CASE REPORT

KAZUISTIKA

X-vazana myotubularni myopatie u dvou
bratrt v dusledku nové mutace v MTM1

genu — kazuistiky

X-linked Myotubular Myopathy: a Novel
Mutation in the MTM-1 Gene - Case
Reports

Souhrn

Mutace v MTM1 genu zpUsobuji X-vdzanou myotubuldrni myopatii (XLMTM). Jedna se o z&-
vazné, vétsinou Casné letdlni onemocnéni. Popisujeme dva chlapce, dvojcata s molekuldrné
geneticky prokdzanou XLMTM. Chlapci se narodili ve 28. tydnu gravidity, ndpadna byla tézka
hypotonie a slabost s areflexii, od narozeni byla nutna intenzivni péce vcetné umélé plicni
ventilace. Progredujici obéhova a rendini nedostatecnost byla u obou ddvodem ukoncenf
péce po 26, resp. 35 dnech prezivani. Ve svalové excizi byla nalezena hypotroficka svalova
vldkna a fetaIni myotuby spolu s ¢etnymi centralné lokalizovanymi jadry. To vse vedlo k po-
dezieni na XLMTM, které jsme nasledné potvrdili molekuldrné geneticky nalezem mutace
c.82delA ve tfetim exonu MTMT genu. Stejnd mutace, v heterozygotnim stavu, byla nasledné
prokdzana i u matky pacientd. Pravdépodobné se jednd o prvni pfipad tohoto onemocnéni
molekuldrmné geneticky potvrzeného v CR. Rodingé mdZeme nabidnout cilenou genetickou
prevenci v podobé prenatdlni nebo preimplanta¢ni diagnostiky. Zavedeni vysetfeni MTM1
genu mUze byt vyuzito u dalsich rodin s bud' iz dfive klinicky stanovenou dg. XLMTM, nebo
pro nové diagnostikované rodiny.

Abstract

Mutations in the MTM1 gene cause X-linked myotubular myopathy (XLMTM). This is a se-
rious, often lethal, condition. We report a family with two affected children — dizygotic twins.
Boys were born in the 28" gestational week. Severe hypotonia and muscle weakness were
present at birth and necessitated ventilatory support. Intensive care was terminated 26 and
35 days after birth, respectively, due to cardiac and renal failure. Hypotrophic muscle fibers,
fetal myotubes and centrally located nuclei were present in muscle sections. All the available
information led us to the diagnosis of XLMTM. The MTM1 gene was sequenced and a novel
mutation c.82delA in exon 3 was identified. The mother of the patients is a heterozygous
carrier of the mutation. This might well be the first report of genetically confirmed XLMTM
in the Czech Republic. DNA test is now available and prenatal or preimplantation diagnosis
might be offered to the family.
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X-VAZANA MYOTUBULARNI MYOPATIE U DVOU BRATRU V DUSLEDKU NOVE MUTACE V MTM1 GENU — KAZUISTIKY

Uvod

Centronukledrni myopatie (CNM) je sku-
pina kongenitalnich strukturalnich myo-
patif, pro které jsou typickym ndlezem
Cetna, centralné ve svalovém vldknu ulo-
Zenad jadra ve svalové biopsii.

Rozlisujeme nékolik forem CNM s rdz-
nym typem dédicnosti, rdznou zavaznosti
a odpovédnym genem [1,2].

Autozomdlné dominantné dédi¢na,
klasickd forma centronukledrni myopatie
je zplsobena mutacemi v genu pro dy-
namin 2 (DNM2) [2,3]. Pacienti s muta-
cemi v DNM2 genu maji mirnéjsi posti-
Zeni, nemoc ma i pozdejsi zacatek a riziko
opakovani nemoci u potomstva je 50 %.

Autozomalné recesivni forma je zpUso-
bena mutacemi v genu pro amphiphysin 2
(BIN2) [1]. Riziko opakovani nemoci u po-
tomstva postizeného je jen velmi nizké.

X-vadzané recesivni forma (XLMTM) je
zapfi¢inéna mutacemi v genu pro myotu-
bularin 1 (MTMT). PostiZeni jsou potomci
muzského pohlavi. Zeny jsou prenasecky
a nemaji klinické obtize. VétSina déti
umird v perinatalnim obdobi, i kdyZ jsou

publikovany prace, které popisuji pacienty
prezivajici do obdobi détstvi [4]. Velky
pocet pacientl ma i dechovou slabost ve-
douci k dechové nedostate¢nosti a po-
tfebuje ventila¢ni podporu [5]. Typicky
je i kryptorchizmus [6]. Mentalni vyvoj je
u prezivajicich pacientt normalni [4].

ProtoZe ¢ast pacientd s klinickym i bi-
optickym obrazem centronuklearni myo-
patie nema mutaci ani v jednom z téchto
gend, Ize predpokladat, ze i jiné lokusy
jsou vazany s timto onemocnénim, nebyly
vsak dosud popsany [2].

Gen MTM1 — jehoz mutace jsou prici-
nou XLMTM - je lokalizovan na dlouhém
raménku chromozomu X, ma 15 exond,
z toho 14 kodujicich. Dlouhy transkript je
exprimovan povsechné, ve svalu je vsak
specificky pfitomen kratsi transkript [4].
Ten si zachovava stejny cteci ramec, lisi
se na 3 konci, kde je kratsi. Specializo-
vanou funkci tohoto kratsiho transkriptu
je role v maturaci svalovych bunék. Mu-
tace v genu MTMT1, které vedou ke
ztraté funkce proteinu, pak zpUsobuji po-
ruchu svalového vyzravani, svalova vldkna

rodokmen
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Obr. 1. Rodokmen rodiny.

tak zUstanou ve svém vyvoji zastavena ve
stadiu fetdlnim [7]. Tomu pak odpovida
i vzhled fetalnich myotub ve svalové bio-
psii. Odsud je odvozen i ndzev onemoc-
néni — myotubuldrni myopatie.

Soubor a metodika

Pacienti

Rodi¢e pacientd podepsali informo-
vany souhlas s DNA vySetfenim. Popisu-
jeme dva chlapce, dvojvaje¢nd dvojcata.
Chlapci se narodili akutnim cisafskym
fezem ve 28. tydnu téhotenstvi pro tiser
plodu. Rodokmen je uveden na obr. 1.

Dvojce A

Klinicky nalez

Chlapec po porodu s vyraznym periferné
hypotonickym syndromem, spontanné
nedychal, byl areaktivni k zevnim podné-
tdm. Apgarové skoére 2-4-6. Po porodu
byl podporovan disten¢ni terapii CPAP
maskou s prodechy. Pro pretrvavajici nu-
lovou dechovou aktivitu byl ve 20. minuté
Zivota intubovan a byl aplikovan intratra-
cheélné surfaktant a nasledné byl chlapec
pfevezen na novorozeneckou jednotku
intenzivni péce, kde byl trvale zavisly na
umélé plicni ventilaci.

Zde byla zahdjena parenteralni vyZiva,
pozdé&ji byly podavany i stimula¢ni davky
matefského mléka. Dochazelo k vyrazné
negativni vodnf bilanci. Byla progrese bili-
rubinemie a ikteru. V prvnim tydnu doslo
i k mozkovému intraventrikularnimu krva-
ceni Il.-lll. stupné, oboustranné, s nasled-
nou progresi do parenchymu a rozvojem
posthemoragického hydrocefalu. Ve dru-
hém tydnu Zivota se objevila i volna teku-
tina v pleurdlni dutiné oboustranné — nej-
spiSe chylothorax. Nasledné se rozvinulo
renalni selhdni. | pres restriktivni vodni bi-
lanci doslo k rozvoji hypostatickych a hy-
palbuminickych edém( v podkoZi. Hybné
projevy byly stale vyrazné omezeny na ob-
¢asny pohyb vicek, o¢nich bulbd nebo
rtd. Béhem 5.-6. tydne progredovalo re-
nalni selhani, chlapec byl oligouricky az
anuricky, progredovaly vyrazné edémy.
Vzhledem ke klinickému stavu — nulova
dechova aktivita, zavislost na pfistrojich,
nemoznost krmeni a selhavani viech vi-
talnich funkci — byla po dohodé s rodici
ukoncena intenzivni péce 35. postnataln{
den.

U obou pacientt byl od narozeni hemo-
dynamicky vyznamny, na farmakologic-
kou 1é¢bu nereaguijici, perzistujici ductus
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JARHLT L R .
Obr. 2. Jednotliva barveni svalové excize od pacienta A.
Svalova vldkna byla vzhledem k véku spise hypotrofickd a z¢asti méla charakter fetdlnich myotub. Pfitomno je také rozkolisani pra-
mérd vldken, vidkna maji ¢asto centralné lokalizované jadro nebo maji v centru defekt, znacici prostor mezi dvéma centrainé uloze-
nymi jadry. Jiné strukturalni zmény svalovych vldken nebyly zastizeny, svalova vidkna byla bez znamek degenerace nebo regenerace
a bez pfitomnosti zanétlivého infiltratu. Histologicky nalez ve svalu prokazal pritomnost prvk( myopatického vzorce, ndlez centralné

uloZenych jader a pfislusnych zmén v morfologii myofibrilarni sité.

Panel A: HE (hematoxylin eozin).

Panel B: SDH — v reakci na prikaz oxidativnich enzymu je zfetelna pritomnost enzymd ve vsech svalovych vldknech, je vsak zmé-
néna distribuce — maximum reakce je v centru svalovych vldken, na periferii vlaken je v téchto histochemickych reakcich prazdny

prostor.

Panel C: V reakci na prikaz myofibrildrni ATPasy (pfi pH 9,4) pozorujeme v mnoha vldknech centrdlni defekt. Oproti o¢ekavani byla
pfitomna predominance vldken Il. typu (tmava vldkna).

arteriosus — PDA. Oba pacienti méli kryp-
torchizmus, ktery je typicky pro XLMTM.

Pomocna vysetreni

Zakladni metabolické, biochemické a he-
matologické ndlezy nevysvétlily plvod
tézké hypotonie a byly pfimérené tézké
nezralosti. Novorozenecky skrining ne-
prokdzal zddnou odchylku od normy.
Skrining poruch metabolizmu - pro-
vedeny z krve, moci a mozkomisniho
moku — 7. den Zivota neprokézal poruchu
metabolizmu aminokyselin, organickych
kyselin, beta oxidace mastnych kyselin
a karnitind. U pacienta nebyla prokazéana
Pompeho choroba (GSD II).

Cytogenetické vySetieni prokazalo nor-
malni muzsky karyotyp 46, XY. Bylo prove-
deno molekuldrné genetické vysetieni na
syndrom Prader-Willi, kongenitalni myoto-
nickou dystrofii (DM1), myotonickou dys-
trofii typ 2 (DM2) a spindlni svalovou atrofii
typ I. (SMA 1) (m. Werdnig-Hoffmann) —
vse bez priikazu kauzalni mutace.

EMG wvysetfeni 5. postnatdlni den nepro-
kazalo zndmky periferni neuropatie, neuro-
genniléze, ani poruchu nervosvalového pre-
nosu, ani jednoznacné zndmky myogenni
léze. Hodnoty CK v séru byly normdlni.

Dvojce B
Pribéh onemocnéni byl u druhého dvoj-
Cete obdobny. Apgarové skére bylo

5-6-7 bodd. Chlapec byl intubovan
v 10. minuté Zivota, po intratrachedlni
aplikaci surfaktantu byl extubovéan s nut-
nosti disten¢ni lé¢by CPAP a prodycha-
vani pomoci masky. Pro nedostate¢nou
dechovou aktivitu nasledovala reintubace
ve 20. minuté zivota s naslednou dlou-
hodobou umélou plicni ventilaci. Roz-
voj pleurdlnich vypotkl byl vyraznéjsi nez
u bratra. Chylothorax byl prokézan po za-
vedeni pleurdini drendze, cytologickym
a biochemickym vy3etfenim. Dal3i prd-
béh onemocnéni i vysledky pomocnych
vysetfeni byly podobné jako u bratra. In-
tenzivni péce byla — vzhledem ke klinic-
kému stavu — po dohodé s rodici ukon-
¢ena 26. postnatalni den.

Vysetieni svalové excize
Vzhledem k maximalni snaze urcit
spravnou diagndzu byly pfi Umrti dvoj-
Cete A provedeny odbéry svalu, klze,
srdce a jater. Kosterni sval byl u dvojcete
A odebran z m. deltoideus a m. triceps
surae. Nalezy z histologického vysetfeni
svalu jsou na obr. 2. Kosterni sval z m.
deltoideus a m. triceps surae byl odebran
i pfi umrti dvojcete B. Nalez byl prakticky
shodny jako u bratra.

V diferencidlné diagnostické Gvaze byl
celkovy stav a obraz u chlapct uzavi-
ran jako nejspise X-vdzand myotubularni
myopatie, a to na zakladé vysledkd his-

tologického ndlezu ve svalu, klinického
stavu — vyrazné hypotonicky syndrom
u plodu muzského pohlavi, nutnosti de-
chové podpory, kryptorchizmu, normal-
nich hladin CK, dle vysledkd EMG vy3et-
feni a rodinné anamnézy — casné umrti
dvou bratrd matky.

Matka pacientt

Anamnesticky neuddva zadna neuromu-
skuldrni onemocnéni. Pribéh téhoten-
stvi byl normdalni — biochemicky skrining
v téhotenstvi byl v normé, ultrazvukové
vysSetfeni v téhotenstvi neprokdzalo vro-
zené vady ani jiné odchylky od normal-
niho stavu.

U matky bylo také provedeno elektrofy-
ziologické vysetreni, které prokazalo nor-
malni rychlosti vedeni vzruchu perifernim
nervem. Nélez v jehlové EMG u matky pa-
cientl byl nejednoznacny, se zndmkami
lehké smiSené léze: ve svalech m. TBA
a svalech extenzorové skupiny predlokti
byl identicky nalez, byly zachyceny cetné
komplexni repetitivni vyboje nejasného
vyznamu, dale ojedinélé motorické jed-
notky o vyssi amplitudé a del3i dobé trvani
(amplituda MUP 1990 uV a doba trvani
okolo 16 ms), byly zachyceny i jednotky
o kratsi dobé trvani (5-6 ms), pramérné
hodnoty MUP v3ak byly v mezich normy.
PFicina Cetnych komplexnich repetitivnich
vybojd je nejasna, mozna nespecificka,
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Obr. 3. Chromatogram se sekvenci
MTMT1 genu, zobrazujici misto mu-
tace c.82delA.

Misto mutace je vyznaceno Sipkou. Jedna
se o deleci jedné baze — adeninu (A).
Panel a: zdrava kontrola.

Panel b: dvojce A.

Panel c: dvojce B.

Panel d: matka pacientd.

ale vzhledem k zjisténému prenasedstvi
vlohy pro X-MTM se dé spekulovat, Ze
by se mohlo jednat o zménu excitability
sarkolemy, mUze jit ovsem i o zcela jinou
pficinu, jednoznacné potvrzeni dle EMG
neni mozné. Matka ma zcela normalni
neurologicky topicky ndlez, je bez zna-
mek jakékoli svalové slabosti.

Molekularné genetické analyzy
DNA od obou pacientl a jejich zdravych
rodicd a materndini babicky byla izolo-
vana z periferni krve béznym postupem.
Ze vzorkl DNA od postizenych pa-
cientl bylo pomoci polymerazové feté-
zové reakce (PCR) amplifikovano vsech
14 kédujicich exont a pfilehlych introno-

vych oblasti MTM1 genu. Sekvence pouzi-
tych PCR primer( jsou k dispozici u kore-
spondujictho autora na vyzadani. Primery
pro vysetfovani byly navrzeny programem
ExonPrimer [8].

PCR produkty pro jednotlivé exony
byly sekvenovany s pouzitim sekvenac-
niho kitu BDTv3.1 a analyzovany na au-
tomatickém genetickém analyzatoru ABI
3130 (v3e Applera — Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Ziskané sekvence
byly porovnany s referen¢ni sekvenci
NM_000252.2 [9]. DNA od rodi¢t a ma-
ternalni babicky byla vy3etfena pouze na
pfitomnost nalezené mutace c.82delA,
a to amplifikaci a sekvenovanim pouze
druhého kodujiciho exonu (exonu 3)
MTMT genu.

Vysledky

U dvou ceskych pacientl, dvojcat, jsme
na zakladé klinického obrazu, histologic-
kého nalezu ve svalu a EMG vy3etreni kli-
nicky diagnostikovali X-vdzanou myotu-
buldrni myopatii. Proto jsme se pokusili
o molekularné genetické potvrzeni kli-
nické diagndzy a objasnéni priciny vyset-
fenim MTM1 genu.

Sekvenovanim vsech 14 kodujicich
exonl genu MTM1 u dvou pacientd
s tézkou formou kongenitalni myopa-
tie jsme prokazali novou, dosud nepo-
psanou mutaci c.82delA (p.N28I fs X 43)
v druhém koédujicim exonu (exonu 3)
MTM1 genu (obr. 3). Tato delece 1 baze
(A), vede k posunu ¢teciho rdmce a za-
fazeni predcasného stop kodonu, a tim
k predcasné terminaci proteinu, jde
proto nesporné o mutaci velmi zdvaznou
a tedy kauzalni.

Stejnd mutace, v heterozygotnim stavu
byla nasledné prokdzana i u matky a ma-
ternalni babicky obou zemfelych chlapct.
Obé tyto Zeny jsou tudiZ zdravymi prena-
Seckami uvedené mutace. To odpovida
X-vdzanému typu onemocnéni. Obé Zeny
maji, resp. mély 50% pravdépodobnost,
Ze tuto mutaci predaji svym potomkdm.
Mutace, podle ocekdvani, nebyla nale-
zena u zdravého otce pacientd.

Diskuze

Popisujeme nalez nové mutace v MTM1
genu u dvou ceskych pacientl — dvoj-
¢at — a klinicky i histologicky obraz myo-
tubularni myopatie u obou bratrd. Na-
lezend mutace c.82delA sice dosud
nebyla popsdna, ale vzhledem k cha-

rakteru mutace — delece 1 baze, ve-
douci k posunu c¢teciho rémce a pred-
¢asnému stop kodonu — neni pochyb
o jejim patogennim a kauzalnim cha-
rakteru pro XLMTM. Dalsim ddleZitym
faktem je, Ze tato mutace v rodiné se-
greguje s onemocnénim. Mutace, kte-
rou popisujeme, se nachazi ve druhém
kédujicim exonu (exonu 3) genu MTM1
a predikuje posun ¢teciho ramce. Stu-
die, jez zkoumaly vztah mutace a za-
vaznosti postizeni u pacientd s XLMTM,
ukazaly, ze mutace s posunem cteciho
notyp neZz missense mutace [6]. To je
v souladu s pozorovanym prabéhem ne-
moci u nasich pacientd.

Prakaz mutace v genu MTM1 u této
rodiny je dulezity také proto, Ze rodiné
nyni mdZe byt nabidnuta cilend gene-
ticka prevence ve formé prenatalni nebo
novéji i preimplantacni diagnostiky, a to
bud pro matku zemfelych chlapct, nebo
v budoucnu mozna i sestru pacientd.
Domnivame se také, Ze ndlez mutace
c.82delA v genu MTM1 u probandd, ale
také u jejich matky a maternaini babicky,
které jsou prenasecky, vysvétluje umrti
dvou bratrd matky pacientG (lI:1, 11:2,
obr. 1). Jeden zemfel intrauterinné cca
v 6.—7. mésici téhotenstvi, druhy z bratrQ
zemrel Casné postnatalné. Dosud se obé
umrti vysvétlovala jako pupecnikova kom-
plikace blize neurcena. Dnes je zfejmé, ze
se v jejich pfipadé velmi pravdépodobné
jednalo také o X-vdzanou myotubularni
siho zdravého bratra (I1:4), ten tedy s vy-
sokou pravdépodobnosti neni nosi¢em
mutace c.82delA, nebyl ale k dispozici
k vySetfeni na DNA Urovni. Sestra obou
pacientl (lll:1) je taktéz zdrava a zatim
(vzhledem k véku) nebyla vysetfovana na
pfitomnost uvedené mutace. Toto vySet-
feni v3ak urcité doporucujeme v obdobi
pred planovanim potomstva pro vysoké
riziko 12,5 % pro postiZzeni svych synd
také XLMTM. V pfipadé, Ze by se pro-
kazalo, ze je také prenaseckou uvedené
mutace (pravdépodobnost 50 %), muze
ji byt rovnéz nabidnuta cilenad geneticka
prevence.

Zavér

Dle naSich védomosti se jedna o prvni
pfipady XLMTM, které byly moleku-
larné geneticky prokazany v CR. Toto
vysetfeni MTM1 genu, které dosud ne-
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bylo v CR dostupné, Ize nyni provést
v nasi DNA laboratofi i pro dalsi ro-
diny. Doporucujeme XLMTM zahrnout
do diferencialni diagnostiky, kdyz se
jednad o zavazné onemocnéni koster-
nich sval u chlapct v novorozeneckém
véku, ktefi maji generalizovanou svalo-
vou slabost a hypotonii vyzaduji venti-
la¢ni podporu a maji normalni hodnoty
CK v séru. Dilezity je také nalez ve sva-
lové biopsii s ndlezem centralné ulozZe-
nych jader.
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