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[image: image2.png]Tabulka 1 Primery (5' —3' smér) a PCR podminky pro amplifikaci MECP2 exonu

Amplikon Délka (bp) Primy primer Zpétny primer Ta (°C) HRM Ta (°C) seq
Exon 1 522 GCCGAAAGCAGCCAATCAACAGC CGGGAGGGGGAGGGTAGAGAGGA — 59
Exon 2 258 TTATCTTCAAAATGTCCCAA GGCCAAACCAGGACATATAC 55 55
Exon 3a 389 AAGATCTGAGTGTATGATGG GGTCATCATACATGGGTC 59 55
Exon 3b 285 GCAAAGCAGAGACATCAGAA CCTGGGCACATACATTTTCCT 59 55
Exon 4a 362 AGAGCGTTGTCACCACCATC TTTCTCCAGGACCCTTTTCA 59 59
Exon 4b 312 CTTCACGGTAACTGGGAGAG TCACCATGACCTGGGTGGAT 64 59
Exon 4c 380 AACCACCTAAGAAGCCCAAA CTGCACAGATCGGATAGAAGAC 64 59
Exon 4d 361 CGACCCTCAGGCCATTCCCA GGGGGCCTTTGGGGACTCTG 64 59
Exon 4e 337 AGGAAGTGGTGAAGCCCCTG CAGCCGTCGCTCTCCAGTGA 64 59
Exon 4f 204 ACCTCCACCTGAGCCCGAGA CCCTCCCCTCGGTGTTTGT 64 59
Exon 4g 391 CCCAAGGAGCCAGCTAAGAC GTCTTCAACCTGACTGTGCTT 64 59

Zkratky: HRM, vysokorozlisovaci analyza kfivek tani; MECP2, metyl-CpG-vazebni protein 2; Ta, hybridizacni teplota.




[image: image3.png]Tabulka 3 Nejbéznéjsi MECP2 mutace u ¢eskych pacientli s RTT
a podobnymi fenotypy

Klasicky RTT Atypicky RTT Rett-like syndrom
p.Thr158Met 11(17.5%) 1(5.6%) 0 (0%)
p.Arg255* 9 (14.3%) 0 (0%) 0 (0%)
p.Arg306Cys 5(7.9%) 1(5.6%) 1(0.3%)
p.Arg133Cys 3(5.2%) 1(5.6%) 1(0.3%)
p.Arg106Trp 4(4.8%) 0 (0%) 0 (0%)
p.Arg270* 3(4.8%) 0 (0%) 1(0.3%)
p.Pro389* 2(3.2%) 2 (11.1%) 1(0.3%)

Zkratky: MECP2, metyl-CpG-vazebni protein 2; RTT, Rettdv syndrom.
V tabulce jsou uvedeny pocty pfipadi a Getnost vyskytu pro bézné mutace v kazdé kategorii.
Tyto mutace jsou usporadany podle cetnosti vyskytu u pacientu s klasickou formou RTT.
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[image: image4.png]Tabulka 4 Vysledky inaktivace chromozomu X u 62 pacient(i s potvrzenou MECP2 mutaci

Neinformativni Nahodné XCI ZeSikmené XCl Extrémné zeSikmené XCI
Klasicky RTT (52 pacienttl) 8 (15.4%) 33 (63.5%) 9 (17.3%) 2 (3.8%)
Atypicky RTT (7 pacientt) 2 (28.6%) 5 (71.4%) 0 (0%) 0 (0%)
Rett-like syndrom (2 pacienti) 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%)
Autismus (1 pacient) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Zkratky: MECP2, metyl-CpG-vazebni protein 2; RTT, Rettiv syndrom; XCl, inaktivace chromozomu X.
Neinformativni byly vzorky homozygotni v lokusu HUMARA. XCI bylo povaZzovano za zeSikmené, pokud pomér mezi aktivnimi a neaktivnimi alelami byl vy$8i nez 75% a extrémné zesikmené,

pokud byl pomér vy3si nez 95%.
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Mutace v MECP2 genu u českých pacientů s Rettovým syndromem a podobnými fenotypy: nové mutace, korelace genotypu s fenotypem a validace analýzy křivek tání

s vysokým rozlišením pro screening mutací

Daniela Záhoráková1, Petra Lelková1, Vladimír Gregor2, Martin Magner1, Jiří Zeman1 a Pavel Martásek1

Rettův syndrom (RTT) je X-vázané neurologické onemocnění charakterizované vývojovým regresem se ztrátou motorických, komunikačních a sociálních dovedností, dále přítomností stereotypních pohybů rukou a často i epileptických záchvatů. Primární genetickou příčinou RTT jsou de novo mutace v genu pro metyl-CpG-vazebný protein 2 (MECP2).

Zavedli jsme analýzu křivek tání s vysokým rozlišením (HRM) jako metodu pro screening mutací v MECP2 genu. Metodu jsme provedli u českých pacientů s RTT, autismem a mentální retardací s prvky RTT. U dívek s potvrzenou MECP2 mutací jsme vyšetřili inaktivaci X chromozomu a analyzovali vztah mezi genotypem a závažností klinických příznaků.

Naše výsledky demonstrují, že HRM analýza je spolehlivá metoda pro detekci bodových mutací, malých delecí a duplikací v MECP2 genu. Identifikovali jsme 29 patogenních mutací u 75 dívek. Čtyři nalezené mutace byly nové: c.155_1189del1035;909_932inv;insC, c.573delC, c.857_858dupAA a c.1163_1200del38. Zešikmená inaktivace chromozomu X (poměr 475 %) byla přítomna u 19,3 % dívek, ale výraznější rozdíly v závažnosti klinického fenotypu nebyly pozorovány. Naše výsledky potvrzují vysokou frekvenci MECP2 mutací u klasické formy RTT (92 %) a jistou korelaci mezi typem MECP2 mutace a závažností klinického fenotypu. Dále ukazujeme, že zešikmení chromozomu X má při vysvětlení fenotypových rozdílů u dívek s RTT své limity.
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ÚVOD
Rettův syndrom (RTT; MIM #312750) je vážné X-vázané neurologické onemocnění, které je jednou z nejčastějších příčin mentální retardace. Postihuje téměř výlučně dívky s prevalencí 1:10 000 – 15 000.1 Klasická forma RTT je charakterizována zdánlivě normálním psychomotorickým vývojem, kdy po 6–18 měsících nastává fáze jeho zpomalení až zastavení. Během fáze vývojového regresu pacient částečně či úplně přichází o dosažené motorické a komunikační dovednosti. V této fázi se již začínají projevovat stereotypní pohyby rukou. Mnohdy dochází ke zlepšením sociálních a komunikačních dovedností během třetí fáze, fáze stacionární. Nejčastějšími symptomy bývají záchvaty, dýchací anomálie (ataky hyperventilace a zadržování dechu), poruchy periferní vazomotorické reakce a skolióza. S postupujícím věkem se motorické funkce pozvolna zlepšují. Některé případy atypických či odchylujících se RTT disponují různými charakteristickými rysy ne vždy typickými pro toto onemocnění.2,3 Většina případů RTT je způsobena de novo mutacemi v genu pro metyl-CpG-vazebný protein 2 (MECP2) lokalizovaném na chromozomovém svazku Xq28. MECP2 gen se skládá ze čtyř exonů a jeho produktem je ubikvitárně exprimovaný protein, metyl-CpG-vazebný protein 2 (MeCP2).4 Tento protein se obsahuje pět domén: (1) N-terminální doména (NTD); (2) Metyl-CpG-vazebná doména (MBD), která se specificky váže na metylované DNA; (3) interdoména (ID); (4) represorová doména (TRD), která odpovídá za represi transkripce a asociuje s mnoha proteinovými faktory a je nositelem tzv. jaderného lokalizačního signálu (NSL); a (5) C-terminální doména (CTD). Protein se vyskytuje ve dvou izoformách, MeCP2_e1 a MeCP2_e2, které se liší jen N-terminální sekvencí a úrovní exprese. MeCP2_e1 je dominantní izoformou v mozku, zatímco MeCP2_e2 v placentě, játrech a kosterním svalstvu.5,6 MeCP2 protein má klíčovou roli v regulaci genové exprese a chromatinové remodelaci.7-11
V Databázi mutací lidských genů a v pár specificky zaměřených databázích, jako je např. RettBASE, bylo prozatím popsáno přes 1 000 různých mutací v MECP2 genu. Tyto mutace jsou identifikovány u více než 95–97 % pacientek s klasickým RTT, kdežto atypických variant je méně, 50–70 % případů.15 Dále byly MECP2 mutace nalezeny i u pacientů s autismem, s fenotypem Angelmanova syndromu, s lehkou až těžkou mentální retardací a s dalšími behaviorálními a psychickými problémy.16-19
Kvůli rozdílnosti typů a lokací MECP2 mutací se závažnost příznaků u jednotlivých pacientek značně liší.14,20-23 V případě kauzální mutace v MECP2 genu může závažnost klinických příznaků ovlivňovat také inaktivace chromozomu X (XCI). V ojedinělých případech familiárního výskytu RTT byla u asymptomatických matek a sester s mírnými klinickými expresemi nalezena zešikmená inaktivace X chromozomu.24,25
V této studii shrneme spektrum mutací v MECP2 genu vyskytujících se v České republice u pacientek s Rettovým syndromem a jemu symptomaticky podobných. Jedná se o vůbec první studii zabývající se výhradně českou populací. Dříve publikované studie Záhorákové a spol.26 se analyzovala data získaná od pacientů všeobecně slovanského původu. Zavedli jsme analýzu křivek tání s vysokým rozlišením (HRM) jako metodu pro screening mutací v MECP2 genu a nalezli 4 nové mutace. Zpozorovali jsme souvztažnost mezi genotypem a fenotypem stejně, jako možnou spoluúčast XCI na závažnosti klinických příznaků.
MATERIÁLY A METODY
Vzorky

Stav pacientů (věk 2–17 let) byl odborně zhodnocen dětskými neurology, pediatry a klinickými genetiky. Pro celkovou evaluaci závažnosti klinické diagnózy byly čerpány informace z klinických dokumentací a dotazníků (založených na Bebbingtonových dotaznících20). Pacienti s RTT byli diagnostikováni s ohledem na jejich současná diagnostická kritéria stanovená Neulem a spol.2 Vzorky pacientů (periferní krev či izolovaná DNA) jsme obdrželi z Oddělení lékařské genetiky, Oddělení dětské neurologie a pediatrie v České republice. Z celkového počtu 487 pacientů (462 dívek, 24 chlapců) byl fenotyp klasického RTT identifikován u 63 dívek; u 18 dívek byla popsána atypická forma RTT; u 47 pacientů (včetně 3 chlapců) byl diagnostikován dětský autismus; a 359 pacientů (včetně 21 chlapců) vykazovalo vývojové zpomalení a mentální retardaci s určitými prvky RRT. Genomická DNA byla extrahována tzv. vysolovací metodou.27 DNA extrahovaná z ostatních tkání, jako např. stěry z vnitřní strany tváře či z vlasových folikul, byla použita k ověření platnosti HRM výsledků.

Tato studie byla schválená Etickou komisí 1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Praze, s písemným souhlasem rodičů všech pacientů. 

Vysokorozlišovací analýza křivek tání

Pomocí polymerázové řetězové reakce a primerů byly amplifikovány exony 2, 3 a 4 včetně přilehlých nekódujících sekvencí, viz Tabulka 1. Primery byly navrženy tak, aby generovaly amplikony o velikosti 200–400 bp. Reakce probíhala v celkovém objemu 10 μl sestávajícího z 1x Plain Combi PP Master Mix (Top-Bio, Praha, Česká republika), 2% dimethylsulfoxidu, 200 nM každého primeru, 1x LCGreen Plus + Melting Dye (Biofire Defence, Salt Lake City, UT, USA) a 20 ng genomické DNA. Vlastní řetězová reakce probíhala při 94 °C po dobu 90 sekund, následovalo 40 cyklů 94 °C/30 s, 55–64 °C/30 s a 72 °C/30 s. Finální extenze byla 72 °C/5 minut. Každý produkt byl zakápnut 15 μl minerálního oleje v 96 jamkové destičce a odstřeďoval se při 2 000 g. Vzorky byly postupně denaturovány při 95 °C/ 30 s, hybridizovány při 25 °C/30 s a převedeny do LightScanneru (Biofire, Defence). Vzorky byly postupně denaturovány při vzrůstající teplotě (65 do 98 °C při zvyšování teploty o 1 °C/s). Výsledné křivky tání byly analyzovány v LighScanneru se softwarem v.1.5. (Biofire Defence). Křivky tání byly normalizovány pomocí posunutí standardní křivky (0,05). Vzorky získané od pacientů byly následně porovnány s vzorky divokých typů. Analýza byla provedena s možností „auto group“ při vysoké citlivosti. Amplikony s několika doménami tání byly normalizovány a analyzovány v několika krocích, za prvé se vyhodnotil amplikon jako celek a poté každá doména zvlášť. Vzorky odebrané mužům podstoupily tání dvakrát: po první HRM analýze byl každý mužský vzorek uměle obohacen o kontrolní vzorek divokého typu a znovu analyzován výše popsaným způsobem. 

Sekvenování DNA

Exon 1 a amplikony s aberantními HRM profily byly následovně připraveny pro sekvenční analýzu při použití primerů a podmínek shrnutých v Tabulce 1. Amplifikace probíhaly v celkovém objemu 12.5 μl obsahující 1x PPP Master Mix (Top-Bio), 200 nM každého primeru a 20 ng genomické DNA. Exon 1 byl amplifikován v celkovém objemu 12.5 μl obsahujícím 1x Combi PP Master Mix (Top-Bio), 200 nM každého primeru, 0,02 mM 7-deáza dGTP, 1 M betain, 6% dimethylsulfoxidu a 20 ng genomické DNA. Po úvodní denaturaci 94 °C/90 s byly vzorky amplifikovány v 33 cyklech (94 °C/30 s, 55–64 °C/ 30 s a 72 °C/40 s). Finální extenze byla 72 °C/5 minut. Výsledné produkty byly purifikovány, poté sekvenovány do obou směrů a analyzovány na přístroji ABI PRISM 3100-Avant a 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Získané sekvence byly porovnány se sekvencemi NG_007107 z GenBank databáze. 

Metoda MLPA

Vzorky nevykazující přítomnost mutace byly testovány pro rozsáhlou deleci za použití SALSA MLPA P015 probe-mixu (MRC-Holland, Amsterdam, Nizozemí) podle instrukcí výrobce. Fragmentační analýza byla provedena na přístroji ABI PRISM 3100-Avant a 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) a výsledky byly hodnoceny pomocí softwaru Coffalyser. Net software (MRC‑Holland). 
Nové varianty sekvencí a jejich analýza in silico
K určení de novo sekvenčních variant byl proveden DNA screening rodičů. Ke zkoumání patogenity byly použity tyto predikční nástroje: SIFT (http://sift.jcvi.org/), PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/

 HYPERLINK "http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/" pph2/), Mutation Taster     (http://www.mutationtaster.org/), SNPs&GO (http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html), PredictSNP (http:// loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/), PMut (http://mmb.pcb.ub.es/PMut/) a MutPred (http://mutpred.mutdb.org/).
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Inaktivace X chromozomu

Pro určení poměru inaktivace X chromozomu byla použita metoda HUMARA.28 Přímý primer byl fluorescentně označen 6-FAM a PCR produkty byly analyzovány na kapilární elektroforéze pomocí přístroje 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Analýzu dat jsme prováděli pomocí softwaru GeneMarker (Softgenetics, State College, PA, USA) a rozložení poměrů inaktivace bylo spočítáno výše popsaným způsobem.29 XCI bylo považováno za zešikmené, pokud poměr mezi alelami byl vyšší než 75 %. Dědičný původ inaktivace X chromozomu u pacientů se zešikmením byl zkoumán porovnáním velikostí alel rodičů a pacientů. Výsledný poměr je tak udáván jako procento zastoupení inaktivované paternální/maternální alely. Vzhledem k tomu že více než 95 % MECP2 mutací je paternálního původu,30 lze poměr inaktivace chromozomů X také ve většině případů považovat za poměr buněk s aktivačním divokým typem MECP2 k buňkám s aktivační mutací MECP2.  
VÝSLEDKY

Mutační analýza MECP2 genu

V této studii byl MECP2 gen analyzován u 487 pacientů (463 dívek, 24 chlapců). Průběh analýzy byl následující: Vysokorozlišovací analýza křivek tání (HRM) exonů 2-4, následovaná sekvenací exonu 1 a amplikony s abnormálním HRM profilem a nakonec metoda MLPA. 

Úspěšně jsme optimalizovali podmínky pro HRM analýzu exonů 2–4. Citlivost metody byla ověřena na 60 vzorcích s předem identifikovanou MECP2 mutací či polymorfismem (38 různých genotypů).26 Veškeré vzorky byly řádně rozlišeny od vzorků divokého typu (100% citlivost); to znamená, že všechny fragmenty se sekvenčními variantami měly abnormální profily tání (Graf 1). Vzhledem k nepřítomnosti pozitivního kontrolního vzorku se změnou sekvence v exonu 2, nemohla být pro tento exon stanovena citlivost metody. Specifičnost byla určena vyhodnocením 64 předběžně sekvenovaných vzorků divokého typu a také dosáhla 100 %. Optimálních výsledků (např. křivky tání vzorků divokého typu uspořádané blízko u sebe) bylo dosaženo bez ohledu na to, ze které tkáně genomická DNA pocházela (např. z krve, ze stěru z vnitřní strany tváře či vlasového folikulu). Různé metody extrakce DNA také významně neinterferovaly s analýzou HRM, která byla úspěšně testována na těch vzorcích DNA pacientů, které byly extrahovány a dodány z jiných oddělení. Drobné křivkové variance pozorované na některých vzorcích mohly být spíše přisuzovány suboptimální kvalitě DNA (např. lehce fragmentovaná DNA, A260/A280 poměr 42). Po první HRM analýze byly všechny mužské vzorky uměle obohaceny o kontrolu divokého typu. Poté byly tyto vzorky zanalyzovány znova. Je-li v původním vzorku přítomna hemizygotní mutace, vygeneruje se v této fázi artificiální heterozygozita.31 U našich mužských pacientů byly všechny sekvenční změny rozeznány v hemizygotním stavu. Většina mutací a polymorfizmů zjištěných díky HRM analýze vykazovala unikátní profil tání. Pouze určité sekvenční změny vykazovaly podobnosti křivek tání (např.  c.1157_1197del41 a c.1157_1200del44 v amplikonu 4e a c.1130G4A a c.1135G4A ve fragmentu 4 g – viz Graf 1), a proto je software zařadil do stejné skupiny. Protože jsme sekvenovali všechy HRM pozitivní vzorky, byl u každého pacienta určen přesný genotyp. U exonu 1 se projevila roztaženější křivka tání amplikonu genu divokého typu než u ostatních exonů, což bylo pravděpodobně zapříčiněno repetitivní sekvencí bohatou na GC a potřebě několika PCR aditiv. Z těchto důvodů byl exon 1 z HRM analýzy vyřazen a bylo provedeno pouze přímé sekvenování. 

Tato studie rozpoznala 29 odlišných patogenních mutací u 75 pacientů, z nichž všechny byly dívky (Tabulka 2). Patogenní mutace byly přítomny u 58 z 63 pacientů s klasickou formou RTT (92 %). Zatímco mezi 18 pacienty s atypickou formou RTT bylo celkem 10 nositelů mutace (55,6 %), mezi 47 pacienty s autismem měl pozitivní výsledky na mutaci pouze jeden (2,1 %). Mezi 359 pacienty s vývojovým opožděním a mentální retardací s rysy RTT, byly patogenní mutace zjištěny u 6 dívek (1,7 %). Identifikovali jsme 10 missense mutací, 8 nonsense mutací, 10 posunových mutací a 1 rozsáhlou deleci. 

Dosud jsme nezjistili žádné tzv. střihové mutace v genu MECP2 u českých pacientů. Nejběžnější mutace v české kohortě jsou shrnuty v Tabulce 3. Jediná dívka s prokázanou mutací genu MECP2 u pacientů s autismem byla nositelkou mutace p.Arg168*.
Uvádíme čtyři nové posunové mutace, které vedou ke změně aminokyselinové sekvence a předčasné terminaci proteinu:  c.155_1189del1035;909_932inv;insC (p.His52Argfs*16), c.573delC (p.Ser194Alafs*16), c.857_858dupAA (p.Ala287Lysfs*3) a c.1163_1200del38 (p.Pro388Glnfs*4). Mutace c.857_858dupAA byla nalezena u dívky s klasickou formou RTT, ostatní tři nové mutace byly identifikovány u pacientů s atypickým RTT. Nová mutace c.155_1189del1035; 909_932invC (p.His52Argfs*16) byla nejprve detekována jako rozsáhlá heterozygotní delece metodou MLPA. PCR amplifikace oblasti pokryté sondami MLPA s normálním signálem vyprodukovala dva amplikony, odpovídající delší alele divokého typu a kratší mutované alele. Následné sekvenování PCR produktů odhalilo přesný molekulární defekt. Rovněž jsme identifikovali 30 nepatogenních variant (Tabulka 2).

Inaktivace chromozomu X

Analýza XCI byla provedena u 62 dívek s potvrzenou mutací MECP2 (52 s klasickou formou RTT, 7 s atypickým RTT, 2 s mentálním postižením a rysy RTT a 1 s autismem). Výsledky každé skupiny jsou shrnuty v Tabulce 4. Většině pacientů se zešikmeným XCI byla diagnostikována klasická forma RTT. Nositelem mutace c.Arg306Cys byl pouze jediný pacient, s určitými rysy RTT a se zešikmeným XCI (82:18). Extrémní zešikmení bylo přítomno u dvou pacientů s klasickým RTT, kteří nesli mutace p.Arg106Gln (95:5) a p.Arg255* (98:2), ale jejich klinické fenotypy nebyly nijak významně mírnější než u jiných našich pacientů s klasickou formou RTT se stejnými mutacemi. Vzhledem k vztahu mezi XCI a klinickou závažností jsme došli ke dvěma významným výsledkům: (1) jeden pacient s klasickým RTT s mutací p.Arg168* a poměrem XCI 87:13 vykazoval pozdější nástup symptomů než ostatní RTT pacienti s touto mutací; příznaky RTT se objevovaly postupně po dosažení věku 24 měsíců, ale jednotlivé symptomy nebyly o nic mírnější. (2) U jednoho pacienta s klasickým RTT s mutací p.Arg133Cys a poměrem XCI 23:77 jsme (s ohledem na ztrátu řeči, stereotypní pohyby rukou a epileptické záchvaty) zaznamenali méně závažnější fenotyp, což u pacientů s RTT s touto konkrétní mutací není běžné. U zbytku kohorty nebyly nalezeny žádné další významné nesrovnalosti mezi mutací MECP2 a závažností fenotypu, které by mohly být vysvětleny zešikmeným XCI.
Graf 1 Křivky tání s vysokým rozlišením (HRM) pro metyl-CpG-vazebný protein 2 (MECP2) exony 3 a 4. Jsou zde zobrazeny normalizované křivky tání (horní) a rozdílový graf (spodní). Skupiny genotypů byly zobecněny použitím možnosti „auto group“ při vysoké citlivosti. Všechny kontrolní vzorky se známými sekvenčními variantami byly odděleny od kontrolních vzorků divokého typu (wt) během validační fáze.
DISKUZE
Mutace v genu MECP2 vysoce korelují s RTT, zejména s jeho klasickou formou, ačkoli byly také zjištěny u malého procenta pacientů s jinými poruchami autistického spektra a mentální retardací.16–19 Analýza tohoto genu pro účely rutinní diagnostiky se obvykle provádí pomocí kombinace DNA sekvenování a analýzy počtu kopií. Široké spektrum mutací MECP2 vyžaduje analýzu celé kódující sekvence a nekódujících oblastí. Aby se zabránilo zbytečnému sekvenování mutačně negativních vzorků, byly použity různé separační metody, jako např. vysokoúčinná kapalinová chromatografie.32,33
HRM představuje rychlou, technicky i finančně nenáročnou, přesto vysoce výkonnou senzitivní metodu genotypizace a screeningu mutací. Od svého objevu34 se HRM široce používá k analyzování mnoha genů. V této studii jsme HRM představili jako velmi vhodnou metodu screeningu pro pre-sekvenační analýzu exonů 2–4 genu MECP2. 
Tabulka 2 MECP2 mutace a polymorfismy detekované u českých pacientů


	
	Nukleotidová změnaa
	Změna aminokyseliny
	Umístění
	Počet výskytů
	Komentář

	
	Patogenní mutace
	
	
	
	

	
	c.155_1189del1035; 909_932inv;insC
	p.His52Argfs*16
	NTD
	1
	1x atypický RTT

	
	c.189_190delGA
	p.Glu63Aspfs*27
	NTD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.316C>T
	p.Arg106Trp
	MBD
	4
	4x klasický RTT

	
	c.317G>A
	p.Arg106Gln
	MBD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.323 T>A
	p.Leu108His
	MBD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.392C>A
	p.Ala131Asp
	MBD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.397C>T
	p.Arg133Cys
	MBD
	5
	3x klasický RTT, 1x atypický RTT, 1x Rett-like syndrom

	
	c.423C>G
	p.Tyr141*
	MBD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.430 A>T
	p.Lys144*
	MBD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.455C>G
	p.Pro152Arg
	MBD
	3
	3x klasický RTT

	
	c.468C>G
	p.Asp156Glu
	MBD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.473C>T
	p.Thr158Met
	MBD
	12
	11x klasický RTT, 1x atypický RTT

	
	c.502C>T
	p.Arg168*
	ID
	3
	2x klasický RTT, 1x autismus

	
	c.573delC
	p.Ser194Alafs*16
	ID
	1
	1x atypický RTT

	
	c.611C>G
	p.Ser204*
	ID
	1
	1x klasický RTT

	
	c.674C>G
	p.Pro225Arg
	TRD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.763C>T
	p.Arg255*
	TRD-NLS
	9
	9x klasický RTT

	
	c.806delG
	p.Gly269Alafs*20
	TRD-NLS
	1
	1x atypický RTT

	
	c.808C>T
	p.Arg270*
	TRD-NLS
	4
	3x klasický RTT, 1x Rett-like syndrom

	
	c.816_832del17
	p.Gly273Argfs*52
	TRD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.820_823dupAGTG
	p.Val275Glufs*57
	TRD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.857_858dupAA
	p.Ala287Lysfs*3
	TRD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.880C>T
	p.Arg294*
	TRD
	3
	2x klasický RTT, 1x Rett-like syndrom

	
	c.916C>T
	p.Arg306Cys
	TRD
	7
	5x klasický RTT, 1x atypický RTT, 1x Rett-like syndrom

	
	c.1063_1236del174; 1189_1231_inv43
	p.Ser355Cysfs*37
	CTD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.1116_1201del86
	p.His372Glnfs*4
	CTD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.1157_1197del41
	p.Leu386Hisfs*5
	CTD
	2
	1x klasický RTT, 1x atypický RTT

	
	c.1163_1200del38
	p.Pro388Glnfs*4
	CTD
	1
	1x atypický RTT

	
	c.1164_1207del44
	p.Pro389*
	CTD
	5
	2x klasický RTT, 2x atypický RTT, 1x Rett-like syndrom

	
	Nepatogenní varianty
	
	5′-UTR
	
	

	
	c. − 235G>T
	—
	
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c. − 220delCb
	—
	5′-UTR
	473
	Viz poznámka níže

	
	c.18_23dup6 (exon 1a)
	p.Ala7_Ala8dup
	NTD
	5
	2x atypický RTT, 1x autismus, 2x Rett-like syndrom (1 chlapec)

	
	c.45_47dupAGG (exon 1a)
	p.Gly16dup
	NTD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.375C>A
	p.Ile125 =
	MBD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.377+22C>G
	—
	Intron 3
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.378 − 74C>T
	—
	Intron 3
	3
	1x klasický RTT, 1x atypický RTT, 1x Rett-like syndrom

	
	c.378 − 65C>G
	—
	Intron 3
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.378 − 17delT
	—
	Intron 3
	3
	1x autismus, 2x Rett-like syndrom

	
	c.426C>T
	p.Phe142 =
	MBD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.582C>T
	p.Ser194 =
	ID
	2
	1x autismus, 1x Rett-like syndrom

	
	c.587C>G
	p.Thr196Ser
	ID
	2
	1x klasický RTT, 1x Rett-like syndrom

	
	c.683C>G
	p.Thr228Ser
	TRD
	2
	1x klasický RTT, 1x Rett-like syndrom

	
	c.686C>T
	p.Ser229Leu
	TRD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.815C>T
	p.Pro272Leu
	TRD
	1
	1x klasický RTT

	
	c.819G>T
	p.Gly273 =
	TRD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.834C>T
	p.Ala278 =
	TRD
	1
	1x atypický RTT

	
	c.897C>T
	p.Thr299 =
	TRD
	2
	2x Rett-like syndrom

	
	c.996C>T
	p.Ser332 =
	CTD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.1035 A>G
	p.Lys345 =
	CTD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.1133C>G
	p.Ala378Gly
	CTD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.1161C>T
	p.Pro387 =
	CTD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.1168_1173del6
	p.Pro390_Pro391del
	CTD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.1189G>A
	p.Glu397Lys
	CTD
	2
	2x Rett-like syndrom

	
	c.1197C>T
	p.Pro399 =
	CTD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.1330G>A
	p.Ala444Thr
	CTD
	4
	1x klasický RTT, 3x Rett-like syndrom

	
	c.1449G>A
	p.Glu483 =
	CTD
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.*9G>A
	—
	3′-UTR
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	c.*92C>T
	—
	3′-UTR
	2
	1x klasický RTT, 1x Rett-like syndrom

	
	c.*156G>T
	—
	3′-UTR
	1
	1x Rett-like syndrom

	
	
	
	
	
	



Zkratky: CTD, C-terminální doména; ID, interdoména; MBD, metyl-CpG-vazebná doména; MECP2, metyl-CpG-vazebný protein 2; NTD, N-terminální doména; RTT, Rettův syndrom; TRD, represorová doména; UTR, nepřekládaná oblast.

Nové mutace jsou zvýrazněny tučně.

a Varianty jsou očíslovány podle referenční sekvence NM_004992. Varianty umístěné v exonu 1 a 5'-UTR jsou očíslovány podle referenční sekvence NM_001110792. 

b Referenční sekvence NG_007107 neobsahuje deleci c. - 220 dC (v referenční sekvenci existují dva cytosiny v polohách c. - 220 a c. - 221). C. - 220 dC je častější než alela divokého typu a v případě našich pacientů byla zjištěna u: 465 homozygotních, 3 heterozygotní dívek a 5 hemizygotních chlapců.
HRM je metoda s vysokou citlivostí a specifitou, při níž zvolená extrakční metoda a výchozí koncentrace DNA nemají významný vliv na úspěšnost analýzy. Je obzvláště úspěšná v detekování heterozygotních variant, které z genu MECP2 činí perfektního kandidáta na testování. Díky HRM není při hledání nové mutace potřeba sekvenovat všechny exony genu. Při HRM není zapotřebí zpracování, přidávání reagencí nebo další post-PCR manipulace, což snižuje riziko záměny či kontaminace vzorků. Metoda je nedestruktivní, PCR produkty je možné po HRM analýze následně použít na sekvenační analýzu.
V rámci této studie jsme identifikovali 29 různých patogenních mutací u 75 pacientek. Největší frekvence mutací se projevila u pacientů s klasickým RTT (92 %) mezi kterými byly patogenní mutace identifikovány u 58 dívek z celkového počtu 63. V souladu s ostatními zprávami byly mutace MECP2 méně časté u atypických případů RTT (55,6 %) a ještě vzácnější u pacientů s dětským autismem (2,1 %) a mentální retardací s rysy Rettova syndromu (1,7 %). Někteří pacienti z poslední skupiny byli v době vyšetření příliš mladí, aby byli označeni konečnou diagnózou RTT podle revidovaných diagnostických kritérií.2 Zda někteří z těchto pacientů jsou skutečně nositeli fenotypu s klasickým RTT, ukáže až navazující klinické hodnocení. Mutačně negativní pacienti mohou mít v regulačních oblastech genu MECP2 patogenní mutace. U pacientů s atypickým RTT a pacientů rysy RTT byly identifikovány mutace v CDKL5,35-37 FOXG138,39 a dalších genech, jak názorně dosvědčují studie sekvenování exomů.17,40 
Byly detekovány 4 nové mutace: c.155_1189del1035; 909_932inv;insC (p.His52Argfs*16), c.573delC (p.Ser194Alafs*16), c.857_858dupAA (p.Ala287Lysfs*3) a c.1163_1200del38 (p.Pro388 Glnfs*4). U dívky s mutací c.155_1189del1035; 909_932inC (p.His52Argfs * 16) došlo k vývojovému zpoždění brzy po narození. Byl jí diagnostikován atypický RTT. V jejím případě neproběhl žádný normální vývoj, po němž by následovala regresní fáze, což jsou typické klinické příznaky klasického RTT. Ve věku tří let nebyla tato pacientka schopna samostatně sedět a nikdy nechodila. Velmi slabá motorika rukou byla navíc omezena dominantními stereotypními pohyby. Nikdy nemluvila a zřídka se dívala do očí. První záchvat prožila ve 2 měsících, avšak nadále je epilepsie díky farmakům plně pod kontrolou (tzv. kompenzovaná). Prozatím nebyly u pacientky shledány žádné potíže s dýcháním. Poměrně závažný fenotyp pozorovaný u této pacientky je pravděpodobně primárně způsoben mutací MECP2. Poměr XCI v krvi byl 75:25, což může znamenat, že mutovaný MECP2 je ve většině krevních buněk neaktivní. Nicméně pokud je poměr v mozku zešikmený způsobem přednostní inaktivace divokého typu MECP2, může to přispět k závažnějšímu projevu choroby u pacienta. 

Druhá nová mutace, c.573delC (p.Ser194Alafs * 16), byla identifikována u 18měsíčního děvčete s atypickým RTT, s vývojovým zpožděním a mikrocefalií, projevující se od narození. Není schopna samostatně sedět a nenaučila se chodit. Ve věku 10 měsíců se jí zhoršila motorika rukou a začaly se projevovat stereotypní pohyby. Pacientka není schopna smysluplné řeči, ale po stadiu regresu nastalo zlepšení po stránce sociální a nonverbální komunikace. Od narození se projevovaly určité dýchací anomálie, které postupně vymizely. Doposud neproběhly žádné záchvaty. Tato mutace se nachází mezi MBD a TRD a vede k vytvoření předčasného stop kodonu. Vzhledem k dřívějšímu ukončení translace, zmutovaný MeCP2 postrádá důležité TRD a CTD domény, a co je důležitější, NLS, což by vysvětlovalo závažnost fenotypu. Mutace, které zkracují protein MeCP2 před nebo v TRD, většinou vedou k závažnějšímu poškození než mutace zkracující C‑terminální domény. 
Třetí nová mutace, c.857_858dupAA (p.Ala287Lysfs * 3), byla identifikována u dívky s druhotnou mikrocefalií a mírným vývojovým zpožděním, projevujícím se od narození. Fáze vývojového regresu, kdy došlo ke ztrátě řeči a zhoršení motorických funkcí (např. samostatné sezení a chůze, motorika rukou) nastala ve věku 15 měsíců. Stereotypní pohyby rukou se začaly projevovat od druhého roku, později se připojily i epileptické záchvaty a potíže s dýcháním. Postupně docházelo ke zlepšení očního kontaktu a sociálních dovedností. Dívka splňuje diagnostická kritéria pro klasickou formu RTT. Tato mutace způsobuje předčasné ukončení translace v TRD a pravděpodobně narušuje interakce mutovaného proteinu MeCP2 s jinými kofaktory. 
Dívka s poslední z nových mutací byla nositelkou mírnějšího atypického RTT fenotypu (varianta Zappella). Stadium vývojového regresu nastoupilo ve věku 3 let, obvod hlavy normální. Ve věku 4,5 let byla schopna chodit samostatně a používat jednotlivá slova. Motorika rukou byla částečně zachována a dle slov jejích rodičů se stereotypní pohyby rukou projevují pouze tehdy, když je rozrušená nebo nervózní. Pacientka má sice určité potíže s dýcháním, ale zato netrpí epileptickými záchvaty. Tato mutace se nachází v CTD, kde dochází k mnoha malým delecím, což představuje přibližně 10 % mutací MECP2. C-terminální delece obecně mají tendenci se projevovat v mírnějším fenotypu se zachovanou schopností chodit a používat jednotlivá slova, jak bylo pozorováno u naší pacientky. 
Klinická závažnost se u pacientů s RTT liší a může být primárně přisuzována typu a umístění mutace MECP2. V těch nejčastějších mutacích jsme ale shledali pár závažných tendencí.14, 20, 22, 23 S ohledem na méně časté mutace je určení korelace genotypu a fenotypu často obtížné vzhledem k omezenému počtu pacientů se stejnou mutací. Odchylky způsobené individuálními rozdíly, které se často vyskytují u pacientů s RTT, zhoršují schopnost statisticky potvrzovat tyto podobnosti u malých pacientských kohort. Tyto variace jsou pravděpodobně způsobovány dalšími faktory, jako je XCI a ostatní genetické a epigenetické modulátory. Navíc neúplné projevení všech stadií RTT u velmi mladých pacientů vyžaduje opakované klinické navazující hodnocení pozdějších příznaků. Pokusili jsme se provést vyhodnocení genotypu a fenotypu v naší kohortě, přestože skupiny pacientů se stejnou mutací byly relativně malé. 
Nejběžnější mutace MECP2, p.Thr158Met, byla přítomna u 12 pacientů (11 klasických RTT, 17,5 %; 1 atypický RTT, 5,6 %). Tato mutace se nachází v MBD a je často přítomna u pacientů s klasickým RTT se středně závažnými klinickými příznaky. Navzdory drobné variabilitě závažnosti jednotlivých příznaků měly všechny kromě jedné z dívek klasickou formu RTT. Jedinou pacientkou s odlišnou klinickou závažností byla dívka, která vykazovala závažnější atypickou formu RTT fenotypu se zpožděným psychomotorickým vývojem od narození, vývojovou zástavou ve věku 3 měsíců a bez vyvinuté řeči a jemné motoriky rukou. Průměrný věk propuknutí regresivního stadia u ostatních pacientů s p.Thr158Met byl 17,5 ± 2,5 měsíce. Mutace p.Arg133Cys se obvykle pojí s mírnějším fenotypem a je často přítomna u pacientů s RTT se zachovanou řečí (Zappella). Tito pacienti mají většinou standardní obvod hlavy, opožděný nástup regrese, lepší motoriku rukou, chůzi a řečové dovednosti. 
Mutace p.Arg133Cys přednostně narušuje vazbu na 5-hydroxymethylcytosin spíše než 5-methylcytosin, což umožňuje částečnou funkci MBD, a proto způsobuje méně závažný fenotyp. Podobný trend byl zaznamenán pouze u dvou z pěti českých děvčat s touto mutací, z nichž pouze u jedné byla zachovaná řeč. Této dívce byl diagnostikován atypický RTT (varianta Zapella). Další dívka s mírnějším fenotypem nesplňovala diagnostická kritéria pro RTT a zbývajícím třem dívkám s p.Arg133Cys byl diagnostikován klasický RTT. 
Jiné missense mutace umístěné v MBD (p.Arg106Trp, p.Arg106Gln, p.Leu108His, p.Ala131Asp, p.Pro152Arg, p.Asp156Glu) způsobily u naší kohorty středně těžký až těžký klasický RTT fenotyp. Tyto mutace pravděpodobně interferují s vázáním MeCP2 na metylovanou DNA a následně ovlivňují regulaci transkripce. Naše pozorování jsou rovněž v souladu s předchozími studiemi, které prokázaly závažnější klinické projevy u pacientů s mutacemi p.Arg106Trp a p.Pro152Arg. 
Nejzávažnější průběh onemocnění jsme zaznamenali u dívek s časnými zkráceními, která se nacházejí před nebo v rámci TRD (p.His52Argfs * 16, p.Glu63Aspfs * 27, p.Tyr141 *, p.Lys144 *, p.Arg168 *, p.Ser194Alafs * 16, p.Ser204 *) a u těch s mutacemi lokalizovanými v NLS oblasti (p.Arg255 *, p.Arg270 *). Tyto mutace zruší schopnost MECP2 přemístit se do jádra, což vysvětluje jejich výrazný dopad na klinický fenotyp. Průměrný věk 18 pacientů s klasickým RTT a s časným zkrácením při nástupu stadia psychomotorické regrese byl 16 ± 4,1 měsíce, kdy mnoho z nich nebylo schopno chůze ani řeči a motorika rukou ustoupila dominantním stereotypním pohybům. U dvou dívek s výše zmíněnými novými mutacemi p.His52Argfs*16 and p.Ser194Alafs* se vyskytovaly závažné fenotypy atypického RTT. Jedna dívka s těžkou mentální retardací nesplňovala diagnostická kritéria pro RTT. Byla nositelkou mutace c.Arg270*. Byly však pozorovány také dvě výjimky: (1) nositelkou mutace p.Arg168 *, která je jednou z nejzávažnějších, byla dívka s klinickou diagnózou atypického autismu a s výrazně mírnějším fenotypem, než standardně mívají česká děvčata s p.Arg168 *. Toto zjištění přispívá k rostoucímu počtu případů s „non-Rett“ mutacemi MECP2 a spojuje MECP2 s jinými poruchami autistického spektra. (2) Mutace p.Gly269Alafs * 20, která se nachází v oblasti NLS, byla přítomna u dívky s velmi mírnou atypickou (Zappella) variantou RTT. Das a kol.43 nedávno popsali dva pacienty s touto mutací, z nichž jeden vykazoval mírnější fenotyp, zatímco druhý vykazoval závažný fenotyp. Tyto rozdíly fenotypové exprese u našich pacientů nemohly být vysvětleny zešikmeným XCI; k docílení větší věrohodnosti je zapotřebí zapojení dalších faktorů. 
Posunové mutace p.Gly273Argfs * 52, p.Val275Glufs * 57 ap.Ala287Lysfs * 3 byly asociovány s klasickým RTT fenotypem střední závažnosti. Tyto mutace se nacházejí v TRD po NLS. Transport proteinu MeCP2 do jádra a jeho schopnost vázat DNA by neměla být ovlivněna přítomností intaktního MBD a NLS, ale jeho interakce s korepresorovými komplexy byly zrušeny. 
Mutace p.Arg294 * patří k osmi nejběžnějším mutacím MECP2, ale u našich pacientů nebyly nijak časté, ačkoli se vyskytovaly opakovaně (2 dívky s klasickým RTT, 3,2 %, 1 dívka s mentální retardací prvky Rettova syndromu 0,3 %). Tato mutace je umístěna na konci TRD, což vysvětluje její mírnější fenotyp, který je podobný p.Arg133Cys a zkrácením C-terminální domény.14,20,22 V naší kohortě byly p.Arg294 * a C-terminální zkrácení také sdruženy s méně závažnými fenotypy, zejména pokud jde o zpožděný nástup regrese (26,6 ± 6,4 měsíců), pozdější nástup stereotypních pohybů rukou a lepší chůzi a motoriku rukou. Dvě dívky s C-terminálními delecemi vykazovaly zešikmené XCI, ale jejich fenotyp (obě dívky byly diagnostikovány klasickým RTT) se nijak významně nelišil od ostatních skupin. 
Pokud jde o celkový fenotyp a individuální charakteristiky, u dívek s mutací p.Arg306Cys jsme se setkali s různými úrovněmi závažnosti. Tato mutace byla třetí nejčastější v MECP2 genu mezi českými pacienty; byla identifikovaná u pěti dívek s klasickým RTT (7,9 %), jedné dívky s atypickým RTT (5,6 %) a jedné dívky s mentální retardací a prvky Rettova syndromu (0,3 %). Tato mutace narušuje transkripční regulační vlastnosti MeCP2 prostřednictvím inhibice fosforylace Thr308 a prevence vazby korepresorového komplexu N-CoR/SMRT.44, 45 Vyhodnocení této mutace v genotypově-fenotypových analýzách je nejednoznačné. Některé studie toto zmiňují, aby indukovaly závažnější fenotyp, s absencí řeči a ovlivněnými behaviorálními vlastnostmi, zatímco jiné studie vyvozují závěry opačné.20, 46 
Inaktivace jednoho z chromozomů X vytváří ženské mozaiky pro dvě populace buněk. Tento jev má zvláštní význam u dominantních chorob vázaných na chromozom X. Mírnější fenotyp lze očekávat, pokud zešikmení podporuje expresi z chromozomu X s normální alelou. Několik dívek v naší kohortě (9 klasických RTT, 17,3 %, 1 Rett-like syndrom, 50 %) vykazovalo zešikmené XCI v krvi. Vyhodnotili jsme tudíž možnou souvislost mezi XCI vzorem a klinickou závažností. Pouze dvě dívky s klasickým RTT představovaly odlišný fenotyp, který by, dle kauzální mutace MECP2, mohl být teoreticky předpokládán. U dvou dalších dívek s klasickým RTT jsme zaznamenali extrémně zešikmené XCI (95 %), ale jejich fenotypy nevykazovaly významné odchylky v klinické závažnosti. Naše výsledky ukazují, že existují omezení XCI při vysvětlování různých fenotypových projevů v rámci RTT. Nejčastěji používaný test HUMARA28 nelze aplikovat, pokud je pacient v daném lokusu homozygotní, což se vyskytuje přibližně u 10–20 % případů. V takových případech mohou být použity analýzy jiných lokusů.47 Dalším prvkem je to, že poměr XCI naměřený v krvi nemusí být stejný jako v mozku a je třeba vzít v úvahu i další faktory, jako jsou např. modifikující geny48-50. 
Závěrem naše zpráva zdůrazňuje široké spektrum mutací MECP2 spojených s fenotypy RTT a Rett-like syndromu. Nové popsané mutace poskytují další přínos pro rozmanitou skupinu známých molekulových defektů v genu MECP2. HRM analýza genu MECP2, jak je popsána v této studii, představuje spolehlivou, nákladově i časově úspornou alternativu k jiným screeningovým metodám, které se v současnosti používají pro screening MECP2 mutací před sekvenováním. Stanovení korelace genotyp-fenotyp a přínos XCI k závažnosti klinických příznaků může sloužit jako základ pro další vývoj v klinickém řízení a poradenství. Nicméně existence jednotlivých rozdílně závažných případů zdůrazňuje potřebu postupovat s opatrností při předvídání budoucí progrese klinických projevů, což kromě jiného poskytuje základ pro příští šetření dalších modifikátorů.
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