytné pro normální svalovou tenzi a relaxaci). 

V důsledku mutací se pak struktura svalových buněk stává abnormální a nemůže 

kontrahovat a relaxovat normálně, což vede ke svalové slabosti (Bitoun et al. 2005). 

U pacientů s některými DNM2 mutacemi popsanými v literatuře se vyvíjejí i 

neutropenie a/anebo katarakty (Kristl et al. 2009). 

1.1.3.2.4 HMSN V a HMSN IV  

U dalších dvou typů je periferní neuropatie v kombinaci s poškozením centrálního 

motoneuronu. Jedná se o HMSN typ V (CMT s pyramidálními znaky)(Harding and 

Thomas 1980b) a HMSN typ VI (periferní neuropatie s atrofií optiku)(Voo et al. 2003; 

Vucic et al. 2003). 

1.1.3.3 V současnosti se uvažuje nad možností klasifikace dědičných neuropatií 

podle Magy (Magy et al. 2018) na základě 3 navržených kroků (3 modulů): 

1. podle způsobu dědičnosti – AD (autosomálně dominantní), AR (autosomálně 

recesivní), Spo (sporadický), XL (X-vázaný), Mit (mitochondriální) 

2. podle fenotypu: CMT, dHMN, HSAN, SPG (spastické paraplegie), CA (cerebelární 

ataxie). Každá z těchto skupin by mohla být rozdělena na: De (demyelinizační), Ax 

(axonální) a In (intermediární) typ. 

3. podle přesné indikace názvu genu 

Tato klasifikace byla navržena, nějakou dobu potrvá, než bude přijata vědeckou 

komunitou, nicméně více odpovídá současnému stavu poznání. 
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1.2 Cíle 

Cílem dizertační práce bylo: 

1.) S využitím sekvenování a metody MLPA analyzovat geny DNM2, GARS a 

TRPV4 v reprezentativním souboru alespoň 50 pacientů s axonálním typem 

dědičné neuropatie.  

2.) Zjistit spektrum variant v těchto genech u českých pacientů s CMT2. 

3.) Z výsledků určit spektrum fenotypů pacientů s kauzálními mutacemi v daných 

genech. 

4.) Ze zjištěných údajů zhodnotit přínos analýzy vyšetřených genů v rámci budoucí 

rutinní analýzy a vypracovat optimální diagnostické schéma. 

5.) Na základě nových poznatků o kauzalitě variant v genu MORC2, vyšetřit 

reprezentativní soubor pacientů (minimálně 100) na přítomnost nejčastější 

mutace p.Arg190Trp v genu MORC2. 

6.) V případě průkazu varianty p.Arg190Trp u dalších pacientů, upřesnit fenotyp 

pacientů s CMT2 na podkladě mutací v genu MORC2. 

7.) Na základě průkazu kauzální varianty v genu SOD1 u velké české rodiny s 

fenotypem CMT2 vybrat další CMT2 pacienty a zjistit, zda mutace v genu 

SOD1 jsou častou příčinou axonální neuropatie u českých pacientů. 
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1.3 Pacienti 

Z databáze pacientů v DNA laboratoři Kliniky dětské neurologie 2. LF UK a FNM, 

která má shromážděn soubor pacientů od roku 1997, jsme pro analýzu genů DNM2, 

GARS a TRPV4 původně vybrali skupinu 50 pacientů. Kritériem byl axonální typ 

dědičné neuropatie a dominantní typ přenosu v rodině nebo sporadické případy, u 

kterých doposud nebyla objasněna příčina CMT. 

1.4 Metodika 

1.4.1 Izolace vzorků z biologického materiálu 

1.4.1.1 Izolace z periferní krve 

V naší laboratoři jsem na izolaci DNA z periferní krve využívala přístroj iPrep™ 

PureLink® gDNA Blood Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Umožňuje 

automatickou purifikaci vysoko kvalitní DNA. Na izolaci je potřeba 350 µl periferní 

krve odebrané do antikoagulačního činidla EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctová).  

1.4.1.2 Izolace ze slin 

DNA ze slin pochází z ústních epiteliálních buněk a bílých krevních buněk nalezených 

v ústní dutině. Odběr se provádí do speciálních kontejnerů Oragene®-DNA OG-

500/510 kitu (DNA Genotek, USA). Sliny odebrané do těchto kontejnerů jsou stabilní 

při teplotě místnosti několik měsíců.  

1.4.2 Klasické Sangerovo sekvenování 

a) Polymerázová řetězová reakce 
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Polymerázová řetězová reakce (PCR) je založena na opakovaných cyklech tepelné 

denaturace úseku DNA, annealingu oligonukleotidových primerů (fragmenty DNA o 

20-25 nukleotidech) a extenzi (Mullis et al. 1986).  

Pro PCR reakci jsem využívala univerzální pracovní postup přidávání jednotlivých 

reagencí podle Tabulky 1., PPP mix a Combi PPP mix jsou dodávány od firmy Top 

Bio, s.r.o. (Praha, ČR). 

Tabulka 1: Složky Mastermixu pro PCR reakci 

Master mix Objem na 1 vzorek (µl) 

genomová DNA (100 ng) 0,5-1  

Forward (F) primer (10 uM) 0,5 

Reverse (R) primer (10 uM) 0,5 

2 x PPP mix / Combi mix 7,5 

PCR voda doplnit objem 5,5-6  

Celkový objem 15  

 

b) Klasické Sangerovo sekvenování  

Po proběhnutí PCR vybraného úseku DNA je DNA sekvenována, jednotlivé fáze jsou: 

denaturace, nasednutí primeru a extenze. Na jednořetězcovou DNA nasedá sekvenační 
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primer, který je komplementární k začátku sekvenovaného místa. Dále probíhá syntéza 

DNA navázáním dNTP a jednoho z dideoxynukleotidů (ddATP, ddCTP, ddGTP a 

ddTTP-každý nese svou fluorescenční značku). Dideoxynukleotidy jsou v porovnání 

s jednotlivými nukleotidy v reakci zastoupeny jen v relativně malém množství. 

Dideoxynukleotidy se náhodně začlení do řetězce místo dNTP. V důsledku toho, že 

ddNTP nemají OH skupinu, po jejich přidání do syntetizovaného řetězce se syntéza 

zastaví (Slatko et al. 2001). 

c) Analýza  

Přečištěný produkt po sekvenační reakci jsem analyzovala na automatickém kapilárním 

genetickém analyzátoru ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). 

Sekvence jsem vyhodnotila pomocí softwaru Sequencing Analysis (Applied 

Biosystems, USA) a Mutation Surveyor (Soft Genetics, USA). 

1.4.2.1 GARS 

 

Všech 17 kódujících exonů a přilehlých intronových sekvencí GARS genu jsem 

sekvenovala ve 14 PCR reakcích metodou dle Sangera jako test první volby za použití 

primerů z Tabulky 2. 
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Tabulka 2: Sekvence primerů pro GARS  

 

 

Program amplifikace: 

96 °C……………………5 min 

96 °C……………………30 sec 

52-68 °C………………...30 sec   

72 °C…………………….40 sec 

72 °C……………………10 min 

10 °C……………………∞ 

  

Exon Forward Reverse

1 TGT AAA ACG ACG GCC AGT TTA CGC GGC GAT TTC ATC CAG GAA ACA GCT ATG ACC GAG GAG GGA AGG ATG ACC AG

2 TGTAAAACGACGGCCAGTCGCTTAAAAACACATTC CAGGAAACAGCTATGACCTCCCATCCAAAGAAATTAAAGA

3 TGTAAAACGACGGCCAGTCCTATGGCTTCTATTGTTTTTAACC CAGGAAACAGCTATGACCGGCAAGCCATGTTCTT

4 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GAG GGA TTT GCA TTG TTG AC CAG GAA ACA GCT ATG ACC AAC AGG AAG GAC AAA CAC AAT C

5,6 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGA AGG AAG AAT GTG GGA GAG G CAG GAA ACA GCT ATG ACC TGG GCT GAA ATA AAG GGT TAG TCA C

7 TGT AAA ACG ACG GCC AGT AAC AGT GAC TAT ATG AGT TTT AGG TCC CAG GAA ACA GCT ATG ACC TCA GCA ATA AGT TCA ACG GC

8 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGA TTT GTA TCT AGA ATT TCA GGA TT CAG GAA ACA GCT ATG ACC ACA GCA AGC TTT CAT T

9,10 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GCA GTT GAA AAT AGA GGC CTT G CAG GAA ACA GCT ATG ACC AAA AGG CAG GAG GCA ACT G

11 TGTAAAACGACGGCCAGTCCATCACACCCAGATCAGTG CAGGAAACAGCTATGACCCAAACATTGAGTGGGCACAC

12 TGTAAAACGACGGCCAGTATCAGCATAAACAGGATCTGGA CAGGAAACAGCTATGACCTGGCTGGACAAGTCTCTTTG

13 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCA GCA GGC CTA TTT CTG AC CAG GAA ACA GCT ATG ACC TTT TGC CAA AGA AGA CAG GG

14 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CGC AGC TGG TGA ATT GTT TAG CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATA ACA CAG GAA ACT GGT TTG TC

15,16 TGT AAA ACG ACG GCC AGT TCT TTT GGT TTG GGA TAT TAG C CAG GAA ACA GCT ATG ACC CAA AAT CCA ACA CAA ATC AGT AAG

17 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGC ATG ACA TTG TTT GGC TC CAG GAA ACA GCT ATG ACC GAA GAT AAA ATA CGG TCC CTG G

35 cyklů 
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1.4.2.2 TRPV4 

 

Všech 15 kódujících exonů a přilehlých intronových sekvencí TRPV4 genu jsem 

sekvenovala ve 12 PCR reakcích metodou dle Sangera jako test první volby za pomoci 

primerů z Tabulky 3. 

Tabulka 3: Sekvence primerů pro TRPV4 

 

Program amplifikace: 

96 °C……………………5 min 

96 °C……………………30 sec 

66 °C……………………30 sec   

72 °C……………………40 sec 

72 °C……………………10 min 

10 °C……………………∞ 

 

Exon Forward Reverse

2 (1.kódující) TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAC TGC TGC TTG TCC ACG CAG GAA ACA GCT ATG ACC AGA TAG AGG GGT GGA TGA TG

3 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTA AGG CCA GGG ACA GTG GG CAG GAA ACA GCT ATG ACC CCC AAA GAA AGA AGC TGA GGG G

4 TGTAAAACGACGGCCAGTGTGTTCTGTACCCCGATGC CAGGAAACAGCTATGACCCAAGGACAGCGTCTCCATCAG

5 TGTAAAACGACGGCCAGTAGCCTGGCTAGGTCTCTGC CAGGAAACAGCTATGACCCGTATCATGCTATCTCCCGCC

6 TGTAAAACGACGGCCAGTTGCAGGCAGAGTCCCAC CAGGAAACAGCTATGACCCTCGTGTGTGTGTGCAGAGG

7 TGT AAA ACG ACG GCC AGT AGC TGT TTT CTG GGG AGG CG CAG GAA ACA GCT ATG ACC GGT CCT AGA GGC TGG GGC TG

8,9,10 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTG TCC GGG TGG AGG GTG CAG GAA ACA GCT ATG ACC TCT GGA CGA CCT AGC AGC CC

11,12 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAG GAA ACA GCT ATG ACC GCA AGG CTG CTA TTG TCC CC

13 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GCC TCA GCT TTC TCC TCC AGC CAG GAA ACA GCT ATG ACC AAG CCA GTC GGG TGG GTC TC

14 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTA GTT CTG GGC CCA CCC TG CAG GAA ACA GCT ATG ACC CTC TTG GGG CCT CAG TGG

15 TGT AAA ACG ACG GCC AGT AAA TAG GAG GGT GTG CTG GGG CAGGAAACAGCTATGACCGAAGCAGGACTGCTCAAAGC

16 TGTAAAACGACGGCCAGTGTGGAGTGCCCAGTACACAGTAGG CAG GAA ACA GCT ATG ACC CCA GAA GGC ACT GCT GAA ATG

35 cyklů 
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1.4.2.3 DNM2 

Všech 21 kódujících exonů a přilehlých intronových sekvencí DNM2 genu jsem 

sekvenovala ve 20 PCR reakcích metodou dle Sangera jako test první volby za použití 

primerů z Tabulky 4. 

 

Tabulka 4: Sekvence primerů pro DNM2 

Exon Forward Reverse 

1 GGG AGC AAC GGC TAC AGA C GCA AGC GCC GCA GTT AC 

2 CAT GTG GTC ACA CTT CCT GC CAA CTC CTG GCA ACC ACA C 

3 AAC AAA GCA TTT CTC CCC G TGT GAA TGG GCA CAT GAT AC 

4 CTG TTT GTG CCT CCC CTC TC ACT TGG AAC CAA GGA TGC TG 

5 GCT GCC AGC TGA TGC TC AGG CAG GCA GGG AAC AG 

6 CAG GTC CAC TTG GCT CAC C TGA AAC AAG TGC CAG TGA GG 

7 GTC TGC CAC TCC CTG GTA TC CCT GTG GCT GAT GGA AGG 

8 TAAACCCTGGCTTGACTTGG CTTATTGCCTGGGAGGAGG 

9 ACA CGT GGG AGA GAA CG ATT AGG GAC TCA GAG GTG TG 

10 AAATTGCTGACCATGCTTTG TGGGAGCCTGATACCAAAC 

11 GTGTGGTTCATGTTGCTTCC GCACAGAACAGTACACTTGACATTTAC 
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12 TGT TCT CCT GTC TGG GAA GC GTT GGC TCT GCC TTC ACC 

13 TCT CTG CCT CTA CCT GTG GC GCC TGG TAC TGA GGC TGT G 

14 TTTTGCGCTTGCCGTAG AGGAAACCAGGAAAACCTGC 

15 CTG GCT TCC CAC TGA GCT G GCA GTG ACT GAG TTC TGC CC 

16 ATATACAGCAGCGACCAGCA TCTCACGTGACTCCCCTTTC 

17 CCC TAG AGC CCA TTC CTC TC CTG CTT CCT CTC CCA GGT G 

18 CAGTGGGGCTGTCAGGG GTGCCTGGCCTCCTTCTC 

19-20 CAG TCA CTG TGG GTT CTG GG CTG GGA GGA AGT GAG ACA GG 

21 AGG CCT GCC TCT TGC TC CCC CAG ACC ACT GAA GCT C 

 

Program amplifikace: 

96 °C……………………5 min 

96 °C……………………30 sec 

60-68 °C…………………30 sec   

72 °C……………………40 sec 

72 °C……………………10 min 

10 °C……………………∞ 

 

35 cyklů 
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1.4.2.4 MORC2 

Navrhli jsme si primery (Tabulka 5) pro mutační hotspot exonu 10 MORC2 genu, kde 

se nachází mutace p.Arg190Trp a podle protokolu (Tabulka 6) podrobili pacienty 

restrikčnímu štěpení. 

Pro analýzu jsme použili HpaII restrikční enzym získaný z mikroorganizmu 

Haemophilus parainfluenzae, který rozeznává sekvenci: 5´CCGG 

        3´GGCC 

 

A štěpí ji v místě:     5´CCGG 

      3´GGC C 

Restrikční enzym HpaII štěpí wild type alelu a mutantní alela zůstává nedotčena. 

Tabulka 5: Sekvence primerů pro MORC2 

Exon Forward Reverse 

10 CTTGGTCAGGCCTGTTGTG CCTCTAACAATGCCCCAGAG 

 

Program amplifikace: 

96 °C……………………5 min 

96 °C……………………30 sec 
35 cyklů 
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60 °C……………………30 sec   

72 °C……………………40 sec 

72 °C……………………10 min 

10 °C……………………∞ 

 

Tabulka 6: Protokol restrikčního štěpení 

Master mix 1 vzorek (µl) 

FastDigest HpaII 1 

Green Buffer 10x 1 

PCR produkt 2 

H2O 6 

Celkový objem 10 

 

Program restrikčního štěpení: 

37 °C……………………1 hod 

80 °C ……………………20 min 

4 °C………………………∞ 
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1.4.2.5 SOD1 

Všech 5 kódujících exonů a přilehlých intronových sekvencí SOD1 genu jsem 

sekvenovala v 5 PCR reakcích metodou dle Sangera za pomoci primerů z Tabulky 7. 

 Tabulka 7: Sekvence primerů pro SOD1 gen 

Exon Forward primer Reverse primer 

1 Ggttgttttctccacatttcg Acccgctcctagcaaaggt 

2 Tggaggttcactggctagaaa Aaggctaaggtcagccatgat 

3 Gatgcaggtcagcactttctc Cagcaagttcaaaagcaaagg 

4 Acgtgaagccttgtttgaaga Gaaaccgcgactaacaatcaa 

5 Gggtattgttgggaggaggta Ttcacaggcttgaatgacaaa 

Program amplifikace: 

96 °C……………………5 min 

96 °C……………………30 sec 

60 °C……………………30 sec   

72 °C……………………40 sec 

72 °C……………………10 min 

10 °C……………………∞ 

35 cyklů 
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1.4.3 Metodika MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) 

MLPA jako metoda na relativní kvantifikaci různých DNA sekvencí, vyžadující jenom 

20 ng DNA, byla poprvé popsána v článku Schouten et al. 2002. Každá MLPA próba 

obsahuje 2 krátké syntetické oligonukleotidové sekvence, po hybridizaci na cílové místo 

jsou oligonukleotidy spojeny ligací (Obrázek 6). Následně jsou amplifikovány pomocí 

klasické polymerázové řetězové reakce za použití jednoho univerzálního páru primerů, 

každá próba způsobí vznik jedinečně dlouhého produktu o velikosti mezi 130-480 bp 

(Schouten et al. 2002). Amplifikované PCR produkty jsou rozděleny kapilární 

elektroforézou na základě jejich různé délky (www.mlpa.com). Je to technika vysoce 

citlivá, robustní. Metoda MLPA slouží k detekci početních změn, je využívaná při 

diagnostice nejčastější příčiny CMT onemocnění, kterou jsou duplikace a delece genu 

pro periferní myelinový protein 22 (PMP22), ležícího v oblasti 17p11.2-12 (Paassen et 

al. 2014). Přibližně 70 % všech CMT1 je způsobeno submikroskopickou duplikací 

(CMT1A duplikací) o velikosti 1,5 Mb v oblasti genu pro PMP22, je tedy nejčastější 

formou dědičných neuropatií (Nelis et al. 1996). Submikroskopická delece (HNPP 

delece) v této oblasti je odpovědná za méně komplikovanou formu hereditárních 

neuropatií se sklonem k tlakovým obrnám (Van de Wetering et al. 2002). 

Metodou MLPA jsem za pomoci kitu P406-A1 CMT2 (MRC-Holland, Amsterdam, 

Holandsko) vyšetřovala duplikace/delece pro CMT2, který zahrnoval próby pro geny 

RAB7A, GARS, HSPB1, HSBP8 a SPTLC1. 
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Obrázek 6: Postup metody MLPA (převzato z www.mlpa.cz) 

1.4.4 Masivně paralelní sekvenování (MPS) 

Poslední dobou se objevily nové DNA sekvenační technologie a jsou převratem 

lékařského genetického výzkumu a klinického testování (Mestan et al. 2011; Rabbani et 

al. 2014). Masivně paralelní sekvenování umožňuje rychlejší genetické testování mnoha 

genů zároveň za zlomek původní ceny (Grada and Weinbrecht 2013). 

Příprava knihovny DNA 

Pro celogenomové sekvenování (WGS) jsou základem pro knihovnu všechny úseky 

genomové DNA, pro celoexomové sekvenování (WES) jsou to jenom protein kódující 

oblasti genů a pro targeted sekvenování jen vybrané úseky.  

Nejpodstatnějším krokem pro následné kvalitní sekvenační data je správná příprava 

knihovny DNA. Počátečním materiálem pro MPS je genomická DNA (gDNA) již 

v mikrogramech o čistotě 1,8-2,0.  

DNA je fragmentována, fragmenty jsou na obou koncích ligovány k adapterům 

(syntetické molekuly DNA specifické pro platformu) a následně amplifikovány 

(Ansorge 2009). 

MPS sekvenování v této práci bylo provedeno za použití principu metody HaloPlex 

Target Enrichment System Reagent Kit (Agilent, Santa Clara, USA). Umožňuje vlastní 
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návrh prób o rozsahu několik tisíc exonů pomocí online aplikace SureDesign 

(https://earray.chem.agilent.com/suredesign/). V našem případě HaloPlex Custom Panel 

Tier 1 umožňuje design v rozsahu 1-500 kb a maximálně 20 000 prób.  

Panel pro hereditární neuropatie zahrnuje 97 známých genů: AARS, AIFM1, 

ARHGEF10, ATL1, ATP7A, BICD2, BSCL2, CCT5, CHCHD10, COX6A1, CTDP1, 

DCTN1, DHTKD1, DNAJB2, DNM2, DNMT1, DRP2,DST, DYNC1H1, EGR2, 

FAM134B, FBLN5, FBXO38, FGD4, FIG4, GAN, GARS, GDAP1, GJB1, GJB3, GNB4, 

HARS, HINT1, HK1, HSPB1, HSPB3, HSPB8, IFRD1, IGHMBP2, IKBKA, INF2, 

ITPR3, KARS, KIF1A, KIF1B, KIF5A, KLHL13, LITAF, LMNA, LRSAM1, MARS, 

MED25, MFN2, MICAL1, MORC2, MPZ, MT-ATP6, MTMR2, MYH14, NDRG1, 

NEFL, NGF, NTRK1, PDK3, PLEKHG5, PMP2, PMP22, PRPS1, PRX, RAB7A, 

REEP1, SBF1, SBF2, SCN11A, SCN9A, SEPT9, SETX, SH3BP4, SH3TC2, SIGMAR1, 

SLC12A6, SLC18A3, SLC5A7, SOD1, SOX10, SPG11, SPTLC1, SPTLC2, SURF, TFG, 

TRIM2, TRIM2, TRPV4, TUBB3, VAPB, VCP, WNK1, YARS. 

Analýzu dat je tedy možné rozdělit do 3 fází: 

Primární – převedení signálu generovaného sekvenátorem na kód jednotlivých bazí a 

zhodnocení kvality. Výstupem je v převaze FASTQ soubor (soubor sekvencí 

jednotlivých readů) s informací o Phred skóre (optimum Q20-40). Je mírou kvality čtení 

nukleotidů generovaných automatickým DNA sekvenováním (Ewing et al. 1998). Čím 

je Phred skóre vyšší, tím je přesnost čtení bází vyšší, tedy nižší chybovost. Počet čtení 

je vyjádřen hloubkou čtení (počet přečtení 1 báze) nebo pokrytí (hodnota vyjadřující 

pokrytí analyzované sekvence vzhledem k její délce). Měla by být vyšší než 20-30.   
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Sekundární – vyfiltrujeme pro ni data s dostatečnou kvalitou. Cílem je alignment 

(porovnání získaných readů a jejich spojení na základě překryvů) a detekce variant 

(hledání odchylek mezi získanou a referenční sekvencí). 

Terciární – vstupní data jsou BAM a VCF. Sekvenační varianty se filtrují dle zvolených 

kritérií. 
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1.5 Výsledky 

1.5.1 GARS 

Klasickým sekvenováním jsme vyšetřili 10 pacientů. MPS sekvenováním GARS genu 

jsme vyšetřili 217 pacientů. Variantu v genu GARS jsme nalezli u jednoho pacienta. U 

pacienta se jedná o jasně pozdní nástup CMT (do 40 let bez subjektivních potíží) 

s manifestním postižením obou DK od kolen distálně ve složce motorické a senzitivní. 

Deformita pes cavus je lehkého stupně, stejně jako zkrácení Achillovy šlachy. 

Kondukční studie prokazují primárně axonální lézi motorických a senzitivních vláken 

na HK a DK. Jehlová EMG prokazuje chronickou neurogenní lézi. 

U pacienta jsme prokázali variantu NM_002047.2(GARS):c.2074A>G (p.Met692Val) 

v heterozygotním stavu. Varianta je lokalizována v antikodonové doméně, je vysoce 

konzervovaná. V důsledku toho, že nesegreguje úplně v rodině, jí považujeme za 

polymorfismus (Obrázek 7). 

 

Obrázek 7: Rodokmen rodiny s mutací v GARS genu. 
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Legenda: 

I:1 (1931) - nepostižena matka, která je ale nositelkou varianty p.Met692Val 

II:3 (1950) - proband je postižen, nese variantu p.Met692Val 

II:5 (1952) - sestra probanda je postižena, nese variantu p.Met692Val 

III:3 (1984) - dcera probanda je nepostižena (nebo prozatím se v jejím věku neprojevily klinické příznaky), nese 

variantu p.Met692Val; III:5 (1978) - dcera sestry probanda je nepostižena (nebo prozatím se v jejím věku neprojevily 

klinické příznaky), nese variantu p.Met692Val 

1.5.2 TRPV4 

Klasickým Sangerovým sekvenováním jsme vyšetřili 24 pacientů. MPS sekvenováním 

TRPV4 genu jsme vyšetřili 217 pacientů. Patogenní variantu v genu jsme nalezli u jedné 

pacientky. 

Klinicky byla vyšetřena 30letá pacientka s familiárním výskytem onemocnění v rodině, 

kde jsou podobné potíže popisovány u matky a sestry probandky (Obrázek 8). Její 

klinický i EMG nález svědčil pro hereditární motorickou neuropatii (HMN) s časným 

nástupem v dětství, pozvolnou progresí, skoliózou, dysfonií, dušností, výrazným 

zkrácením Achillových šlach a pes cavus (Obrázek 9). 
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Obrázek 8: Rodokmen pacientky III:6 s mutací p.Arg186Gln v TRPV4 genu (rodokmen 

použit v článku Mazanec et al. 2016) 

Legenda: Probandka III:6, její sestra dvojče III:7, jejich matka II:3 a sestra matky II:1 jsou postiženy a nesou variantu 

p.Arg186Gln 

Všichni ostatní v rodokmenu jsou nepostiženi, nenesou variantu p.Arg186Gln 

 

 

Obrázek 9: Pes cavus u pacientky (obrázky použity v článku Mazanec et al. 2016) 
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U pacientky jsme vyšetřili klasickým Sangerovým sekvenováním geny HSP22, HSP27, 

SH3TC2 a HINT1, bez nálezu kauzální mutace. Pomocí MPS jsme nalezli mutaci 

NM_021625.4(TRPV4):c.557G>A (p.Arg186Gln) v heterozygotním stavu (Obrázek 

10). Mutace je lokalizována v exonu 3 genu TRPV4 ve středně konzervované 

ankyrinové oblasti. Mutace segreguje v rodině, potvrdili jsme ji u matky pacientky, 

která má podobné neurologické potíže, a u sestry – dvojčete s podobnými obtížemi. 

 

Obrázek 10: Bodová mutace c. 557G>A (p.Arg186Gln) v exonu 3 genu TRPV4 

 

1.5.3 DNM2 

Klasickým Sangerovým sekvenováním jsme vyšetřili 37 pacientů. MPS sekvenováním 

DNM2 genu jsme vyšetřili 217 pacientů. Variantu v genu jsme nalezli u jedné 

pacientky. 

Pacientka začala chodit od 13 měsíců, v 5 letech si rodiče všimli, že nevstane ze dřepu, 

byla vyšetřena pro proximální slabost a distální atrofii. Prokázaly se u ní areflexie HK i 

DK, pes cavus, lehká dysfonie, výrazná slabost šíje (Obrázek 11). U této pacientky 

s nervosvalovým onemocněním s časným začátkem a proximální i distální slabostí a 

motorickou neuropatií se sporadickým výskytem v rodině jsme nejprve vyšetřili geny 

HSP27, HSP22, SH3TC2, MFN2, BSCL2, GDAP1 bez nálezu kauzální mutace. Pomocí 
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celoexomového sekvenování jsme zachytili patogenní mutaci v DNM2 genu 

NM_001005360.2(DNM2):c.1102G>A (p.Glu368Lys) v heterozygotním stavu. Byla již 

popsána jako příčina centronukleární myopatie. 

 

Obrázek 11: Fenotyp pacientky s mutací p.Glu368Lys (Foto laskavě poskytnuto MUDr. 

Haberlovou). 

 

Následně k nám byla zaslána další pacientka s psychomotorickým opožděním, 

problémy při běhu, svalová slabost progredovala v 10 letech, těžkosti s chůzí do schodů, 

ptózou, vysokým patrem, pes cavus, mírně afonickým hlasem. Výsledky svalové 

biopsie poukázaly na centronukleární myopatii. Molekulárně geneticky jsme jí vyšetřili 

cíleným sekvenováním DNM2 genu a nalezli mutaci 

NM_001005360.2(DNM2):c.1393C>T (p.Arg465Trp) v heterozygotním stavu. Varianta 

byla opakovaně popsána jako příčina centronukleární myopatie (CNM) (Bitoun et al. 

2005). 
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1.5.4 MORC2 

Vyšetřovaný pacient je 39letý muž, který je sporadickým případem v rodině. Pacient má 

deformace nohou (Obrázek 12). První příznaky onemocnění se objevily ve věku 6 let, 

pacient měl problémy s chůzí, jízdou na kole. Diagnóza axonální Charcot-Marie-Tooth 

mu byla poprvé stanovena ve věku 10 let. Pacient má deformity nohou, pes cavus, má 

špatný úchop, problémy s použitím zipů a knoflíků. Když mu bylo 20 let, začal používat 

hůl, od 27 let je na invalidním vozíku. Vyšetření ve věku 30 let ukázalo progres 

onemocnění. Byla pozorována celková svalová slabost. 

 

Obrázek 12: Pacient s variantou v MORC2 genu (převzato z článku Laššuthová et al. 2016)  

Pacient byl testován na duplikaci / deleci PMP22, sekvenováním byly vyšetřeny geny 

MPZ, MFN2 a GDAP1. MPS panelem 72 genů, nebyly nalezeny žádné kauzální 

varianty, které by mohly vysvětlit příčinu CMT2 u tohoto pacienta. Proto jsme pacienta 
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zařadili na WES (Agilent SureSelect Human All Exon V5, USA). Po publikování 

článku Sevilla et al. 2015 se přehodnotily data a byla nalezena mutace 

NM_014941.2(MORC2):c.568C>T (p.Arg190Trp). Ověřili jsme jí Sangerovým 

sekvenováním exonu 10 a segregační analýza ukázala na de novo původ. Mateřství / 

otcovství bylo testováno sadou 10 mikrosatelitních markerů a nonpaternita byla 

vyloučena. 

Díky tomuto nálezu, 161 pacientů s neznámou příčinou podezření na dědičnou 

polyneuropatii bylo testováno na přítomnost p.Arg190Trp v genu MORC2 pomocí PCR 

restrikční metody. PCR produkty exonu 10 genu MORC2 byly štěpeny HpaII, který 

štěpí wild type alelu a mutantní alela zůstává nedotčena (Obrázek 13). Ze 161 

analyzovaných vzorků DNA byla detekována ještě jedna pacientka s touto mutací. 

Mutace byla potvrzena sekvenováním. U této pacientky se první příznaky onemocnění 

objevily ve věku 15 let a to křeče, neschopnost chodit rychle, od 44 let chůze s chodci. 

Pacientka byla dříve testována na mutace v PMP22, Cx32, MPZ, HINT1, MFN2, 

GDAP1, LMNA, SH3TC2 sekvenováním bez zjištění kauzální mutace. 

 

Obrázek 13: Restrikční štěpení PCR produktů pomoci HpaII enzymu. 
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Legenda: 

1-3 proužky na gelu značí přítomnost 3 fragmentů (115 bp, 187 bp a 302 bp), kde je wild type 

alela naštěpená HpaII enzymem a alelu s mutací enzym neštěpí, zůstává intaktní 

2-2 proužky (115 bp, 187 bp), normální homozygot 

3 – nenaštěpený PCR produkt, kontrola (není štěpená enzymem HpaII a vzniká proto jenom 

jeden fragment) 

4 – ladder (50 bp Norgen Biotek, Kanada) 

1.5.5 SOD1 

Vyšetřili jsme rodinu, která má tři větve. Pacienti byli odesláni do naší laboratoře 

nezávisle z různých pracovišť. Postupně bylo zjištěno, že se jedná o jednu rodinu 

(Obrázek 14). 

Klinicky je v postižené rodině typickým iniciálním příznakem distální slabost a křeče na 

jedné dolní končetině. Věk začátku obtíží je vysoce variabilní (21 až 60 let). Slabost 

pozvolna progreduje a šíří se na další končetiny, současně se objevují i známky léze 

centrálního motoneuronu. Typickým klinickým fenotypem po několika letech průběhu 

onemocnění je smíšená (nebo periferní) čistě motorická kvadruparéza. Rychlost 

progrese je variabilní, pacienti byli po cca 10 letech průběhu onemocnění upoutáni na 

invalidní vozík. Klinické nálezy jsou shrnuty v Tabulce 8. 
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Obrázek 14: Rodokmen rodiny se SOD1 mutací 

Primárně jsem postižené členy rodiny vyšetřila na nejčastější CMT1A duplikaci/deleci; 

sekvenování genů BSCL2, GJB1 – bez nálezu kauzální mutace. Následovalo masivně 

paralelní sekvenování (HaloPlex kit, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) na panel 

64 dosud známých genů spojovaných s dědičnou neuropatií (panel nezahrnoval SOD1 

gen) a to bez nálezu kauzální mutace. Protože se jedná o rodinu s mnohačetným 

výskytem dědičné neuropatie a s jasným klinickým nálezem, rozhodli jsme se 

pokračovat v hledání příčiny onemocnění metodou exomového sekvenování. WES bylo 

provedeno u 3 členů z rodiny – hledání stejných variant u 2 postižených a nepřítomných 

u zdravé. Vyhodnocení dat bylo provedeno vlastní pipeline pomocí lokální instalace 

Galaxy (www.usegalaxy.org). Nalezli jsme mutaci NM_000454.4(SOD1):c.140A>G 

(p.His47Arg) v heterozygotním stavu (Obrázek 15). Vyšetřila jsem celkově 8 

dostupných členů rodiny a klasickým Sangerovým sekvenovaním potvrdila perfektní 

segregaci mutace p.His47Arg s onemocněním v rodině. Mutace p.His47Arg byla poprvé 

popsána ve spojení s FALS ve dvou japonských rodinách (Aoki et al. 1993), 

interpretujeme jí jako patogenní. Varianta His47Arg byla rovněž popsána s dominantní 



54 

 

formou dědičné motorické neuropatie (Hoyer et al. 2014; Ostern et al. 2012). SOD1 byl 

následně vyšetřen u dalších 43 českých pacientů s podobným fenotypem HMN, avšak 

bez nálezu další mutace. 

Varianta p.His47Arg je konzervována mezi druhy. Funkční studie ukazují, že 

výsledkem je konformační změna proteinu SOD1, což vede k aberantní vazebné aktivitě 

(Fujisawa et al. 2012).  

 

Tabulka 8: Neurologické obtíže v rodině s mutací v SOD1 genu 
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Obrázek 15: Wild type sekvence a sekvence s mutací p.His47Arg  
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1.6 Diskuze 

 

Pro CMT pacienty úspěšně používáme diagnostické schéma DNA testování závislé 

na klinické prezentaci, typu neuropatie, způsobu dědičnosti a věku nástupu pro 

nejčastější případy počínajíc vyšetřením CMT1A/HNPP duplikací/delecí pomocí 

MLPA metody, následné Sangerovo sekvenování genů: GJB1, MPZ a MFN2 v první 

linii testování. Jestliže tyto testy neodhalí příčinu onemocnění, pokračujeme s MPS 

specifického panelu genů. MPS je výhodným nástrojem pro vzácné, neobvyklé a 

atypické případy a typy CMT. Na rozdíl od klasických Sangerových sekvenčních 

technologií, MPS ve výchozím nastavení rozpozná SNP.  

V souladu s předem stanovenými cíli dizertační práce jsme reprezentativní soubor 

pacientů pro hereditární neuropatie s převážně axonálním typem neuropatie zařadili na 

klasické Sangerovo sekvenování. Následně jsme tuto metodu nahradili masivně 

paralelním sekvenováním panelem 97 genů pro neuropatie. Nalezené pravděpodobně 

patogenní varianty jsme ověřovali klasickým Sangerovým sekvenováním. Tento postup 

se nám jeví jako nejlepší možný pro nalezení příčiny onemocnění u pacientů. 

Zjistili jsme, že nemá význam testovat samostatně geny DNM2, GARS, MORC2, SOD1 

a TRPV4 u našich pacientů a nejvhodnější je pacienty vyšetřit pomocí panelu genů, 

který dané geny zahrnuje (Lassuthova et al. 2016). 
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1.6.1 Mutace p.Met692Val v GARS 

Pomocí Sangerovho sekvenování 37 pacientů a MPS analýzy u 217 pacientů jsme 

zjistili, že mutace v genu GARS u našich pacientů jsou vzácné. 

Varianta p.Met692Val v heterozygotním stavu je lokalizována v antikodonové doméně, 

je vysoce konzervovaná. Nalezená varianta doposud nebyla popsána v EVS a HGMD 

databázích, ale na základě predikčních programů (PolyPhen), konzervovanosti a 

segregační analýzy v rodině se může jednat o patogenní mutaci a příčinu dědičné 

neuropatie u pacienta. U stejně postižené sestry jsme danou variantu také nalezli. U 

dvou dětí pacienta jsme hledanou variantu neprokázali, zatímco u dvou dalších údajně 

zdravých dětí pacienta jsme variantu prokázali a mohlo by to výrazně svědčit proti 

kauzalitě varianty. Vzhledem k pozdnímu nástupu neuropatických symptomů u otce je 

však možné, že ve věku 31 let ještě nejsou neuropatické symptomy vyjádřeny ani 

v subklinické formě.  

1.6.2 Mutace p.Arg186Gln v TRPV4 

Mutace p.Arg186Gln byla popsána v Landoure et al. 2010 jako patogenní. 

Nukleotidová záměna má za důsledek substituci argininu za glutamin na pozici 186 

aminokyseliny ve vysoce konzervované oblasti genu. Zajímavé je, že 186. 

aminokyselina je lokalizována na konvexní straně ankyrin opakující se domény (ARD), 

tato konvexní strana je spojována s mutacemi pro CMT onemocnění a má zvláštní 

význam pro funkci TRPV4 v periferním nervovém systému, zatímco konkávní strana je 

spojována s mutacemi pro skeletální dysplázii (Landouré et al. 2012). Funkční expresní 

studie v buňkách HEK293 ukázaly, že mutantní protein Arg186Gln vedl ke zvýšení 

hladiny vápníku a zvýšenému odumírání buněk, což naznačuje abnormální konstitutivní 

aktivitu TRPV4 (Landoure et al. 2012). 
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Tato mutace byla detekována i u matky pacientky, která má podobné neurologické 

potíže, také u podobně postižené sestry probandky – dvojčete, což výrazně svědčí pro 

kauzalitu mutace. 

1.6.3 Mutace p.Glu368Lys a p.Arg465Trp v DNM2 

Heterozygotní mutace p.Glu368Lys způsobuje substituci kyseliny glutamové za lysin 

ve střední proteinové doméně DNM2, mezi aminokyselinami Glu a Lys je malá 

fyzicko-chemická odlišnost. Programy SIFT a MutationTaster ji popisují jako 

deleterious a disease causing, což svědčí pro její patogenicitu. Mutace již byla 

opakovaně popsána jako příčina centronukleární myopatie (Aghbolaghi and 

Lechpammer 2017; Bitoun et al. 2005; Catteruccia et al. 2013). Varianta je de novo 

vzniklá, vzhledem k tomu, že rodiče pacientky jsou zdraví a nebyla u nich prokázána 

tato mutace, předpokládáme její patogenní a kauzální vliv na rozvoj nervosvalového 

onemocnění u probandky.  

Heterozygotní mutace p.Arg465Trp ve střední proteinové doméně způsobuje substituci 

argininu za tryptofan v pozici 465, je mezi nimi střední fyzicko-chemická odlišnost. 

SIFT a MutationTaster ji popisují jako deleterious a disease causing, což svědčí pro její 

patogenicitu. Mutace byla publikována (Aghbolaghi and Lechpammer 2017; Bitoun et 

al. 2005; Catteruccia et al. 2013). Obě mutace jsou popsané jako mutační hotspot pro 

DNM2 gen (Bohm et al. 2012). 

1.6.4 Mutace p.Arg190Trp v MORC2 

Pomocí celoexomového sekvenování u jednoho pacienta a restrikčního štěpení u 

druhého pacienta jsme nalezli mutaci c.568C>T (p.Arg190Trp) u 2 ze 161 celkově 

vyšetřených pacientů (u 1,24% pacientů).  
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Mutace se nachází v GHL-ATP-ázové doméně (Obrázek 4). Záměna způsobuje 

substituci argininu za tryptofan na kodónu 190 MORC2 proteinu.  

Argininový zbytek je vysoce konzervovaný a mezi argininem a tryptofanem existuje 

mírný fyzikálně-chemický rozdíl. SIFT a PolyPhen-2 variantu klasifikují jako 

disruptívní. Z těchto důvodů byla tato varianta klasifikována jako patogenní. Tato 

varianta není obsažena v populačních databázích (dbSNP, ESP, ExAC bez frekvence), 

byla publikována v souvislosti s onemocněním ve více rodinách s CMT2 (Albulym et 

al. 2016; Sevilla et al. 2016) a ve sporadických případech CMT2 (Lassuthova et al. 

2016; Sevilla et al. 2016). 

1.6.5 Mutace p.His47Arg v SOD1 

Mutace p.His47Arg byla poprvé popsána v spojení s FALS ve dvou japonských 

rodinách (Aoki M et. Al, 1993), interpretujeme jí jako patogenní. Varianta p.His47Arg 

byla rovněž popsána s dominantní formou dědičné motorické neuropatie (Ostern et al. 

2012; Hoyer et al. 2014). Nebyla pozorována u přibližně 6 500 osob evropského a 

afrického amerického původu v NHLBI Exome Sequencing Project, což naznačuje, že v 

těchto populacích není běžnou benigní variantou. Varianta p.His47Arg je konzervována 

mezi druhy. Funkční studie ukazují, že výsledkem je konformační změna proteinu 

SOD1, což vede k aberantní vazebné aktivitě (Fujisawa et al. 2012).  
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1.7 Závěr 

1.7.1 GARS 

Mutace v GARS genu nejsou velmi častou příčinou onemocnění u českých pacientů. 

Z 217 pacientů jsme nalezli variantu jenom u jednoho pacienta, a to variantu 

p.Met692Val, kterou považujeme za polymorfismus, protože nesegreguje v rodině 

(Obrázek 7). 

1.7.2 TRPV4 

Nálezem mutace c.557G>A (p.Arg186Gln) v TRPV4 genu popisujeme zřejmě první 

pacienty s potvrzenou mutací v genu TRPV4 v ČR. Z 217 u nás vyšetřených pacientů se 

jedná o jediný případ mutace v TRPV4 genu s jasně odlišitelným fenotypem, který 

odpovídá klinickým příznakům, popsaným v literatuře. U českých pacientů se tedy 

jedná o vzácnou příčinu dHMN. 

Rozlišitelné kritéria pro diagnostiku TRPV4 genu jsou: 

 časný nástup v dětství 

 výrazné zkrácení Achillových šlach, pes cavus, distální oslabení končetin 

 oslabení hlasivkových svalů (dysfonie) a skolióza 

Mutace již byla popsána jako patogenní (Landoure et al. 2012). V rámci souhrnu 

výsledků doposud u nás vyšetřených pacientů pomocí panelu genů byla zahrnuta do 

článku: 

Lassuthova P, Safka Brozkova D, Krutova M, Neupauerova J, Haberlova J, Mazanec 

R, et al. Improving diagnosis of inherited peripheral neuropathies through gene panel 

analysis. Orphanet J Rare Dis. 2016 Aug 22;11(1):118. 
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Kazuistiku pacientky jsme také publikovali v časopise: 

Mazanec R, Neupauerova J, Baumgartner D, Potockova V, Lassuthova P, Safka 

Brozkova D, Seeman P. Hereditární motorické neuropatie. Neurologie pro praxi. 2016; 

17(6): 354-35 

1.7.3 DNM2 

Potvrdili jsme de novo mutace p.Glu368Lys a p.Arg465Trp v DNM2 genu u 2 pacientů 

ve spojení ne s hereditární neuropatií, ale centronukleární myopatií. Jsou to první dva 

pacienti s molekulárně genetickým potvrzením centronukleární myopatie.  

U mutace p.Glu368Lys změna sekvence nahrazuje kyselinu glutamovou lysinem v 

kodonu 368 proteinu DNM2. Zbytek kyseliny glutamové je vysoce konzervovaný a 

mezi kyselinou glutamovou a lysinem existuje malý fyzikálně-chemický rozdíl. Tato 

varianta je přítomna v populačních databázích (rs121909092, ExAC 0,006%). Byla 

opakovaně popsána v literatuře u jedinců postižených autosomálně dominantní 

centronukleární myopatií (Bohm et al. 2012; Hanisch et al. 2011; Mori-Yoshimura et al. 

2012). 

U mutace p.Arg465Trp jde o aminokyselinovou substituci, která mění vysoce 

konzervovaný zbytek v střední doméně proteinu (Bitoun et al. 2005). Varianta 

p.Arg465Trp v genu DNM2 byla dříve popsána ve více rodinách s centronukleární 

myopatií a je nejčastěji popsanou patogenní variantou DNM2 (Bitoun et al. 2005; 

Cowling et al. 2011). Myší modely demonstrují, že mutantní myši Arg465Trp s 

kloubovým postižením vykazují svalové defekty, progresivní atrofii a změny svalové 

biopsie podobné změnám pozorovaným u lidí (Durieux et al. 2010). Další funkční 
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studie ukazují, že p.Arg465Trp zvyšuje aktivitu GTPázy a vede k vysoce stabilnímu 

dynaminovému komplexu (Cowling et al. 2011). 

 

Rozlišitelná kritéria pro diagnostiku CNM: 

 distální slabost dolních končetin 

 pes cavus 

 u našich pacientů nejsou zaznamenány potíže s dýcháním 

Podle shrnutí v článku Haberlová et al. 2011 se doporučuje vyšetřovat DNM2 gen u 

pacientů s nejasnou intermediární anebo primárně axonální CMT, s pozdějším 

nástupem onemocnění a s predominantně distální motorickou periferní neuropatií. 

 

1.7.4 MORC2 

Mutace p.Arg190Trp byla nalezena u pacientů z různých zemí, považuje se za mutační 

hotspot, což se potvrdilo nálezem stejné varianty i u našich dvou pacientů (ze 161 

vyšetřených). Klinický obraz našich pacientů je stejný jako u pacientů v publikovaném 

článku (Sevilla et al. 2016). Gen byl zařazen do panelu genů.  

Rozlišitelná kritéria pro diagnostiku MORC2 jsou: 

 svalová slabost a progrese onemocnění 

 křeče na dolních končetinách, distální slabost a senzorický deficit, přidruží se 

slabost horních končetin 
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1.7.5 SOD1 

Potvrdili jsme, že mutace v genu SOD1 způsobují i dědičnou motorickou neuropatii. 

Zařadili jsme gen SOD1 do panelu. Identifikace mutace c.140A>G (p.His47Arg) v 

SOD1 pomocí exomového sekvenování nám opět ukázala, že tuto metodiku lze s 

výhodou použít právě v podobných případech - nález jasně kauzální mutace v genu, 

který by nebyl býval vyšetřován, protože spojitost mezi obtížemi pacienta a tímto 

genem nebyla dosud dostatečně známá. Je to zřejmě první zachycená rodina v ČR 

s autosomálně dominantním typem hereditární motorické neuropatie a se smíšenou 

poruchou centrálního a periferního motoneuronu v důsledku mutace v SOD1 genu. 
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2 Přehled výsledků vlastních prací 

2.1 Přehled v číslech 

Celkově jsem publikovala 16 článků v časopisech s IF, z toho 3krát jako první autor, 

13krát jako spoluautor. Dle databáze Web of Science Core Collection je celkový počet 

citací 39 (34 bez autocitací). H-index 4.  

Z těchto 16 publikací je 9 přímo zaměřených na problematiku dědičných neuropatií. 

Dále jsem spoluautorkou 2 česky psaných článků bez IF (v recenzovaných časopisech) s 

tematikou dědičných neuropatií.  

V posledních 5 letech jsem se také věnovala genetice epilepsií. S touto tematikou jsem 

publikovala 4x, z toho 2x jako první autorka.   

Proto v dalším textu ve stručnosti okomentuji dva okruhy: 

- publikace s tematikou dědičných neuropatií výše neuvedené (kapitola 2.2) 

- publikace s tematikou genetiky epilepsií (kapitola 2.3) 
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2.2 Ostatní publikace s tematikou dědičných neuropatií 

2.2.3 MFN2 gen 

MFN2 gen je lokalizován na vnější mitochondriální membráně a podílí se na regulaci 

fúzí mitochondrií (Santel and Fuller 2001). Je lokalizován na chromozomu 1p36.22 

(Zuchner et al. 2004), má 19 exonů (17 kódujících)(Casasnovas et al. 2010), referenční 

sekvenci používáme NM_014874.3. Domény jsou znázorněny na Obrázku 16. Většina 

MFN2 mutací je popisována v GTP-ázové doméně, Coiled-coil doméně a R3 vysoce 

konzervované doméně (Kijima et al. 2005). Mutace v genu MFN2 způsobují CMT2A 

(Kijima et al. 2005; Lawson et al. 2005; Zuchner et al. 2004). 

 

 

Obrázek 16: Domény MFN2 genu (upraveno z Engelfried et al. 2006) 

GTP-ázová doména; R3 doména, C = coiled coil doména; TM = transmembránová 

doména 

Čísla 103-757 popisují pozice aminokyselin 

 

Všech 17 kódujících exonů a přilehlých intronových sekvencí MFN2 genu jsem 

sekvenovala metodou dle Sangera jako test první volby. Klasickým Sangerovým 

sekvenováním jsem u nás v laboratoři vyšetřila 139 pacientů a nalezla 8 patogenních 

p.His361Tyr 



66 

 

mutací. U českých pacientů jsou mutace v MFN2 nejčastější příčinou CMT2 (Brozkova 

et al. 2013). Výsledky byly shrnuty v práci: 

Brožková DŠ, Posádka J, Laššuthová P, Mazanec R, Haberlová J, Sišková D, 

Sakmaryová I, Neupauerová J, Seeman P.: Spectrum and frequencies of mutations in 

the MFN2 gene and its phenotypical expression in Czech hereditary motor and sensory 

neuropathy type II patients. Mol Med Rep. 2013 Dec;8(6):1779-84. doi: 

10.3892/mmr.2013.1730. Epub 2013 Oct 14. 

Zajímavým nálezem byla varianta, kterou Sangerovo sekvenování neodhalilo, ale MPS 

ano. Pacient k nám byl odeslán s časným nástupem onemocnění (od 3 let) závažného 

axonálního typu Charcot-Marie-Tooth (CMT2) s dominantní dědičností. Časný nástup a 

rodinná anamnéza (těžce postižená matka) poukazovaly na fenotyp CMT2A. Pacient se 

dostal na naši kliniku ve věku 4 let. Rodokmen rodiny pacienta je znázorněn na 

Obrázku 17. První příznaky u pacienta zaznamenali prarodiče, když mu byly 3 roky, 

pacient měl problémy hlavně s chůzí ze schodů. Neurologické vyšetření ve věku 4 let 

ukázalo na atrofii lýtek, bilaterálně pes cavus, svalový tonus byl snížený, zatímco 

reflexy L2-L4 zvýšené. Z anamnézy bylo známo, že matka pacienta trpěla podobným 

typem neuropatie, její potíže začaly již ve 4 letech, její chůze těsně před porodem byla 

omezena, bohužel zemřela po porodu. Všechny klinické údaje a časný věk nástupu 

naznačovaly na závažný typ CMT2A s možnou mutací v MFN2 genu (Feely et al. 

2011). 

Použité PCR primery u daného pacienta byly převzaty z publikace (Zuchner et al. 

2004a) (Tabulka 9). 
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Tabulka 9: Sekvence primerů pro MFN2 (převzaty z Züchner et al. 2004). 

Exon Forward primer Reverse primer 

9 TCTGTGCCTCCCCAGCTC GGTGGAGCACCCTTGTCTC 

 

Tabulka 10: Sekvence primerů pro MFN2 nové bez SNP 

Exon Forward primer Reverse primer 

9 GGTTGTAGGCCCCTGGTG AAGGCGTGTCCTAACTGCC 

 

 

Obrázek 17: Rodokmen rodiny s mutací p.His361Tyr v MFN2 genu (použito 

z Neupauerová et al. 2016) 
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U pacienta jsme provedli klasické Sangerovo sekvenování MFN2 genu kupodivu bez 

nálezu kauzální varianty. DNA pacienta jsme následně vyšetřili pomocí MPS panelem 

všech 78 genů popsaných ve spojitosti s dědičnými neuropatiemi (AARS, ARHGEF10, 

ATL1, ATP7A, BICD2, BSCL2, CCT5, COX6A1, CTDP1, DCTN1, DHTKD1, DNAJB2, 

DNM2, DNMT1, DYNC1H1, EGR2, FAM134B, FBLN5, FGD4, FIG4, GAN, GARS, 

GDAP1, GJB1, GNB4, HARS, HINT1, HK1, HSPB1, HSPB3, HSPB8, HSP22, 

IGHMBP2, IKBKAP, INF2, ITPR3, KARS, KIF1A, KIF1B, KLHL13, LITAF, LMNA, 

LRSAM1, MARS, MED25, MFN2, MICAL1, MPZ, MTMR2, MYH14, NDRG1, NEFL, 

NGF, NTRK1, PDK3, PLEKHG5, PMP22, PRPS1, PRX, RAB7A, REEP1, SBF1, SBF2, 

SEPT9, SETX, SH3BP4, SH3TC2, SLC12A6, SLC18A3, SLC5A7, SOX10, SPTLC1, 

SPTLC2, TFG, TRIM2,TRPV4, VCP, WNK1, YARS). Pomocí MPS byla překvapivě 

nalezena heterozygotní mutace v již vyšetřeném MFN2 genu 

NM_014874.3(MFN2):c.1081C>T (p.His361Tyr) v heterozygotním stavu. Sangerovo 

sekvenování mutaci neodhalilo v důsledku jednonukleotidového polymorfismu pod 

sekvencí reverse primeru v 9. kódujícím exonu. Byla provedená nová PCR reakce 

s novými primery (Tabulka 10) a následné Sangerovo sekvenování pak potvrdilo mutaci 

v MFN2 genu.  

Heterozygotní mutace p.His361Tyr již byla popsána jako patogenní (Feely et al. 2011; 

Verhoeven et al. 2006). Nachází se v R3 vysoce konzervované oblasti. V našem 

případě, kdy klasické Sangerovo sekvenování neodhalilo mutaci, ale MPS ano, jsme 

chtěli poukázat na to, že výpadek amplifikace jedné alely, tzv. „allele drop-out“ je dobře 

známá příčina nezachycení mutace v důsledku nerovnoměrné amplifikace 

heterozygotních alel.  
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Predikce patogenicity zhodnotila mutaci jako závažnou-deleterious mutaci programem 

SIFT (http://sift.jcvi.org) a onemocnění způsobující mutaci programem MutationTaster 

(http://www.mutationtaster.org). Tato pozice je vysoce konzervovaná. Následně byla 

testována segregace mutace s onemocněním v rodině. Nepostižený otec nebyl testován, 

nebyl ochoten přistoupit k DNA testování. Pacientova matka, která byla podobně 

postižena, je zesnulá a její DNA nebyla k dispozici. Avšak, testovali jsme maternální 

prarodiče, kteří jsou bez neurologických obtíží, a mutace nebyla detekována, 

neprokázali jsme, že by šlo o vzácnou nepatogenní variantu. Z toho důvodu 

předpokládáme, že mutace vznikla de novo u postižené matky pacienta; avšak, nebylo 

to možné dokázat z jejího vzorku DNA. 

Mutace v genu MFN2 byly nalezeny u 8 pacientů ze 139 vyšetřených (tj. 5,8 %). 

Přehled spektra a frekvence mutací v MFN2 genu je v článku (Brozkova et al. 2013). 

Zajímavý případ laboratorní diagnostiky pacienta s axonální formou CMT2 

onemocnění, u kterého klasické Sangerovo sekvenování nedetekovalo kauzální mutaci 

c.1081C>T (p.His361Tyr) v MFN2 genu z důvodu jednonukleotidového polymorfismu 

(rs2236057) pod sekvencí PCR primeru jsme publikovali v článku: 

Neupauerova J, Grecmalova D, Seeman P, Lassuthova P. Massively Parallel 

Sequencing Detected a Mutation in the MFN2 Gene Missed by Sanger Sequencing 

Due to a Primer Mismatch on an SNP Site, 2016, Ann Hum Genet.;80(3):182-6. 

Plný text článku je v příloze č. 2.  
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2.3 Ostatní publikace s tematikou epileptických encefalopatií 

Od roku 2016 ve spolupráci s Klinikou dětské neurologie 2. LF UK a FNM jsme se 

začali věnovat diagnostice závažných dětských epilepsií a epileptických encefalopatií. 

Zabýváme se jak jejich vyšetřením pomocí panelu genů, tak i WES a WGS analýzou. 

Epilepsie je častým neurologickým onemocněním s prevalencí 5-8 na 1000 jedinců 

(Fiest et al. 2017). Postihuje přibližně 65 milionů lidí na světě (Moshe 2015). Epilepsie 

je porucha mozku charakterizována trvalou predispozicí ke generování epileptických 

záchvatů (Fisher et al. 2014). 

Současná definice podle ILAE (Fisher et al. 2014) epilepsii popisuje jako: 

1. Minimálně dva nevyprovokované záchvaty vyskytující se v intervalu nejméně 

24 hodin od sebe.  

2. Jeden nevyprovokovaný (nebo reflexní) záchvat a pravděpodobnost dalších 

záchvatů podobná obecnímu riziku recidívy (nejméně 60 %) po dvou 

nevyprovokovaných záchvatech, které se vyskytly během následujících 10 let. 

3. Součást epileptického syndromu.   

Příčiny epilepsie jsou různé – od vývojových vad mozku, metabolických onemocnění, 

zevních poškození mozku, infekcí, traumat, autoimunitních onemocnění přes genetické 

příčiny-v poslední době se ukázalo, že velké množství epilepsií má genetický původ. 

Klasifikace dle ILAE z roku 2017 (Scheffer et al. 2017) klasifikuje epilepsie podle typu 

záchvatů (s fokálním, generalizovaným a neznámym nástupem), podle typu epilepsie 

(fokální, generalizovaná, kombinovaná generalizovaná a fokální, neznámá) a podle 

epileptického syndromu. Vzácnější jsou genetické epilepsie způsobené mutacemi 

jednoho genu nebo strukturálními chromozomovými aberacemi (Steinlein 2008). 
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Epileptické encefalopatie jsou onemocnění, kde kognitivní deficit a vývojový regres je 

přímým důsledkem přítomnosti záchvatů a epileptické mozkové aktivity (Engel 2001). 

Všeobecný postup při genetickém vyšetření je následovný – prvním krokem po 

základních laboratorních výsledcích a EEG je vyšetření CGH microarrayí. Definitivní 

diagnóza se tím ale určí u méně než 5 % pacientů (Mercimek-Mahmutoglu et al. 2015). 

Druhým krokem je testování jednoho konkrétního genu v případě jasných klinických 

příznaků poukazujících na daný syndrom. Příkladem je Dravetův syndrom, u kterého 80 

% pacientů má patogenní variantu v SCN1A genu (Marini et al. 2011). Asociace Rettova 

syndromu s mutacemi v MECP2 a CDKL5 genech jsou taky známé (Liyanage and 

Rastegar 2014; White et al. 2010). Na detekci častých duplikací a delecí v např. genu 

SCN1A je k dispozici kit MLPA (Mulley et al. 2006). Následujícím krokem je testování 

pomocí panelu genů. Před pár lety bylo známých pouze 12-20 genů spojovaných 

s epilepsií (Ottman et al. 2010). V současnosti panely genů zahrnují přes 100 genů, 

některé i 300+ (Chambers et al. 2016) přičemž se objasní přibližně 15-25 % případů 

(Mercimek-Mahmutoglu et al. 2015). Dalšími kroky jsou použití WES a WGS (Dyment 

et al. 2015; Helbig et al. 2016; Willig et al. 2015). 

 

Pečlivě vybrané rodiny pacientů, u kterých cílené resekvenování panelu genů neukázalo 

žádnou kauzální variantu, byly zařazeny jako tria (nepostižení rodiče a proband) na 

vyšetření pomocí WES s cílem najít de novo mutace.  

V našem projektu jsme postupovali podle následujícího algoritmu: 

Pacienti s klinicky rozpoznatelným fenotypem byli testováni na přítomnost mutací 

v genech, které jsou nejčastější příčinou (např. SCN1A). 
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V dalším kroku nebo u pacientů s klinicky nezařaditelným fenotypem jsme provedli 

cílené resekvenování panelem genů (97/112 genů), jejichž mutace způsobují těžké 

dětské epilepsie a encefalopatie (Staněk et al. 2018). 

 

 

 

 

 

V případě neobjasnění ani vyšetřením panelu dosud spojovaných genů pomocí MPS 

jsme provedli celoexomové sekvenování-hledání de novo variant, spolupráce 

s EuroEPINOMICS. Exomové sekvenování se jeví jako další úspěšný nástroj 

v genetice na identifikování nových variant u pacientů s neurovývojovými 

poruchami (Helbig 2016, Martin et al. 2014). Cílem při dalších objevech nových 

genů pro epilepsii je sdílení dat a výměna informací a spolupráce na mezinárodní 

úrovni, do které jsme začleněni. 

 

V případě neobjasnění pomocí WES je možné pokračovat celogenomovým 

sekvenováním (WGS). WGS může odhalit až o 10-15 % více mutací v exomu a další 

v nekódující části než WES (m.j. i díky jiné technologii) (Martin et al. 2014). Příprava 

knihoven byla provedena pomocí kitů SureSelect (Agilent) podle uživatelského 

ADAR B RAT1 F ASN G LDC IQSEC2 M BD5 P ANK2 PSEN1 SCN1B SLC9A6 T BC1D24

ADCK3 C 10ORF2 FLNA GNAO1 K CNA2 MECP2 PCDH19 PURA SCN2A SPTAN1 TCF4

ADSL CACNA1A FOLR1 GPHN KCNB1 MEF2C PHF6 Q ARS SCN8A SRGAP2 TDP2

ALDH7A1 CASK FOXG1 GRIN1 KCNC1 MFSD8 PIGQ RNASEH2A SCN9A SRPX2 TPP1

AMT CDKL5 G ABBR2 GRIN2A KCNH5 MOCS1 PLCB1 RNASEH2B SLC12A5 ST3GAL3 TREX1

AP4S1 CLCN4 GABRA1 GRIN2B KCNJ10 MOCS2 PNKP RNASEH2C SLC13A5 ST3GAL5 TSC1

ARHGEF9 CNTNAP2 GABRB3 H CN1 KCNQ2 MTHFR PNPO ROGDI SLC19A3 STXBP1 TSC2

ARX DNM1 GABRG2 HDAC4 KCNQ3 MTOR POLG RYR3 SLC25A22 SYN1 U BE3A

ASAH1 DOCK7 GAMT HNRNPU KCNT1 N EDD4L PRIMA1 SAMHD1 SLC2A1 SYNGAP1 WDR45

ATP1A3 E EF1A2 GCSH CH D2 KCTD7 NRXN1 PRRT2 SCN1A SLC35A2 SZT2 Z EB2
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manuálu. Následná sekvenační analýza proběhla na přístroji HiSeq4000 na zahraničních 

pracovištích (Macrogen Inc., Soul, Korea). Získaná data byla přirazena k referenční 

sekvenci a analyzována. Analýzu dat jsme provedli pomocí NextGENe (Softgenetics), 

SureCall (Agilent) a naší lokální instalace s vlastním workflow serveru Galaxy 

(https://usegalaxy.org). Varianty nalezené u probandů a nenalezené u nepostižených 

rodičů jsme hodnotili pomocí softwarů PolyPhen2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), MutationTaster 

(http://www.mutationtaster.org/), SIFT (http://sift.jcvi.org/), zohlednila jsem frekvenci 

v populaci (Exome Sequencing Project (ESP), dbSNP 135, 1000 Genomes, ExAC, 

GnomAD). Dále pro analýzu dat z WES jsem využila přístup do předplacené databáze 

mutací lidského genomu HGMD Profess. (The database of Human Genome Mutation 

Data, http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) a také Alamut (http://www.interactive-

biosoftware.com/). Objevené varianty jsem potvrdila klasickým Sangerovým 

sekvenováním na přístroji ABI 3130 a potvrdila segregaci mutace v rodině vyloučením 

u obou rodičů.  

  

https://usegalaxy.org/
http://www.interactive-biosoftware.com/
http://www.interactive-biosoftware.com/
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2.3.1 SETBP1 gen 

Missense varianty v SETBP1 genu, predominantně v exonu 4, byly popsané jako 

kauzální pro SGS syndrom. 

Schinzel-Giedion syndrom (SGS) je extrémně vzácné onemocnění s autosomálně 

dominantním typem dědičnosti postihující stejně obě pohlaví, prevalence není známá. 

Celosvětově je zaznamenaných jenom 50 případů. Mezi typické příznaky SGS patří: 

postnatální růstová retardace, těžké opoždění psychomotorického vývoje, faciální 

dysmorfie, hypoplazie střední části obličeje, makroglosie, exoftalmus, hirsutismus, a 

mnohé vrozené malformace, v důsledku, kterých se ne všichni pacienti dožívají 

dospělého věku (AL-Mudaffer et al. 2008). 

Vyšetřovaný pacient je 20letý muž s faciální dysmorfií, farmakorezistentní epilepsií, 

závažnou intelektuální nedostatečností a poruchou autistického spektra (dle literárního 

spektra se jedná pravděpodobně o nejstaršího pacienta s touto diagnózou celosvětově). 

Abnormální psychomotorický vývoj byl zaznamenán od počátku. Jsou u něj přítomny 

dysmorfické rysy, výrazné acné vulgaris, problémy s příjmem potravy, chybějí řečové 

schopnosti. Ve věku 4 let byl diagnostikován i autismus. Epilepsie u něj začala ve věku 

7 let myoklonickými, myoklonicko-astatickými záchvaty, později tonicko-klonickými. 

Vyústilo to také ve zhoršení chůze. Ketogenní strava u pacienta snížila intenzitu 

záchvatů. Magnetická rezonance poukázala na difúzní mozkovou atrofii. Nálezy na 

elektroencefalografickém vyšetření korelují s Lennox-Gestaut syndromem. U pacienta 

není přítomen žádný kardiologický defekt. 

Pacienta jsme zařadili na panel 97 genů spojovaných s různými formami epilepsií 

(SureSelect, Agilent, Santa Clara, USA). Po neobjasnění příčiny jsme doplnili 
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celoexomové sekvenování (SureSelect Human All Exon V5 kit, Agilent Technologies, 

USA) na přístroji HiSeq4000 (Illumina, California, USA).  

Kandidátní varianty jsme detekovali pomocí naši vlastní pipeline (Galaxy). Data byla 

analyzována pomocí DeNovoGear (http://denovogear.weebly.com/). Vyhodnocením dat 

z WES byla nalezena heterozygotní varianta v exonu 4 genu SETBP1 

NM_015559.2(SETBP1):c.2601C>G (p.Ser867Arg). Pro potvrzení nálezu z MPS jsem 

provedla cílené sekvenování exonu 4, který je mutačním hotspotem za pomoci primerů 

z Tabulky 11. 

Tabulka 11: Sekvence primerů pro SETBP1 gen  

Exon Forward Reverse 

4 ACACAGTGGAACCTGGAAGC AGGCCTACCACGCTTCTTC 

 

Všechny primery jsem navrhovala pomocí programu ExonPrimer na webu UCSC 

Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). 

Druhou pacientkou je roční dívka s faciální dysmorfií, mikrocefálií, hypertelorismem, 

hirsutismem a exoftalmem. Korelace a přehodnocení fenotypu prvního pacienta 

v dětství s fenotypem dívky byly klíčové k přesné syndromologické diagnostice SGS 

klinickým genetikem. Tudíž jsme u pacientky provedli přímou analýzu sekvenování 

exonu 4 SETBP1 (mutační hotspot). Nalezli jsme heterozygotní variantu c.2608G>A 

(p.Gly870Ser), znázorněna na Obrázku 18. Byla již publikována jako patogenní. Je de 

novo, oba zdraví rodiče nesou wild type alelu. Mateřství a otcovství bylo testováno u 

obou pacientů se sadou šesti mikrosatelitních markerů ze tří různých chromozomů. 
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Obrázek 18: Mutace p.Gly870Ser v SETBP1 genu 
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Heterozygotní varianta p.Gly870Ser byla nalezena u dvou nepříbuzných thajských 

pacientů splňujících kritéria SGS (Lehman et al. 2008; Suphapeetiporn et al. 2011). 

Stejná mutace byla nalezena i u dívky s SGS, která zemřela v 9 letech (Hoischen et al. 

2010). Záměna G-A postihuje vysoce konzervovaný nukleotid a vysoce konzervovaný 

aminokyselinový zbytek v SKI homologní oblasti SETBP1 genu (Herenger et al. 2015). 

Je de novo, oba zdraví rodiče nesou wild type alelu. Mateřství a otcovství bylo 

testováno u obou pacientů se sadou šesti mikrosatelitních markerů ze tří různých 

chromozomů. Hypotéza, že haploinsuficience nebo „loss-of-function“ varianty v 

SETBP1 mají mírnější fenotyp, byla též publikována (Filges et al. 2011).  

Druhá varianta p.Ser867Arg (podobná substituce odlišující se jenom v záměně bazí C 

na A, bez změny aminokyselinové substituce) již byla popsána jako příčina syndromu 

Schinzel-Giedion u pacienta s velmi podobným fenotypem (Carvalho et al. 2015) a 

proto je vysoce pravděpodobné, že tato varianta je patogenní. Taktéž predikční 

programy ji hodnotí jako deleterious a disease causing. Mutace je pravděpodobně de 

novo, nenalezli jsme jí u zdravých rodičů.  

Mutační hotspot, umístěný v exonu 4 genu SETBP1, kde jsou mutace shromážděné, je 

vysoce konzervovaný mezi různými druhy. Detekce variant v exonu 4 genu SETBP1 u 

obou českých SGS pacientů podporují fakt, že exon 4 představuje mutace horkého místa 

genu SETBP1. 

SETBP1 mutace zabraňují ubikvitinaci a ovlivňují stabilitu SETBP1 proteinu, zatímco 

varianty mimo degron mohou způsobit různé formy SGS s mírnějším fenotypem.  

Nálezem mutací p.Gly870Ser a p.Ser867Arg popisujeme první molekulárně-geneticky 

potvrzené pacienty s SGS v ČR. Náš první pacient (20letý) je zatím nejstarší popsaný 
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v literatuře, pacienti se v důsledku závažných zdravotních komplikací nedožívají tak 

vysokého věku. 

Publikováno v článku: 

Neupauerová J, Štěrbová K, Komárek V, Gřegořová A, Vlčková M, Staněk D, Seeman 

P, Laššuthová P, Havlovicová M. Schinzel—Giedion Syndrome: First Czech 

Patients Confirmed by Molecular Genetic Analysis. Journal of Pediatric Neurology, 

2018 

Plný text článku je v příloze č. 1 

Rozlišitelná diagnostická kritéria jsou: 

 faciální dysmorfismus 

 makroglosie  

 hypertelorismus 

 hirsutismus 

 exoftalmus 

 epileptické záchvaty 

 vrozené anomálie 
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2.3.2 CDKL5 gen 

Varianty v X-vázaném CDKL5 genu (v minulosti zvaném serine/threonine kináza 9 = 

STK9) byly popsány jako příčina časné epileptické encefalopatie typu 2 (EIEE2) a 

vyskytují se exkluzivně de novo. EIEE2 je charakterizována časným nástupem epilepsie 

(před 3. měsícem věku), generalizovanými tonickými záchvaty, těžkou hypotonií, 

poruchou zraku, absencí řeči a závažnou intelektuální nedostatečností (Bahi-Buisson et 

al. 2008; Fehr et al. 2013). CDKL5-encefalopatie je X-vázaným dominantním 

onemocněním. Klinická závažnost CDKL5 onemocnění pro obě pohlaví je stejná (Liang 

et al. 2011). CDKL5 gen je lokalizován na chromozomu Xp22.13 a zahrnuje 21 exonů. 

Je to protein exprimovaný ve všech tkáních (Lin et al. 2005; Rusconi et al. 2008).  

V CDKL5 jsme nalezli 3 zajímavé varianty, kterými jsme objasnili příčinu onemocnění 

u pacientů. 

Pacient 1  

Pacientkou je 5letá dívka s farmakorezistentní epilepsií, ve věku 6 týdnů u ní byly 

pozorovány bilaterálně tonické záchvaty. Ve věku 3 let záchvaty na rok vymizely beze 

změny medikace. Záchvaty se znovu objevily ve věku 4 let. Ketogenní dieta měla 

uspokojivé výsledky, ale dívka zůstala hypotonická, s absencí řeči, se závažnou 

intelektuální nedostatečností a motorickým opožděním.  

MPS identifikovalo intronovou variantu v intronu 7 CDKL5 

NM_003159.2(CDKL5):c.463+5G˃A v heterozygotním stavu. Varianta nebyla 

nalezena u asymptomatických rodičů. Na agarovém gelu v porovnání s kontrolním 

vzorkem, při PCR produktu cDNA našeho pacienta byly pozorovány 2 fragmenty (lišící 

se o 60 nukleotidů, odpovídá to exon skippingu exonu 7) v důsledku formace kratšího 

aberantního transkriptu. Předpokládali jsme vznik předčasného stop kodonu. Vyšetření 
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na RNA úrovni prokázalo aberantní sestřih mRNA s vynecháním exonu 7 – exon 

skipping a vznik proteinu kratšího o 20 aminokyselin. Heterozygotní variantu 

c.463+5G˃A podle ACMG kritérií považujeme za pravděpodobně patogenní.  

Pacient 2 

Pacient je 4letý chlapec s farmakorezistentní epilepsií od 4 týdnů věku, sporadický 

případ v rodině, od počátku opožděn psychomotorický vývoj, oční kontakt špatný, 

stáčení očních bulbů, za zvukem se neotočí, vokalizuje, po operaci pro Fallotovu 

tetralogii v 1 roce. Rozvinuly se u něj myoklonické a tonické záchvaty rezistentní vůči 

léčbě. Ketogenní dieta od dvou do tří let zredukovala časnost záchvatů jenom na pár 

měsíců. V současnosti se záchvaty opakují přibližně v 3 sériích 20krát za den. Pacient 

není schopen samostatného sezení, má špatný zrakový kontakt, neotočí se za zvukem, 

neusmívá se, nemá zájem o hračky. 

Před vyšetřením na panel genů byl pacient na jiném pracovišti na Ústavu biologie a 

lékařské genetiky 2. LF UK a FNM podroben array-CGH analýze a vyšetření syndromu 

Di-George s negativním výsledkem.  

Zařazením pacienta na panel 112 genů jsme nalezli nonsense variantu v 

NM_003159.2(CDKL5):c.2578C˃T (p.Gln860*) v hemizygotním stavu v exonu 18. 

Hemizygotní variantu p.Gln860* považujeme dle ACMG kritérií (Richards et al. 2015) 

za patogenní. Čtecí rámec je přerušen vytvořením předčasného stop kodonu, který má 

závažný efekt na funkci proteinu. Varianta je de novo, nenalezli jsme ji u zdravých 

rodičů. Nebyla ještě popsána, není v HGMD databázi, exAC ani EVS.  
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Pacient 3 

Pacient je 3letý chlapec, do 8. měsíců věku zdráv, záchvaty se rozvinuly jako spasmy 

v sériích, tonické, rezistentní na antiepileptickou léčbu, pacient je hypotonický, má 

problémy s chůzí, špatný oční kontakt, absenci řeči a závažnou mentální retardaci. 

MPS u pacienta prokázalo variantu NM_003159.2(CDKL5):c.1247-1248del 

(p.Glu416Valfs*2) v exonu 12 v heterozygotním stavu, kdy mutovaná alela je ve 

výrazně nižším zastoupení (cca 10 %), což svědčí nejspíše pro mosaicismus pro 

uvedenou variantu. Tato varianta již byla popsána (Raymond et al. 2013), ale u dívky a 

ne v mosaicismu. U heterozygotní varianty p.Glu416Valfs*2 jde o variantu predikující 

posun čtecího rámce se vznikem předčasného stop kodonu. Varianta nebyla prokázána u 

rodičů probanda, je tedy nejspíše de novo vzniklá pravděpodobně postzygoticky 

(mosaicismus). Také v DNA z bukálního stěru jsme nalezli variantu ve výrazně nižším 

zastoupení (cca 10-15 %), což svědčí pro somatický mosaicismus. Mosaicismus pro 

mutaci v CDKL5 a jeho vliv na fenotyp již byl popsán (Mei et al. 2014), lze 

předpokládat patogenní a kauzální vliv na fenotyp podobný jako při běžné germinální 

mutaci. 

Fenotypy pacientů jsou shrnuty v Tabulce 12. 
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 Pacientka 1 (5-letá holčička) Pacient 2 (4-letý chlapeček) Pacient 3 (3-letý chlapeček)

Nástup záchvatů 6.týden 4.týden 8. měsíc

Záchvaty bilaterálně klonické tonické (2-3 v serii), méně myoklonické krátké tonické

Farmakorezistentní záchvaty ano ano ano

Psychomotorický vývoj závažná mentální retardace opožděný závažná mentální retardace

Hypotonie přítomná přítomná přítomná

Oční kontakt špatný špatný špatný

Řeč absence absence absence

Chůze ataktická chůze neschopný chůze problémy s chůzi

Cytogenetické vyšetření bez nálezu kauzální varianty bez nálezu kauzální varianty neprovedeno

Varianta nalezena MPS sekvenovánímIntron 7: c.463+5G>A Exon 18: p.Gln860* (c.*2578C>T) Ex 12: p.Glu416Valfs*2(c.1247_1248del)

v mosaicismu
Ověření Sangerovým sekvenováním

Segregace v rodině de novo de novo de novo

Patogenicita podle ACMG kritérií pravděpodobně patogenní patogenní patogenní

Predikce aberantní splicing vznik předčasného stop-kodónu vznik předčasného stop-kodónu

 

Tabulka 12: Fenotypy pacientů s CDKL5 mutacemi  

Závěrem se jedná pravděpodobně o první 3 případy kauzálních variant v CDKL5 genu 

u českých pacientů. Všichni naši pacienti mají klinické projevy podobné jako jiní 

doposud popsaní pacienti s mutacemi v CDKL5 (Fehr et al. 2013). Mutace v CDKL5 

jsou významnou příčinou časné a hlavně těžké farmakorezistentní epilepsie. Kauzální 

varianty v CDKL5 genu jsou 4. nejčastější příčinou epilepsie u našich pacientů (u 3 ze 

152 vyšetřených). 

Publikováno v článku: 

Neupauerova J, Sterbova K, Vlckova M, Sebronova Vera, Marikova T, Krutova M, 

Stanek D, Krsek P, Zaliova Marketa, Seeman P, Lassuthova P. Two Novel Variants 

Affecting CDKL5 Transcript Associated with Epileptic Encephalopathy; Genet Test 

Mol Biomarkers; 2017, 21(10): 613-618 

Plný text článku je v příloze č. 3.  

Rozlišovací diagnostická kritéria jsou: 

 časný nástup onemocnění s rezistencí na antiepileptickou léčbu 
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 hypotonie 

 psychomotorické opoždění 

 absence řeči a poruchy vidění 
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