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Zalozenia pracy

Praca podejmuje problem badan prowadzonych w ostatnich 8 latach przez autora
nad podiozem genetycznym heterogennej grupy choréb kregu Charcot —Marie-
Tooth (CMT).

Problematyka badan nad podiozem genetycznym chorob kregu CMT jest ztozona.
Wsrod gtownych kierunkdw badan w tej dziedzinie prowadzonych aktualnie na
$wiecie wymieni¢ mozna mapowanie nowych /oci i genow, identyfikacje mutacji
w znanych genach oraz poszukiwanie korelacji genotypowo fenotypowych.
Badania patogennoS$ci mutacji, cho¢ posiadaja juz pewna tradycje, wydaja si¢ by¢
marginalizowane w stosunku do innych kierunkéw badan. Stad problem ten zostat
potraktowany nieco szerzej w niniejszej pracy. Na koniec oméwiono zagadnienie
wyboru prawidtowego modelu diagnostyki genetycznej CMT i poradnictwa
genetycznego w tej grupie chordb. Stosowany dotychczas model diagnostyczny
oparty na badaniu najczestszej mutacji w CMT tj. duplikacji w regionie 17p11.2-
p12 uksztaltowat sie na poczatku lat 90-tych i wymaga aktualizacji z uwagi na
wprowadzenie nowych technik badania DNA jak rowniez znaczne poszerzenie
wiedzy o podiozu genetycznym choréb kregu CMT.

Uklad pracy

Praca niejako scala wyniki badan genetycznych nad podtozem molekularnym
chorob kregu CMT w polskich rodzinach, prowadzonych przez autora w latach
1996-2004. Z natury samej heterogennosci genetycznej choréb kregu CMT
wynika przedstawiona w pracy réoznorodnos¢ zagadnien. W istocie jednak praca
prezentuje gtdwne kierunki badan w oparciu o badania wtasne. Wyniki tych badan
zostaty opublikowane w 7 artykutach. Wydaje si¢ ze powtarzanie tresci
artykutdow, w zmienionej- na potrzeby pracy formie -jest niepotrzebne, stad
poszczegOlne zagadnienia zostaly potraktowane jako komentarz do prac im
poswieconych.
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1. Heterogenno$¢ chorob kregu CMT w opisach XIX wiecznych neurologéow
W 1865 r. opat Grzegorz Mendel z zakonu Augustianéw w czeskim Brnie
opublikowatl wyniki badan nad krzyzowkami grochu jadalnego ,, Pisum sativum”
pod tytutem ,, Uber die Pflanzen Hybriden” .

Zaledwie 21 lat pozniej Profesor Jean Martin Charcot wraz ze swym uczniem
Pierre Marie w Paryzu opisali pigcioro chorych u ktorych stwierdzili postgpujacy
zanik mig$ni ,, D’ Atrophie musculaire progressive” . Juz wtedy autorzy pracy
zwrdcili uwage na rodzinny charakter choroby ,, Ce qui’il y a de particuliérment
intéressant dans les deux observations qui précédent, c’est ce fait que I’affection
s’est montrée chez deux fréres avec des caracteres parfaitement analogues chez
tous deux” [1].

Juz w 1889 r. angielski lekarz Herringham zwrocit uwage na mozliwo$¢ istnienia
sprzgzonej z plcig odmiany choroby, opisanej w 1886

r. przez Charcot i Marie [2].

Co interesujace, przez 102 lata tj. do momentu odkrycia genu Cx32, ktorego
mutacje stwierdza si¢ u chorych na sprze¢zona z picig w sposéb dominujacy
odmian¢ choroby CMT poddawano w watpliwo$¢ istnienie tej formy.

W 1893 r. J. Dejerine i J. Sottas opisali kolejng odmiang¢ choroby opisanej 18 lat
wczesniej przez Charcot i Marie, uzasadniajac w ten oto sposob odrebno$¢
schorzenia:

,» 11 est certain que les cas que nous rapportons dans notre travail constituent des
exemples d’une affection nouvelle, non encore clasée et qui se distingue ettement
au point de vue clinique et anatomo-pathologique des cas étudiés par Eulenburg,
Eichhorst, Friedreich, Ormerod, Hammond, Charcot et Marie, Brossard, Tooth,
Hoffmann, Debreuilyh, etc.

Ils n’ont de commun, en effet, avec ces derniers, que I’atrophie musculaire et en
different, ainsi que nous I’avons indiqué, par toute une série de symptoms donnant
un cachet special a I’affection que nous étudions ici, et par la nature méme des
lésions — absence d’hypertrophie des nerfs” [3].

W 1926 r. Gustav Roussy wraz z Gabrielle Lévy opisali siedmiu chorych w
czteropokoleniowej rodzinie , ktorych scharakteryzowali nastgpujaco:

” des troubles de la marche et de la station, 1’existence d’un pied bot, d’une
aréflexie-tendineiuse généralisée et, parfois, d’une légére maladresse des mains,
nos partia clinigement démontrée” [4].

Istnienie choroby Roussy-Lévy (RLS) jako odrgbnej jednostki nozologicznej
bylo kwestionowane az do 1999 r., kiedy to u chorych pochodzacych z rodziny
opisanej przez Roussy i Lévy zidentyfikowano mutacj¢ Asnl31Lys w genie MPZ
[5]. W swietle przedstawionych faktow mozna zauwazy¢ ze réznorodnosc¢
(heterogennosc) form w chorobach kregu Charcot-Marie-Tooth byla juz znana
XIX- wiecznym neurologom. Nieznane bylo jednak podtoze genetyczne
obserwowanej roznorodnosci.

Na pierwsze wyjasnienia trzeba bylo czekac¢ prawie 100 lat, kiedy to w 1982 r.
Bird i wsp. po raz pierwszy ustalili sprz¢zenie genetyczne jednej z odmian
choroby CMT z locus 1q21-q23 [6].
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2. Gléwne kierunki badan genetycznych w dziedzicznych neuropatiach
ruchowo- czuciowych
U podloza genetycznych neuropatii ruchowo-czuciowych leza mutacje w 30
genach zmapowanych w chromosomach autosomalnych i na chromosomie X.
Pierwszym etapem badan genetycznych nad podlozem molekularnym okreslonej
neuropatii jest wyodregbnienie fenotypu na ktory sktada si¢ zestaw cech
klinicznych, elektrofizjologicznych i morfologicznych wlasciwych okreslone;j
formie. Cho¢ na obraz kliniczny i elektrofizjologiczny okreslonej neuropatii
sktada si¢ zwykle zestaw podobnych cech (zanik mig$ni odsiebnych konczyn
gbrnych i dolnych), to réznice pomiedzy poszczegdlnymi typami CMT wynikaja
z natgzenia, kolejnosci wystapienia czy tez wieku, w ktérym pojawily si¢
pierwsze objawy choroby.
W niektorych neuropatiach wyodrebnienie fenotypu jest tatwe. Dobrym tego
przyktadem wydaje si¢ by¢ tzw. neuropatia z olbrzymimi aksonami tj. Giant
axonal neuropathy (GAN) [ MIM 256850]. GAN rozpoczyna si¢ zwykle okoto 5
r.z. Wigkszos¢ dzieci z GAN ma krecone wlosy. Chorzy staja si¢ niesprawni
pomigdzy 10 a 30 r.z. [7]. Najbardziej charakterystyczng cecha GAN,
obserwowana w biopsji nerwu tydkowego, jest obecnos¢ tzw. olbrzymich
aksonow w ktorych stwierdza si¢ agregaty neurofilamentow [8].

Charakterystyczny fenotyp neuropatii GAN sprawil, ze juz w 1997 r. okreslono
sprzgzenie genetyczne GAN z locus 16q24, a zaledwie trzy lata pozniej
zidentyfikowano mutacje w genie gigaxoniny [9].

Wyodrgbnienie fenotypu neuropatii jako poczatek badan genetycznych nie jest
jednak zawsze tak tatwe jak w przypadku neuropatii GAN.
Inna z neuropatii genetycznie uwarunkowanych, choroba CMT2A (MIM 118210)
nie posiada zadnych wyr6znikow kliniczno- elektrofizjologicznych. Jedynym
wyroznikiem choroby CMT2A jest wigc sprzgzenie genetyczne z locus 1p35-36
[10]. W 2001 zidentyfikowano mutacj¢ Q98L w genie KIFI/BS wjednej z
japonskich rodzin w ktérej uprzednio wykazano sprzezenie genetyczne z locus
1p35-p36 [11]. Pomimo intensywnych badan, w okresie od 2001 do 2004 r. nie
wykryto jednak zadnej nowej mutacji w genie KI/F/Bf. Co wigcej, analiza
sekwencji 14 gendéw zlokalizowanych w regionie 1p35-p36 wykazata istnienie
mutacji w genie Mfn2 kodujacym biatko mitofuzyny 2 [12].
Cho¢ udato si¢ dotychczas zidentyfikowac 5 mutacji w genie Mfn2 nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze jedyna przyczyng choroby CMT2A sa mutacje w
genie Mfn2. By¢ moze choroba CMT2A nie jest homogenna genetycznie i jest
spowodowana co najmniej mutacjami w dwdch genach w regionie 1p35-p36 ?
By¢ moze gen KIFIBf pelni rolg modyfikatora w chorobie CMT2A ?
Kontrowersje na temat roli genow KIFIBf i Mfn2 w patogenezie choroby
CMT?2A niejako ,,odstaniajg” problem patogennosci mutacji w chorobach kregu
Charcot-Marie-Tooth. Trudno uznaé, ze;jedyna dotychczas wykryta mutacja
QI8L w genie KIFIBf nie;jest mutacja patogenna, gdyz spetnia wigkszo$¢
znanych kryteriow patogenno$ci mutacji. Mutacja Q98L segreguje z fenotypem
choroby CMT2A w badanej rodzinie, mutacji tej nie stwierdza si¢ u zdrowych
cztonkéw rodziny. Ponadto u myszy transgenicznych z mutacja Q98L
stwierdzono objawy choroby przypominajacej CMT2A u cztowieka. W badaniach
invitro prowadzonych w hodowli komorkowej stwierdzono akumulacje
uszkodzonego mutacja Q98L biatka KIF1BB wokot jadra komorkowego [11].
Jednak brak mutacji genu KIFIBf w rodzinach CMT2A- wobec istnienia mutacji
w genie Mfn2 nie przemawia za patogennym charakterem mutacji Q98L. W
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odréznieniu od dobrze udokumentowanej mutacji Q98L w genie KIF 1B, efekt
wigkszo$ci mutacji w innych genach u chorych z CMT nie zostat okreslony w
badaniach na zwierzgtach transgenicznych. Zaledwie w przypadku nielicznych
mutacji w genach’ MPZ, NEFL i Cx32 przeprowadzono analiz¢ funkcjonalna w
hodowlach komérkowych. W przypadku innej mutacji Thrl 18Met w genie
PMP22 wyniki badan funkcjonalnych przemawiajacych za patogennoscia tej
substytucji pozostaja w sprzecznosci z wystepowaniem mutacji Thrl18Met u
zdrowych ludzi [13]. Znaczenie analizy funkcjonalnej w ocenie patogennosci
mutacji bywa jednak przeceniane, a jej fatlszywie dodatnie wyniki moga byc¢
skutkiem nieprawidtowo dobranego modelu eksperymentalnego lub trudnosci w
rozroznieniu pomigdzy patologia a wariantem genotypowym [14]. W $wietle
przedstawionych faktow problem patogennosci mutacji w chorobach kregu
Charcot-Marie-Tooth nabiera szczegbélnego znaczenia.

Jednym z kryteridw oceny patogennosci mutacji jest stwierdzenie korelacji
pomigdzy genotypem okreslonej formy choroby CMT a fenotypem. Stwierdzenie,
ze ta sama mutacja genu koreluje z podobnymi do siebie formami CMT
przemawia za patogennoscia mutacji.

Mutacja Thr124Met w genie MPZ zostata opisana u licznych chorych z
aksonalng odmiang choroby CMT2 charakteryzujaca si¢ péznym poczatkiem ( 6
dekada zycia) oraz niedostuchem[15].

Inna z mutacji , Ser72Leu w genie PMP22 zostala opisana u chorych z cigzka
wczesnodziecigcg forma choroby CMT1 [16]. Mutacja Asnl31Lys w genie MPZ
zostata opisana u chorych, chorych ktorych stwierdzono fenotyp tzw. ogniskowo
pofatdowanej mieliny [17].

Niestety brak wynikoéw badan dodatkowych w wigkszosci mutacji u chorych z
fenotypem CMT znacznie utrudnia oceng ich ewentualnej patogennosci.
Opisane powyzej gtowne kierunki badan genetycznych w CMT znajduja swoje
przetozenie na diagnostyke genetyczna tej grupy chorob.

Opracowanie prawidiowego modelu diagnostyki genetycznej wymaga znajomosci
czestosci mutacji w poszczegdlnych genach, patogennosci mutacji oraz
znajomosci korelacji genotypowo-fenotypowych.

Poczatkowo zakres diagnostyki genetycznej chorob kregu CMT obejmowat tylko
chorob¢ CMT1A spowodowang duplikacja w regionie 17p11.2-p12 oraz
dziedziczng neuropati¢ z nadwrazliwosci na ucisk (HNPP) wywotang delecja
regionu 17p11.2-p12 [18]. Wraz z odkryciem mutacji w genie Cx32 diagnostyka
chorob kregu CMT zostata poszerzona o chorobg CMTX [19]. Obecnie pomimo
znajomosci mutacji w 30 genach w chorobach kregu CMT diagnostyka
genetyczna w wigkszosci krajow obejmuje nadal swym zakresem choroby
CMTI1A, HNPP,CMTX oraz CMTIB ( wywotang mutacjami w genie MPZ).
Wydaje sie ze na przeszkodzie poszerzeniu diagnostyki genetycznej w CMT o
nowe geny stojg ograniczenia natury technicznej ( brak mozliwosci
jednoczasowej analizy wielu genéw). Cho¢ rozwigzaniem przysziosci zdaje si¢
by¢ zastosowanie technologii mikromacierzy DNA w diagnostyce chordb kregu
CMT, to na obecnym etapie rozwoju wiedzy mozna przyjac, ze opracowanie
poprawnych korelacji genotypowo-fenotypowych moze by¢ podstawa do
ukierunkowania diagnostyki genetycznej na wlasciwy gen.

Wydaje si¢ rowniez mato prawdopodobnym aby nowe technologie analizy DNA
,wyparly” klasyczng diagnostyke genetyczng CMT opartg na korelacjach
genotypowo-fenotypowych. Powodem dla ktorego koniecznym wydaje si¢
wspoOtistnienie dwoch nurtdéw diagnostyki genetycznej CMT jest mozliwos¢
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weryfikacji duzej liczby informacji o podtozu genetycznym CMT uzyskanej
poprzez zastosowanie mikromacierzy DNA. To wia$nie obraz kliniczny oraz
wyniki badan dodatkowych ( elektrofizjologicznego i biopsji nerwu) beda
stanowily podstawe do uznania ewentualnej patogennosci substytucji
aminokwasowej w jednym z genow, ktorego mutacje stwierdza si¢ w CMT.

wreszcie nalezy przyjac, ze w niedalekiej przyszto$ci- lepsze niz obecnie-
poznanie heterogennosci genetycznej chorob kregu CMT, mutacji genowych, ich
patogennosci oraz specyficznych dla poszczegolnych form CMT fenotypow
bedzie stanowito o powodzeniu terapii genowej w przysztosci.
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3. HeterogennoS$¢ genetyczna chorob kregu CMT

Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth stanowig heterogenng genetycznie grupe
chorob obwodowego uktadu nerwowego czlowieka.

Choroby kregu CMT dziedzicza si¢ zaréwno w sposob autosomalny dominujacy
oraz recesywny, jak réwniez w sposéb sprzezony z plcia (dominujacy i
recesywny).

Pierwsza mutacja opisang w chorobach kregu CMT byla submikroskopowa
duplikacja regionu 17p11.2- p12 wystepujaca u chorych z

demielinizacyjng odmiang choroby CMT nazywana réwniez (CMT1A) [20, 21].
Oszacowano, ze w regionie objetym duplikacja znajduje si¢ okoto 70 genow,
jednakze tylko jednemu z nich tj. PMP22 przypisuje si¢ podstawowe znaczenie w
etiologii choroby CMT1A. Za uznaniem pierwszorzednej roli genu PMP22 w
etiopatogenezie CMT 1A przemawia podobienstwo pomiedzy fenotypem chorych
u ktorych wykryto duplikacje¢ regionu 17p11.2-p12 z fenotypem chorych u
ktoérych stwierdza si¢ tylko mutacje punktowe genu PMP22 [22].

Co interesujace, u wigkszosci chorych u ktorych rozpoznano dziedziczng
neuropatie z nadwrazliwosci na ucisk (HNPP) stwierdza si¢ submikroskopowa
delecje regionu 17p11.2-p12 bedaca niejako ,,lustrzanym” odbiciem duplikacji
wykrywanej u chorych z fenotypem CMT1A [10].

Podobnie jak w chorobie CMT1A, u nielicznych chorych z rozpoznaniem
dziedzicznej neuropatii z nadwrazliwoS$ci na ucisk opisano mutacje punktowe w
genie PMP22 [23]. Juz na 9 lat przed okresleniem sprz¢zenia genetycznego
choroby CMT1A, z locus 17p11.2-p12 doniesiono o sprze¢zeniu genetycznym
rzadziej spotykanej odmiany demielinizacyjnej postaci choroby CMT nazywane]
rowniez CMT 1B z locus 1q23-q26 [6].

Dopiero w dwa lata po wykryciu mikroduplikacji w regionie 17p11.2-p12 w
chorobie CMT 1A doniesiono o mutacjach w genie Myelin Protein Zero (MPZ) u
czesci chorych z fenotypem CMTI [24].

W ostatnich latach wykazano, ze mutacje w genie MPZ wystepuja nie tylko u
chorych z fenotypem choroby CMT]1, ale rowniez we wrodzonej neuropatii
hipomielinizacyjnej, w neuropatii demielinizacyjnej o wczesnym poczatku a
nawet w neuropatii aksonalnej rozpoczynajacej si¢ w 4-tej dekadzie zycia [25].
Nazwa kolejnej odmiany CMTI1C zostala wprowadzona dla okreslenia chorych z
demielinizacyjna forma choroby CMT w ktorej nie stwierdzono duplikacji
regionu 17p11.2-p12 oraz mutacji w genie MPZ natomiast wykryto mutacje w
genie LITAF/SIMPLE. Jak dotad nie ustalono biologicznej funkcji biatka
LITAF/SIMPLE. Niektorzy badacze przypisuja temu biatku role czynnika
transkrypcyjnego, podczas gdy inni przypisuja temu biatku udziatl w procesach
degradacji innych biatek [26, 27,28].Ostatnia z dotychczas poznanych form
choroby CMT1 okreslana jako CMT 1D jest wywotana mutacjami w genie
kodujacym czynnik transkrypcyjny Eearly growth response gene 2 (EGR?2). Jak
dotychczas opisano 9 mutacji genu EGR2 u chorych z wrodzong neuropatia
hipomielinizacyjna (2), choroba Dejerine-Sottas (2), neuropatia demilinizacyjna
(4) oraz w chorobie CMT w ktorej nie okreslono podtypu [29].

Choroba CMT?2 o dziedziczeniu dominujacym jest rowniez heterogenna
genetycznie. Typ CMT2A w ktorym wykazano sprzezenie genetyczne z locus
123 jest wywotany mutacjami w genie MFN2 kodujacym mitochondrialny
enzym GTP-aze [12].

Jak dotychczas nieznany jest udzial mutacji w genie KIF/B, w ktérym wykryto
tylko jedna mutacj¢ w jednej rodzinie CMT2A ( sprzg¢zenie genetyczne z locus
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1q23) [11].Druga z kolei forma CMT2B, ktorej wyroznikiem klinicznym sg
owrzodzenia stop konczace si¢ czgsto autoamputacjg palcow w przebiegu
osteomyelitis jest wywolana mutacjami w genie RAB7, kodujacym enzym GTP-
az¢ [30]. W kolejnej odmianie, chorobie CMT2C, ktorej wyroznikiem
fenotypowym jest porazenie strun glosowych i migsnia przepony okreslono
sprzgzenie z locus  12q23. Dotychczasowe proby identyfikacji genu w chorobie
CMT2C zakonczyly si¢ niepowodzeniem [31].Choroba CMT2D (rozpoczynajaca
si¢ zwykle pod koniec pierwszej dekady zycia zanikiem pierwszego migsnia
migdzykostnego dtoni) jest wywotana mutacjami genu GARS , ktory koduje
biatko syntetazy aminoacylo tRNA dla glicyny (t(RNA ") [32].

Choroba CMT?2E jest wywotana mutacjami w genie kodujacym neurofilamenty o
matej masie czasteczkowej (NEFL) [33].Cho¢ poczatkowo sadzono, ze mutacje w
genie NEFL satypowe dla aksonalnej odmiany choroby CMT?2, tojuz w
kolejnych badaniach okazalo si¢, ze niektore mutacje w genie NEFL segreguja z
demielinizacyjng odmiang choroby CMT [ 34] Forma CMT2F, w ktorej
wykazano sprz¢zenie genetyczne z locus 7ql11-q21 jest spowodowana
mutacjami w genie kodujacym biatko szoku cieplnego HSPB1 [35]. W 2004 r.
opisano dwie nowe odmiany CMT2 oznaczone literami G i L, w ktorych
wykazano sprzg¢zenie genetyczne odpowiednio z loci 12q12-q13.3 oraz 12q24
[36, 37] Ostatnio opisano pigciopokoleniowg polska rodzing w ktorej wykluczono
sprz¢zenie genetyczne z wszystkimi dotychczas poznanymi loci choroby CMT2 o
dziedziczeniu dominujacym. Nowa odmiana choroby CMT2 zostata nazwana
tagodnie postgpujaca formg CMT?2 z pierwotnym zajeciem konczyn dolnych [38].

Choroba Charcot-Marie-Tooth sprz¢zona z plcia

Jak dotychczas opisano trzy odmiany choroby CMT sprzezone z picia.

W 1985 1. po raz pierwszy okreslono sprz¢zenie genetyczne choroby CMT z
chromosomem X [39].W 1993 r. doniesiono o pierwszych 7 mutacjach w genie
(Cx32 kodujacym biatko koneksyny o masie czasteczkowej 32 kDa [19] Do roku
2004 poznano juz ponad 250 réznych mutacji w genie Cx32. Szacuje sig¢, ze
dziedziczaca si¢ w sposdb dominujacy sprzezony z piciag choroba CMT stanowi
okoto 14% wszystkich przypadkéw choroby CMT.

Oprocz choroby CMTX dziedziczacej si¢ w sposob dominujacy opisano dwie
formy choroby CMT sprz¢zone z plcig dziedziczace si¢ w sposob recesywny.
Pierwsza z nich charakteryzuje si¢ uposledzeniem umystowym oraz gluchotg i
zostata zmapowana w locus Xq24-q26 [40].

Druga jak dotad poznana odmiana choroby CMT o recesywnym sposobie
dziedziczenia sprzgzona z picig zostata zmapowana w locus Xq24-q26. [41].

Choroby kregu CMT dziedziczace si¢ w sposob autosomalny recesywny
Opisano zarowno demielinizacyjne jak i aksonalne odmiany choroby CMT
dziedziczace) si¢ w sposob autosomalny recesywny.

Najczgstsza odmiana choroby CMT o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym
(CMT4A) wywotana jest mutacjami w genie GDAP/ Biologiczna funkcja biatka
GDAP1 nie zostata jak dotad poznana.

Cz¢s¢ mutacji w genie GDAP  zostata opisana u chorych z fenotypem neuropatii
aksonalnej podczas gdy inne stwierdzono w neuropatii demielinizacyjnej [42, 43].
Niektore z mutacji w genie GDAP1 stwierdza si¢ u chorych z neuropatig o
cechach mieszanych [44].
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Wyroznikiem kolejnej formy choroby CMT o dziedziczeniu autosomalnym
recesywnym t.j. CMT4B1 jest wystgpowanie tzw. ogniskowo pofaldowane;j
mieliny.

U chorych z fenotypem CMT4B1 zidentyfikowano mutacje w genie MTMR-2
kodujacym biatko miotubularyny bedace pseudofosfataza [45].

W kolejnej odmianie choroby CMT o autosomalnym recesywnym sposobie
dziedziczenia (CMT4B1) mutacje stwierdza si¢ w genie MTMR 13 [46].

W podtypie CMT4C okreslono sprz¢zenie genetyczne z locus 5q32 [47].
Ostatnio opisano mutacje w genie SH3/5PR u chorych z fenotypem CMT4C [48].
Na odregbna uwage wsrdd neuropatii demielinizacyjnych zastuguje choroba CMT
wywotana mutacjami w genie PRX kodujacym periaksyne. Jak dotychczas
opisano zaledwie 7 mutacji w genie PRX [49].
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I1. Zagadnienia

1. Nowy typ choroby CMT2 dziedziczacej si¢ w sposob autosomalny
dominujacy

We wstepie opisano heterogenno$¢ genetyczng choroby CMT2. W skrocie nalezy
przypomniec, ze jak dotychczas opisano 11 loci choroby CMT?2 o dziedziczeniu
autosomalnym dominujacym.

W 2002 r. zwrocono uwage na pieciopokoleniowa rodzing, u ktorej pierwszych
cztonkéw juz w 1982 r. rozpoznano chorob¢ CMT2 . Obraz kliniczny choroby
charakteryzuje si¢ wczesnym poczatkiem. Przebieg choroby jest powolny. W
badaniach elektrofizjologicznych wykonanych u 6 chorych na przestrzeni 40 lat
zwracaja uwage dwie cechy: prawidlowe wartosci amplitudy potencjatow
wywotanych w konczynach gérnych oraz nieproporcjonalnie niskie wartosci
amplitudy potencjatow wywotanych w konczynach dolnych.

W trakcie wizyt w domach chorych uzupetniono rodowod rodziny o nowych
cztonkow oraz zbadano pozostatych cztonkow rodziny.

W rodowodzie nie wystepuje dziedziczenie z ojca na syna, stad nie mozna bylo
wykluczy¢ sprzezenia dominujacego z plcia. W pierwszej kolejnosci

sekwencjo wano gen Cx32, w ktérym wykluczono mutacje.

Nastepnie wykluczono mutacje w sekwencji kodujacej genu MPZ oraz
wykluczono sprzezenie genetyczne z locus  1q23 w ktorym zmapowano gen
MPZ. Wykluczono réwniez sprz¢zenie z pozostatymi 10 loci znanymi w
dziedziczacej si¢ w sposob autosomalny dominujacy chorobie CMT2 .

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze przedstawiona rodzina
najprawdopodobniej nie reprezentuje zadnego z dotychczas poznanych typow
choroby CMT2 o dziedziczeniu autosomalnym dominujacym [38].
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2. Mutacje w genie (x32, NEFL i PMP22- problem patogennosci

Problem patogennosci mutacji w chorobach genetycznie uwarunkowanych ma

podstawowe znaczenie dla genetyki klinicznej. Trudno wyobrazi¢ sobie

konsekwencje medyczne, etyczne i prawne sytuacji w ktorej polimorficzne

substytucje aminokwasowe zostang okreslone ;jako mutacje patogenne.

Wydaje, ze w dobie powszechnej dostgpnosci metod sekwencjonowania DNA nie

mozna pozostac przy klasycznej definicji mutacji, w ktorej istnieja dwa

podstawowe kryteria patogennosci:

1. Zmiana sekwencji genu w wyniku ktorej dochodzi do substytucji

aminokwasowe;j

2. Brak zmiany sekwencji u co najmniej 50 zdrowych osobnikow (100

chromosomow)

W przeciwienstwie do definicji klasycznej mozna zaproponowa¢ poszerzony

zestaw kryteriOw patogennosci mutacji, ktory przedstawialby si¢ nastgpujaco:

1. Zwiazek mutacji ze fenotypem zblizonym do obserwowanego u innych chorych

z identyczng mutacja

2. Wynik analizy funkcjonalnej mutacji wskazujacy najej patogenny charakter
Brak mutacji w grupie kontrolne;j

4. Segregacja mutacji z fenotypem choroby

5. Lokalizacja mutacji w miejscu konserwowanym biatka lub w domenie biatka o

waznej funkcji biologicznej

Cho¢ wydaje si¢ niemozliwym aby ktorakolwiek mutacja genowa spetniata
wszystkie zaproponowane kryteria patogennosci mutacji, to jednak nie mozna
zanegowac przydatnosci proponowanego schematu w opisie nowo stwierdzonej
mutacji punktowej.

Mutacje w genie Cx32 to druga po duplikacji w regionie 17p11.2-p12
przyczyna chordb kregu CMT [50]. Do pazdziernika 2004 r. zidentyfikowano 277
mutacji w genie Cx32 [51].

Az 9% mutacji w genie Cx32 zamieszczonych w bazie danych nie jest
zaopatrzone w charakterystyke fenotypowa chorych a ich status okresla si¢ jako
nieznany. Tylko w przypadku 10% mutacji w genie Cx32 stwierdzono segregacj¢
mutacji z choroba CMTX. W nielicznych przypadkach mutacji w genie Cx32
wykonano badanie analizy funkcjonalnej [52].

Po raz pierwszy w Polsce, mutacja w genie Cx32 zostata opisana w 2001
r [53]. Mutacja E208G zostata stwierdzona u 6 chorych z fenotypem CMTX
pochodzacych z jednej rodziny. Wykazano segregacj¢ mutacji E208G z
fenotypem CMTX. Jak dotychczas w literaturze nie opisano drugiej rodziny z
mutacja E208G. Ze wstepnych wynikow badan ekspresji mutantow E208G biatka
Cx32 wiadomo, ze mutanty E208G nie wykazuja ekspresji w btonie
cytoplazmatycznej transfekowanych oocytow jak rowniez nie tworza
funkcjonalnych kanatow jonowych (dr Charles Abrams-informacja ustna).

Jak dotychczas w populacji polskiej wykryto 6 roznych mutacji w genie
Cx32 . Wszystkie mutacje w genie Cx32 w konserwowanych domenach biatka
Cx32 [54].

W przypadku wszystkich 6 mutacji w genie Cx32 obserwowano
tagodniejszy przebieg choroby u chorych kobiet w poréwnaniu z chorymi
mezczyznami [55]. Podobniez w badaniu neurograficznym wykonanym u 8
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chorych wykazano nizsze wartosci przewodzenia we widknach ruchowych n.
posrodkowego u chorych mezczyzn w stosunku do chorych kobiet.

Przedstawione powyzej podobienstwo fenotypow u niespokrewnionych
chorych u ktérych stwierdzono 6 roznych mutacji w genie Cx32 stanowi istotny
argument za patogennym charakterem tych mutacji. Wreszcie w jednej z rodzin
stwierdzono po raz pierwszy mutacj¢ E208K wystepujaca w mozaice u 79 -
letniego chorego me¢zczyzny [56] Wystapienie objawow choroby CMTX u
chorego u ktérego mutacja E208K wystapila w mozaice jest kolejnym
argumentem za patogennym charakterem tej mutacji. W rozwazaniach nad
patogennoscig mutacji w chorobach kregu CMT warto zatrzymac si¢ nad
najczestszg mutacja w CMT tj. duplikacja w regionie 17p11.2-pl2.

Pierwsza w populacji polskiej grupa chorych u ktérych wykryto duplikacje
w regionie 17p11.2-p12 liczyta 19 chorych, ktérzy pochodzili z 10 rodzin [57].

U wszystkich chorych, u ktorych stwierdzono duplikacj¢ w regionie
17p11.2-p12 poczatek choroby przypadal na pierwsza dekade zycia a przebieg
choroby byl stacjonarny lub powoli postgpujacy. Szybkosé przewodzenia we
wiloknach ruchowych nerwu posrodkowego (MNCV) wynosita migdzy 10 a 20
m/s natomiast u dwoch chorych wyniosta odpowiednio 33 136 m/s . W badaniach
morfologicznych nerwu tydkowego w potcienkich skrawkach eponowych
stwierdzano we wszystkich przypadkach ubytek witokien mielinowych,
szczegoblnie o duzej srednicy, rozrost podscieliska oraz obecnosc¢ struktur
cebulowatych [58].

W wigkszej niz polska grupie 61 chorych u ktérych stwierdzono
duplikacje w regionie 17p11.2-p12 obraz kliniczny CMT1A byt mniej
homogenny jednakze az u 75% chorych pierwsze objawy choroby CMT1A
wystapily w pierwszej dekadzie zycia a srednia wartos¢ MNCV wynosita 19,9m/s
a zakres MNCV wabhat si¢ od 5 do 34 m/s [59]. W innej, najwi¢kszej jak dotad
badanej grupie 119 chorych u ktérej stwierdzono duplikacj¢ w regionie 17p11.2-
p12 zaledwie u 50% poczatek choroby przypadatl na pierwsza dekade zycia a
srednia warto$¢ przewodzenia w nerwie posrodkowym wyniosta 20,2+-4.9 m/s a
zakres MNCV wynosit od 7 do 33 m/s [60]. Zmienno$¢ fenotypu choroby
CMTI1A wywotanej duplikacja w regionie 17p11.2-p12 wzrasta wraz ze wzrostem
grupy badanej. I tak obserwujemy homogenny obraz choroby CMT1A w polskiej
19 osobowej grupie, natomiast w grupach 61 i 119 osobowej fenotyp choroby
CMTIA traci na homogennosci. Jak dotad nie stwierdzono duplikacji w regionie
17p11.2-p12 u chorych z inng niz demielinizacyjna odmiang choroby CMT.
Duplikacji w regionie 17p11.2-p12 nie stwierdzono réwniez jak dotad u zdrowych
ludzi.

Nieco inaczej przedstawia si¢ problem patogennosci delecji w regionie
17p11.2-p12, ktora jest przyczyna okoto 80% przypadkéw dziedzicznej neuropatii
z nadwrazliwosci na ucisk (HNPP). Szacuje si¢, ze co najmniej 11% przypadkow
choroby HNPP stanowig klinicznie bezobjawowi nosiciele delecji w regionie
17p11.2-p12 [61].

Wg innych badaczy odsetek bezobjawowych nosicieli delecji w regionie
17p11.2-p12 sigga az 15% [62].Rowniez wjednej z polskich rodzin stwierdzono
delecje w regionie 17p11.2-p12 metoda hybrydyzacji Southerna i analizy krétkich
tandemowych sekwencji powtérzonych (STR) u 16 —letniej chorej u ktorej
rozpoznano HNPP jak rowniez u matki dziewczynki u ktorej nigdy nie wystapity
objawy choroby HNPP [63, 64] Fakt bezobjawowego nosicielstwa delecji w
regionie 17p11.2-p12, ktore stwierdza si¢ az u 15% bezobjawowych nosicieli
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choroby dziedziczacej si¢ w sposob autosomalny dominujacy sktania do
ustosunkowania si¢ do patogennosci tejze mutacji. Cho¢ niewatpliwie delecja w
regionie 17p11.2-p12 jest przyczyna choroby HNPP az w 80% przypadkow, to
jednak z nieznanych przyczyn az 15% osobnikow, u ktorych stwierdza si¢ delecje
w regionie 17p11.2-p12 stanowig zdrowi ludzie. Mozna wiec uznac, ze w 15%
przypadkéw wystapienie delecji w regionie 17pl1.2-p12 jest warunkiem
koniecznym aczkolwiek niewystarczajacym do wystapienia objawow choroby
HNPP. Mutacje punktowe w genie PMP22 segreguja z chorobami CMT1, DSS
oraz HNPP. Wsrod mutacji genu PMP22 substytucja Ser72Leu jest najczgstsza
mutacja punktowa tego genu opisana u chorych wywodzacych si¢ z roznych grup
etnicznych. Co interesujace mutacja Ser72L.eu zostata wykryta u chorych z
rozpoznaniem choroby CMT1 o wczesnym poczatku, choroby DSS a nawet
neuropatii hipomielinizacyjnej. W dwoch polskich rodzinach wykryto rowniez
mutacj¢ de novo Ser72Leu w genie PMP22 u dwodch niespokrewnionych
chorych z cigzka forma neuropatii demielinizacyjnej [65].

Z uwagi na brak ostrych kryteriow podziatu pomig¢dzy ci¢zka neuropatia
demielinizacyjna, choroba DSS oraz wrodzona neuropatia hipomielinizacyjna
trudno jednoznacznie stwierdzi€ czy trzy rozne diagnozy u réznych chorych sa
wyrazem zmiennosci klinicznej, czy tez trudnosci w interpretacji poszczego6lnych
form choroby CMT1 wynikaja z braku ostrych kryteriow podziatu.

Trzeci juz gen, ktdrego mutacje zostang omoéwione w kontekscie
patogennosci mutacji w chorobach kregu Charcot-Marie-Tooth to gen NEFL.

Gen NEFL koduje biatko neurofilamentow o matej masie czasteczkowe;j
(68 kDa) [66]. Wraz z neurofilamentami o duzej (NEFH) i $redniej (NEFM)
masie czasteczkowej neurofilamenty NEFL stanowia gtowny sktadnik
cytoszkieletu aksonu.

W chorobach neurodegeneracyjnych tj. choroba Alzheimera, choroba
Parkinsona czy wreszcie stwardnienie zanikowe boczne- w badaniu
neuropatologicznym- stwierdza si¢ zlogi neurofilamentow [67]. Po raz pierwszy
w 1985 r. stwierdzono zlogi neurofilamentow w badaniach histopatologicznych
nerwOw u chorych na aksonalng forme¢ choroby CMT [68]. Pierwsza mutacja w
genie NEFL zostata opisana w duzej szesciopokoleniowej rodzinie z neuropatia
aksonalna [33]. W ostatnich czterech latach opisano juz 11 mutacji w genie NEFL
u chorych z demielinizacyjng jak i aksonalng forma choroby CMT Jedna z
mutacji stwierdzonych w genie NEFL t.j. Glu528del zostala stwierdzona u
chorego, w ktérego rodzinie wg autoroOw inni cztonkowie rodziny chorowali
réwniez na chorobe CMT ( cho¢ nie podano szczegotow dotyczacych przebiegu
choroby). Mutacji Glu528del nie stwierdzono rowniez w 65 osobowej grupie
kontrolnej [34]. W cztery lata pozniej mutacja Glu528del zostata opisana
ponownie u czterech chorych pochodzacych z Japonii. W grupie kontrolnej
sktadajacej sie z 248 zdrowych osobnikow stwierdzono wystepowanie mutacji
Glu528del z czestoscia (f) rowng 0.018. Co wigecej mutacja Glu528del zostata
wykryta rowniez u chorych na zanik rdzeniowy mig$ni (f=0.016) i stwardnienie
zanikowe boczne (f=0.031).[69]. Oznaczalo to, ze status mutacji Glu528del
pozostaje nieznany. Mozliwa patogenno$¢ innych mutacji dotychczas
stwierdzonych w genie NEFL stala si¢ przedmiotem osobnego opracowania
autora [70]. W badaniach nad podtozem genetycznym chorob kregu Charcot-
Marie-Tooth w populacji polskiej stwierdzono wystapienie mutacji lle214Met w
genie NEFL u dwoch niespokrewnionych chorych z ktorych jeden chorowal na
cigzka posta¢ CMT1 podczas gdy przebieg kliniczny choroby CMT]1 u drugiego
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chorego byt tagodny. Mutacji lle214Met nie wykryto rowniez w 50 -osobowej
grupie kontrolnej. Z uwagi na wystapienie dwoch odmiennych fenotypow
choroby CMT u dwoch chorych, u ktorych stwierdzono identyczng mutacje w
genie NEFL wykonanie analizy funkcjonalnej mutacji lle214Met byto
uzasadnione.

Badania patogennosci mutacji [le214Met w genie NEFL prowadzono w
systemie in vitro z zastosowaniem hodowli komorkowej czasowo transfekowanej
mutantem genu NEFL wzgledem mutacji [le214Met. Wyniki badan nie przyniosty
rozstrzygnigcia problemu potencjalnej patogennosci mutacji lle214Met, gdyz
zmiany strukturalne neurofilamentéw obserwowane w transfekowanych
komorkach wydaja si¢ zbyt subtelne aby mogly stanowi¢ argument
przemawiajacy za patogennoscia mutacji w genie NEFL, ktora zmiany te
wywotywala [71] Na koniec rozwazan dotyczacych patogennosci mutacji w
genach Cx32, PMP22 i NEFL nalezy stwierdzi¢, ze nawet analiza funkcjonalna
mutacji przeprowadzona w nieprawidlowo dobranym uktadzie doswiadczalnym
moze by¢ zrodlem wynikéw falszywie dodatnich. Tak wtasnie stato si¢ w
przypadku mutacji Thr 18Met w genie PAMP22. Pomimo wynikdéw analizy
funkcjonalnej §wiadczacych o patogennym charakterze mutacji Thrl18Met,
substytucja ta stwierdzana jest u 0séb zdrowych o réznym pochodzeniu etnicznym
[72].
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3. Mutacje w genie MPZ i spektrum fenotypowe chorob kregu CMT

W 1982 r. po raz pierwszy, w demielinizacyjnej formie choroby CMT
okreslanej pozniej jako CMTI1B okreslono sprzezenie z locus grupy krwi Duffy
w chromosomie pierwszej pary [6]. Po jedenastu latach od okreslenia sprzg¢zenia
genetycznego ustalono, ze przyczyng choroby CMT1B sa mutacje w genie MPZ
[24] Pierwsze mutacje w genie MPZ opisano w rodzinach w ktorej przebieg
choroby CMTI1 byt cigzszy niz obserwowany u chorych z postacia. CMTIA
spowodowang duplikacja w regionie 17pl11.2-p12. Skutkiem tej wstgpnej
korelacji genotypowo-fenotypowej bylo zawezenie grupy chorych u ktorych
badano gen MPZ do neuropatii demielinizacyjnej w ktoérej nie stwierdzono
duplikacji w regionie 17p11.2-p12.

Juz w 1996 r. wykryto mutacj¢ Q215X u chorego z wrodzong neuropatia
hipomielinizacyjng (CHN) [73]. Wraz z odkryciem pierwszej mutacji w genie
MPZ w innej niz CMTI1B postaci choroby CMT stalo si¢ jasnym, ze zawezenie
fenotypu do CMTIB w przypadku mutacji MPZ bylo pomytka Oprécz mutacji
Q215X opisano jeszcze dwie inne mutacje w genie MPZ u chorych z CHN.
Pierwsza z nich tj. 550-dell552CTAins G zostata opisana u chorego chorego
CHN i ciezka niewydolnoscia oddechowa [74] Trzecia i jak dotychczas ostatnig z
poznanych mutacje zmiany sensu w genie MPZ opisano u chorego z wrodzong
neuropatia hipomielinizacyjna. Mutacja T124M jest pierwsza jak dotychczas
znang mutacja zmiany sensu w genie MPZ stwierdzong u chorego chorego
cigzkim fenotypem CHN [75] Fenotypem, ktéry stanowi niejako ,,pomost”
pomiedzy wrodzong neuropatia hipomielinizacyjng a neuropatia demielinizacyjna
CMTIB jest tzw. neuropatia demielinizacyjna o wczesnym poczatku. W 2004 r.
opisano nowa mutacje L190fs w genie MPZ u chorej z fenotypem neuropatii
demielinizacyjnej o wczesnym poczatku [76].

Na osobng uwage zastuguja mutacje w genie MPZ, ktore stwierdza si¢ u
chorych z tzw. fenotypem ogniskowo pofaldowanej mieliny (FFM). Jak
dotychczas w pismiennictwie opisano zaledwie 4 mutacje w genie MPZ opisane u
chorych z fenotypem FFM. Wsréd nich az dwie zostaly opisane u chorych
pochodzacych z polskich rodzin [77, 78].

Ostatnim z poznanych fenotypoéw choroby CMT, w ktorym stwierdza sig
mutacje w genie MPZ jest neuropatia aksonalna o p6znym poczatku CMT2. Po
raz pierwszy mutacje S44F w genie MPZ opisano u 16 czlonkéw
wielopokoleniowej rodziny z fenotypem CMT2 pochodzacej z Sardynii [79].

W nastepnych latach opisano kolejno mutacje: T124M, D61G oraz
Y119C w genie MPZ z fenotypem CMT2 [80,81]

Rowniez wsrod polskich rodzin zidentyfikowano trojpokoleniowa rodzing
CMT2, w ktorej wskazaniem do analizy genu MPZ byt pézny przypadajacy na
czwarta dekade zycia poczatek choroby. U czterech chorych czlonkéw rodziny
zidentyfikowano w genie MPZ nowa mutacj¢ ES6K segregujaca z fenotypem
choroby CMT2 [82, 83]. Odrgbnym zagadnieniem jest proba odpowiedzi na
pytanie o przyczyne réznorodnosci fenotypowe;j, ktora charakteryzuje chorych u
ktorych stwierdza sie mutacje w genie MPZ. Kolejna praca poswigcona spektrum
fenotypowemu choréb kregu CMT u chorych, u ktorych stwierdza si¢ mutacje w
genie MPZ podejmuje ten problem [84].
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4. Mutacje w genie LITAF- czy istnieje fenotyp choroby CMT1C?

Po raz pierwszy w 2002 okreslono sprzezenie demielinizacyjnej odmiany
choroby CMT, w ktorej nie stwierdzono duplikacji w regionie 17p11.2-p12
(CMT1A), mutacji w genie MPZ (CMT 1B) oraz mutacji w genie FGR-2
(CMTI1D). Okazalo si¢, ze nowa odmiana choroby CMT 1 jest sprz¢zona z locus
16p13.3-p12 [26]. Juz w 2003 r. opisano trzy mutacje zmiany sensu w obrgbie
genu LITAF u chorych w rodzinach w ktérych wczes$niej stwierdzono sprz¢zenie
genetyczne w locus 16p13.3-p12 [27]. Pomimo identyfikacji mutacji w nowym
genie w czwartym juz podtypie neuropatii demielinizacyjnej okreslenie choroba
CMTI1C wydaje si¢ mie¢ tylko sens w odniesieniu do tych chorych u ktérych
stwierdzono mutacje w obrebie genu LITAF. W przeciwienstwie do wczesnie]
opisanych podtypow choréb CMT1B czy CMTX nie istnieja wyrazne cechy
fenotypowe ktore pozwolityby wyrozni¢ fenotyp choroby CMT1C.Ostatnio w
duzej 192 osobowej grupie niespokrewnionych chorych o réznym pochodzeniu
etnicznym wykryto cztery nowe mutacje w genie LITAF.W jednej z polskich
rodzin w ktérej u chorej wykluczono uprzednio mutacje genu PAMP22, MPZ i
Cx32 zidentyfikowano nowg mutacj¢ Leul22Val w genie LITAF. Jest to
dotychczas niepisywana mutacja de novo , ktora zostata stwierdzona u chorej z
tagodna postacia neuropatii demielinizacyjnej w ktorej w biopsji nerwu
tydkowego stwierdzono zmiany demielinizacyjne z tworzeniem si¢ struktur
cebulopodobnych typowych dla choroby CMT]1 [28]. Mutacja Leul22Val w genie
LITAF nie zostala jak dotychczas opisana u zdrowych ludzi co przemawialoby za
jej ewentualng patogennos$cia.Z drugiej jednak strony mutacja Leul22Val zostata
opisana jak dotad tylko u jednej chorej, w genie, ktorego funkcja biologiczna jest
nieznana.

Podobne pytania o patogenno$¢ mutacji w genie LITAF  rodza si¢ przy
probie klasyfikacji substytucji Ile98Val. Substytucja ta zostata stwierdzona w
jednej z polskich rodzin z tagodna demielinizacyjng forma choroby CMT.
Wykazano, ze substytucja [1e98Val nie segreguje z fenotypem CMT1 w badane)
rodzinie ( wyniki niepublikowane). Przy ocenie patogenno$ci mutacji w genie
LITAF nalezy wzia¢ jednak pod uwage dwa zjawiska: (i) tagodny fenotyp
choroby CMT1 wywotanej mutacjami genu LITAF | (ii) mozliwa funkcja genu
LITAF jako modyfikatora przebiegu choroby CMT. W tym kontekscie trudno
orzekac o patogennosci substytucji Ile98Val. By¢ moze istnienie mutacji [1e98Val
w genie LITAF nie jest warunkiem wystarczajacym do wystapienia choroby
CMT]1 lecz petni ona funkcj¢ modyfikujaca fenotyp choroby CMT1 wywotanej
mutacja w innym dotychczas nieznanym genie, ktorego mutacje wywotuja
chorobg CMTT.
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S. Diagnostyka molekularna w chorobach kregu Charcot-Marie-
Tooth- w poszukiwaniu optymalnego modelu

A. Zakres diagnostyki molekularnej

Po odkryciu duplikacji w regionie 17p11.2-p12 zapoczatkowano diagnostyke
molekularng w chorobie CMT typu 1. Wg danych z 1996 r. az u 70.7% chorych, u
ktorych ustalono rozpoznanie choroby CMT1 w Europie stwierdza si¢ duplikacj¢
w regionie 17p11.2-p12 Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze w poszczegodlnych
krajach Europy réznice w czgstosci duplikacji w regionie 17p11.2-p12 w grupie
chorych z rozpoznaniem choroby CMT1 sa znaczne. I tak wg danych
pochodzacych z Barcelony zaledwie u 34.3% chorych z rozpoznaniem choroby
CMT1 stwierdzono duplikacj¢ w regionie 17p11.2-p12, wsrod probek badanych
w Antwerpii (Belgia) w 69.7% wykryto duplikacj¢ w regionie 17p11.2-p12 [85].
W Szwecji zaledwie u 37,5% chorych z fenotypem CMT]1 stwierdzono duplikacj¢
w regionie 17p11.2-p12. Tak niski odsetek duplikacji w regionie 17p11.2-p12
moze by¢ wywolany wigkszym niz w innych krajach udziatem form recesywnych
[86]. Interesujacych wynikoéw dostarczajg badania genetyczne przeprowadzone w
grupie 153 nespokrewnionych chorych, z ktorych wigkszos¢ (141) chorowata na
CMT1.0Okazalo si¢, ze zaledwie u 51,5% chorych wykryto duplikacj¢ w regionie
17p11.2-p12, u 7% chorych stwierdzono mutacje w genie Cx32 , u 6,6% chorych
stwierdzono mutacje w genach MPZ i PMP22 | natomiast zaledwie u 1,95%
chorych stwierdzono mutacje w genach £EGR-2, PRX i1 NEFL. Az u 32,7%
chorych nie udalo si¢ ustali¢ mutacji w zadnym z badanych 8 /oci [87].
Interesujace ujecie zaproponowat ostatnio Dubourg i wsp. Dokonat on podziatu
grupy badanej wg kryteriow elektrofizjologicznych tj. neuropatia
demielinizacyjna (MNCV<30m/chorych), neuropatia posrednia (MNCV w
zakresie od 30 do 40 m/s) oraz neuropatia aksonalna MNCV>40m). W grupie 1-
szej przewazala duplikacja w regionie 17p11.2-p12, natomiast w grupie 2-giej az
odsetek mutacji w genie Cx32 wynosit az 24%.Zaledwie u 5% i 6% chorych
odpowiednio z demielinizacyjng i aksonalng formg choroby CMT stwierdzono
mutacje w genie Cx32 [88]. W oparciu o dane o czgstosci mutacji w
poszczegOlnych genach Pouget zaproponowal model diagnostyki molekularne;j
choréb kreggu CMT obejmujacy region 17p11.2-p12 oraz geny Cx32, MPZ i
PMP22 . W modelu tym decydujacym kryterium jest wartos¢ MNCV [89].
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B. Metody stosowane w diagnostyce molekularnej choréb kregu CMT

Hybrydyzacja Southerna byta pierwsza metoda ktora zastosowano do
identyfikacji duplikacji w regionie 17p11.2-p12 u chorych u ktérych rozpoznano
chorobg CMT 1. Interpretacja wynikOw opierala si¢ na ocenie roznic gestosci
densytometrycznej pomigdzy dwoma allelami RFLP lub rzadziej wykrywano trzy
allele RFLP swiadczace o duplikacji w regionie 17p11.2-p12 [20]. Metoda ta
przez lata byta stosowana w laboratoriach genetycznych w Europie, jednakze
obecnie wypierana” jest przez inne techniki.

Hybrydyzacja Southerna z uwagi na czaso- i pracochtonnos$¢ jak rowniez
koniecznos¢ zastosowania izotopéw promieniotwoérczych obecnie nie jest juz tak
powszechnie stosowana.

Istotng wada tej metody jest brak mozliwosci ustalenia duplikacji wystepujacej] w
mozaice jak rowniez mozliwos¢ uzyskania wynikow fatszywie ujemnych przy
duplikacjach o nietypowej wielkosci.

Problem mozaikowosci zarowno w przypadku duplikacji jak i delecji w regionie
17p11.2-p12 zostat rozwigzany wraz z wprowadzeniem do diagnostyki choroby
CMT1 i HNPP metody FISH. Interpretacja wynikéw w badaniu FISH polega na
detekcji trzech zamiast dwoch sygnatéw sondy molekularnej w przypadku
duplikacji lub jednego zamiast dwoch sygnatow w przypadku delecji w HNPP
[90].

W niektorych laboratoriach rutynowa metoda analizy regionu 17p11.2-p12 jest
badanie krotkich mikrosatelitarnych sekwencji powtorzonych (STR). Zaleta tej
metody jest szybkos¢ oraz niewielka ilos¢ DNA konieczna do wykonania reakcji
PCR

Wada metody analizy STR jest konieczno$¢ zastosowania kilku markerow
mikrosatelitarnych z uwagi na czgsto wystgpujaca homozygotycznos¢ alleli STR,
ktora prowadzi do wynikéw nieinformatywnych [91].

Na osobna uwagg zastuguje potilosciowa reakcja PCR (Sq-PCR), ktéra opiera sig
na potilosciowej ocenie ilosci kopii genu PMP22. Metoda ta pozwala na
jednoczasowa detekcje duplikacji lub delecji genu PMP22 . W przeciwienstwie
do poprzednio opisanych technik metoda Sq-PCR mozna oceni¢ ilo$¢ kopii genu
PMP22 bez koniecznos$ci badania regionu 17p11.2-p12 [92]. Kolejng metoda
stosowang do detekcji duplikacji w regionie 17p11.2-p12 jest technika oparta na
reakcji PCR-RFLP. Istota tej metody jest identyfikacja fragmentu taczacego,
ktéry powstaje na skutek duplikacji w regionie 17p11.2-p12.

Wada techniki opartej na RFLP-PCR jest mozliwo$¢ wykrycia zaledwie 70%
przypadkéw duplikacji w ktorych powstaje typowy fragment taczacy.

W przypadku nietypowych miejsc pgknigcia w obrgbie sekwencji repetytywnych
flankujacych region 17p11.2-p12 technika ta jest bezuzyteczna [93].

W podsumowaniu stwierdzi¢ nalezy ze wybor techniki analizy regionu 17p11.2-
pl12 jest wypadkowa dostepnosci aparatury, przydatnosci poszczegdlnych metod i
dotychczasowych doswiadczen.

C. Znaczenie badan genetycznych w chorobach kregu CMT

Pomimo licznych odkry¢ dokonanych w ostatnich latach badania genetyczne w
chorobach kregu Charcot-Marie-Tooth (CMT) wymagaja wciaz umiejscowienia
w diagnostyce tej grupy chorob. Szczegdtowo zagadnienia te zostaty
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przedstawione w pracy poswigconej znaczeniu badan genetycznych w
diagnostyce dziedzicznych neuropatii ruchowo-czuciowych [94].

Badania genetyczne w chorobach kregu CMT pozwalaja odpowiedzie¢ czesto na
podstawowe pytanie o nabyta lub genetycznie uwarunkowang przyczyne choroby
[95]

Badanie genetyczne w dziedzicznych neuropatiach ruchowo-czuciowych ma
rowniez znaczenie w kontekscie ustalenia rozpoznania, ktore moze stanowic
podstawe poradnictwa genetycznego.

Choc¢ rozpoznanie wrodzonej neuropatii hipomielinizacyjnej opiera si¢ na wyniku
badania histopatologicznego nerwu, to z uwagi na heterogennos¢ genetyczna
wrodzonej neuropatii hipomielinizacyjnej dopiero rozpoznanie kliniczne
zaopatrzone w wynik badania genetycznego pozwala ustali¢ poradg genetyczna,
Odregbnym problemem w diagnostyce dziedzicznych neuropatii ruchowo-
czuciowych jest wysoki odsetek przypadkow sporadycznych.

Analiza rodowodu w przypadkach sporadycznych nie dostarcza informacji
koniecznych do udzielenia porady genetycznej, stad znéw na plan pierwszy

w  waja si¢ badania genetyczne.

W przypadku stwierdzenia u pojedynczego chorego mutacji, ktora zostata juz
opisana w innych rodzinach udzielenie porady genetycznej jest mozliwe.

Trudno jednak z uwagi na omawiane wczesniej zjawisko patogennosci mutacji
ustosunkowac si¢ do wyniku nowej, dotychczas nieopisywanej mutacji, ktora
zostala stwierdzona tylko u jednego chorego.

Analiza rodowodu u chorych z dziedzicznymi neuropatiami ruchowo-czuciowymi
ma réwniez ograniczone znaczenie z uwagi na zjawiska mozaikowosci i
ograniczonej penetracji niektorych mutacji.

Opisano mutacj¢ Glu71X w geni MPZ u 36-letniej chorej z objawami neuropatii
z nadwrazliwosci na ucisk jak rowniez u jej 62-letniego zdrowego ojca [96].
Podobnie do choroby CMT 1B bezobjawowych nosicieli mutacji w genie Cx32
spotyka si¢ rowniez u chtopcow [97].

Czgstos¢ zjawiska mozaikowosci w chorobach kregu Charcot-Marie-Tooth nie
jest znana.

Opisano przypadek rodziny CMT 1A, w ktorej tagodny przebieg choroby
zwiazany byt z wystapieniem duplikacji w regionie 17p11.2-p12 zaledwie w 47%
limfocytow analizowanych metoda FISH [98].

Bardzo interesujacy przypadek mozaikowatosci opisano w chorobie CMT1B, w
ktorej pozornie recesywny sposob dziedziczenia uwidoczniony w rodowodzie
wynikat z faktu wystapienia mutacji Gly74Glu zaledwie w 20% limfocytow i w
30% komorek wywodzacych si¢ z ektodermy u zdrowej matki dwoch chorych
corek [99].

Ostatnio w jednej z polskich rodzin CMTX stwierdzono po raz pierwszy
mozaikowos$¢ mutacji E208K w genie Cx32 u 79 —letniego m¢zczyzny. Oznacza
to, ze w niektorych przypadkach choroby CMTX chory mezczyzna nie przekazuje
choroby wszystkim corkom i co wigcej stwierdzenie pici zenskiej u ptodu,
ktorego ojciec choruje na CMTX nie jest jednoznaczne z rozpoznaniem choroby
CMTX [56].

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze badania genetyczne w chorobach kregu
Charcot-Marie-Tooth maja duze znaczenie w kontekscie rozpoznania, okreslenia
sposobu dziedziczenia i wreszcie poradnictwa genetycznego. Nie nalezy jednak
zapominaé, ze wyniki badan genetycznych podobnie jak innych badan
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dodatkowych powinny byé rozpatrywane w kontekscie obrazu klinicznego
neuropatii i wynikow innych badan dodatkowych.
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Przyszlos¢ badan genetycznych w chorobach krggu CMT

W ostatnich 14 latach badan nad podtozem chorob kreggu CMT byliSmy
swiadkami znacznego postgpu. Wystarczy tylko zaznaczy¢, ze w 1991 r. jedyna
znang mutacja w chorobach krggu CMT byta duplikacja w regionie 17pl11.2-p12,
a juz w 2004 r. znano 30 gendw, w ktorych opisano mutacje u chorych z réznymi
odmianami CMT.

Trudno wigc bylo w 1991 r. okresli¢ gléwne kierunki badan genetycznych w
chorobach krggu CMT. Podobnie i dzisiaj trudno jest przewidzie¢ glowne
kierunki badan w przysztych latach.

Wydaje sig, ze tradycyjnie utrzymane beda badania nad nowymi mutacjami w
poznanych juz genach. W przypadku tych form CMT, w ktérych poznano
dotychczas tylko sprzezenie genetyczne mozna spodziewac si¢ lokalizacji nowych
genow. Szybki rozwoj technik mapowania genow oraz rosnace mozliwosci
technologiczne sprawiaja, ze w przypadku nowoodkrytych genéw LITAF, GDAP!
oraz innych nieznana wciaz pozostaje funkcja biatek kodowanych przez te geny.
Brak znajomosci funkcji biatek LITAF oraz GDAP1 utrudnia poznanie patologii
molekularnej chorob CMT1C i CMT4A. Wydaje si¢ wigc, ze jednym z kierunkow
badan molekularnych w CMT bedzie okreslenie zaburzen biochemicznych na
poziomie komorkowym, tkankowym oraz narzadowym. By¢ moze znajomos¢
patologii molekularnej CMT na poziomie biatka pozwoli rozwiaza¢ podstawowe
problemy terapii genowej ? Badania nad zwierzgtami transgenicznymi w CMT
beda stanowily z pewnos$cia wazny kierunek badawczy.

W diagnostyce genetycznej chorob kreggu CMT nalezy spodziewac si¢ w
niedalekiej juz przyszlosci poszerzenia zakresu badanych gendéw oraz wzrostu
dostepnosci badan genetycznych.

By¢ moze zastosowanie techniki mikromacierzy DNA pozwoli na ocen¢ zmian
ekspresji innych gendw powstatych na skutek wystapienia mutacji w jednym z
genow CMT ? Farmakologiczna proba modyfikacji ekspresji tychze genow moze
by¢ rowniez jedna z form leczenia CMT w przysztosci.

Jako ze kolejne, nieznane odkrycia z pewnoscia ukierunkuja rozwdj badan nad
podiozem genetycznym chorob kreggu CMT powyzsze przewidywania moga
okazac si¢ chybione.

Nie ma jednak watpliwosci co do kolejnego etapu badan nad CMT. Po przetomie
diagnostycznym jaki dokonat si¢ w latach 90-tych nalezy oczekiwac przetomu
terapeutycznego, cho¢ niewykluczone, ze tym razem czas oczekiwania moze
okazac¢ si¢ znacznie dtuzszy.

II1. Podsumowanie

W pracy omowiono gtowne kierunki badan genetycznych nad podtozem
molekularnym chorob kregu Charcot-Marie-Tooth w oparciu o wyniki badan
prowadzonych przez autora w latach 1996-2004.

Zardwno mapowanie nowych Joci jak i proba oceny patogennosci mutacji w
genach NEFL, Cx32 1 PMP22, cho¢ pozornie odlegte od siebie, znajduja swo)
,,wspolny mianownik” w identyfikacji mutacji patogennej o ktorej mozna
powiedzieé, ze wywoluje okreslona forme choroby CMT.

Identyfikacja mutacji patogennej jest niezwykle utrudniona jesli nie istnieja
przestanki za badaniem jednego lub kilku z 30 znanych w chorobach kregu CMT
gendéw. Podjety w pracy problem korelacji pomigdzy obrazem morfologicznym a
okreslona mutacja w genie MPZ jest jednym ze sposobow ukierunkowania badan
genetycznych na okreslony gen z uwagi na mozliwa swoistos¢ zmian
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morfologicznych towarzyszacych okreslonym mutacjom. Zagadnienie
postulowanej w pracy w swoistosci zmian morfologicznych wzgledem okreslone)
mutacji zostanie zweryfikowane w kolejnych latach przez opisy kolejnych
chorych u ktérych stwierdzono identyczne z opisanymi w pracy mutacje w genie
MPZ.

Pomimo identyfikacji mutacji az w 30 genach w chorobach krggu CMT,
diagnostyka molekularna dotyczy wciaz tylko choroby CMT1A. Dzieje si¢ tak z
wielu przyczyn. Pierwsza z nich to brak technologii umozliwiajacej jednoczasowe
badanie licznych genow, druga nie mniej wazna, to wciaz wysoki koszt badan
genetycznych i ich ograniczona dostgpnos¢.

W s$wietle tych faktow wypracowanie modelu diagnostyki genetycznej chorob
kregu CMT w oparciu o korelacje genotypowo-fenotypowe staje si¢
koniecznoscia.I wreszcie nalezy stwierdzi€, ze pomimo rosnacej roli badan
genetycznych w chorobach kregu CMT wykonanie badan w licznych rodzinach
jest ciggle niemozliwe. Nawet w zamoznych panstwach ograniczeniem jest
nieznajomo$¢ wszystkich gendéw ,.zaangazowanych” w patologi¢ CMT.

W wielu przypadkach nie mozna ustosunkowac si¢ do patogenno$ci zmian
stwierdzanych w DNA Dlatego tez wyniki badan genetycznych nie powinny by¢
rozpatrywane niejako ,,w oderwaniu” od kliniki 1 innych badan dodatkowych.

To wiasnie dzigki wnikliwym obserwacjom klinicznym, badaniom
elektrofizjologicznym i neuropatologicznym badania nad podlozem genetycznym
chorob kregu CMT sg nie tylko czg$cig wspolczesnej biologii lecz nade
wszystko maja znaczenie dla medycyny.
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Mild early onset axonal
Charcot-Marie-Tooth
disease not linked to

other axonal Charcot-
Marie-Tooth loci

Abstract—Autosomal dominant axonal Charcot-Marie-Tooth disease type 2
(CMT?2) is a heterogeneous group of disorders with seven chromosomal loci
mapped in the uncomplicated forms of CMT2. The authors report clinical,
electrophysiologic, and genetic analysis of a Polish CMT2 family. Nine known
CMT2 gene loci and one MPZ gene locus have been excluded. The authors’
findings suggest that this family represents a novel form of CMT2 disease.
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Charcot-Marie-Tooth disease type 2 (CMT2) is a ge-
netically heterogeneous group of disorders with both
autosom:l dominant and recessive forms. The auto-
somal doninant form of CMT?2 is also heterogeneous.
The CMT2A locus (MIM 118210) was mapped to
chromoseme 1p35-p36.! The CMT2B locus (MIM
600882), with a phenotype characterized by severe
sensory bss and ulcerations of the distal part of the
lower linbs, was mapped to chromosome 3q13-q22.2
CMT2D MIM 601472) was mapped to chromosome
7p14 in & family with predominant muscle weakness
and atrophy in the hands, with an age at onset in the
second o1 third decade.?

CMT2Z (MIM 606071 was mapped to the
12q23-24 region.* In CMT2E (MIM 607684) on chro-
mosome 8pl2, six mutations in the neurofilament
light chan gene (WEFL) have been reported.’ The
sixth CNT2 locus was mapped in a multigenera-
tional Rissian family to chromosome 7q11-q21 and
was designated as CMT2F (MIM 606595).6

Recenly, CMT2G (MIM 608591) and L. (MIM
608673) subtypes have been mapped to 12q12-q13.37
and 12q%4 chromosomes.® In the past 2 years, three
loci havebeen mapped for intermediate types of au-
tosomal lominant CMT. These disorders have both
axonal aid demyelinating features. Dominant inter-
mediate CMT type 2B (DI-CMTB, MIM 606482) was
mapped 0 a 19p12-13.2 locus,® and DI-CMTA (MIM
606483) vas mapped to a 10q24.1-25.1 locus.!® A new
form of ntermediate CMT has also been reported
(DI-CMTZ), mapping to 1p34-35.1
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In this paper, we report the clinical characteristics
of a five-generation CMT2 family that excludes link-
age to loci for CMT2, DI-CMTA, and DI-CMTB. Our
study indicates that this family has a novel form of
CMT2.

Clinical features. The pedigree shows probable
autosomal dominant inheritance, although no male-
to-male inheritance was seen (figure 1). Twelve
members of the family were examined. Their motor
milestones were normal. Asymptomatic members of
the youngest generation (V) were not examined be-
cause of their age. The age at onset ranged between
6 (IV:4) and 14 (II[:4) years (table 1). Neurologic
examination was performed in patients aged 12 to 56
years. Patients I11:4, III:8, IV:9, and IV:11 had atro-
phy of the forearm muscles and the thenar eminence
muscles. No distal wasting in the upper limbs was
observed in patients IV:4 and V:4. Deep tendon re-
flexes in the upper limbs were preserved in all pa-
tients except IV:11. Distal muscle atrophy in the
lower limbs and pes cavus deformity were observed
in all patients (figure 2). The knee reflexes were
preserved in all patients. Achilles tendon reflexes
were retained only in V:4. Touch and pain senses
were impaired distally in both the upper and lower
limbs in all examined patients.

A sural nerve biopsy specimen was not available
from any affected member of the CMT2 family.

Electrophysiologic features. Electrophysiologic
studies were performed in six members of the family
(aged 7 to 36 years) (table 2). Median motor conduc-
tion velocities and compound motor action potentials
were normal. In two clinically affected patients (8
and IV:11), there was no response to stimulation of
the peroneal nerve. In the other examined patients
except IV:6, the distal latency in the peroneal nerve
was prolonged. Median sensory conduction velocity
was reduced in two patients (IV:6 and IV:4, the latter
had a markedly reduced amplitude). The slightly pro-
longed distal latencies and reduced median sensory
conduction velocities most probably were observed as a
secondary phenomenon to the axonal loss.

The amplitudes of the compound motor action po-
tential in the lower limbs were markedly reduced,
except in patient IV:6. The sensory nerve action po-

Copyright © 2005 by AAN Enterprises, Inc. 533


mailto:andko@cmdik.pan.pl

Table 1 Clinical data of the patients, classified according to their generation number

:ential amplitudes in the sural nerve were reduced
n four patients and absent in one patient (V:4).

DNA analysis. DNA analysis was performed at
:he Neurobiology Laboratory, ANZAC Research In-
stitute. DNA was extracted from 13 family members
seven affected, six healthy individuals). Informed
onsent was obtained according to the Medical Re-
search Centre, Polish Academy of Sciences protocol.
Short tandem repeat genotype analysis was per-
‘ormed for nine known CMT2 loci. Short tandem re-
>eat analysis and two-point linkage studies were
serformed. The Cx32 gene was sequenced, and no
ibnormalities were found.

The MPZ gene was excluded by linkage analysis.

negative score (<—2) was obtained for at least one
narker at each locus, indicating that linkage to all
he above loci are excluded in this family.

Jdiscussion. The patients described in this study
sjuffer from a slowly progressive motor and sensory
1europathy that was shown to be a novel genetic
mntity by exclusion of seven known loci for autosomal
lominant forms of CMT2. Although no male-to-male
nheritance was found, the clinical severity was equal
n males and females and no connexin32 mutations
vere found. Similarly, no significant differences in the
esults of electrophysiologic examination were ob-
ierved between CMT affected females and males.

figure 1. Pedigree of a Polish family with Charcot-Marie-
"ooth disease type 2 neuropathy. Squares = males;

ircles = females; slashed symbols = deceased; filled sym-
ols = definitely affected; empty symbols = unaffected.
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There are two clinical hallmarks of CMT observed
in this family that may be helpful to separate it from
other CMT2 phenotypes with an autosomal domi-
nant inheritance.

First, CMT2 in the family reported begins at the
end of the first decade (IV:4, IV:10, IV:11) or in the
second decade (III:2, III:4). The apparent earlier age

Figure 2. Pes cavus and severe atrophy of the calves of pa-
tient IV:9.



Table 2 Electrophysiologic studies of seven members of the CMT2 family

MNCV = motor nerve conduction velocity; DL = distal latency; CMAP = distal compound motor action potential amplitude; SNCV = sensory nerve con-
duction velocity; SNAP = sensory nerve action potential amplitude; NR = no response.

at onset in the fourth generation may reflect intrafa-
milial variability or may be associated with earlier
recognition of the first symptoms of CMT.

Second, CMT2 reported in this study is a slowly
progressive neuropathy without any additional fea-
tures seen in other types of CMT2. The diagnosis of
CMT disease reported in this study should be consid-
ered in CMT2 families who do not have vocal cord
paresis (CMT2C), foot ulceration (CMT2B), or selec-
tive wasting of the first interosseus muscles
(CMT2D).2¢

CMT2E is characterized by early infancy onset,
but, contrary to the CMT reported in this study,
CMT2E is clinically more severe with markedly
slowed nerve conduction velocities.?

Although we excluded linkage of CMT2 reported
in this study to the CMT2A G and L loci on chromo-
somes 1p35-p36, 12q12-q13.3, and 12q24, the clinical
picture of CMT2 reported here is similar to that pre-
viously reported in CMT2A G and L.17#8

At the electrophysiologic level, the most indicative
hallmark of CMT2 reported in this study seems to be
a disproportionate distribution of the motor and sen-
sory nerve involvement between the upper (normal
values) and lower (reduced values) limbs.
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De novo Ser721.eu mutation in the peripheral myelin
protein 22 in two Polish patients with a severe form of
Charcot-Marie-Tooth disease
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To date. 12 cascs of hetcrozygous Scr72Ll.cu mutations 1 the peripheral myelin
protcin 22 have been reported in patients suffering from severce demyelinating form
of Charcot-Marie-Tooth disease (CMT1) and congenital hypomyelinating neuropathy
(CHN) MIM# 605253). In the present study we report two cases of de novo S72L mu-
tations in the PMP22 gene detected in patients of Polish origin suffcring from CMT1
disease.

Charcot-Marie-Tooth disease (CMT) is the
most common inherited neuromuscular disor-
der in man, with an overall prevalence of 1 in
2500 (Skre, 1974). CMT is an exiremely
heterogenous group of disorders. In general,
it is characterized by progressive weakness
and atrophy of distal muscles, absence of
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deep tendon reflexes, and sensory abnormali-
ties (Harding & Thomas, 1980).

Between 1991 and 2004, thirty three genes
have been shown to be mutated in different
forms of CMT disease. The biological func-
tions of the proleins encoded by the genes
mutated in CMT cover a wide spectrum en-

Abbhreviations: CMT. CharcovdarieTooth disease; HNPP, hereditary neuropatiay with lalability of
ressure paisies: SSCP. single-stranded coniormation peiymorpnism.
p i 2 pedd 1Y



Vol. 51 Ser./2Lleu muiation in the PMP22

Figurc 1. Fluorograms from dircct sequencing of
the PAMP22 genc exon 3.

A. Arrow indicates the C/T (sense strand) hetero-
zygosity at the nucleotide pasition 264 (codon 72). B.
Arrow indicatzs the G/A (antisense strand) hetero-
zygosity at the nucleotide position 261 (codon 72). C.

Wiid type sequence in a healthy individual.

ples from the parents revealed a normal,
wild-t¥pe sequence.

Qur study is the first ones to document the
presence of a heterozygous S72L mutation in
vatients originating from Poland.

Since its first description in 1993, the STZL
mutalion has been reported in 12 patients
originating from America. Europe and Asia
96; Ma

(lonasescu et al., LS
Numakura ¢ /., 2002). Oniv 1n one case was

rques ef al., 1995;

1049

the S72L mutation reported to be transmitted
from a mother to the child (Roa et al,, 1993).
The 872L mulation has beer reported only

in ithe hetet m:--go 3 state. It iz pessible that

"""" & leihal.
VVheLher the bef;ZLeu anaLlLu tion alters
the structural or regulatory

PMP22 protein

function of the
Femains unknowrn.

Lossof-function mutations in the
gene are associated with the phenaotype of
HNPP (AR #162500]. HNPP was previously
reported o resull from a deletion of one
PMP22 gene aliele (Chance et af, 1993). Al-
though heterozvgous Val30Met and Ala67Thr
mutations do not result in deletion of the
PMP22 gene, they are associated with the
HNPP phenoiyae (Sahenk e al, 1998
Nodera et ai.. 2003). Thus. the Val30Met and
Ala67Thr mutations mayv be classified as
loss-of-function substitutions. Recently, a
Cvs109siop muiation was reported in lhe
PMP22 gene in CMT1 affected patienis. The
neierozvgous Cys109stop multation, although
classified as a loss-of-function, did not result
in the HNPP phenotype. Thus, the identifica-
tion of the Cysi109stop mutation in the
PMP22 gene segregating with CMTL pheno-
type suggests that the relationship between
the type of mutation and the phenotype is not
as eraightforward as previously reported
(Abe et al, 2004).

In contrast to the loss-of-function mutations,
the helerozygous S72L substitution in the
PMP22 protein results in the severe pheno-
tvpe of the Charcot-Marie-Tooth disease.

On the basis of the relatively high rate of
S72L mutations in the PMP22 gene, the
Ser72Leu was designed as a possible “hot
spol” in the PMP22 gene. The S72L mutation
is located in a CpG rich region of the P P22
gene which is a hypermuiable
{(Marques ¢t oL, 1998).

The molecular hasis of the dominant nega-
tive effect of this mutation remains unknown.

PMP22

B

region

Further in witro studies using cells trans-
fected with the ST2L mutated gene or trans-

genic animals are required to shed light on
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compassing small ion channels (Cx32) and
transcription factors (EGR-2) (Reillv, 2000).

The first gene mutation detected in CMT
disease (Raevmaekers ¢ ¢l, 1991) was duph-
cation of the peripheral myelin protein gene
(PMP22).

Peripheral myelin protein of 22 kDa
(PMP22) [MHM # 601097] 15 a mvelin mole
cule associated with Schwann cells of periph-
eral nerves. PMP22 is produced in a glvco
aylated form that appears to be generated
from an 18 kDa precursor (Pareck et ai..
1993). The protein i3 associated structurally
with Schwann cell membranes and similarly
Lo other proteins of compact myelin 1l is pro-
duced when myelin is being formed. The role
of the PMP22 protein in the peripheral ner-
vous sysiem 1is slill unknown ana two func-
tions have been postulated so far. The PMP22
gene was shown to be associated with the reg-
ulation of the cell cycle and myelin structure
in the peripheral nervous system.

The PMP22 mRNA is identical to growth ar-
rest-specific3 mRNA (Gas-3; Welcher et ¢,
1991). The Gas-3 gene has been shown Lo be
associated with cellular growth arrest in the
GO phase of the cell cycle (Schneider et al.,
1988). On the other hand, the autosomal dom-
inant point mutations in the PAP22 gene
were found in the trembler (Tr) and trem-
bler-J (Tr®) mice (Suter et al, 1992a; 1992b).
Those mice mutants show limb paralysis,
tremor, seizures and severe hypomyelination
of peripheral nerves.

In humans, PMP22 gene duplication was
shown to segregate with the most comnion in-
herited peripheral neuropathy, i.e. Charcot-
Marie-Tooth type 1A disease (CMT1A) [MIM#
118220] (Timmeirman et al., 1992). Eleven
mutations in the PMP22 gene have been
shown to segregate with hereditary neuropa-
thy with liability w pressure palsies (HNPP).
In patients suffering from Dejerine-Sotias
disease. 19 mutations in the PMP22 gene
have been reported (Web site). Only one mu-
lation, L.e. ST2L. was reported in the congent-

A. Kocha skt and D. Kabar  &a

2004

1al hypomyelinating neuropathy (CHN) (Roa
et al, 1993}

In this study we report on two unrelated pa-
tients of Polish erigin harbering de nove 3721
substitutions in the PMP22. Undi now, the
S72L substitution in (ke PAMP22 has not been
reported in Polish patients.

MATERIAL AND JMETHODS

(GGenomic DNA was extracted from white
blood cells of two patients and their parents.
In the two patients, a diagnosis of congenital
hypomyelinating neuropathy was estab
lished (Dr. H. Drac). Four exons of the pe-
ripheral myelin protein 22 gene (PMP22)
were amplified by polvmerase chain reaciion
{PCR) using previously published primers
{Roa et al, 1993). For mutation screening,
single stranded conformation polymorphism
analysis (SSCP) was performed in the
probands and thewr healthy parents as previ-
ously described. Amplification productz of
exon 3 of the PMP22 gene were sequenced
using Big Dye Terminator Sequencing Ready
Reaction Kil (Applied Biosystems). Samples
were run and analyzed on an ABI PRISM
373 fluorescent DNA sequencer (Applied
Biosystems].

RESULTS AND DISCUSSION

An altered SSCP pattern of exon 3 of the
PMP22 gene was found in the Lwo palients.

Direct DNA sequencing of exon 3 performed
in the two patients revealed a heterozygous
missense mutation at codon 72 (TCG to TTG)
resulting in the serine to leucine amino acid
change (Fig. 1). SSCP analysis of the PA/P22
gene in the patients heaithy parents did not
show any abnormality, suggesiing that the
PMP22 zene was mosi likely net mulated.

In addition, DNA sequencing of exon 3 of
the PMP22 gene nerformed on the DNA sam-
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the nature of the dominant negative effect of

the S72L mutation in humans.
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Molecular genetic analysis of the GJBI gene:
a study of six mutations

Andrzej KOCHA SKI, Dagmara KABZI SKA

Neuromuscular Unit, Medical Research Centre, Polish Academy of Sciences, Warszawa, Poland

Abstract: Charcot-Marie-Tooth type X1 disease (CMTX1) is an X-dominant periph-
eral neuropathy caused by mutations in the GJB/ gene. Molecular genetic analysis
of the GJBI gene is crucial for CMTX 1 diagnosis and for genetic counselling. To date,
molecular genetic analysis of the GJB gene revealed 264 mutations in the GJB/ gene.
In spite of the rising number of GJBI gene mutations, family history was documented
in only a few CMTX1 cases. The aim of this study was a molecular genetic analysis
of the GJBI gene in 7 families, performed in 19 CMTXI-affected patients
and 13 healthy family members. Moreover, we attempted to report evidence of effects
of 6 amino-acid substitutions described in this study. To the best of our knowledge,
the G110D, V152D and K167E mutations are novel substitutions, which have not been
reported so far.

Key words: GJB! gene, CMTXI1 disease.

Introduction

Charcot-Marie-Tooth disease (CMT) affects about 1/3000 individuals (SKRE
1974). CMT is characterized by progressive sensory-motor neuropathy, distal
muscle weakness and atrophy, sensory loss, and decreased or absent deep tendon
reflexes. In 10-20% of CMT patients, an X-chromosome—linked type (CMTX)
may be diagnosed (IONASESCU et al. 1996). The X-dominant form of CMTXI
(MIM # 304040) accounts for 90% of all CMTX cases. The CMTXI locus has
been assigned to the proximal long arm of the X-chromosome (GAL et al. 1985).
In 1993, six different point mutations were detected in the GJBI gene
in CMTX-affected families (BERGOFFEN et al. 1993). In the period between
1993 and 2003, over 260 mutations were reported in CMTXI1 disease

Received: October 8, 2003. Accepted: November 13, 2003.
Correspondence: A. KOCH  SKI, Neuromuscular Unit, Medical Research Centre, Polish Academy
of Sciences, ul. Pawinskiego 5, 02-106 Warszawa; Poland-esmail: andko@cmdik.pan.pl


mailto:andko@cmdik.pan.pl

96 A. Kochanski, D. Kabzinska

(Website-database). However, the number of mutations in the GJB! gene is still
rising, and 23 of them (9%) are designated as ‘status unknown’ due to lack of suf-
ficient clinical descriptions. For only 26 mutations (10%) in the GJBI gene, fam-
ily history of CMTXI1 disease is documented. Molecular genetic analysis
of the GJBI gene is crucial for CMTX1 diagnosis and genetic counselling
for probands and their relatives. Even amino-acid changing substitutions found
in the GJBI gene may represent silent mutations not associated with the CMTX
phenotype. Some mutations in the GJBI gene were detected in many CMTX]1 pa-
tients or families, but many CMTXI-causing mutations were reported
in one CMTXI patient without any familial history. The aim of this study was
to analyse 6 mutations in the GJBI gene found in 19 CMTX1-affected patients.

Material and methods

The clinical and electrophysiological characteristics of CMTX-affected patients
were reported previously by us (KOCHANSKI et al. 2002). DNA was isolated from
white blood cells from 19 CMTX-affected patients and 13 healthy family mem-
bers from 7 families. The coding sequence of the GJBI gene was amplified with
previously published primers (BERGOFFEN et al. 1993). For single-strand confor-
mation polymorphism analysis (SSCP), 4 L of the PCR products were mixed
with an equal volume of formamide sample buffer (95% formamide, 20 mM
EDTA, 0.05% bromophenol blue, 0.05% xylene cyanole) and heated to 95°C
for 5 min. After rapid cooling on ice, samples were subjected to non-denaturing
gel electrophoresis with the use of 6% acrylamide gel (acrylamide: bis-acrylamide
99 : 1) at 7 W for 20 h. After electrophoresis the gels were silver-stained. The PCR
products revealing abnormal SSCP migration pattern were directly sequenced
on an ABI PRISM 377 automated fluorescent DNA sequencer (Applied
Biosystems). Restriction enzyme analysis was performed in 30 L of total vol-

ume. Ten microlitres of PCR products were mixed with 3 L of 10 digestion
buffer (as supplied by the manufacturer) and 5 U of respective enzyme. Reactions
with Taql, Acil, and BsuRI were incubated overnight at 37°C. Digested fragments
were separated on 3% agarose gel at 50 V for 3 h and visualised with ethidium bro-
mide in UV light.

Results

In family JAN1 an altered SSCP analysis was not performed. Direct sequencing
of GJBI part 2 revealed a ¢.329G > A base change causing a G110D substitution.
The G110D mutation was found in heterozygous form in the proband’s mother
and as a hemizygote in the proband. The transition at position 329 destroys
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the endonuclease restriction site Bsu RI, resulting in presence of an additional
165 bp allele in the hemizygous proband and his heterozygous mother.

Sequencing performed in family JUM2 revealed a heterozygous ¢.455T > A
base change replacing Val by Asp (V152D) at codon 152 in the CMTX1-affected
proband’s mother (heterozygote) and two her sons (hemizygotes). The sequence
of the proband’s father was not changed at codon 152. The SSCP analysis per-
formed 1n the proband of the KT5 family revealed an aberrant shift suggesting
a mutation in the second part of the GJBI gene. Sequencing of the GJBI gene per-
formed in the proband and his mother disclosed a ¢.499A > G transition, which re-
sults 1n the K167E substitution. In family NIM3, a SSCP analysis of part 2
of the GJBI gene revealed an altered migration pattern in the proband and his
mother, suggesting that this part of the GJBI gene is most probably mutated. A se-
quencing analysis revealed a ¢.548G > A base change resulting in the R183H mu-
tation. In family BK4, SSCP analysis showed an altered pattern in the proband
and his mother. No altered pattern was found in his father and grandfather. Again,
the sequencing analysis detected a heterozygous ¢.548G > A substitution resulting
in the R183H mutation in the proband and his mother. SSCP analysis in family
SB6 revealed an altered migration pattern in 5 CMTX-affected family members
and a normal pattern in 4 healthy individuals. Direct sequencing of part 2
of the GJBI gene showed a hemizygous (three affected males) and heterozygous
(two affected females) c.623A > G mutation resulting in an E208G substitution.
In the last family MA7, SSCP revealed an altered migration pattern of the PCR
product corresponding to part 2 of the GJBI gene in the proband, his mother
and grandfather. No altered migration pattern was detected in the proband’s
healthy sister, his father, and 2 negative controls. The automated DNA sequencing
revealed a hemizygous ¢.622G > A substitution resulting in the E208K amino acid
change in the proband and his brother and a heterozygous E208K mutation 1n
the proband’s mother and grandfather.

Discussion

The mutations 1n the Cx32 protein were found in intracellular, second
extracellular parts, and at the boundary between the transmembrane part
and C-terminus of the Cx32 protein (Figure 1).

The E208G substitution was the first Cx32 mutation found in the Polish popu-
lation (KOCHANSKI et al. 2001). In a large group of healthy controls and DNA
samples of CMT-affected patients analysed in our laboratory, no E208G substitu-
tion was found.

In contrast to the E208G mutation, the E208K substitution found in 4 members
of family MA7 was previously reported in other CMTX families from Russia,
Spain and Great Britain (FAIRWEATHER etral 11994 DpHAITES et al. 1998, HAHN
et al. 1999, MERSIYANOVA et al. 2000).
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Figure . Model of connexin 32 in the cell plasma membrane. The red closed circles represent
mutations found in this study. The TM1-4 show the transmembrane regions, IC represents
intracellular region, and EC1-2 are the two extracellular domains.

The E208K and E208G substitutions are located in odon 208 of the Cx32
gene, which is highly conserved, suggesting a critical function in gap junction as-
sembly or functionality (Figure 2). The E208K mutant protein’s ability to
oligomerise into connexons was studied by using a cell-free translation system.
The E208K mutant oligomerisation efficiency was similar to that of wild-type
Cx32, but its trafficking to the plasma membrane was restricted (MARTIN et al.
2000). The E208K substitution detected in family MA7 fulfils 4 criteria of patho-
genic mutation: (1) presence in other CMTX families, (i1) segregation with

Figure 2. Amino-acid sequence comparison of gap junction protein Cx32 of 9 species.
The arrows indicate mutated codons reported in this study. All the mutations are conserved
within 8 species.
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a CMTX trait, (111) localization in the highly conserved Cx32 protein residue,
and (nn) aberrant Cx32 function shown in functional studies. The R183H
and R183S mutants were retained in the Golgi body and only part of the mutant
Cx32 protein was expressed in the cell membrane. The R183H mutations were de-
scribed in families coming from China, Spain, Italy, and Russia, suggesting that
codon 183 of the Cx32 gene is frequently mutated (BONE et al. 1997, BORT et al.
1997, MOSTACCIUOLO et al. 1999, HAHN et al. 2001). The G110D, V152D
and K167E substitutions were found in JUN1, JUM2 and KT5 families, respec-
tively. Those mutations were found in CMTX-affected individuals and were
not observed 1n healthy family members. The SSCP analysis of the 50 healthy
controls did not reveal the altered migration pattern, suggesting that G110D,
V152D and K167E substitutions are not polymorphisms. Up to now no mutations
have been found in codons 110, 152, and 167 of the Cx32 gene. The V152D sub-
stitution 1s located in codon 152 of the Cx32 gene, which is conserved in 8§ species
(Figure 2). The KI67E substitution is located close to the cysteine residue
at codon 168, which forms a disulphide bond between the two opposite
extracellular loops of the Cx32 protein (DAHL et al. 1992). Due to the Cx32 pro-
tein misfolding caused by the K167E mutation, the formation of the disulphide
bonds may be disturbed. The R183H mutation was found in two families.

For G110D, V152D and K167E mutations, further functional studies are
needed to understand their pathogenicity.
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A novel MPZ gene mutation in congenitul
neuropathy with hypomyelination

A. Kochanski, MD, PhD; H. Drac, MD, PhD; D. Kabziriska, MSc; B. Ryniewicz, MD, PhD;
K. Rowinska-Marcinska, MD, PhD; A. Nowakowski, BSc; and 1. Hausmanowa-Petrusewicz, MD, PhD

Abstract—Congenital hypomyelinating neuropathy (CHN; MIM# 605253) is a severe neuropathy with early infancy onset
inherited as an autosomal dominant or recessive trait. Sural nerve biopsy shows a characteristic picture of nonmyelinated
and poorly myelinated axons with basal lamina onion bulbs and lack of myelin breakdown products. Several mutations in
the MTMR2, PMP22, EGR2, and MPZ genes have been found in patients with CHN. The authors describe the clinical and
morphologic features of a patient with CHN and the identification of a novel Thr124Lys mutation in the MPZ gene.
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Congenital hypomyelinating neuropathies (CHNs;
MIM# 605253) are a rare group of disorders with
early onset, usually disabling clinical course of dis-
ease, and markedly reduced nerve conduction veloc-
ity on electrophysiologic examination. The
morphologic picture of CHN varies from amyelina-
tion to various degree of hypomyelination.! Molecu-
lar genetics indicated that CHN segregates with
point mutations in four genes coding for peripheral
myelin proteins (i.e.,, MTMR2, EGR2, PMP22, and
MPZ).2>+

The MPZ gene codes for the most abundant pro-
tein of the peripheral myelin. More than 80 muta-
tions in the MPZ gene were found in patients with
various forms of hereditary motor and sensory neu-
ropathies (HMSNs). To our knowledge, the Q215X
mutation in the MPZ gene has been shown to segre-
gate with CHN. Two patients with CHN and the
Q215X mutation have been described thus far.s
They represent an early-onset, rapidly progressive
neuropathy with markedly reduced nerve conduction
velocity and hypomyelination features. Recently, the
E138R and 550-552delCTAinsG mutations in the
transmembrane domain of the MPZ protein were re-
ported in patients with CHN.87

In this study we report on a novel missense
Thr124Lys mutation in the MPZ gene in a patient
with congenital neuropathy and features of delayed
myelination present in morphologic examination.

Case study. The patient was born from a twin pregnancy with
an Apgar score of 9. He was a floppy infant with delayed motor
milestones. His brother was normal, and family history was
negative.

We first evaluated the patient at age 7 years. The neurologic
examination showed distal weakness and mild atrophy of muscles
in upper extremities. More pronounced muscle atrophy and gener-
alized weakness, much more marked distally than proximally, and

areflexia were visible in lower extremities. He walked with sup-
port on broad base with foot drop. Skeletal abnormalities (marked
scoliosis and chest deformation) and pes equinovarus were visible.
Cranial nerves, sensation, and intellect were normal. Palpated
nerves were not thickened. CSF protein level was 113 mg%. Ancil-
lary studies done at age 7 years revealed the following: motor
nerve conduction velocity (MCV) in the right median nerve. 3.0
m/s; distal latency (DL), 30 ms; amplitudes of evoked pot.

150 uV; MCV in the right peroneal nerve, 7 m/s; DL, 25.2 m+, zid
amplitude of evoked potentials, 7 V. Sensory conduction velocity
(SCV) in the right sural nerve was unrecordable. Conduction time
in the left facial nerve was 4 ms/cm, and amplitude of evoked
potentials was 50 pV. Sural nerve biopsy on light microscopy
revealed profound loss of myelinated fibers on semithin epon
cross-section. Most of visible fibers possessed thin myelin sheet;
large myelinated fibers were totally absent. In addition, different-
sized, but mostly small, onion bulb formations were present (fig-
ure 1) On electron microscopy, nonmyelinated or = ..y
myelinated large axons and different types of onion bulb tor:aa-
tions were found. The last ones were basal lamina onion bulbs,
classic and “mixed” (i.e., composed of double-layered Schwann cell
basement membrane plus thin Schwann cell processes). In one
fiber, myelin debris was present, featuring demyelination. At age
12 years, he stopped walking. During neurologic examination at
age 14 years, all of the before-mentioned abnormalities were much
more pronounced.

Molecular genetics analysis. DNA was extracted from t-

tient and his parents. Exons 2 and 3 of the MPZ gene were
amplified in PCR. Single-stranded conformation polymorphism
(SSCP) analysis and conformative sensitive gel electrophoresis
(CSGE) were performed in the proband and his parents as previ-
ously described. Exon 3 of the MPZ gene was sequenced. The
SSCP analysis of exon 3 of the MPZ gene revealed an altered
mobility pattern in the proband. The sequence analysis in this
patient disclosed a C>A base change at position 704, resulting in
an amino acid substitution of Thr to Lys at codon 124 (figure 2).
SSCP analysis performed in the proband’s parents was nor -l
Paternity testing was performed by PCR analysis of DNA .i.m
parents and proband using 15 single locus markers, which pro-
vides a combined average power of exclusion of 99.999938%.

Discussion. We report a patient with sensorimotor
congenital neuropathy born as a floppy infant and
with a severe course of the disorder who became
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Figure 1. Sural nerve biopsy taken at age 7 years from
the proband. Epon cross-section showing nonmyelinated
and poorly myelinated axons enclosed by onion bulb
formations.

wheelchair bound at age 12 years. Electrophysiologic
examination was consistent with generalized abnor-
mality of myelination (very low conduction velocity
in the nerves, much prolonged distal latencies, and
lack of evoked responses in sural nerve).

Despite sporadically encountered myelin debris on
electron microscopic examination and small classic
and “mixed” onion bulb formations, we are inclined
to include our case in a group of CHNs. The reason is
because of the presence of numerous large nonmyeli-

Figure 2. The Thr124Lys mutation in the MPZ gene. The
arrows indicate the C/A (sense strand) and G/T (antisense
strand) heterozygosity at the nucleotide position 371
{codon 124).

L

nated axons, lack of normally myelinated fibers, and
basal lamina onion bulbs.

A novel Thr124Lys mutation in the MPZ gene was
found in our patient with CHN. Contrary to the ma-
jority of the MPZ gene mutations detected thus far
in patients with the demyelinating form of Charcot-
Marie-Tooth disease (CMT1B), the Thr124Lys mu-
tation is associated with a more severe phenotype of
CHN. The Q215X mutation is located in the intracel-
lular domain of the MPZ protein, which was previ-
ously shown to participate in the electrostatic
interactions of the opposing anionic lipid bilayer that
forms the major dense line in myelin.® The trunca-
tion of the carboxy terminus of the MPZ gene caused
by the Q215X mutation results in CHN. The mecha-
nism of Thr124Lys mutation occurring in a heterozy-
gous state in a patient with CHN remains unclear. It
is of interest that the Thr124Met mutation in the
MPZ gene segregates with an axonal form of CMT
disease.? Two different phenotypes associated with
two mutations at the same position may suggest a
primary role of an amino acid change. The presence
of the Thr124Lys mutation in our patient with CHN
suggests that a mutated allele of the MPZ gene has a
dominant-negative effect. Recent expression studies
show a role of the MPZ protein not only in myelina-
tion but also in the early embryonic development.
MPZ protein is expressed in early neural crest cul-
tures, preceding the expression of glial and neuronal
differentiation markers.!® Further functional studies
are needed to understand the dominant-negative ef-
fect of the Thr124Lys mutation.
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Introduction

Summary The spectrum of Charcot-Marie-Tooth (CMT) phenotypes segregating with
mutations in the Myelin Protein Zero (MPZ) gene is wide and ranges from congenital
hypomyelinating neuropathy (CHN) through demyelinating form of CMT to the axonal
type of CMT disease. Within 94 MPZ gene mutations reported up to now, only a few
were identified in the exon 4 of the MPZ gene. In this study we have identified a novel
Leu190fs mutation in the MPZ gene. The Leu190fs mutation was found in a 14-year-old
girl suffering from Charcot-Marie-Tooth type 1 disease (CMT1) with onset in early
infancy. Similarly to the other MPZ gene frame-shift mutations reported as far the
Leu190fs seems to have a dominant negative effect.

© 2004 European Paediatric Neurology Society. Published by Elsevier Ltd. All rights
reserved.

the 17p11.2-p12 duplication or point mutations in
the Peripheral Myelin Protein 22 gene (PMP22).%:3
Charcot-Marie-Tooth type 1B disease (MIM

Charcot-Marie-Tooth type 1 disease (CMT1) is
characterized by demyelinating changes at
nerve biopsy and reduced (<38 m/s) motor
nerve conduction velocity in the median nerve.'
The most common CMT1A subtype is caused by

“Corresponding author. Fax: + 48-22-658-45-01.
E-mail address: andko@cmdik.pan.pl
' Those authors contributed equally to this study.

#118200) is an autosomal dominant demyelinating
neuropathy caused by the point mutations in the
Myelin Protein Zero gene (MPZ).* So far over sixty
mutations in the MPZ gene have been reported in
the CMT1B affected patients and were collected in
the Inherited Peripheral Neuropathies Mutation
Database.® The majority (70%) of MPZ gene
mutations are located in the exons 2 and 3 of

1090-3798/$ - see front matter © 2004 European Paediatric Neurology Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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the MPZ gene, which corresponds with an extra-
cellular portion of the MPZ protein. This part of MPZ
is thought to be crucial for adhesive properties of
this protein.® Only 10 mutations were identified in
the exon 4 of the MPZ gene. Exon 4 of the MPZ gene
corresponds to the intracellular part of the MPZ
protein, which was shown to stabilize the major
dense line of myelin by interactions with the
negatively charged phospholipids of the opposite
myelin layer.”

In this report we describe a 14 years old patient
suffering from early onset Charcot-Marie-Tooth
disease caused by a novel Leu190fs mutation in
the MPZ gene.

Case report

The patient, a 4-year-old girl was sent for medical
attention for the first time at the age of 2 years
because of joint floppiness. She was born to a
25-year-old healthy mother.

The pregnancy was reported to be normal with
normal fetal movements. The mother was not
exposed to any known teratogens or medications
during pregnancy.

The motor milestones of the girl were delayed.
She sat at the age of 1 year, and walked at the age
of 2.5 years.

The first neurological examination performed at
the age of 4 years revealed: normal cranial nerves
except the occasional tongue fibrillation; in the
upper extremities: hyperextension of joints at the
elbow, hypotonia was present, tendon jerks were
diminished, there was no obvious weakness and
atrophy of muscles. In the lower extremities:
hyperextension at knee joints, hypotonia and
areflexia were found. She sat up and get up climbing
using the Gower’s manoeuvre; her gait was clumsy
with lumbar hyperlordosis, she could not walk on
her heels, thoracic scoliosis was observed.

After 2 years (at the age of 6 years) she still
displayed hypotony, but no severe weakness neither
in the upper nor in the lower limbs was observed.
The deep tendon reflexes in the upper limbs were
preserved. In the lower limbs knee and ankle jerks
reflexes were absent. She was able to walk on her
toes and poorly on her heels. No pes cavus
deformity was observed.

At the age of 14 years, i.e. after 10 years
duration of overt polyneuropathy, she presented
slight atrophy and weakness of small hand muscles
as well as finger tremor. In the lower limbs proximal
and distal muscle weakness was observed. Deep
tendon reflexes were absent. She had short, high
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arched feet. From the age of 11 years she has been
developing a severe thoraco-lumbar scoliosis.

Ancillary studies

Electrophysiological examination revealed: in the
right median nerve: motor conduction velocity
(MCV) of 9.6 m/s, distal latency (DL) of 6.2 ms,
amplitude of evoked muscle response of 150 pV; in
right peroneal nerve: MCV-4.3m/s, DL-39.2 ms,
amplitude of evoked muscle response —50 wV; in
facial nerve-conduction time —2.85ms/cm, DL-
31.4ms, amplitude of evoked muscle response
50 wV. There was no response for stimulation of
sensory fibers in median and sural nerve.

In anterior tibial muscle: occasional fibrillation
potentials at rest were visible.

Sural nerve biopsy revealed mild loss of myeli-
nated fibers, numerous typical small onion bulb
structures with normally and poorly myelinated
fibers (Fig. 1). Teased fibers possessed extensive
demyelinated areas. CSF was normal. All above
mentioned studies were performed at the age of 4
years.

Molecular genetics analysis

DNA was isolated from white blood cells from the
proband and her healthy mother. DNA from the
father was not obtainable. Five exons of the Myelin
Protein Zero gene (MPZ) and five exons of the
Peripheral Myelin Protein 22 (PMP22) were ampli-
fied in the Polymerase Chain Reaction (PCR).

For mutation screening single stranded confor-
mation polymorphism analysis (SSCP) of PCR pro-
ducts was performed using DNA from the proband
and her mother as previously described. Amplifica-
tion products of the exon 4 of the MPZ gene were
sequenced using Big Dye Terminator Sequencing

Figure 1 Sural nerve biopsy. Small onion bulb structures
normal for age and poorly myelinated fibers.
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in the myelin protein zero gene

Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). Samples
were run and analysed on an ABI PRISM 373
fluorescent DNA sequencer (Applied Biosystems).
In the proband the SSCP analysis of the exon 4 of the
MPZ gene revealed an altered mobility of the
corresponding PCR fragment suggesting that this
part of the MPZ gene was most probably mutated.
The automated sequence analysis in this patient
disclosed a heterozygous one nucleotide G deletion
at position 571 resulting in the frame shift Leu190fs
mutation with a stop codon at the codon 251
(Fig. 2). The SSCP analysis performed in proband’s
mother did not reveal any differences in mobility of
PCR fragment indicating the absence of the
Leu190fs mutation.

No altered mobility pattern was observed in the
coding sequence of the PMP22 gene in proband and
her healthy mother.

Discussion

In this study we reported on an early onset,
relatively mild Charcot-Marie-Tooth type 1 disease

Figure 2 Sequencing fluorogram showing mutated (A)
and wild type alleles (B). The arrows indicate the one
nucleotide G deletion at position 571 of MPZ gene
resulting in the Leu190fs mutation with a stop codon at
the nucleotide 251 (A) and homozygosity of G at position
571 in the wild allele (B).

caused by a novel Leu190fs mutation in the Myelin
Protein Zero gene. The diagnosis was established
upon the basis of clinical, electrophysiological and
morphological findings.

The majority of mutations found in the MPZ
gene are located in the exons 2 and 3
corresponding to the extracellular portion of
the MPZ protein. The extracellular part of the
MPZ protein was shown previously to be respon-
sible for the adhesive properties of the MPZ
protein.®

Recently the Glu71stop mutation in the MPZ
gene was reported in a 36 year old woman
suffering from the very mild recurrent neuropathy
coexisting with uncompacted myelin lamellae seen
on ultrastructural examination. Similar morpho-
logical features were found in the MPZ * trans-
genic mice.®® Due to the similarity of
morphological effect, the Glu71stop mutation,
truncating the MPZ protein was classified as loss
of function.

Contrary to the very mild CMT1 phenotype
associated with MPZ loss-of-function mutation,
the Leu190fs mutation in our case is associated
with early onset, relatively mild CMT1 phenotype
suggesting an additional dominant negative effect.
Although the role of the intracellular portion of
the MPZ gene has been intensively investigated in
the recent years, the mechanism of mutations
located in exon 4 of the MPZ gene remains
unclear. The intracellular part of the MPZ gene
protein was shown previously to stabilize the
major dense line of myelin by interactions with
the negatively charged phospholipids of the
opposite myelin layer.

In addition the truncation of the intracellular
part of the MPZ protein was shown to have a
dominant negative effect on the wild type
protein.'® Moreover the functional studies on
MPZ showed that frame-shift mutations in the
intracellular domain of the MPZ protein may
affect the RSTK (arginine-serine-threonine-lysine)
motif which is a target motif for the protein
kinase C."

The crucial role of the intracellular domain of
the MPZ gene was shown by detection of the
intracellular frame-shift mutations located in this
part of the MPZ gene in patients suffering from a
severe form of the CMT1 disease, Dejerine-Sottas
syndrome or even congenital hypomyelination
neuropathy.'? Contrary to the previously reported
loss of function mutations in the MPZ gene, the
Leu190fs mutation seems to have a dominant
negative effect.
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Charcot-Marie-Tooth disease type 1B (CMTIB) is a demyelinating neuropathy
inherited as an autosomal dominant trait. The majority of CMTI1B cases are caused by
mutations in the myelin protein zero (Py) gene (M PZ). Only a few mutations in MPZ
gene have been reported to be associated with focally folded myelin sheaths. We have
studied five patients from one family with five generations, affected by CMTIB dis-

case. The morphological studies of sural nerve biopsy performed in the proband
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Introduction

Charcot-Marie-Tooth disease with mutations in MPZ
gene was classified as CMTIB (Bird et al.. 1982; Lebo
et al., 1991 Hayasaka et al., 1993). Nerve morphology
in most of the CMTIB patients is characterized by a
hypertrophic. demyelinating neuropathy (Gabreéls-
Festen er al.. 1996). Up to now, only a few different
mutations in A PZ gene have been shown to segregate
with focally folded myelin sheaths (Thomas er al., 1994;
Gabreéls-Festen et al., 1996; Tachi er al.. 1997; Naka-
gawa et al., 1999; Fabrizi et al., 2000).

This study describes a CMTI1 family in which
CMTIB disease is associated with the Asni31Lys
mutation in MPZ gene and at the same time is associ-
ated with focally folded myelin phenotvpe.

Family report

The CMTI1 family pedigree, spans five generations
(Fig. 1).

The proband’s (V:1) early motor milestones were
delayed. He began to walk unaided at 2 years of age
and his gait was characterized by bilateral footdrop.
At 5 years examination of the upper limbs revealed:
tremor of fingers, mild weakness of distal muscles, all
reflexes were present and all sensory modalities pre-
served; in the lower limbs: pes cavus. bilateral mod-
erate distal muscle wasting and weakness, tendon
jerks absent, plantar normal and sensory modalities

Correspondence: Andrze) Kochanski MD PhD. Neuromuscular Unit,
Medical Research Center. Polish Academy of Sciences. ul. Banacha
la. 02-097 Warsaw, Poland (fax: + 4822 658 45 01: c-mail:
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revealed fibers with focally folded myelin. DNA sequencing analysis showed the
Asnl31Lys mutation in the MPZ gene in three members of the affected family.

preserved. He continued to walk with foot drop. The
palpated nerves were not thickened. Electrophysio-
logical investigations revealed: median nerve: motor
conduction velocity of 3.8 m/s, distal latency of 57 ms,
amplitude of evoked muscle response of 250 uV; per-
oneal nerve: motor conduction velocity of 1.4 mj/s,
distal latency of 86 ms and amplitude of evoked muscle
potential of 30 pV. The F wave in both nerves was
absent. Facial nerve conduction time was 1.4 ms/cm.
No sural nerve sensory potentials were evoked. In
electromyograph (EMG) fibrillation, potentials were
observed in anterior tibial muscle.

The proband’s father (IV:2) displayed finger tremors,
bilateral pes cavus deformity and areflexia in upper and
lower limbs at 34 years of age.

The proband’s cousin (V:5) was brought to medical
attention at 19 months. She too had delayed in attaining
her motor milestones. She sat at 9 months, stood at
13 months and walked with support at 18 months. She
was floppy, had poorly coordinated movements and
postural tremor. Deep tendon reflexes were absent in the
lower and upper limbs. Her gait was clumsy and un-
steady. She displayed a bilateral pes cavus deformity.
Motor nerve conduction velocity was 5.5 m/s in the left
median nerve, and 14 m/s in the left tibial nerve.

Similar clinical and electrophysiological features
were found in other CMTI affected members of this
family. The proband had sural nerve biopsy performed
at 5 years of age. Both light and electron microscopy
studies were performed. On semi-thin epon sections
loss of myelinated fibers, numerous poorly or abnor-
mally myelinated fibers were visible. In teased fibers.
all fibers exhibited extensive lack of myelin, or very
thin myelin sheaths as well as thickening of myelin of
varying size and number (Fig. 2). Electron microscope
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Figure 2 Loss of myelinated fibers, numerous poorly and abnor-
mally myelinated fibers on cross epon section. Magnification
480x.

Figure 3 Fiber with excessive myelin outfolding exhibiting
degenerative changes. Electronogram, magnification 6000 x.

Figure 1 Pedigree of Charcot-Marie—
Tooth type 1B family. In patients IV:5,
V:5 and V:6 the Asnl31Lys substitution in
third exon of M PZ gene was found. Cir-
cles, females; squares, males; open sym-
bols, unaffected; solid symbols, affected;
slashed symbols, deceased.

examination revealed: fibers with disproportionately
thick myelin relative to axonal caliber as a result of
numerous and complex foldings of myelin; fibers with
abnormally arranged myelin sheath with abundant
loops of myelin; degenerative changes within abnor-
mally arranged myelin loops (Fig. 3); occasional small
onion bulbs formations and a few demyelinated fibers.
Information regarding Asnl31Lys mutation in the
MPZ gene in three members of the family (IV:2, V:1
and V:3) living in the USA was obtained from Hos-
pital for Joint Diseases (New York).

The DNA sequencing of exons 2 and 3 of MPZ gene
was performed in three affected and two unaffected
members of the family living in Poland. The sequencing
analysis revealed a heterozygous C—A transition at
position 727 in the third exon of the M PZ gene, resulting
in an Asn to Lys substitution at codon 131 (N131K) in
three affected family members, i.e. IV:5, V:5 and V:6.

Discussion

The morphological picture in the proband differed from
that observed in classical CMT1 and was consistent with
morphology of focally folded neuropathy. For the first
time such morphology was described as ‘globular neur-
opathy’ by Dayan er al. (1969) and later it was called
hypo- and hyper-myelinating neuropathy (Vallat er al.,
1987). Onishi er al. (1989) mentioned a new variant of
hereditary motor and sensory neuropathy (HMSN)
of the hypertrophic type characterized by the presence
of excessive myelin outfoldings in the sural nerve.
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Some authors pointed out the above-mentioned
morphological features in autosomal recessive, domin-
ant and sporadic cases of CMTI (Norborg e al., 1984,
Drac, 1991).

Based upon clinical, morphological and genetic
studies, Gabreéls-Festen er al. (1990) introduced the
term of focally folded demyelinating motor and sensory
neuropathy in cases morphologically similar to ours.

In our family we have demonstrated that Asnl31Lys
mutation in the MPZ gene is associated with focally
folded myelin. The mutations in MPZ gene associated
with focally folded myelin are located in the extracel-
lular domain of Py protein which is thought to be
responsible for its adhesive properties (Fabrizi et al.,
2000). Two different MPZ mutations, i.e. Lysl30Arg
and Asnl31Lys segregate with a similar clinical, elec-
trophysiological and morphological phenotype. The
different nature of LysI30Arg and Asnl31Lys muta-
tions and their similar localization suggest the primary
role of the mutation site in the formation of focally
folded myelin phenotype.

The recent study of MPZ protein expression in
patients with LysI30Arg revealed that the mutated
MPZ protein was of normal molecular weight, but was
expressed in significantly reduced amount. Because of
the reduction in the total amount of MPZ protein in
peripheral nerve, the Lys130Arg substitution was clas-
sified as loss-of-function mutation (Tachi et al., 2001).
Proximity of localization to Lys130Arg mutation, sug-
gests that Asnl31Lys mutation may also result in loss-
of-function mechanism.

In order to address that and other questions, further
studies of pattern of expression of MPZ protein in
patients with Asn131Lys mutation are needed.
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Abstract

Charcot-Marie-Tooth type 1B disease is a demyelinating neuropathy caused by mutations in the Myelin Protein Zero gene. It is inherited in
an autosomal dominant fashion. So far only a few patients with a focally folded myelin phenotype on nerve biopsy have been shown to have
mutations in the Myelin Protein Zero gene. In this report we describe a Polish patient with Charcot-Marie-Tooth type 1B discase. Sural nerve
biopsy demonstrated focally folded myelin. Molecular genetic analysis of the coding region of the Myelin Protein Zero gene revealed a novel

mutation, Thr65Ala, in exon 2 of the Myelin Protein Zero gene.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Charcot-Marie-Tooth type 1B disease; Myelin protein zero

1. Introduction

Charcot-Marie-Tooth type 1B disease (MIM #118200) is
an autosomal dominant demyelinating neuropathy caused
by point mutations in the Myelin Protein Zero gene (MPZ).
CMTIB is characterized by an early onset, distal muscle
weakness with atrophy and frequent involvement of
proximal leg muscles. Some CMTIB families display
intrafamiliar clinical variability. Nerve conduction velocity
(NCV) in CMTI1B patients is markedly slowed [1]. Sural
nerve biopsy in CMT 1B patients shows at least two different
morphologic features: (i) disturbed compaction of myelin
and (ii) focal foldings of myelin [2]. Linkage analysis
indicates that CMTIB disease is linked to the 1q21.3-q23
locus comprising the MPZ gene [3]. So far 63 mutations in
the MPZ gene have been associated with the CMTI
phenotype and included in the Inherited Peripheral Neuro-
pathies Mutation Database [4]. The majority of MPZ
mutations are located in exons 2 and 3, which correspond
to an extracellular portion of the MPZ protein. This part of
the MPZ protein is thought to be crucial for the adhesive

* Corresponding author. Tel.: +48-22-658-45-01; fax: +48-22-
658-45-01.
E-mail address: andko@cmdik.pan.pl (A. Kochansks).
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doi:10.1016/).nmd.2003.12.001

properties of this protein [5]. In this report we describe a
CMT patient with a novel Thr65Ala mutation in the MPZ
gene with focally folded myelin sheaths in sural nerve
biopsy.

2. Case description

The patient is a 39 year-old male teacher (Fig. 1A and B).
His developmental motor milestones were normal. At the
age of 8 polyneuropathy was diagnosed after the patient
presented with paresthesias and pain in the lower extre-
mities. Before the age of 30 he noticed progressive
weakness and wasting of hands (he stopped playing guitar
at the age of 33). At the same time he started to complain of
an unsteady gait when walking in the dark. Family history
was negative. Neurological examination of the patient at the
age of 39 showed: finger tremor, marked symmetrical
muscle atrophy, hand weakness, absent radial and ulnar
jerks and impairment of all sensory modalities distally in the
upper extremities. Pes equinovarus and very mild atrophy of
distal muscles were observed in the lower extremities; all
tendon reflexes were absent and all sensory modalities were
impaired up to knee level. Romberg sign was present.
Cranial nerves were normal, and palpated nerves were not
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A

Fig. 1. (A) The patient at the age of 39. Note the pes cavus deformity and very mild muscle atrophy in the distal part of lower limbs. (B) Wasting of thenar

eminence and small hand muscles.

thickened. Nerve conduction velocities (NCV) were mark-
edly reduced: in the ulnar nerve the motor NCV was 10 m/s,
distal latency was 10.7 ms, and compound motor action
potential amplitude was 0.7 mV. Motor NCV in the median
and peroneal nerves and sensory NCV in the sural nerve

could not be evoked. (The examinations were performed by
Dr J. Slawek.)

At the age of 34 years, a sural nerve biopsy was taken.
Semithin sections (stained with thionine and acridine
orange), teased fibers and ultrathin sections (stained with
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ig. 2. (A) Semithin cross epon sections: severe loss of myelinated fibers,
pbnormally myelinated fibers, and small onion bulb formations. (B)
Demyelination, remyelination and focal thickenings of myelin.

ranyl acetate and lead citrate) were examined. Severe loss of
myelinated fibers, fibers with abnormally thickened myelin
nd small onion bulbs were visible on semithin cross epon
sections (Fig. 2A). All teased fibers showed hypomyelinated
and demyelinated segments and focal thickenings of
myelin (Fig. 2B). Electron microscopy revealed complex
nyelin foldings: outfoldings (Fig. 3) and infoldings in most
isible fibers and typical small onion bulbs surrounding

fig. 3. Two fibers with excessive myelin outfoldings. Electronogram, mag
3000 X .

A B

Fig. 4. Sense strand sequence of the MPZ exon 2 region containing (A)
A — G (forward) and (B) T — C (reverse) transition at the position 193 of
the MPZ gene resulting in an Thr65Ala mutation (arrows).

remyelinating, demyelinated fibers and fibers with focally
folded myelin were visible. Occasional myelin degradation
products were present. Neurological examination of the
proband’s daughter did not show any abnormality.

We screened DNA from the proband, his wife and his
daughter for point mutations in exons 2 and 3 of the MPZ
gene. An altered single stranded conformation polymor-
phism (SSCP) pattern was detected in the patient,
suggesting that the exon 2 is most probably mutated. Direct
DNA sequencing of the MPZ exon 2 revealed T— C
transition (sense strand) and A — G transition (antisense
strand) at codon 65 (Fig. 4). The transition resulted in an
amino acid change from Thr to Ala. The Thr65Ala
substitution creates a novel Hph I restriction site and was
therefore detected by restriction fragment length poly-
morphism analysis (RFLP). In a control group (100
chromosomes) screened by SSCP we did not find any
alteration of migration pattern corresponding to the band
shift identified in our patient.

3. Discussion

We present a 39-year-old man suffering from motor and
sensory polyneuropathy with the onset of symptoms during
the first decade of life. In the patient moderate weakness and
atrophy of hand muscles and impairment of all sensory
modalities in upper and lower extremities were found. Sural
nerve biopsy at the age of 34 showed focally folded myelin
sheaths. The molecular genetic analysis revealed a novel
Thr65Ala mutation in the exon 2 of the MPZ gene. Recently
a Thr651le mutation in the MPZ gene in CMT1 affected
patient was described [6].

MPZ is the major structural component of peripheral
nerve myelin, expressed exclusively by myelinating
Schwann cells. This protein has one extracellular immuno-
globulin-like domain, and smaller intracellular and mem-
brane-spanning domains [7]. The compaction of the
intraperiod line of peripheral myelin is determined by the
glycosylated extracellular domain of the MPZ protein [5].
The extracellular domain of the MPZ protein corresponds to
exons 2 and 3 of the MPZ gene. MPZ mutations cause
a spectrum of peripheral neuropathies ranging from severe
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congenital hypomyelinating neuropathy to typical CMT]1.
The majority of point mutations in the MPZ gene have been
shown to segregate with CMT1 disease. Gabreels-Festen
et al. [2] distinguished at least two morphological
phenotypes in CMTIB patients: (1) mutations resulting in
disturbed compaction of myelin and (ii) mutations resulting
in focally foldings of myelin [2]. Only a few mutations in the
MPZ gene were found in patients with focally folded myelin
phenotype [2,8—13]. The reason why some mutations in the
MPZ gene produce the phenotype of focally folded myelin
remains unclear. We postulate that Thr65Ala mutation in a
patient with CMT!1 produces a focally folded myelin
phenotype through the reduction in the amount of MPZ
protein, with insufficient quantity for normal myelin
maintenance. The heterozygous MPZ * knockout mice
between 4 and 10 weeks of age show normal myelination.
At the age of 4 months the MPZ * mice show demyelina-
tion and onion bulb formations similar to those found in
patients with CMT1. A study in knockout mice suggested
that half the normal amount of the MPZ protein is sufficient
to initiate myelination, but stable myelin maintenance
requires a normal amount of the MPZ protein [14].

The effect of the MPZ gene mutation on a dose of the MPZ
protein was demonstrated in a CMTI patient with a
heterozygous Lysl30Arg mutation in the MPZ gene. The
immunostaining study performed in the Lys 130Arg mutated
patient showed reduced expression of the MPZ protein in
myelinated fibers. The protein had a normal molecular
weight but was present in reduced amounts in the immuno-
blot analysis [15]. Similarly to the Lys130Arg mutation, the
Thr65Ala substitution found in our CMT1 patient might
produce a loss-of-function allele, which would reduce the
amount of the MPZ protein by 50%. In order to address the
issue of the effect of Thr65Ala on focally folded phenotype,
further studies to assess the pattern of expression of the MPZ
protein in patients with MPZ gene mutations are needed.
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