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SANTRUMPU SARASAS

AD — autosominis dominantinis

ADOA - autosominé dominantiné regos nervy atrofija
AHS — Alpers—Huttenlocher sindromas

AR — autosominis recesyvus

ClinVar — vieSasis duomeny archyvas, kuriame kaupiamos zmogaus
genomo pakaitos ir jy poveikis fenotipui

CMT  — Charcot—Marie—Tooth liga

CMTI1A — 1A tipo Charcot—Marie—Tooth liga

CMT2 - 2 tipo Charcot—Marie—Tooth liga

CMTX1 - 1Xtipo Charcot—Marie—Tooth liga

CNS — centriné nervy sistema

ddNTP - dideoksinukleozidotrifosfatas

dNTP - deoksinukleozidotrifosfatas

dPMN - distaliné paveldima motoriné neuropatija
EMG - elektromiografija

ENG - elektroneurografija

ExAC  — egzomy kaupimo ir saugojimo konsorciumas
KSS — Kearns—Sayre sindromas

LHON - Leberio paveldima optiné neuropatija
LPIO  — létine progresuojanti iSorine oftalmoplegija
m/s — metrai per sekunde

MELAS — mitochondriné encefalopatija, laktatacidozé, j insultg
panasis epizodai

MEMSA — mioklonijos, epilepsija, miopatija, sensorin¢ ataksija

MERFF — miokloniné epilepsija ir raudonos netolygios skaidulos

MIRAS - mitochondrinis recesyvios ataksijos sindromas

MNGIE - mitochondriné neurogastrointestininé encefalopatija

MRT - magnetinio rezonanso tomografija

MPZ  — mielino baltymas 0

ms — milisekundés

MVVP — motorinio vieneto veikimo potencialas

NARP — neurogeninis raumeny silpnumas, ataksija ir pigmentinis retinitas
NKS — naujos kartos sekoskaita

NLG  — nervinio impulso laidumo greitis

PMP22 - periferinis mielino baltymas 22
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PMSN
PN

PNS
PNSP
PSAN
SANDO
VES
VGS

paveldima motoring ir sensoriné neuropatija

paveldima neuropatija

periferiné nervy sistema

paveldima neuropatija su polinkiu j suspaudimo paralyZzius
paveldima sensoriné ir autonominé neuropatija

sensoriné ataksija, neuropatija, dizartrija ir oftalmoparezé
viso egzomo sekoskaita

viso genomo sekoskaita



IVADAS

Paveldimos neuropatijos — plati ir etiologiskai heterogeniska paveldimy ligy
grupé. Visy $iy ligy klinikiniai fenotipai persidengia. Taip pat galimi ir deri-
niai su kity ligy mechanizmais.

Paveldimos neuropatijos, remiantis jy kilme, skirstomos j neuropatijas, kai
neuropatija yra pagrindinis ligos simptomas (pvz., Charcot—Marie—Tooth liga
(CMT), paveldimos sensorinés ir autonominés neuropatijos (PSAN), dista-
linés paveldimos motorinés neuropatijos (dPMN ir kt.)), ir neuropatijas, kai
klinikinis neuropatijos pasireiSkimas yra i$plitusio neurologinio ar daugiasis-
temio sutrikimo dalis. Siuo metu patogeniniai variantai, lemiantys paveldimas
neuropatijas ir susijusius fenotipus, aiskiai aprasyti daugiau kaip 100 geny,
taciau didele dalis iki Siol nezinomy genetiniy priezas¢iy vis dar licka ne-
iSaiskinta. Skiriamos autosominés dominantinés, autosominés recesyvios, su
X chromosoma sukibusios ir mitochondriniu paveldéjimo biidu paveldimos
formos. Pirminés mitochondriopatijos taip pat gali pasireiksti kaip periferinés
neuropatijos.

Naujos kartos sekoskaitos (NKS) technologijy taikymas, tiriant paveldi-
mas neuropatijas, nuolat didina genetiniy priezas¢iy daznj. Atsizvelgdami |
didéjant] neuropatijy genetiniy priezasCiy sudétinguma, Siame darbe sieké-
me pasitlyti molekulinés diagnostikos algoritma. Nors etiologinio paveldimy
neuropatijy gydymo 1§ tikryjy dar néra, zinoti sutrikimo priezastj daugeliui
pacienty svarbu, nes nebereikia toliau ieskoti galimy ligos priezasciy ir jma-
noma konkrec¢iai iSnagrinéti galimg ligos pasikartojimo tikimybe pacienty
vaikams ir kitiems $eimos nariams.

Visame pasaulyje dedama daug pastangy tiriant paveldimy neuropatijy
priezastis. Rasant §j darbag PubMed duomeny bazéje pagal paieskos kriterijy
»paveldéta neuropatija“ buvo paskelbta daugiau nei 5 000 publikacijy apie
Siuos sutrikimus. Tiksli molekuliné diagnozé svarbi, jei norime identifikuoti
pacientus tolesniems tyrimams, jskaitant ir naujy gydymo metody klinikinius
tyrimus. Siuo metu jvairiose $alyse, taip pat ir Lietuvoje, daZniausiai atlicka-
mas etapinis pacienty genetinis tyrimas, kuris remiasi nervy laidumo greicio
nustatymu, ligos paveldéjimo modeliu Seimoje ir paplitimu serganciyjy popu-
liacijoje. Norvegijoje atliktame darbe buvo nagrinéjami 549 CMT serganciy
pacienty tyrimai ir genetinés priezastys, nustatytos Salies diagnostikos labo-
ratorijose. Beveik 96 proc. $iy pacienty nustatyti patogeniniai variantai tik
keturiuose genuose (PMP22 duplikacija, GJBI, MPZ ir MFN2), siejamuose



su CMT (Ostern et al., 2013). Sios genetinés iSvados atitinka tas, kurios buvo
pateiktos ir kitose Salyse. Jungtingje Karalystéje iStyrus 1 607 pacientus dau-
giau kaip 90 proc. pacienty nustatytos CMT priezastys tuose paciuose ketu-
riuose genuose (Murphy et al., 2012). Danijoje, kurioje CMT1A genetinés
srities tyrimas pradétas 1990 metais, jvertinus 1992-2012 mety tirty 1 442 pa-
cienty tyrimy rezultatus nustatyta, kad molekuliné diagnoz¢é tiriant keturias
pagrindines genetines CMT sritis patvirtinta tik 21,6 proc. pacienty (Vaeth et
al., 2017). Vengrijoje 531 CMT sergancio paciento grupéje PMP22 duplika-
cija nustatyta 40,5 proc., o GJBI geno patogeniniai variantai sudaré 9,2 proc.
(Milley et al., 2018). Rusijoje iStyrus 174 CMT sergancius pacientus, PMP22
duplikacija nustatyta 59 pacientams ir sudaré 33,9 proc. (Mersiyanova et al.,
2000). Lietuvoje CMT1A genomings srities tyrimas pradétas 2000 metais, o
antros pagal daznj prieZasties — GJBI geno — tik 2010 metais. Sio darbo tikslas
buvo nustatyti dazniausias ir reciau nustatomas genetines prieZastis paveldi-
momis neuropatijomis serganciy pacienty grupéje taikant Sangerio sekoskai-
tos ir naujos kartos sekoskaitos metodus.

Darbo naujumas, aktualumas ir reikSme

Moksliniy darby, tirian¢iy paveldimy neuropatijy etiologijos priezastis ir pa-
plitima, Lietuvoje néra atlikta.

Lietuvoje paveldimomis neuropatijomis serganciy pacienty molekuliniy
tyrimy strategija néra apibrézta. Siuo darbu buvo siekiama nustatyti daz-
niausias molekulines genetines CMT priezastis Lietuvoje ir patobulinti CMT
serganciy pacienty molekulinés diagnostikos strategija, kuri biity naudinga
teikiant asmens sveikatos prieziiiros paslaugas pacientams ir taip pat biity

MtDNR sekoskaitos tyrimas diagnostingje klinikinés genetikos praktikoje
Lietuvoje nebuvo atlieckamas. Darbo metu gauti rezultatai leido identifikuo-
ti mtDNR molekulines sutrikimy priezastis pacienty, serganciy pirminiais
mitochondriniais sindromais, grupéje. Darbo rezultatai parodé, kad mtDNR
molekuliniai tyrimai yra naudingi pacientams ir svarbiis diferencijuojant $ias
fenotipiskai heterogenines ligas.

Darbo metu identifikuoti nauji patogeniniai variantai suteiké daugiau nau-
ju ziniy apie paveldimy neuropatijy molekuling etiologija.
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Tyrimo tikslas

Nustatyti zinomus ir naujus genetinius pokycius ir jvertinti genotipo ir feno-
tipo heterogeniskuma pacienty, serganciy paveldimomis neuropatijomis,
grupéje.

Tyrimo uzdaviniai

1. Nustatyti 1A tipo Charcot—Marie—Tooth ligos pasiskirstyma Char-
cot—Marie—Tooth liga serganciy asmemy grupéje, iSanalizuoti fenotipo
heterogeniSkumg pacientams, kuriems diagnozuota 1A tipo Charcot—
Marie-Tooth liga ir paveldima neuropatija su polinkiu j suspaudimo
paralyZius, ir nustatyti fenotipo pasireiSkimo priklausomybe nuo lyties 1A
tipo Charcot—Marie—Tooth liga serganciy pacienty grupgje.

2. Istirti pagrindinius su Charcot—Marie—Tooth liga siejamus genus (GJBI,
MPZ, MFN2), jvertinti nustatyty patogeniniy varianty daznj ir poveikj
fenotipui Charcot—Marie—Tooth liga serganciy pacienty grupéje.

3. Istirti MT-ATP6/8 geneting sritj 2 tipo Charcot—Marie—Tooth ir tarpinio tipo
Charcot—Marie—Tooth liga sergan¢iy pacienty grupése, jvertinti nustatyty
patogeniniy varianty daznj ir poveikj fenotipui Siose grupése.

4. Nustatyti ir jvertinti mitochondrinés DNR patogeniniy varianty daznj ir
neuropatijos klinikinj pasireiskima klasikiniy mitochondriniy sindromy
pacienty grupéje.

5. Ivertinti su Charcot—Marie—Tooth liga siejamy geny rinkinio diagnosting
verte atrinkty Charcot—Marie—Tooth liga serganciy pacienty grupéje.

Ginamieji teiginiai

1. Itarus klasikinj mitochondrinj sindromg, pirmiausia butina iStirti
dazniausius patogeninius mtDNR variantus, o véliau, jei molekuliné
diagnoz¢ lieka nenustatyta, atlikti visos mtDNR sekos tyrima.

2. 1A tipo Charcot—Marie—Tooth ligos pasiskirstymas ir fenotipy
pasireiskimas serganciy Charcot—Marie—Tooth liga pacienty grupéje ne-
siskiria nuo literatiiros duomeny.

3. GJBIl geno patogeniniai variantai yra antroji dazniausia molekuline
priezastis pacientams, sergantiems Charcot—Marie—Tooth liga.

4. Naujos kartos sekoskaitos technologija pagristi tyrimai yra efektyvi
priemoné racionaliai paveldimy neuropatijy molekulinei diagnozei nus-

tatyti.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Periferiné nervy sistema

Periferiniai nervai perduoda informacijg i$ centrinés nervy sistemos (CNS),
esancios galvos ir nugaros smegenyse, visoms kiino dalims ir siuncia §ig in-
formacija atgal | CNS. Periferiniy nervy skaidulos — aksonai — gali turéti mie-
lininj dangalg arba ne. Periferinéje nervy sistemoje (PNS) ankstyvuoju vysty-
mosi metu Svano (Schwann) lastelés savo plazmine membrana pradeda dengti
aksonus. Aksonai, kuriy skersmuo yra didesnis nei 1 pm (t. y. motoriniai ne-
uronai ir sensoriniai neuronai, perduodantys mechaning ir propriorecepcing
informacijg), mielinizuojami po gimimo, o mazesni aksonai (dazniausiai no-
cicepciniai neuronai) jau biina apdengti. Mielinizacijos metu Svano Igstelé
apsivynioja aplink vieng didelj aksong ir pagamina labai specializuota lipidy
turin€ia izoliacing struktiira — mieling, kuris jgalina greita veikimo potencia-
ly pralaiduma aksone, maitina aksong ir pagerina jony, dalyvaujanciy kyla-
nt veikimo potencialui, laiduma Ranvjé (Ranvier) sagsmaukose (Grigoryan,
Birchmeier, 2015). PNS esantis kompaktiSkas mielinas, kurio daugiausia yra
mielino membranoje, turi cholesterolio ir kity lipidy, taip pat baltymy, tokiy
kaip mielino baltymas 0 (MPZ) ir periferinis mielino baltymas 22 (PMP22).
Nekompaktiskas mielinas turi baltymy, tokiy kaip su mielinu susijes glikopro-
teinas ir koneksinas-32. Periferiniy nervy struktiiriniy baltymy poky¢iai dél
juos koduojanc¢iy geny patogeniniy varianty lemia sutrikusig nervy funkcija
ir neuropatija.

1.2. Paveldimos neuropatijos / Charcot—Marie—Tooth liga

Paveldimos neuropatijos (PN) yra kliniSkai ir genetiSkai heterogeniska PNS
ligy grupé. Sias ligas lemia motoriniy, sensoriniy ir (arba) autonominiy nervy
pazeidimas, pirmiausia paveikiantis aksona, lastelés struktiira arba mielininj
dangalg. PN yra re¢iau paplitusios nei jgytos neuropatijos. Pla¢igja prasme PN
skirstomos j dvi grupes — sindromines PN ir nesindromines PN. Sindrominés
neuropatijos apima paveldimy ligy grupe, kuriose neuropatija yra simptomy
grupés dalis. Jose neuropatija gali biiti pirmasis arba vyraujantis simptomas,
taip pat gali pasireiksti vélesnése stadijose progresuojant ligai. Sindrominés
neuropatijos yra kai kuriy nervy ir raumeny, neurodegeneraciniy ligy ar pavel-
dimy medziagy apykaitos ligy bendro fenotipo dalis. Nepaisant to, didZiausig
nesindrominiy PN dalj sudaro Charcot—Marie—Tooth (CMT) liga, dar vadina-
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ma paveldima motorine ir sensorine neuropatija (PMSN), kuria serga vidu-
tiniskai 9,37-20,1 i8 100 000 gyventojy (Barreto et al., 2016). Klasikinis CMT
fenotipas yra progresuojantis distaliniy galiiniy daliy raumeny silpnumas, at-
rofija ir jutimy praradimas. Pirmiausia patologinis procesas pasireiskia pédo-
se, palaipsniui plinta iki keliy ir vélesnése ligos stadijose pasireiskia ranky
pazeidimo simptomai. Pacientams daznai gali pasireiksti jvairiis papildomi
simptomai, tokie kaip CNS sutrikimai, neurosensorinis klausos sutrikimas,
regos nervy atrofija, katarakta ir balso klosciy paralyzius.

CMT paprastai pasireiSkia vaikystéje ar paauglystéje, o CMT2 gali pasi-
reiksti ir véliau. CMT fenotipo sunkumas kinta nuo lengvy klasikinés CMT
simptomy iki sunkiy, kurie dazniausiai budingi autosominiu recesyviu (AR)
btdu paveldimai CMT. Skirtingas fenotipo pasireiSkimas ir jvairus ligos sun-
kumo kintamumas tiek Seimoje, tiek tarp skirtingy asmeny daugelyje CMT
potipiy leidzia daryti prielaida, kad aplinkos veiksniai, genetiniai modifikato-
riai, stochastiniai veiksniai ir (arba) epigenetika gali turéti jtakos ligos pasi-
reiSkimui, nors kai kurie pacientai gali nepatirti simptomy per visg gyvenima.
Fenotipy skirtumy tarp CMT sergan¢iy motery ir vyry nepastebéta. ISimtj
sudaro CMTXI1 potipis, kai vyrams simptomai pasireiskia anksciau ir sun-
kiau, o moterims — menkiau ir tai gali buti dél atsitiktinés X chromosomos
inaktyvacijos (Reilly, Murphy, Laura, 2011). Daugelj mety trunkantys kli-
nikiniai ir genetiniai tyrimai parodé, kad CMT yra labiausiai heterogeniska
neurodegeneraciné liga. CMT genai koduoja baltymus, kuriy raiska vyksta
Svano lastelése, sudaran¢iose mielino dangala, ir neuronuose. Sie baltymai
pasizymi skirtingomis funkcijomis, jskaitant mielino kompaktizacija (tanki-
nima) ir palaikyma, pernasa pro mieling, transkripcijos reguliavima, susijusj
su mielinizacija, lgsteliy aktyvacija, citoskeleto formavima, aksonine pernasa,
mitochondrijy dinamikg ir metabolizma, vezikuliy ir endosomy iSsidéstyma,
Saperonus. Nepriklausomai nuo to, medziagy apykaitos ar struktiirinis balty-
mo defektas pirmiausia paveikia mieling ar aksong, galutinis bendras peri-
feriniy neuropatijy patogenezés mechanizmas yra aksony degeneracija, kuri
dazniausiai apima didziausias ir ilgiausias skaidulas (Scherer, Wrabetz, 2008).
Aksony signalai lemia, ar Svano (Schwann) lastelé pakeis savo fenotipa ir
formuos pakitusj mielina. Kitu atveju Svano (Schwann) lasteliy anomalijos
gali sukelti aksony degeneracija su demielinizacija ar be jos. Genetinis CMT
heterogeniSkumas atspindi unikalig periferinés nervy sistemos anatomijg ir
metabolizma (zr. 1 pav.).
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Mitochondrjy funkcijos sutrikimai
Proteosomy ir baltymy -

degradacijos sutrikimai o )
Pakitusi baltymy sintezé

Saperony aktyvumo/apoptozés Pakites DNR/RNR

sutrikimas metabolizmas

Mlt‘:)c_hon_dtqu’ c1toske1_65to Pernasos sutrikimai ir kanalopatijos
sutrikimai Svano lasteléje

Mielino kompaktiskumo sutrikimai

Pakitusio signalo perdavimas Laidumo pro sinapses sutrikimai

1 pav. Paveldimy neuropatijy patogenezés mechanizmai. Adaptuota pagal: Rossor et
al., 2013.

1.3. CMT klasifikacija ir genetiné jvairové

CMT ligos geny skaicius sparciai iSaugo nuo tada, kai 1991 metais buvo iden-
tifikuotas pirmas liga lemiantis genas. Siuo metu Zzinoma daugiau nei 100 skir-
tingy geny, kuriy patogeniniai variantai lemia CMT ir kitas PN (http://www.
molgen.ua.ac.be/CMTMutations) (Rudnik-Schoneborn, Auer-Grumbach,
Senderek, 2017). Klinikiniu ir neurofiziologiniu pozitiriu CMT skirstoma j de-
mielinizuojancig (CMT1), kai virSutiniy galtiniy vidurinio ar alk@ininio nervy
nervinio impulso laidumo greitis (NLG) < 38 m/s, aksoning (CMT2), kai NLG
> 38 m/s, ir tarping CMT (CMT-T), kai NLG tarp 25 ir 45 m/s (Bassam, 2014;
Reilly et al., 2011). Paprastai CMT1 budingas sulétéjes NLG, kuris koreliuoja
su periferiniy nervy mielininio dangalo degeneracija, o CMT2 budingas su-
mazgjes veikimo potencialas, nulemtas sumazéjusio aktyviy aksony kiekio.
O CMT-T budingi ir demielinizacijos, ir aksony degeneracijos pozymiai. Be
$iy fenotipy, Zinoma paveldima sensoriné ir autonominé neuropatija (PSAN),
distaliné paveldima motoriné neuropatija (dIPMN), paveldima sensoriné neu-
ropatija (PSN), paveldima neuropatija su polinkiu j suspaudimo paralyzius
(HNSP) (Klein, Duan, Shy, 2013). Kitas CMT skirstymas pagristas paveldé-
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jimo biidu ir molekuliniais branduolio ar mitochondrijy genomo genetiniais
pokyc¢iais. CMT gali biiti paveldima autosominiu dominantiniu (AD), AR,
su X chromosoma, taip pat ir mitochondriniu paveldéjimo btidu. Dazniau-
siai CMT paveldima AD biidu, o recesyvus paveldéjimas sudaro apie 10 proc.
Europos populiacijose, taip pat retos CMT priezastys yra de novo mutacijos.
Mitochondrinis paveldéjimo buidas yra dar retesnis. Neseniai buvo pasiiilyta
keisti dabarting CMT nomenklatiirg ir susijusius sutrikimus, atsizvelgiant j
molekuling genetine priezastj, paveldéjimo buidus ir pirminj patologinj fenoti-
pa (aksoninj, demielinizuojantj ar tarpinj) (Mathis et al., 2015). Paskelbtos ke-
lios rekomendacijos, kurios padeda nustatyti, kuriuos su CMT siejamus genus
analizuoti pirmiau pagal klinikinj fenotipa, ligos pradzios amziy ir ligos eiga.
Vis délto tampa akivaizdu, kad klinikinis skirstymas tarp CMT1 ir CMT2 ne
visada atitinka tam tikra molekulinj skirtuma, nes su CMT]1 susijusiy geny
patogeniniai variantai taip pat gali lemti CMT2 fenotipg arba su CMT siejamy
geny patogeniniai variantai gali biiti nustatomi sergantiems kitomis nervy ir
raumeny ligomis (pvz., TRPV4 geno patogeniniai variantai gali lemti CMT?2,
igimta neprogresuojancia distaling nugaros raumeny atrofija arba mentés ir
Seivikaulio nugaros raumeny atrofijg). CMT tipai ir juos lemiantys branduolio
ar mitochondrijy genomo poky¢ciai apibendrinti 1 lentel¢je. Persidengiantys
CMT fenotipai pavaizduoti 2 paveiksle.

GJBI, MPZ,
NEFL, GDAPI

YARS, GNB4, INF2,
KARS, PLEKHGS

Tarpine CMT

2 pav. Genetinis CMT heterogeniskumas
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1 lentelé. Su neuropatijomis sicjami genai pagal paveldéjimo tipg

CMT tipas CMT potipis | Genas ar sritis Papildomi poZymiai
PMP22
CMTIA (duplikacija)
— CMTIB MPZ
é £ CMTIC LITAF
g g CMT1D EGR2
£ g CMTIF NEFL
< FBINS Kartais — agniiné geltonosios démés
degeneracija
CMTIE PMP22
CMT1 GDAPI
CMTIBI1 MTMR?2
= CMT1B2 SBF2 Dazna ankstyva glaukoma
% CMTI1C SH3TC2 Dazna ankstyva skoliozé
" CMTID NDRG1 Tik romy tautybés asmenims
Zg 3 CMTIE EGR2
2z CMTIF PRX
‘g g CMT1G HK1 Tik romy tautybés asmenims
< CMTIH FGD4
CMT1J FIG4
IHN MPZ
PMP22
SURF1 Daugumai pacienty Leigh sindromas
SuX
chromosoma CMTXI GJBI
CMTA®? 10q24.1-25.1
CMTB DNM?2
CMTC YARS
- CMTD MPZ
= :g é CMTE INF2 Su zidinine segmentine glomeruloskleroze
E S g CMTF GNB4
© 2§ NEFL
< ©
MNEF2
AARS
MDI1
DCTN2
. 2 CMTA GDAPI
é Z2: | CMTB KARS
zZ g § CMTC PLEKHGS
- |cMmTD? COX6A41
SuX CMTX1 GJBI
chromosoma DRP2
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CMT tipas CMT potipis | Genas ar sritis Papildomi poZymiai
CMT2A1 KIFIB
CMT2A2 MFN2 lI((lartfijs regos nervy atrofija, balso
osCiy paralyzius
CMT2B RAB7A4
CMT2C TRPV4 Balso klosciy paralyzius
CMT2D GARS Pradzia virSutinése galiinése
CMT2E NEFL
CMT2F HSPB1
CMT2G 12q12-13.2
CMT2K GDAPI
CMT21/J MPZ
CMT2L HSPBS8
w » CMT2M DNM2
£E CMT2N AARS
Eg CMT20 DYNCIHI
2.5 CMT2P LRSAM1
5 CMT2Z MORC2
CMT2Q DHTKDI
CMT2U MARS
CMT2W HARS
PMSNO TFG Proksimaliniy raumeny silpnumas
CMT2T MME Vélyva pradzia
dPMN VA BSCL2
DGAT2
DCAFS Aksony hipertrofija
CMT2Y ycpe
N Bialelinés patogeniniai variantai lemia
E it 1I1B tipo mukopolisacharidozg
o TUBB3
TTR
CMT2B1 LMNA
CMT2B2 MED25
= CMT2H GDAPI
g S HINTI Kartais balso klos¢iy paralyzius
3 % LRSAM1 Neuromiotonija
«g 3 TRIM2
<" IGHMBP2
MME
MFN2 Vélyva pradzia
HSJI Eartais regos nervy atrofija, balso
osCiy paralyzius
NEFL
SPG11
PNKP
REEPI Daznai okulomotoriné apraksija
SGPLI Diafragmos paralyZius
GAN
SACS Aksony hipertrofija
MPVI7 Spastiné ataksija
SLC25446 Navajo hepatopatija
HADHB Regos nervy atrofija
GJBI Mitochondrijy trifunkcinio baltymo stoka
Su X chromo- PDK3
soma
Mitochondrinis MT-ATP6

Paaiskinimai: CMT — Charcot—Marie—Tooth, JHN — jgimta hipomielinizuojanti neuropatija, PMSN — pa-
veldima motoriné ir sensoriné neuropatija, dPMN —distaliné paveldima motoriné neuropatija, * fenotipai
gali buti priskiriami prie CMT2. Adaptuota pagal: Rudnik-Schoneborn et al., 2017.
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1.3.1. CMT1

CMT]1, arba demielinizuojantj, tipg lemian¢iy geny patogeniniai variantai daz-
nai yra susije su Svano lgsteliy ir mielininio dangalo baltymais (zr. 1 lentelg),
kuriy funkcija labai skirtinga. Tai lemia fenotipo heterogeniskuma (Scherer,
Wrabetz, 2008). Paveldéjimas gali biiti AD, AR arba susijes su X chromoso-
ma. CMT]1 sudaro vidutiniskai iki 80 proc. visy CMT (Braathen et al., 2011).

CMTIA, kurj lemia 1,5 Mb duplikacija 17p11.2 chromosomos srityje, ap-
imanti PMP22 gena, yra labiausiai paplites CMT potipis ir sudaro 60—70 proc.
CMT]1 (apie 40-50 proc. visy CMT atvejy) (England et al., 2009). PMP22 genas
koduoja 22 kD baltyma, kuris sudaro apie 2—5 proc. PNS mielino ir yra svar-
bus Svano Igsteliy augimui ir diferenciacijai. Pernelyg didelé pakitusio PMP22
gamyba slopina Svano lasteliy proliferacijg ir sudétiniy membranos kompone-
l-ame—2-ame gyvenimo deSimtmetyje, paprastai vaikystéje. Budingas létai
progresuojancios grynos neuropatijos fenotipas, kurio pasireiskimas tos pacios
Seimos sergantiems nariams gali biti skirtingas. Taip pat gali pasireiksti ranky
tremoras, skolioz¢, hipestezija, skausmas ir kiti papildomi simptomai. Akso-
ny disfunkcija lemia klinikinés ligos eigos sunkumg (Verhamme et al., 2009).
Svarbu pabrézti, kad NLG dazniausiai btina sulétéjes iki klinikiniy simptomy
pasireiskimo pradzios ir nekoreliuoja su ligos sunkumu. CMT1 taip pat lemia
taskiniai missense patogeniniai variantai PMP22 gene, dél kuriy baltymas jgyja
toksine funkcijg ir kaupiasi Svano Igstelése. Siy mutacijy lemti fenotipai kinta
nuo lengvos eigos PNSP iki sunkios demielinizuojan¢ios CMTIE.

CMT1, siejamas su MPZ geno patogeniniais variantais, sudaro 4,1—
7,9 proc. (Fridman et al., 2015; Mandich et al., 2009). MPZ baltymas sudaro
apie 50 proc. mielininio dangalo, o jo pokyciai sutrikdo normalig mielinizaci-
ja ir kompaktiSkuma, jsiterpimag j plazming membrang arba dél dominuojan-
¢io neigiamo poveikio suardo mieling (Shy, 2006). Taigi, MPZ patogeniniams
variantams budingi jvairis mechanizmai, apimantys funkcijos jgijima, do-
minuojantj neigiama poveikj, dalinj funkcijos netekima ir hiperglikozilinima.
Ankstyvos pradzios sunki demielinizuojanti forma pasireiskia hipotonija ir
judesiy raidos sutrikimu kiidikystéje. Klasikinis demielinizuojantis fenotipas
(CMTI1B) paprastai pasireiskia anksti vaikystéje eisenos sutrikimais, daznais
griuvimais ir pédy deformacijomis. Vélyvos pradzios fenotipui budinga akso-
ny degeneracija su minimaliais demielinizacijos pozymiais.

Kity geny LITAF, EGR2, NEFL ir FBLNS5 patogeniniai variantai lemia
< 1 proc. visy CMT1 (Siskind et al., 2013). LITAF patogeniniams varian-
tams biidingas klasikinis CMT1 fenotipas, taciau silpniau pasireiskiantis nei
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CMT1A (Guimaraes-Costa et al., 2017; Jerath, Shy, 2017). Fenotipo ir geno-
tipo heterogeniSkumas budingas EGR2 ir NEFL patogeniniams variantams.
EGR?2 baltymas veikia kaip tiesioginis mielino baltymy, ypa¢ MPZ, transkrip-
cijos veiksnys, todél yra svarbus mielinizacijos procese. NEFL dalyvauja in-
tralgstelinéje aksony ir dendrity pernaSoje (Jordanova et al., 2003). Pirmieji
simptomai paprastai pasireiskia anksti, daznai kartu su CNS disfunkcija, balso
klos¢iy paralyziumi, kvépavimo nepakankamumu (Horga et al., 2017). AR
biidu paveldimg CMT1 dazniau lemia EGR2 geno patogeniniai variantai.

1.3.2. CMT2

Pacientai, kuriems pasireiskia aksoninio tipo CMT2, sudaro apie 20 proc.
visy atvejy (Rossor, Tomaselli, Reilly, 2016). Pagrindinis patologinis pozy-
mis — nuo ilgio priklausomy dideliy mielinizuoty skaiduly degeneracija su
regeneracijos ir aksony atrofijos pozymiais. Amzius, kai pasireisSkia pirmie-
ji simptomai, kinta nuo pirmojo iki septintojo gyvenimo desimtmecio, o be-
simptomiy, jauny asmeny liga gali ilgai iSlikti neapibrézta (Timmerman et al.,
1996). Paveld¢jimo biidas dazniausiai yra AD, Zymiai reCiau nustatomas AR
ir mitochondrinis paveldéjimas. AR budu paveldimai CMT2 biidingas simp-
tomy pasireiSkimas anksti vaikystéje ir greitas ligos progresavimas, o mito-
chondriniam — labiau kompleksinis fenotipas. Taip pat nustatyta, kad GJBI
patogeniniai variantai identifikuoti Seimose, kuriose apraSyti CMT2 fenotipai
(Vance, 2000). Siuo metu Zinoma daugiau nei 30 geny, kuriy patogeniniai
variantai lemia CMT2 (Zr. 1 lentele).

CMT?2A yra labiausiai paplites CMT2 potipis, kurj lemia MFN2 geno pa-
togeniniai variantai, ir sudaro 20 proc. visy CMT2 atvejy (Verhoeven et al.,
2006; Zuchner et al., 2006). Mitofuzinas 2 yra didelis branduolio deoksiribo-
nukleoriigsties (DNR) koduojamas baltymas, esantis iSorin¢je mitochondrijy
membranoje, dalyvaujantis mitochondrijy sintezéje, joms dalijantis ir judant,
susidarant Igstelés rySiams tarp mitochondrijy ir endoplazminio tinklo, taip
pat mitofagijoje (de Brito, Scorrano, 2008). Trukstant MFN2 baltymo, pra-
randami mitochondrijy ir endoplazminio tinklo rysiai, lemiantys kalcio ho-
meostazes sutrikdyma ir endoplazminio tinklo fragmentacija (Singaravelu et
al., 2011). Daugumai pacienty (80 proc.), sergan¢iy CMT2A, iSsivysto sunki
periferiné neuropatija, kuri dazniausiai gali biiti motoriné arba kartu su ryskiu
giliyjy jutimy sutrikimu. Taigi, klasikinei ligos formai biidingas fizinis silpnu-
mas, pédy deformacija (pes cavus), eisenos sutrikimai ir arefleksija, o judéji-
mo funkcija prarandama iki 20 mety amziaus. Kitiems pacientams pasireiskia
vélyvos pradzios liga ir lengvesnés eigos fenotipas (Zuchner et al., 2004).
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Taciau yra tam tikras fenotipo kintamumo laipsnis, todél kartais periferiné ne-
uropatija gali komplikuotis | polimj reg¢jimo sutrikima ir regos nervy atrofija.

Vyraujantys jutimo sutrikimai dazniau budingi RAB7, SPTLCI ir SPTLC2
geny patogeniniams variantams, nors Sie genai siejami su PSN (Rotthier et al.,
2010; Verhoeven et al., 2003). Taciau reikéty iSskirti SPTLC1 geno patogeni-
niy varianty nulemtg fenotipa, kuriam biidingas neuropatinis skausmas. Moto-
riniy nervy pakenkimas biidingas GARS, HSPB1, HSPBS ir TRPV4 (Rossor et
al., 2016; Verhoeven et al., 2003). Vyraujanti virSutiniy galtiniy neuropatija ir
tarpdelnakauliniy raumeny atrofija dazniausiai biidinga GARS geno patogeni-
niams variantams (Antonellis et al., 2003; Sivakumar et al., 2005), o apatiniy
galtiniy — HSPBI ir HSPBS (Capponi et al., 2011). TRPV4 geno patogeni-
niams variantams biidingas labai jvairus klinikinis pasireiskimas (Evangelista
et al., 2015). Siy keturiy geny patogeniniai variantai taip pat lemia dPMN.
Nedidelei daliai CMT2 pacienty nustatomi patogeniniai variantai NEFL, MPZ
ar GDAPI genuose, kurie taip pat siejami ir su demielinizuojancia bei CMT-T
(Garcia-Sobrino et al., 2017; Horga et al., 2017). Kity su CMT?2 siejamy geny
poky¢iai nustatyti tik pavienése Seimose.

1.3.3. CMT-T

CMT-T tipa dazniausiai lemia GJBI geno patogeniniai variantai, paveldimi su
X chromosoma. Tai antras pagal daznj genas, kurio patogeniniai variantai nusta-
tomi vidutiniskai 10 proc. visy CMT pacienty (Saporta, Shy, 2013). Vyrams pir-
mieji simptomai dazniausiai pasireiskia antrojo deSimtmecio pradZzioje ir pasi-
zymi progresuojanciu distaliniy raumeny ir gana ankstyvu ranky, ypa¢ nykséio
pakylos raumeny, silpnumu, taip pat giliyjy sausgysliy refleksy ir jutimo pra-
radimu. Moterims simptomai menkiau isreiksti, o kartais — visai nepasireiskia.
Kai kuriems pacientams pasireiSkia CNS simptomai. Neseniai nustatyta, kad X
chromosomoje esan¢io DRP2 geno patogeniniai variantai taip pat lemia CMT-T
tipg (Brennan et al., 2015). Nenustacius patogeniniy varianty GJBI gene arba
jei genealogijoje liga perduodama per tévo linija stinums, CMT-T tipui priskirti
pacientai skirstomi pagal paveldéjimo biidg. Siuo metu Zinomi $esi genai, kuriy
patogeniniai variantai lemia AD buidu paveldimg CMT-T, i$ kuriy tik Y4RS ne-
budingas fenotipo heterogeniskumas. Kity, su CMT-T siejamy, geny pokyc¢iams
biidingas fenotipy heterogeniskumas. DNM?2 geno patogeniniai variantai taip
pat lemia CMT?2 ir kitas paveldimas raumeny ligas bei i$siskiria jvairiu fenotipo
pasireiSkimu, kartais su neutropenija ir katarakta (Claeys et al., 2009). INF2
geno patogeniniai variantai lemia CMT-T ir zidining segmenting glomeruloskle-
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roze (Boyer et al., 2011). MPZ, GNB4 ir NEFL geny patogeniniai variantai taip
pat siejami su CMT1 ir CMT?2 tipais. Zymiai re¢iau nustatomi AR biidu pavel-
dimi potipiai, kurie dazniausiai pasireiskia kitais papildomais pozymiais, tokiais
kaip, pavyzdziui, psichomotorinés raidos sutrikimas ir vestibulinés neurinomos
esant KARS geno mutacijoms.

1.4. Distaliné PMN

dPMN yra kliniskai ir genetisSkai jvairialypiai sutrikimai, kuriuos sukelia ap-
atiniy motoriniy neurony disfunkcija (Rossor et al., 2012). Klasikinis dPMN
fenotipas yra nuo ilgio priklausomas motorinis silpnumas ir atrofija, i§ pradziy
paveikiantis vidinius pédos raumenis ir Seiving kojos dalj, daznai sukeliantis
pédy deformacijas ir kojy pirsty fleksing deformacija. Dazniausiai ligos eiga
progresuoja létai, palaipsniui pazeidziami proksimaliniai kojy raumenys arba
vidiniai ranky raumenys. [vairus amzius, kai pasireiskia pirmieji simptomai,
ja fenotipa ir prisideda prie klinikinio detalesnio skirstymo. [gimtos ar kiidi-
kystéje prasidedancios neprogresuojancios kojy silpnumo ir atrofijos formos
priskiriamos nugaros raumeny atrofijai, kai dominuoja apatiniy galtiniy simp-
tomai (SMA-LED). Kiti dPMN klinikiniai pogrupiai yra skirstomi remiantis
papildomomis savybémis. dPMN yra vadinama grynai motorine CMT ligy
grupe, nors daugeliui pacienty pasireiskia silpni jutimy sutrikimai, o to paties
geno patogeniniai variantai gali lemti tiek dPMN, tiek CMT2. PMN diferenci-
ne¢ diagnostika gali apsunkinti nugaros raumeny atrofija, spastiné paraplegija
ar kiti neurologiniai sutrikimai. Su dPMN susij¢ patogenezés mechanizmai
apima DNR/RNR metabolizma, baltymy transliacija ir sintezg, atsaka j stresa,
apoptoze, aksony orientacija, tarplasteling pernasa ir sinapsiy aktyvuma. Mi-
tochondrijy pakitimai yra dazni visose motoriniy neuropatijy formose ir pri-
sideda prie simptomy, keisdami mitochondrijy sinteze ar dalijimasi (MFN2,
DNM?2, SLC25446), aksoning pernaSa (HSPBI, HSPBS), baltymy sinteze
(C120rf65, SACS) arba kofaktorius (SLC5242/3) (Davidson et al., 2012; Pa-
tel, 2018; Van Den Bosch, Timmerman, 2006). Patogeniniy varianty nustaty-
mas tuose paciuose dPMN ir motoriniy CMT genuose rodo, kad dPMN netu-
réty buti klasifikuojama kaip atskira ligy grupé.

PSAN pasireiskia jvairiais jutimy sutrikimais (menki refleksai, pasikei-
tes skausmo ir temperatiiros jutimas) ir autonominés disfunkcijos pozymiais
(gastroezofaginis refliuksas, hipertenzija, gausus prakaitavimas). Sis tipas
daug retesnis, palyginti su kitais PN tipais. Skausmingi odos pazeidimai ir
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opos, lydimi distaliniy jutimy sutrikimy ir sunkiai i§gaunamy giliyjy sausgys-
liy refleksy, yra biidingi PSAN simptomai. Kartais pasireiskia kauly ar sana-
riy pazeidimo simptomai. PSAN skiriasi tuo, kad motoriniy nervy pazeidimo
néra arba jis minimalus. Taciau kartais PSAN simptomai gali imituoti senso-
rines ataksijas. Autonominés nervy sistemos simptomai skiriasi ir priklauso
nuo to, kuris pakites baltymas dalyvauja patogenezé¢je. Dazniausiai nustatomi
SPTLCI geno patogeniniai pokyciai. Pastaruoju metu su PSAN siejamy geny
saraSas iSsipléte, taciau, nepaisant to, visi §iuo metu Zinomi genai paaisSkina
tik 10-20 proc. atvejy (Saporta et al., 2011). Dabartiné dPMN ir PSAN klasi-
fikacija pateikta 2 lenteléje.

2 lentelé. dPMN ir PSAN klasifikacija

CMT tipas Genas ar sritis Pagrindiniai poZymiai
HSPBS
HSPBI
HSPB3
FBX038
GARS Vyrauja virSutiniy galiiniy simptomai
REEP] Vyrauja virSutiniy galtiniy simptomai
BSCL2 Vyrauja virSutiniy galiniy simptomai, spastiskumas
SLC547 Balso klos¢iy paralyzius
" @ DCTNI1 Balso klos¢iy paralyzius
g .5 TRPVA4 Mentés ir Seivikaulio bei jgimta distaliné nugaros
g § raumeny atrofija
é 2 WARS
< SETX Virsutinio motorinio neurono pazeidimo simptomai
z AARS
E DYNCIHI Proksimalinis apatiniy galiiniy silpnumas
o BICD? Iglr}lt(.)s kpntraktﬁros, proksimalinis apatiniy
galiiniy silpnumas
HARS
CHCHDI0
Presinapsinis jgimtas miastenijos sindromas,
SYT2 L .
distaliniy raumeny atrofija
® IGHMBP2 Diafragmos paralyzius
8 é HSJI
2 & PLEKHGS
23 SIGMARI
< HSPBI
Su )(Sgr}:;)mo- ATP74 Kai kurie patogeniniai variantai lemia Menkes liga
Mitochon- ATP6/S Tie patys patogeniniai variantai lemia NARP ar
drinis Leigh sindroma
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CMT tipas

Genas ar sritis

Pagrindiniai poZymiai

PSAN

SPTLCI1
@ .4 SPTLC2
=E: RAB7
% £ ATLI
g g ATL3
<3 DNMTI
SCNI1IA Igimtas nejautrumas skausmui
WNK1
FAM134B
KIF14
IKBKAP Disautonomija
2 TECPR2 Disautonomija
g E, DST Letali, disautonomija
23 NTRK1 Igimtas nejautrumas skausmui ir anhidrozé
2 = SCN9A4 Igimtas nejautrumas skausmui
PRDM12 Igimtas nejautrumas skausmui
NGF Igimtas nejautrumas skausmui
CLTCLI ]gimtas nejautrumas skausmui
CCTS5 Neuropatija, akromutiliacija, spastisSkumas

Daugeliu tyrimy nustatyta, kad apie 90 proc. pacienty, kuriems genetiniais
tyrimais patvirtinta CMT diagnozé, patogeniniai variantai identifikuoti viena-
me i$ Siy keturiy geny: PMP22, GJB1, MPZ it MFN2 arba GDAP1, priklauso-
mai nuo geografinés vietovés. Pirmasis yra daznesnis Siaurés Amerikoje ir
Siaurés Europoje (Foley et al., 2012; Milley et al., 2018; Rudnik-Schoneborn
etal., 2016; Sivera et al., 2013), o paskutinis — Vidurzemio jtiros regione (Gess
et al., 2013; Manganelli et al., 2014). Pagrindiniy geny PMP22, GJBI, MPZ ir
MFN2 arba GDAPI pasiskirstymas pateiktas 3 lenteléje.

3 lentelé. CMT genetiniy priezasCiy pasiskirstymas skirtingy Saliy pacienty grupése

F. Manganelli ir B. Gess G. M. Milley ir
bendraaut. ir bendraaut. bendraaut.
n=197 n=776 n =531

Salis Italija Vokietija Vengrija
Genai

PMP22 del/dup 72,3 proc. 69,9 proc. 40,1 proc.
GJBI 9,5 proc. 13,8 proc. 9,6 proc.
MPZ 4,7 proc. 6,1 proc. 4,5 proc.
MFN2 1,3 proc. 3,5 proc. 2,4 proc.
GDAPI 5,4 proc. - -

Paaiskinimas: procentai ir skai¢iai nurodo atitinkama daznj ir bendrg pacienty skaiciy tirtoje

grupéje.

26



1.5. Paveldima neuropatija su polinkiu
1 suspaudimo paralyzius (PNSP)

PNSP yra AD biidu paveldimas sutrikimas, kuris yra alelinis CMT1A. PNSP
dazniausiai pasireiskia pasikartojan¢iomis neskausmingomis neuropatijomis
suspaudimo vietose (pvz., vidurinio nervo neuropatija rieso srityje, Seivinio
nervo neuropatija kelio srityje) (Chua et al., 2006). Zidininés neuropatijos
iSnyksta savaime, nors ilgalaikiai neuropatijos pozymiai iSlieka. Atsitiktinis
suspaudimas (pvz., pasirémimas alkiine, keliy sukryziavimas, atsitlipimas ar
padétis operacijos metu) gali sukelti neuropatijas. Zidininés neuropatijos pa-
prastai slepia lengvas, daznai besimptomes polineuropatijas. PNSP taip pat
budingas polinkis neskausmingoms ranky pleksopatijoms. Kelis kartus buvo
apraSyta iminé PNSP forma, pana$i j dauginj mononeurita ar pleksopatija
(Wedderburn et al., 2014). ENG rodo daugiazidining demielinizuojancia ne-
uropatijg su ypa¢ sumazéjusiomis motorinémis ir sensorinémis distalinémis
latencijomis, taciau galimi ir aksoninei sensorinei neuropatijai ar mononeuro-
patijai bidingi pozymiai (Spagnoli et al., 2016). Laidumo blokas fiksuojamas
tipiskose suspaudimo vietose. Ciurnos nervy biopsija (nors retai reikalinga
diagnozei) dazniau rodo zidininius mielino sustoréjimus, Zinomus kaip toma-
kulés (Paprocka et al., 2006). PNSP biuidingas nevisiSkas penetrantiSkumas,
kuris paaiskina didelj besimptomiy asmeny skai¢iy. Vidutiniskai 80 proc. at-
vejy lemia 1,5 Mb delecija, apimanti PMP22 gena (Chrestian et al., 2015). Dél
PMP22 haplonepakankamumo sumazéja PMP22 baltymo raiska. O CMT1A
priezastis yra to paties DNR segmento duplikacija, kuri lemia padidéjusia
PMP22 baltymo raiska (van Paassen et al., 2014). Nepaisant labai skirtin-
go paplitimo, manoma, kad Sie du molekuliniai pokyciai atsiranda dél vienos
homologinés nealelinés rekombinacijos jvykio (Pentao et al., 1992). Nepaka-
nkama ir mazesné PNSP penetracija, palyginti su CMT]1A, tikriausiai paaiski-
na §] neatitikimg. Nedidel¢ dalj tipiniy PNSP atvejy sukelia skirtingo dydzio
17p11 srities delecijos arba keletas zinomy PMP22 geno sekos varianty. Siais
atvejais tritksta 50 proc. funkcinio PMP22 baltymo, dél kurio i$ tikryjy pasi-
reiskia haplonepakankamumas ir PNSP fenotipas. Kai kurie PMP22 patogeni-
niai variantai taip pat gali lemti klinikiniy fenotipy jvairove, iskaitant lengva j
PNSP panasy CMT1 arba sunkius Dejerine—Sottas fenotipus, dar vadinamus
CMTIE.
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1.6. Mitochondrijy disfunkcija ir
vaidmuo neuropatijy patogenezéje

Neuropatija daznai pasireiskia pacientams, sergantiems mitochondrinémis li-
gomis, vidutiniskai 12—45 proc. Vaikams PN daznai netiriama arba neatpazjs-
tama dé¢l dominuojanciy CNS simptomy, taciau pasireiskia daznai (Colomer
et al., 2000). Mitochondrinés neuropatijos heterogeninés klinikiniu, elektrofi-
ziologiniu ir histopatologiniu pozitiriu. Polineuropatija pasireiSkia kaip vie-
nas daugiasistemés ligos pozymis keliuose mitochondriniuose sindromuose:
MELAS, MERFF, LHON, KSS, Leigh sindromas, MNGIE, SANDO,
MIRAS, MEMSA, AHS (Luigetti et al., 2016; Mancuso et al., 2016). NLG ty-
rimas dazniausiai parodo aksonines motorines ir sensorines polineuropatijas.
Aksoniné motoriné neuropatija yra dominuojantis NARP pozymis. Neuropa-
tija gali buti ir nesisteminiy mitochondriniy ligy pozymis, tuomet dazniausiai
ropatija gali biiti antrinis pagrindinés mitochondrinés ligos pozymis veikiant
keliems rizikos veiksniams — diabetui, hipotirozei, inksty nepakankamumui,
hipertiroidizmui ir hipoparatiroidizmui. Kadangi kiekviena zmogaus kiino
lastele turi keleta mitochondrinés DNR (mtDNR) kopijy, mtDNR esantys pa-
togeniniai variantai gali egzistuoti homoplazminés biisenos, kai visos mtDNR
molekulés yra arba laukinio tipo, arba mutavusios, arba heteroplazminés bii-
senos, kai jvairiis kiekiai mutavusios ir laukinio tipo mtDNR gali egzistuoti
vienoje lgstel¢je. Mitochondrijos aktyviai juda anterogradine ir retrogradine
kryptimis iSilgai periferinio nervo citoskeleto pagal vietos energijos poreikius.
Jy forma, ilgj, skaiciy ir dydj kontroliuoja mitochondrijy skilimas ir sinteze,
0 pusiausvyra tarp Siy dviejy biiseny reguliuoja dinaminiai baltymai. Paki-
tusios (disfunkcinés) mitochondrijos yra paSalinamos mitofagijos biidu. Si
mitochondrijy dinamika yra labai svarbi energijos poreikiui periferiniuose
aksonuose.

Kaip minéta anksciau, branduolio genomo koduojami mitofuzinai regu-
liuoja mitochondrijy susiliejima, todé¢l yra biitini mitochondrijy dinaminiams
procesams aksonuose, o MFN2 geno patogeniniai variantai yra dazniausia
CMT?2 priezastis. GDAPI koduoja baltyma, taip pat dalyvaujantj mitochond-
rijy jud¢jime (Niemann et al., 2009; Pareyson et al., 2013).

Neseniai nustatyta, kad M7-ATP6 geno patogeninis variantas m.9185T>C
lemia izoliuota CMT2 vidutiniskai 1,1 proc. (Pitceathly et al., 2012). Pato-
geninis variantas m.9185T>C nustatytas homoplazminés biisenos ir beveik
visiems asmenims pasireiSké motoriné arba vyraujanti motoriné neuropatija,
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kuri prasidéjo pirmame ar antrame gyvenimo deSimtmetyje. Progresuojant li-
gai jutiminiai nervai taip pat buvo pazeisti. Be PN, kai kuriems pacientams
nustatyti mokymosi sutrikimai, neurosensorinis klausos sutrikimas, pigmen-
tiné retinopatija ir Leigh sindroma primenantys biiklés pablogéjimai persirgus
gretutinémis infekcinémis ligomis. Patogeniniai variantai MT-ATP6 gene taip
pat lemia NARP ir Leigh sindroma. Vidutiniskai 30 proc. pacienty, serganciy
Leigh sindromu, kuriems nustatyti m.8§8993T>G ir m.8§993T>C patogeniniai
variantai MT-ATPG gene, pasireiské PN (Fujii et al., 1998). Sie patogeniniai
variantai nustatomi pusei NARP pacienty, o MT-ATP6 genas yra vienintelis
siejamas su Siuo sindromu. Galima daryti prielaida, kad PN, prasidéjusi pir-
mame ar antrame gyvenimo deSimtmetyje pacientams, kuriems diagnozuo-
jamas NARP, yra nulemta m.9185T>C, o vaikystéje pasireiSkianti PN reciau
nulemta patogeninio varianto m.8993T>C. MT-ATP6 patogeniniai variantai
aprasyti pacientams, kuriems pasireiské vélyvos pradzios motoriné neuropa-
tija ir imaus silpnumo epizodai, primenantys periodinj paralyziy (Aure et al.,
2013).
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2. DARBO METODOLOGIJA

Mokslinis tyrimas atliktas Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Biomedi-

cinos moksly instituto Zmogaus ir medicininés genetikos katedroje.
Moksliniam tyrimui atlikti gauti Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy

etikos komiteto leidimai Nr. 158200-15-771-288 ir Nr. 158200-15-791-303.

2.1. Tiriamieji

Simtas $esiasdesimt trys negiminingi pacientai i§ 163 $eimy buvo jtraukti j ty-
rimg nuo 2012 iki 2017 mety. Pacientai suskirstyti j dvi grupes. Pirmajg grupe
sudaré 16 pacienty, kurie atrinkti pagal kriterijus:

1. Mitochondriniy ligy fenotipas, kai pasireiskia dviejy ir daugiau organy sis-
temy simptomai (pvz., 1étiné progresuojanti iSorin¢ oftalmoplegija, smege-
néliy ataksija, traukuliai, miokloniné epilepsija, j insultg panasts epizodai
(iSskyrus iSeminius tromboembolinés kilmés insultus), proksimalinis sil-
pnumas, fizinio kriivio netoleravimas, kardiomiopatija, regos nervy atro-
fija, pigmentiné retinopatija, abipusis neurosensorinis klausos sutrikimas,

2. Raudonos netolygios skaidulos ir (ar) citochromo ¢ oksidazei (COX) nei-
giamos skaidulos raumens bioptate.

3. Neuroradiologiniai Leigh sindromui biidingi poZymiai arba leukoencefalo-
patija.

Antraja grupe sudaré 147 pacientai, atrinkti pagal kriterijus:

1. PN fenotipas (periferiné motorin¢ ir (arba) sensorin¢ neuropatija), nustaty-
ta ENG tyrimu. Pagal ENG tyrimo rezultatus pacientai buvo priskirti ati-
tinkamam CMT potipiui.

2. Nenustatytos jokios kitos jgytos neuropatijos priezastys (trauminés, toksi-
nés, metabolinés, virusinés ar kt.).

3. Genealogijy duomenys, atitinkantys paveldima pobudj.

Sia grupe sudaré 122 pacientai, kuriuos priskyréme Charcot—Marie—Tooth
ligos fenotipui (CMT1 (n = 64), CMT2 (n = 37), CMT-T (n = 21)), 22 pa-
cientai, kuriuos priskyréme PNSP fenotipui (17 pacienty, kuriems kartojosi
paralyziai ir (arba) jutimy iSnykimas, susije¢s su tipinémis nervy suspaudimo
vietomis, laidumo blokais ir lengva demielinizuojanc¢io tipo neuropatija, ir
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5 pacientai, kuriems nustatyta motoriné neuropatija) ir 3 mazi vaikai, kuriems
pasirei§ké neuroraumeninés ligos fenotipas ir dominuojantys neuropatijos po-
zymiai. Daugumai pacienty klinikinis neurologinis tyrimas, ENG ir neurora-
diologiniai tyrimai atlikti VS] Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Neurologijos centre ir Vaiky ligoningje, VS| Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros kliniky filiale. Penkiems pacientams, kuriems jtarta pirminé mito-
chondrin¢ liga, atliktas raumens biopsijos tyrimas Valstybiniame patologijos
centre, VS| Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky filiale. ISsamis
genealogijy duomenys buvo renkami i visy pacienty, siekiant nustatyti ser-
gancius asmenis Seimose arba tuos, kuriems yra rizika sirgti mitochondrine
liga.

2.2. Tyrimo eiga

Kohortinis retrospektyvinis tyrimas

I tyrima jtraukti 37 antrosios grupés pacientai, kuriems 2012-2017 m. Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros kliniky Medicininés genetikos centre nustaty-
ta CMT1A genominés srities duplikacija, ir $esi pacientai, kuriems nustaty-
ta CMT1A genomings srities delecija. Buvo perzitiréta pacienty medicininé
dokumentacija (ambulatorinés kortelés), jskaitant demografinius duomenis,
ligos anamneze, genealogijy duomenis, laboratoriniy ir elektrofiziologiniy ty-
rimy rezultatus. Jokiy papildomy tyrimy nebuvo atliekama.

Kohortinis perspektyvinis tyrimas
Visi kiti Siame darbe atlikti tyrimai buvo atlikti perspektyviai. Genetiniai ty-
rimai atlikti kaip diagnostinis algoritmas, o jy rezultatai perduoti pacientus
siuntusiems gydytojams ir naudojami ilgalaikei pacienty stebésenai. Sioje
disertacijoje atlikti genetiniai tyrimai turi bendrag metodologine darbo eiga, pa-
remtg genetiniy duomeny generavimu, jy analize ir interpretacija bei nustatyty
poky¢iy patvirtinimu (zr. 16 lentele).

2.3. Branduolio geny ir mtDNR Sangerio sekoskaita

2.3.1. DNR isskyrimas

Genetiniai tyrimai buvo atlikti, tiriant genoming DNR, iSskirtg i§ periferi-
nio kraujo lasteliy. Pacientams, kuriems nustatyti mtDNR patogeniniai va-
riantai, genetiniai tyrimai taip pat atlikti tiriant genoming DNR, iSskirtg i$
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Slapimo nuosédy lasteliy. DNR buvo isskirta Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros kliniky Medicininés genetikos centro darbuotojy fenolio ir chloro-
formo i$skyrimo metodu pagal patvirtintg diagnostikos protokolg ,,DNR is-
skyrimas fenolio ir chloroformo metodu‘ (generalinio direktoriaus jsakymas
Nr. 461). DNR koncentracija ir Svarumas buvo nustatoma spektrofotometru
NanoDrop® pagal gamintojo pateikta vartotojo vadova NanoDrop®
ND-1000 Spectrophotometer User Manual.

2.3.2. Oligonukleotidiniy pradmeny sukiirimas

Genominés DNR sekos buvo gautos iS ,,Ensembl Genome Browser (2017 m.
gruodzio meén. rinkiniy) duomeny bazés. Oligonukleotidiniai pradmenys:
tiesioginis (T) ir atvirkstinis (A), (toliau — pradmenys) buvo sukurti, naudo-
jant interneting ,,Primer3* programing jranga (versija 0.4.0, prieinama http://
bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), ir susintetinti Metabion International AG (http://
www.metabion.com/).

In silico PGR ir BLAST analiz¢ buvo atlikta UCSC Genome Browser
(https://genome.ucsc.edu/) / (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.
cgi), siekiant uztikrinti, kad pradmenys biity komplementariis konkreciai geno-
mo sric¢iai. MtDNR sekoskaitai pradmeny sekos buvo sukurtos taip, kad biity
galima nusekvenuoti visa mitochondrijy genoma persidengianciais segmentais.

2.3.3. llga PGR

Siuo metodu pagausinama beveik visa mtDNR seka. Pradmenys daZniausiai
parenkami Salia D kilpos ir gaunamas 14-16 kb PGR produktas. Jeigu yra
ivykusi delecija arba duplikacija, tuomet atitinkamai pakinta ir fragmento il-
gis. llgos PGR metodas gali biiti pirmojo pasirinkimo, nes juo jvertinama, ar
yra mtDNR delecija ir (ar) duplikacija. Reakcija buvo vykdoma 25 pl turyje,
misinio sudétis nurodyta 4 lenteléje, o etapai — 5 lentel¢je.

4 lentelé. Ilgos PGR reakcijos miSinio sudétis

Reagentas Tiris; pL; 1 reakcija
Vanduo 16,25
dNTP Mix 10 mM (Thermo Fisher Scientific) 0,5
5xGC buferis (Thermo Fisher Scientific) 5
Tiesioginis pradmuo 1
Atvirkstinis pradmuo 1
Phusion hot start Il high-fidelity DNR polimerazé 0,25
(Thermo Fisher Scientific)
DNR (50 pg/ul) 1

32



5 lentelé. Ilgos PGR etapai

Ilgos PGR etapai Temperatiira, °C Trukmé, min:s

1. | Pradinis denatiiravimas 98 3:00

2. | Denatliravimas 98 00:20

3. | Pradmeny prijungimas 64 00:45 30 cikly
4. | DNR sintezé 72 10:00

5. | Galiné DNR sintezé 72 10:00

6. | Méginiy laikymas 4 o0

2.3.4. PGR

PGR yra metodas, taikomas selektyviai ir eksponentiskai pagausinti specifi-
néms DNR sekoms in vitro iki 10° karty. Reakcijai reikalingi pasikartojantys
temperatiiros ciklai, buferinis tirpalas, tiesioginiai ir atvirkstiniai pradmenys,
deoksiribonukleotidai (AINTP: dGTP, dCTP, dATP, dTTP), magnio chloridas
(MgCl,), Taq polimeraz¢ (Thermo Fisher Scientific) ir DNR. Jei reikia, jde-
dama 10 proc. tirpalo tario dimetilsulfoksido (DMSQO). Pradmenys sukuriami
pagal anksc¢iau apraSytus reikalavimus, gaunami kaip kietos sausos granulés,
kurios praskiedziamos iki 100 pM/pl pradinio tirpalo, ir laikomi —20 °C tem-
peratiiroje. Tyrimams saugomy pradmeny tirpalas skiedziamas iki 5-10 pM/
ul koncentracijos ir naudojamas PGR. Kiekvienam pradmeny pory rinkiniui
pagrindinis reakcijos miSinys yra sudaromas i§ visy reakcijos komponenty,
i$skyrus DNR. Tyrimui ruoSiamo misinio tiiris priklauso nuo reikalingy reak-
cijy skaiciaus. Tuomet vykdomi PGR miSinio su tiriamojo DNR keliasdeSimt
pasikartojanciy kaitinimo ir auSinimo cikly, kad biity atskirtos DNR grandinés
(denattiracija), prijungiamos pradmeny poros prie joms komplementariy DNR
seky (prisijungimas) ir atlickama dominancios srities fermentiné sintezé (DNR
pailgéjimas). PGR buvo atlikta ,,Eppendorf™ 96 Sulinéliy ,,Mastercycler* ter-
mocikleryje. Naudotas PGR protokolas, kuris padeda iSvengti kity nedomi-
nan¢iy sri¢iy pagausinimo, gerinant pradmeny prisijungimo specifiSkuma.
PGR metu buvo atlickama neigiama (vandens) kontrolé siekiant uztikrinti,
kad reakcijos metu biity pagausinama norima DNR ir né viena i§ reakcijos
sudedamyjy daliy néra uztersta svetima DNR. Branduolio DNR koduojamy
geny PGR miSiniy sudétis pateikta 6 lenteléje, o PGR etapai — 7 lenteléje.
MtDNR PGR misinio sudétis pateikta 8 lenteléje, o PGR etapai — 9 lenteléje.
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6 lentelé. Branduolio DNR koduojamy geny PGR miSinys

PGR miSinys Tiris; pL; 1 reakcija
GJBI1
Vanduo 7,5
PCR MasterMix (2x) 12,5
Pradmuo (T+A) 2 (1+1)

DNR (~500ng/ul)

1

MPZ, MFN2 (issk. 10-11, 19 egzonus), PMP22 (iSsk. 2 egzona)

Vanduo 9,5
PCR MasterMix (2x) 12,5
Pradmuo (T+A) 2

DNR (~500ng/ul)

1

MFN2 (10-11, 19 egzonai), PMP22 (2 egzonas)

Vanduo 7,5
PCR MasterMix (2x) 12,5
Pradmuo (T+A) 2
DMSO 2

DNR (~500ng/ul)

1

7 lentelé. PGR salygos, reikalingos branduolio DNR koduojamy geny gausinimui

PGR etapai Temperatiira, °C Trukmé, min:s
1. | Pradinis denatiiravimas 94 5:00
2. | Denattiravimas 94 1:00
3. | Pradmeny prijungimas 58 1:00 31 ciklas
4. | DNR sintezé 72 1:00
5. | Galutiné DNR sintezé 72 8:00
6. | Méginiy laikymas 4 0

8 lentelé. PGR salygos, reikalingos mtDNR gausinimui

PGR etapai Temperatiira, °C Trukmé, min:s
1. | Pradinis denatiiravimas 98 3:00
2. | Denatiiravimas 98 00:30
3. | Pradmeny prijungimas 64 00:30 30 cikly
4. | DNR sintezé 72 2:00
5. | Galutiné DNR sintezé 72 7:00
6. | Méginiy laikymas 4 )
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9 lentelé. mtDNR PGR miSinys

PGR miSinys Tiris; pL; 1 reakcija
1. | Vanduo 20,1
2. |dNTP (10mM) 0,6
3. | 5x HF buferis 6
4. | Pradmuo (T+A) 2 (1+1)
5. | PhusionHSII 0,3
6. | DNR (~500ng/ul) 1

2.3.5. Elektroforezé agarozés gelyje ir PGR produkty valymas

Elektroforezé agarozés gelyje — tai metodas, naudojantis elektros srove at-
skirti DNR molekules pagal jy ilgj. Gelis formuoja matrica, per kurig ma-
7esnés DNR molekulés juda grei¢iau nei didesnés molekulés. Sis metodas
buvo taikomas vizualizuoti PGR produktams, siekiant jvertinti, ar PGR pro-
duktas pagausintas ir ar yra reikiamo ilgio ir specifiSkumo. PGR produktai
buvo leidziami 1,5 proc. agarozés gelyje horizontalios elektroforezés apara-
te su jvedimo dazu etidzio bromidu arba SybrSafeDNA (Thermo Scientific).
Kaip kontrolé buvo leidziamas DNR molekulinio ilgio standartas 100 bp DNA
Ladder (Thermo Scientific). Elektroforezé vykdyta esant 110-130 V jtampai
apie ~30 min. Pasibaigus elektroforezei, gelis vizualizuotas ultravioletinéje
Sviesoje (302 nm), UV transiliuminatoriuje (Herolab E.A.S.Y). Gelis analizuo-
tas ,, EasyWin“ geliy analizavimo sistema. Jei PGR produktas buvo to paties
ilgio kaip apskaiciuotas PGR produkto ilgis ir PGR metu negauta kito ilgio
nespecifiniy DNR fragmenty, PGR produktas buvo isvalytas nuo nepanaudoty
pradmeny ir nukleotidy naudojant egzonukleaze Exol ir kreveciy Sarming fos-
fataz¢ SAP pagal laboratorijoje patvirtintg protokola (zr. 10 lentele).

10 lentelé. Exol-SAP miSinys, skirtas vienam PGR produktui gryninti

ExoI-SAP misinys Taris; pL
TE buferis (Tris-EDTA; pH = 8,0) 1,8
SAP (angl. Shrimp Alkaline Phosphatase) fosfataze (1 U/pL) 0,14
Exol (angl. Exonuclease I) egzonukleaze 1 (20 U/uL) 0,06
Bendras misinio ttris (uL) 2,0
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2.3.6. Sekoskaitos reakcija

Isgrynintiems PGR produktams buvo atlikta sekoskaitos reakcija, naudojant se-
koskaitos reakcijos rinkinj BigDye® Terminator v3.1 (ABI PRISM®, Applied
Biosystems). Kiekvienam PGR produktui buvo atlickamos dvi sekoskaitos re-
akcijos naudojant tiesioginj ir atvirkstinj sekoskaitos pradmenis. Kiekvienai ti-
riamai genomo sriciai buvo sukurtas pagrindinis reakcijos misinys. Branduolio
DNR koduojamy geny sekoskaitos PGR miSiniy sudétis pateikta 11 lentelgje, o
sekoskaitos PGR etapai — 12 lenteléje. MtDNR sekoskaitos PGR misinio sudé-
tis pateikta 13 lenteléje, o sekoskaitos PGR etapai — 14 lenteléje.

11 lentelé. Branduolio DNR koduojamy geny sekoskaitos PGR miSinys

PGR miSinys ‘ Tiris; pL; 1 reakcija
GJB1, MFN2, MPZ, PMP22
Vanduo 2.4
5x sekoskaitos buferis 1.4
Terminacijos miSinys (BigDyeTerminator v3.1) 1,0
Pradmuo (T arba A) 10 pmol/uL 0,2
Exo-I-SAP produktas 2

12 lentelé. Branduolio DNR koduojamy geny sekoskaitos PGR salygos

Sekoskaitos reakcijos etapai Temperatiira, °C Trukmé, min:s
Pradinis denatiiravimas 96 01:00
Denattiravimas 96 00:16
Pradmeny prijungimas 52 00:16 | 50 cikly
Pradmeny pratgsimas / DNR sintezé 60 04:00
Papildoma sintezé 60 08:00
Meéginiy laikymas 4 0

13 lentelé. mtDNR sekoskaitos PGR misinys

PGR miSinys Tiris; pL; 1 reakcija
Vanduo 23
BDTv3 0,3
5x BDT buferis 1,4
Pradmuo (T+A) 1
Exo-I-SAP produktas 2
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14 lentelé. mtDNR sekoskaitos PGR salygos

Sekoskaitos reakcijos etapai Temperatiira, °C Trukmé, min:s
Pradinis denatliravimas 96 01:00
Denattiravimas 96 00:10
Pradmeny prijungimas 56 00:05 25 ciklai
Pradmeny pratgsimas / DNR sintezé 60 04:00
Meéginiy laikymas 4 ©

2.3.7. Sekoskaitos reakcijos produkty gryninimas
ir tiesioginés nukleotidy sekos nustatymas Sangerio sekoskaita

Norint paruosti méginius automatizuotam DNR sekos nustatymui, jie pir-
miausia turi biti i§gryninti nuo nepanaudoty dNTP ir ddNTP po sekoskai-
tos PGR. Sekoskaitos reakcijos produkty gryninimas buvo atliktas taikant
etanolio precipitacijos metoda su etanoliu ir natrio acetatu. Tuomet atlikta
tiesioginés nukleotidy sekos nustatymo reakcija frakcionuojant automatizuo-
tos kapiliarinés elektroforezés metodu 3730x/ Genetic Analyzer prietaisu.
Elektroforezés eigai naudojama 3730x/ Data Collection v3.0 kompiuteriné
programa. Elektroforegramai analizuoti naudojama Sequencing analysis 5.2
kompiuteriné programa. Branduolio DNR sekos buvo palygintos su referen-
tine seka hgl9, pateikta www.ensembl.org duomeny bazéje.

MtDNR sekos buvo palygintos su perzitréta Kembridzo referentine seka
(GenBank: NC 012920) (Andrews et al., 1999) ir nustatyti variantai palyginti
su mtDNR variantais, pateiktais Mitomap duomeny bazéje http://www.mito-
map.org (Lott et al., 2013). Variantai buvo laikomi retais, jei jie nustatomi
< 10 karty Mitomap duomeny bazéje tarp 32 059 mtDNR seky.

2.4. Naujos kartos sekoskaita

Tiksliné NKS atlikta 34 pacientams, naudojant 150 su CMT susijusiy geny, at-
rinkty atlikus literatiiros analize¢ ir duomeny baziy paieska, rinkinj (IPNMDB,
OMIM, Gene Reviews, PubMed, HGMD (Stenson et al., 2014) (Zr. 2 prieda).

Ion Torrent technologija yra apibiidinama kaip vieno nukleotido papildymo
metodas, nes kiekvienas i§ keturiy nukleotidy yra pridedamas pasikartojamai.
Nors $i technologija néra paremta optiniu aptikimu, taciau joje naudojamas
puslaidininkinis jtaisas, kuris nustato pH poky¢ius, atsiradusius dél H+ jony
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iSsiskyrimo, kai jjungiamas dNTP. Homopolimerinése sekose ciklo metu gali
buti jterpta daug ANTP (Goodwin, McPherson, McCombie, 2016). pH pokytis
bus didesnis, taciau tikslumas, kuriuo nustatomas dNTP skaicius, sumazéja kar-
tu su homopolimero ilgiu, todél Si technologija pasizymi specifinémis klaido-
mis. Dalis genomo sri¢iy néra tiriamos, tod¢l negali bti vertinamos, be to, gali
bati didelis skaiius klaidingai teigiamy rezultaty dél per mazo padengimo. Ty-
rimui pradiné DNR kokybé buvo nustatyta naudojant spektrofotometra Nano-
Drop®. Sekoskaitos bibliotekos paruoSimas buvo atliekamas naudojant 10 ng
genoming DNR ir naudojant lon AmpliSeq Library Kit 2.0 (Life Technologies,
Inc.) tiriamy fragmenty bibliotekai pagausinti (Proflex termocikleris, Thermo
Fisher Scientific, JAV). Tada atliktas bibliotekos dalinis pradmeny skaidymas ir
buvo prijungti bendros sekos nustatymo adapteriai ir unikalios sekos oligonu-
kleotidiniai bruks$niniai kodai (,,lon Xpress* oligonukleotidiniy briik§niniy kody
adapteriy 1-16 komplektas, Life Technologies, Inc.). Atlikus gryninimg magne-
tinémis dalelémis, padengtomis polietilenglikoliu (4gencourt® AMPure® XP
Reagent (Beckman Coulter, Inc.)), bibliotekos buvo kiekybiskai jvertintos nau-
dojant lon Library Quantification Kit (Applied Biosystems, Life technologies)
ir praskiestos iki galutinés 8 pM koncentracijos. Praskiestos bibliotekos buvo
sujungtos ir toliau gausinamos emulsine PGR. Atlikus emulsinés PGR surinkty
sferiniy jony daleliy su genominés DNR bibliotekomis praturtinima, prijungia-
mi sekoskaitos pradmenys ir polimerazé, paruoSiamas lon 318™ Chip lustas
(Life Technologies, Corp.) ir sekvenuojama ,,Jlon Torrent™ Personal Genome
Machine™ (PGM)*“ (Life Technologies Holdings Pte Ltd) sistema. Pirminé se-
koskaitos metu gauty duomeny kokybe, kartografavimas, padengimo analiz¢ ir
gauty varianty suvestiné atlikta naudojant genomo analizés lon Torrent Suite™
Software (versijos 4.0.2 ir 4.0.3, Life Technologies Holdings Pte Ltd) programi-
n¢ jrangg lon Torrent™ Server duomeny saugykloje. Sekos fragmenty lygiavi-
mas su zmogaus genomo referentine seka atliktas naudojant TMAP programing
iranga. lon Torrent VariantCaller (versija 4.2.0) buvo naudojama rezimu ,,Ger-
mline — low stringency* su numatytaisiais parametrais. Vidutinis sekos paden-
gimas buvo 168,13 + 61,32 karty daugiau nei 99 proc. tiksliniy genomo sriciy.
Buvo i$analizuoti visi tikslinio rinkinio genai. Gauti NKS duomenys buvo vi-
zualizuojami naudojant integruotg genomo perziiiros programinj jrankj (angl.
Integrative Genomics Viewer) http://software.broadinstitute.org/software/igv/.
Antriné rezultaty analizé, gavus genetiniy varianty sarasg, buvo anotacija.
,» Variant Effector Prediction* (VEP) programiné jranga (McLaren et al., 2016)
nustato varianty poveikj genams, transkriptams, baltymy sekoms ir reguliaci-
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néms sritims pagal tam tikrg varianty informacija, pvz., ar variantas patenka j
tokius didelius duomeny rinkinius kaip /000G (,,The 1000 Genomes Project
Consortium, 2015%) ir ExAC (Karczewski et al., 2017), varianto vieta (pvz.,
egzoninis / introninis arba missense / sinoniminis ir t. t.) ir kt. Anotacija atlikta
laisvos prieigos Cygwin, ANNOVAR, Perl programomis.

Bet kokiy, NKS technologija identifikuoty kandidaty varianty patoge-
niskumo analizé buvo patikrinta naudojant in silico patogeniskumo jverciy
interneting programing jranga PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edw/
pph2/), PROVEAN ir SIFT (http://provean.jcvi.org / genome submit 2.php),
Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/), VEP (http://www.ensemb].
org/Homo_sapiens/Tools/VEP) ir TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servi-
ces/TMHMMY/) (zr. 15 lentelg). NNSPLICE 0.9 buvo naudota prognozuojant
splaisingo varianty poveikj.

15 lentelé. /n silico prognostiniai jverciai, palengvinantys varianto patogeniskumo
interpretacija

In silico irankis PatogeniSkumo slenkstis®
SIFT > 0,95
Polyphen-2 >0,5
Mutation Taster >0,5

Konservatyvumo slenkstis”
GERP >2

aVertés pagal Li ir bendraaut. (Li et al., 2014; cit. i§. Grimm et al., 2015); PPatvirtinta verté
pagal Nacionalinj sveikatos instituta (NIH; http://www.nih.gov/).

Buvo iSanalizuoti visi reti nesinominiai koduojanciose srityse nustatyti
sekos variantai. Reti variantai yra apibréziami kaip tie, kuriy alternatyvaus
alelio daznis yra mazesnis nei 1 proc. duomeny bazése Exome Variant Server
(EVS; http://evs.gs.washington.eduw/EVS/) ir 1000 Genomes projekte (http://
www.1000genomes.org/). Jtariamas ligos paveldéjimo modelis kiekvienam
pacientui palengvino dominantiniy (heterozigotiniy) arba recesyviy (homo-
zigotiniy, sudétiniy heterozigotiniy) aleliy nustatyma. Pagrindiniy NKS etapy
santrauka pateikta 3 paveiksle.
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[ Genominé DNR ]

!

[ Tiksliniy DNR fragmenty (150-250 baziy pory ilgio) pagausinimas ]

[ Adapteriy ir oligonukleotidiniy briik$niniy kody prijungimas ]

[ DNR bibliotekos valymas magnetinémis dalelémis ]

[ Kiekybinis DNR bibliotekos jvertinimas ]

l

[ Skirtingy pacienty DNR biblioteky sujungimas ]

[ Emulsiné PGR ]

!

[ lon Sphere™ daleliy surinkimas ir praturtinimas ]

[ Naujos kartos sekoskaita ]

3 pav. Sekoskaitos DNR bibliotekos paruosimas Ion Torrent™ PGM sistema

2.5. Viso egzomo sckoskaita

Viso egzomo sekoskaita (VES) atlikta 6 pacientams bendradarbiaujant su ko-
legomis Vokietijoje ir Japonijoje. Tikslinis kiekvieno DNR méginio gausini-
mas buvo atliktas naudojant Agilent SureSelect 50Mb (V5) All ExonKit rinki-
nj. Sekoskaitos (//lumina HiSeq 2000 sistema) metu gauta vidutiniskai 6 Gb
i§ 100 bp abiem kryptimis suporuotas fragmenty skaicius viename méginyje.
Sulygiuoty fragmenty skaicius, varianty suvestiné (vieno nukleotido variantai
ir intarpai / delecijos) ir anotacija buvo atlikta, kaip apraSyta anks¢iau (Wang,
Li, Hakonarson, 2010). Vidutinis sekos padengimas buvo 80-120 karty. Kie-
kviename méginyje buvo > 95 proc. baziy koduojanciose sekose, kurios pa-
dengtos maziausiai 20 karty. [Snagrinéti visi reti ir nesinoniminiai reti variantai
koduojanciose srityse. Reti variantai apibréziami kaip tie, kuriy alternatyvaus

alelio daznis mazesnis nei 1 proc. duomeny bazése Exome Variant Server
(EVS; http://evs.gs.washington.edu/EVS/) ir 1000 Genomes projekte (http://
www.1000genomes.org/). Kiekvieno paciento jtariamas ligos paveldéjimo
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modelis palengvino dominantiniy (heterozigotiniy) arba recesyviy (homozi-
gotiniy, sudétiniy heterozigotiniy) aleliy nustatyma. Heterozigotiniai variantai
AD genealogijose taip pat buvo prioritizuoti, jei nustatomi > 5 kartus ExAC
duomeny bazéje. Statistiniai vertinimai, tokie kaip GERP balai, buvo naudo-
jami konservatyvumui jvertinti, o SIFT, Polyphen2 ir Mutation Taster pateike
nustatyty varianty patogeniskumo prognoze.

2.6. Nustatyty genetiniy pokyc¢iy patvirtinimas

Genetiniams poky¢iams patvirtinti gali buti taikomi jvairtis metodai. Galimai
liga 1émusio varianto segregacijos tyrimas tarp $eimos nariy yra svarbus sie-
kiant patvirtinti varianto segregacija su liga, taip pat ir paveldéjimo modelj
Seimoje. Siame darbe segregacijos tyrimai §eimose, kiek jmanoma, buvo at-
likti didesnei daliai pacienty. Kiekvienam galimai ligg lemian¢iam nustatytam
variantui buvo atlikta Sangerio sekoskaita pagal anksc¢iau aprasytas sglygas.

2.7. Statistiné analizé

Duomeny statistiné analiz¢ atlikta naudojant atvirojo kodo programa R, versi-
ja 3.4.3 ir Microsoft Excel 2016 programa.

Vertinant kiekybinius rodiklius, pavyzdziui, respondenty amziy, diagnozés
nustatymo pradzios amzius buvo apskaiciuojamas taikant aritmetinj vidurkj:
X = %27:1 x;. Taip pat buvo skai¢iuojamas standartinis nuokrypis (s), kuris

parodo atsitiktinio dydzio jgyjamy reikSmiy sklaidg apie vidurkj. Jis apskai-

¢iuojamas pagal formulg: s = J Z}Ll(xj - )'c)z /(n—1).

Hipotezéms apie kintamojo skirstinio normaluma patikrinti buvo naudoja-
mas Sapiro ir Vilko (angl. Shapiro-Wilk) testas bei grafiniai biidai, t. y. histo-
grama ir staCiakampé diagrama.

Dviejy nepriklausomy imciy palyginimui buvo taikomas ¢ testas arba
Mano—Vitnio—Vilkoksono rangy sumy kriterijus, atsizvelgiant j duomeny nor-
malumo salyga.

Dazniy palyginimui buvo skai¢iuojamas ir vertinamas y? kriterijus.
Esant mazam stebéjimy skaiCiui arba kai nors vienas tikétinas steb¢jimy
skaiCius maziau nei penki, papildomai buvo skaic¢iuojamas tikslus Fiserio
kriterijus. y? kriterijus parodo, ar empirinio ir teorinio skirstiniy skirtumas
yra reikSmingas, t. y. tikrinama, ar turimas empirinis skirstinys suderinamas
su teoriniu modeliu. y? kriterijaus reikSmé apskaiGiuojama pagal formule:
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x:= i-czl (0; — E))?*/E;, &ia 0, — nustatyti dazniai, E; — tikétini dazniai.
k — bendras kintamyjy kategorijy ir grupiy kaicius, lygus kryzminés lentelés
eiluciy ir stulpeliy sandaugai.

Skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai reikSmingumo lygmuo p <

0,05.

Viso darbo metodologija ir eiga apibendrinta 16 lenteléje.

16 lentelé. Tyrimo metody ir darbo eigos santrauka

Molekuliniai genetiniai
metodai — pirminiai
duomenys

Genetiniy duomeny analizé
ir interpretavimas

Molekuliniai genetiniai ir
kiti metodai — pirminiy
duomeny patvirtinimas

CMT1A ir PNSP pacienty
analizeé

Retrospektyvinis tyrimas
Ligos istorijy ir
ambulatoriniy korteliy jrasai

Fenotipy heterogeniskumo
jvertinimas

Doktorantés indélis 80 proc.

mtDNR Sangerio sekoskaita,
mtDNR delecijy / duplikacijy
nustatymas

Perspektyvinis tyrimas
Varianty filtravimas
naudojant programing jranga
BioEdit 7.2.6.1,

Varianty interpretacija
naudojant MITOMAP

Segregacijos tyrimai;
Fenotipy jvertinimas;

Kiti diagnostiniai tyrimai
(raumens biopsijos
histologinis tyrimas, MRT)

Doktorantés indélis 40 proc.

MT-ATP6/8 geny Sangerio
sekoskaita

Perspektyvinis tyrimas
Varianty filtravimas
naudojant jrankj / programing
ranga BioEdit 7.2.6.1,
Varianty interpretacija
naudojant MITOMAP

Netaikyta

Doktorantés indélis 80 proc.

GJBI, MFN2, MPZ, PMP22
geny Sangerio sekoskaita

Perspektyvinis tyrimas
Genotipo ir fenotipo
koreliacija

Segregacijos tyrimai;
Fenotipy jvertinimas;
Kiti diagnostiniai tyrimai

Doktorantés indélis 80 proc.

Tikslinio 150 geny rinkinio
tyrimas naujos kartos
sekoskaitos technologija

Perspektyvinis tyrimas

NKS varianty analizé
naudojant integruotg genomo
perzitiros programinj jrankj.
Varianty filtravimas (reti
variantai < 1 proc.)

Segregacijos tyrimai;
Sangerio sekoskaita;
Fenotipy jvertinimas

Doktorantés indélis 40 proc.

Viso egzomo sekoskaita
naujos kartos sekoskaitos
technologija

Perspektyvinis tyrimas
Varianty analiz¢ atlikta
naudojant programing jranga
Alamut Visual software
v.2.7.2

Segregacijos tyrimai;
Sangerio sekoskaita;
Fenotipy jvertinimas

Doktorantés indélis 30 proc.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR APTARIMAS

3.1. Kohortinio retrospektyvinio tyrimo rezultatai

3.1.1. Pacienty, kuriems diagnozuotas CMT1A potipis,
fenotipy jvertinimas

CMT1A potipis nustatytas 38 pacientams (n = 122). Vienas i$ jy Siame tyrime

nedalyvavo, todél imties dydj sudaré 37 pacientai. Vidutinis pacienty amzius,
kai pasireiské pirmieji simptomai, buvo 9,08 & 8,37 mety, o vidutinis amzius,
kai diagnozuotas CMT1A potipis, buvo 28,10 + 17,82 mety.

Dazniausius pirmuosius simptomus pacientai ir (ar) jy tévai siejo su ko-
jomis. Tai pasireiské sunkumu bégti, Sokinéti, lipti laiptais, nerangia eisena.
Jiems taip pat daznai kliuvo kojos einant. Pédy deformacija kaip pirmasis
pozymis pasireiské tik vienam pacientui (2,70 proc.). Raumeny silpnumas ir
atrofija distalinése kojy dalyse bei Slepsinti eisena buvo dazniausi pozymiai
progresuojant ligai.

CMT1A diagnozes patvirtinimo metu raumeny meslungis ir nuovargis pa-
sireiSké 2 (5,41 proc.) pacientams. Bégti negaléjo 16 (43,24 proc.) pacienty,
o sunkiai, taCiau be pagalbos, vaiks¢iojo 18 (48,65 proc.) pacienty. Vienas
(2,70 proc.) pacientas vaiks¢iojo pasiremdamas lazda. Klinikinis neurologi-
nis tyrimas parode¢, kad raumeny silpnumas apatinése galtinése pasireiske 29
(78,38 proc.) pacientams. StatistiSkai reikSmingas skirtumas nustatytas tarp
virSutiniy ir apatiniy galtiniy raumeny silpnumo (p < 0,001). Raumeny atro-
fija distalinése apatiniy galiiniy dalyse nustatyta 24 (64,86 proc.) pacientams.
Jutimo sutrikimus rankose nurodé 22 (59,46 proc.) pacientai, o kojose — visi
pacientai. Ryskesnis vibracijos jutimo sutrikimas apatinése galiinése nustaty-
tas 20 (54,05 proc.) pacienty. Dazniausiai buvo sutrikgs vibracijos jutimas
virSutinése ir apatinése galiinése. Objektyviy jutimo sutrikimy rankose ne-
nustatyta 28 (75,68 proc.) pacientams. Apatinése galiinése objektyviy jutimo
sutrikimy nenurodé 14 (37,84 proc.) pacienty. StatistiSkai reikSmingas skir-
tumas nustatytas tik tarp jutimo sutrikimy virSutinése ir apatinése galtinése
(p < 0,002). Sausgysliy refleksy pokyc¢iai rankose nustatyti 22 (59,46 proc.)
pacientams. Susilpnéje sausgysliy refleksai rankose nustatyti 15 (40,54 proc.)
pacienty, o $iy refleksy atsaky negauta 7 (18,92 proc.) pacientams. Sausgysliy
refleksy atsaky dazniau negauta kojose (31 pacientas (83,78 proc.)) negu ra-
nkose (7 pacientai (18,92 proc.)) ir §is skirtumas yra statistiskai reikSmingas
(» <0,001). Nustatytas statistiSkai reik§mingas skirtumas tarp pacienty, kurie
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negaléjo eiti pasistiebg (19 pacienty (51,35 proc.)), ir tarp ty, kurie negaléjo
eiti ant kulny (34 pacientai (91,89 proc.)) (p <0,001). Pédy deformacija — dar
vienas vyraujantis pozymis, nustatytas 34 (91,89 proc.) pacientams. 33 pa-
cientai (89,19 proc.), kurie negaléjo eiti ant kulny ir kuriems buvo nustatyta
pédy deformacija (4 pacientai (10,81 proc.)), reikSmingai skyrési nuo pacien-
ty, kuriems pédy deformacija nenustatyta ir kurie gal¢jo eiti ant kulny (p <
0,001). Nenustatyta reikSminga priklausomybé tarp pacienty, kuriems buvo
pédy deformacija ir kurie negaléjo eiti pasistiebe, ir tarp pacienty, kuriems
nenustatyta pédy deformacija ir kurie galéjo eiti pasistiebe.

1§ 37 CMTIA serganciy pacienty 20 (54,05 proc.) buvo motery ir 17
(45,95 proc.) vyry (zr. 4 pav.). Vidutinis motery amzius, kai pasireiské pir-
mieji neuropatijos simptomai, buvo 9,80 + 9,27, o vyry 8,23 £+ 7,36 mety.
Vidutinis motery amzius, kai molekuliniais genetiniais tyrimais patvirtinta
CMTI1A diagnozé, buvo 34,25 + 19,60 mety, o vyry 20,88 + 12,47 mety (Zr.
5 pav.). Motery ir vyry amziaus charakteristikos, kai buvo patvirtinta CMT1A
diagnoz¢, pateiktos 6 paveiksle.

17; 45,95 % 20; 54,05 %

= Moterys = Vyrai

4 pav. Motery ir vyry pasiskirstymas CMT1A grupéje
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CMTI1A serganc¢ioms moterims raumeny silpnumas kojose nustatytas 17
(85,00 proc.), o rankose — 8 (40,00 proc.) pacientéms. Vyry grupéje raume-
ny silpnumas kojose nustatytas 12 (70,59 proc.), o rankose — 3 (17,65 proc.)
pacientams. Raumeny atrofija pasireiské 15 (75,00 proc.) motery ir 9
(52,94 proc.) vyrams. Sutrikusj vibracijos jutima labiau nei skausmo pojiiti
kojose nurodé 14 (70,00 proc.), o rankose — 6 (30,00 proc.) pacientes. Objek-
tyviy jutimo sutrikimy kojose nenustatyta 4 (20,00 proc.) pacientéms, o ran-
kose — 13 (65,00 proc.) pacienciy. Dvi pacientés (10,00 proc.) nurodé vienoda
skausmo ir vibracijos sutrikimg kojose, o viena pacienté (5,00 proc.) — ra-
nkose. Vyry grupé¢je sutrikes vibracijos jutimas labiau nei skausmo jutimas
nustatytas 6 (35,29 proc.) pacientams kojose ir vienam (5,88 proc.) pacientui
rankose. Sausgysliy refleksy kojose negauta visoms pacientéms moterims ir
11 (64,71 proc.) pacienty vyry. Sumazéje sausgysliy refleksai rankose gauti
11 (55,00 proc.) pacienciy, o trijy pacienciy (15,00 proc.) sausgysliy refleksai
buvo normaliis. Vyry grupéje sumazéje sausgysliy refleksai rankose gauti 4
(23,53 proc.) pacientams, o normaliis — 12 (70,59 proc.). Ejimo pasistiebus
sutrikimai nustatyti 12 (60,00 proc.) pacienciy, o ant kulny negaléjo eiti 19
(95,00 proc.) pacienciy. Pédy deformacija taip pat nustatyta 19 (95,00 proc.)
pacienciy. Vyry grupéje 7 (41,18 proc.) pacientai negaléjo eiti pasistiebe, o ant
kulny — 15 (88,24 proc.) pacienty. Pédy deformacija nustatyta 15 (88,24 proc.)
vyry. Tyrime analizuoti rodikliai apibendrinti ir pateikti 17 lenteléje.

17 lentelé. Demografiniy rodikliy ir fenotipy apibendrinimas CMT1A pacienty grupé-
se pagal lytj

Moterys,n =20 | Vyrai,n=17 | I§viso,n=37 | p reik§mé

Lytis, proc. 20 (54,05 proc.) | 17 (45,95 proc.) | 37 (100 proc.) -

Vidutinis amZius, 9,80£9,27 8,23 £7,36 0,713
kai pasireiské pirmi
simptomai, metai

Vidutinis amzius 34,25+ 19,60 20,88 +£12,47 0,067
diagnozés metu, metai

Pirmieji simptomai

Kojose, proc. 20 (100 proc.) | 16 (94,12 proc.) | 36 (97,30 proc.) 0,460
Rankose, proc. - 1 (5,88 proc.) 1 (2,70 proc.) -
Raumeny silpnumas

Kojose, proc. 17 (85,00 proc.) | 12 (70,59 proc.) | 29 (78,38 proc.) 0,428
Rankose, proc. 8 (40,00 proc.) | 3 (17,65 proc.) | 11 (29,73 proc.) 0,138
Raumeny atrofija 15 (75,00 proc.) | 9 (52,94 proc.) | 24 (64,86 proc.) 0,161
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Moterys,n =20 | Vyrai,n=17 | I§viso,n=37 | p reik§mé
Jutimo sutrikimai
Kojose, proc. 16 (80,00 proc.) | 7 (41,18 proc.) |23 (62,16 proc.)| 0,015*
Rankose, proc. 7 (35,00 proc.) | 2 (11,76 proc.) | 9 (24,32 proc.) 0,137
Negauti giliyjy
sausgysliy refleksai
Kojose, proc. 20 (100 proc.) | 11 (64,71 proc.) | 31 (83,78 proc.) | 0,005*
Rankose, proc. 6 (30,00 proc.) 1 (5,88 proc.) | 7 (18,92 proc.) -
Sutrikes éjimas
pasistiebus, proc. 12 (60,00 proc.) | 7 (41,18 proc.) | 19 (51,35 proc.) 0,254
Sutrikes éjimas ant
kulny, proc. 19 (95,00 proc.) | 15 (88,24 proc.) | 34 (91,89 proc.) 0,584
Pédy deformacija, proc. | 19 (95,00 proc.) | 15 (88,24 proc.) | 34 (91,89 proc.) 0,584
Ranky tremoras, proc. 6 (30,00 proc.) | 4 (23,53 proc.) | 10 (27,03 proc.) 0,725
;ZEU kojy skausmui, |- ¢ 30 50 hroc) | 2 (11,76 proc.) | 8 (21,62 proc.) -
Chirurginis gydymas,
proc 3 (15,00 proc.) | 4 (23,53 proc.) | 7 (18,92 proc.) 0,680
Sveikata grazinantis «
aydymas, proc. 14 (70,00 proc.) | 4 (23,53 proc.) | 18 (48,65 proc.)| 0,005

Paaiskinimai: NVNU —nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo.
* pazymeti reikSmingi skirtumai tarp lyCiy.

3.1.1.1. CMT1A fenotipy charakteristiky aptarimas

Sis kohortinis retrospektyvinis tyrimas apima pacienty, kuriems diagnozuotas
CMT1A potipis, fenotipy charakteristikas. Tyrimo dalyviai gali buiti laikomi
tipiska CMT1A grupe, nes vidutinis amzius pagal lytj ir motery bei vyry ly¢iy
santykis atitinka vidutines vertes. Atsizvelgiant j tai, kad CMT budingas létas
ligos progresavimas, skirtingas ligos paplitimas, taip pat yra ribotas speciali-
zuoty genetinés diagnostikos centry skaiCius $alyje, tyrimo dalyviy skaicius
yra pakankamas rezultaty analizei atlikti. Siame tyrime CMT1A diagnozuota
38 (31,14 proc.) pacientams i 122 serganéiy CMT liga pacienty. Sie duome-
nys panasis | CMT1A daznj Europos Salyse (Norvegijoje 19,6 proc. (Braat-
hen, 2012), Belgijoje 69,7 proc. (Nelis et al., 1996), Lenkijoje 28 proc. (Kab-
zinska, Pierscinska, Kochanski, 2009)).

CMT1 pacienty grupéje (n = 64) CMT1A sudaré 59,37 proc. Taigi Lietu-
voje §is skaicius yra Siek tieck mazesnis, nes kitose Europos Salyse CMTIA
sudaro daugiau nei 70 proc. (Nelis et al., 1996).

Siame tyrime pacienty amziaus vidurkis, kai pasireiské pirmieji simpto-
mai, buvo 9,08 mety. Sis rezultatas sutampa su kity tyrimy rezultatais ir rodo,
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kad pirmieji simptomai paprastai pasireiskia vaikysteje ar paauglystéje (Frid-
man et al., 2015). Motery grupéje pirmieji simptomai vidutiniskai pasireiské
9,80 mety amziaus, o vyry grup¢je 8,23 mety amziaus. C. Colomban ir ben-
drautoriy (Colomban et al., 2014) tyrimas atskleidé, kad moterims pirmieji
simptomai pasireiské zymiai anksciau nei vyrams. Autoriy nuomone, tiksly
amziy, kai pasireiskia pirmieji simptomai, nustatyti sudétinga, nes jis jvertina-
mas subjektyviai klausiant pacienty, kada jie pradéjo jausti pirmuosius simp-
tomus. Tikslesnj simptomy pradzios laika galima nustatyti vaikams, ypac kai
simptomy pradzia patvirtinama pokyciais NGL tyrime. Pacienty amziy, kai
pasireiskia pirmieji neuropatijos simptomai, sunku tiksliai jvertinti retrospek-
tyviai, nes pirmieji pozymiai ir simptomai gali pasireiksti beveik nepastebi-
mai ir patys pacientai gali jy nejausti. [tariamos ligos pozymiai gali skirtis tarp
pacienty, o simptomy nejauciantys pacientai gali biiti jtariami tik tuo atveju,
jei CMT liga diagnozuota kitiems jy Seimos nariams.

Beveik visi pacientai, kuriems patvirtinta molekuliné CMT1A potipio dia-
gnozé¢, nurodé pirmuosius simptomus, pasireiSkian¢ius kojose, iSskyrus vieng
vyra (2,70 proc.), kuriam pirmieji simptomai pasireiské rankose. Anksciau
minéty autoriy tyrime pirmyjy simptomy pasireiskimas rankose buvo nustaty-
tas 1,6 proc. pacienty. Tokiems pacientams atipiné simptomy pradzia gali ati-
tolinti CMT ligos jtarimg. Siame tyrime skoliozé kaip vienas i§ pirmyjy simp-
tomy nustatyta 3 (8,10 proc.) pacientams ir atitinka kituose tyrimuose gautus
rezultatus (van Paassen et al., 2014).

Sis retrospektyvinis tyrimas parodé kelis skirtumus tarp ly¢iy: moterims
jutimo sutrikimai kojose, negauti sausgysliy gilieji refleksai reikSmingai sky-
rési nuo vyry. Moterys statistiSkai reikSmingai dazniau periodiskai gavo rea-
bilitacinj gydyma nei vyrai. Norédami paaiskinti Siuos skirtumus, nagrinéjo-
me amziaus skirtumus tarp ly¢iy. Nustatéme, kad motery, kurioms nustatyti
giliyjy jutimy sutrikimai, amziaus mediana buvo 46 metai (minimalus amzius
5 metai, maksimalus — 59 metai), o vyry amziaus mediana — 30 mety (mini-
malus amzius 10 mety, maksimalus — 58 metai). Motery, kurioms nebuvo
gauta sausgysliy giliyjy refleksy atsaky, amziaus mediana buvo 39,5 mety
(minimalus amzius 4 metai, maksimalus — 59 metai), o vyry amziaus media-
na — 17 mety (minimalus amzius 9 metai, maksimalus — 58 metai). Reabilita-
cinj gydyma gavusiy motery amziaus mediana buvo 46 metai, o vyry amziaus
mediana —30 mety. [verting Siuos amziaus rodiklius, galime daryti iSvada, kad
statistiSkai reik§mingo skirtumo tarp ly¢iy nebuvo. Vyry ir motery amziaus
skirtumo koregavimas paneigé statistinj skirtuma tarp ly¢iy. Neuropatijos po-
zymiy evoliucija reiskia, kad ligos simptomai atitinka nattiralia CMT1A ligos
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eiga. ISnykusius sausgysliy giliuosius refleksus paaiskina demielinizuojantis
patogeninis neuropatijos mechanizmas, kuris lemia desinchronizuotg aferen-
tiniy neurony kiekj. Kartu tai lemia ryskesn;j jutimy sutrikima. Vyresnio am-
ziaus pacientai dazniau gauna reabilitacinj gydyma galimai todél, kad liga
progresuoja ir jie patiria labiau iSreik$tus su neuropatija susijusius simptomus.
Pastebéta, kad moterys yra jautresnés simptomy pasireiskimui nei vyrai (Co-
lomban et al., 2014).

Sis tyrimas turi trikumy, nes buvo analizuoti duomenys, surinkti vie-
nos genetinés konsultacijos metu. Tikslesne pacienty, kuriems diagnozuotas
CMT1A potipis, natiiralios ligos eigos analize vertinti reikéty po ilgesnio pa-
cienty steb&jimo laikotarpio viename specializuotame centre, kai pacienty ste-
bésenos plang sudaro reguliariai atliekamy standartizuoty tyrimy ir anketiniy
klausimy schema. Tokios nattiralios CMT1A serganciy pacienty ligos eigos
analizes iSvados galéty biiti reikSmingos sudarant optimaly ilgalaikio stebéji-
mo plang, be to, gauty stebésenos rezultaty kaupimas bei analizé ir dalijimasis
informacija tarp Saliy buty naudinga kuriant naujus gydymo bidus CMT1A
sergantiems pacientams.

3.1.2. Paveldimos neuropatijos su polinkiu j suspaudimo paralyzius
pacienty fenotipy charakteristika

Siame kohortiniame retrospektyviniame tyrime analizavome eiy pacienty, ku-
riems nustatyta CMT1A genetinés srities delecija, lemianti PNSP, fenotipy duo-
menis. Moterys sudaré 33,33 proc. (n = 2), o vyrai 66,67 proc. (n = 4). Vidutinis
amzius, kai pasireiské pirmieji simptomai, buvo 24,83 + 8,95 mety, o vidutinis
amzius diagnozés patvirtinimo metu — 35,33 + 12,58 mety. Trijy pacienty ge-
nealogijy duomenys parodé AD paveldéjima. Neuropatinio skausmo ir provo-
kuojanciy veiksniy nenurodé né vienas pacientas. Klasikinis PNSP fenotipas
pasireiské 50 proc. pacienty. | CMT panasi ligos eiga nustatyta 33,33 proc.,
o létiné sensoriné neuropatija — 16,67 proc. pacienty. Visiems pacientams
pirmieji simptomai pasireiské kojy nejautrumu ir tirpimu. Kojy deformacija
(pes cavus) uzfiksuota tik vienam pacientui. Visy Sesiy pacienty ENG tyrimo
rezultatai parodé vidurinio nervo laidumo greicio pakitimus. Trims pacien-
tams ENG tyrimo rezultatai parodé motoring ir sensoring demielinizuojancio
tipo neuropatija, nustacius sulétéjusj nervinio impulso laidumo greitj esant
pailgéjusiems distaliniams latentiniams periodams. Pacienty demografiniai ir
klinikiniai duomenys apibendrinti 18 lentel¢je.
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18 lentelé. PNSP serganciy pacienty fenotipy charakterizavimas

Tipinis Atipinis Vidurinio nervo
g « | fenotipas fenotipas NLG
= |2 E s
N >R -~ op—
8 2 - =
g = £ = =)
%‘) 7 E @» = — = 'g =
Lytis | 5 = 2 |E g s T g
5 |5 E|S 2 _|S80..|2z 8
Z |23 25 28 €55 -5 85 I
s Elg=ER|EN|sE22/8E >3 &g 2 | 2
S B3O8 %S B EZ L EE S e & s £ g
IR - I AR EAR T el'g © ] =
N pn|/N g =2 ®|lC| vz S a8 = 20 £ % ®
EZ EEZ| &85 S5 S 2 5ESE 5| 38| | &
<al< A el ek as EAsE=R s = 4 v A
M 56 20 - — - + - + + -
A% 38 36 - - — - - + + - - +
v 31 22 + - - - - - - - + -
A% 17 15 - - - - + - - - -
\Y% 34 20 - - - - — + - —
M 36 36 + — - - — - - - -

Paaiskinimai: M — moteris, V — vyras; + pozymis nustatytas, — poZymis nenustatytas.

3.1.2.1. PNSP fenotipo ypatumy aptarimas

PNSP pirma karta apraSyta De Jongo 1947 metais. Ji dazniausiai pasireisSkia
neskausminga zidinine motorine ir sensorine mononeuropatija. Apie 70 proc.
atvejy budinga pasikartojanti zidininé Seivinio ar alk@ininio nervo neuropatija.
Retai PNSP gali pasireiksti atipine eiga, pvz., progresuojancia mononeuropa-
tija, létine sensorine neuropatija, trumpalaikiais jutimo sutrikimais ar CMT
imituojancia ligos eiga (de Oliveira et al., 2016; Farooq, Martin, Andary,
2008; Flor-de-Lima et al., 2013). Siame retrospektyviniame tyrime analiza-
vome 6 pacienty fenotipus, kuriems buvo nustatyta CMT1A genetinés srities
delecija. PNSP dazniausiai pasireiSkia antrajame deSimtmetyje (Chrestian
et al., 2015). Siame tyrime tik vienam pacientui nustatytas simptomy pasi-
reiSkimas iki 20 mety amziaus. Klasikiniai PNSP simptomai pasireiské trims
pacientams. M. Luigetti ir bendrautoriy retrospektyvinis tyrimas parodé, kad
Siek tiek daugiau nei pusei pacienty pasireiskia atipiniai simptomai (Luigetti
et al., 2014). Nedidelj identifikuoty atvejy skaiciy galéty paaiskinti ,,praeina-
ntys® / trumpalaikiai ir lengvos eigos PNSP ligai budingi simptomai, dél kuriy
pacientai nesikreipia j gydytojus.
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3.2. Kohortinio perspektyvinio tyrimo rezultatai

3.2.1. Fenotipy, kuriuos 1émé mtDNR patogeniniai variantai, jvertinimas

Mitochondrinéms ligoms biidingas heterogeninis fenotipas, apimantis daugelj
skirtingy organizmo sistemy, jskaitant PNS. Remiantis literatiiros apzvalga,
su mitochondrinémis ligomis susijusiy PN neurofiziologinés charakteristikos
daznai skiriasi tarp jvairiy mitochondriniy sindromy. PN pasireiskimo ir jos
tipo nustatymas gali padéti klasifikuoti mitochondrinj sindromg ir pasirinkti
atitinkamus genetinius tyrimus.

Tiriamajg imtj sudaré 16 pacienty, kuriems 2015-2017 metais buvo jtartas
kriterijais (Leigh sindromas n =3, MELAS n=4, NARPn=1, LPIO n =4,
KSSn=1, LHON n=3). Objektyviis neuropatijos pozymiai nustatyti visiems
pacientams.

Sesiems pacientams nustatyti patogeniniai variantai mitochondrijy geno-
me. Dviem vaikams (1 ir 2 pacientai) patvirtintas Leigh sindromas atitinkamai
nustacius patogeninius variantus NC _012920.1:m.9185T>C (p.(Leu220Pro))
ir NC_012920.1:m.8993T>C (p.(Leul56Pro)) MT-ATP6 gene. Trims suaugu-
siems pacientams (3, 4 ir 5 pacientai) patvirtintas MELAS nustacius patogeni-
nj variantg NC_012920.1:m.3243A>G (p.(3243Gly)) MT-TLI gene ir vienai
pacientei (6 pacienté) pavirtintas ] MERRF panaSus sindromas nustacius
naujg variantg NC 012920.1:m.8353T>C tRNA(Lys) gene. Vienam pacientui
(7 pacientas) i$ tirty 16 pacienty nustatyta nauja 5888 bp mtDNR delecija
NC_012920.1:m.6069 11956del, lemianti Kearns—Sayre sindroma.

Pirma pacienté yra antras vaikas Seimoje, ji gimé 40 gestacijos savaitg. Pries
tai motina patyré tris savaiminius persileidimus atitinkamai 12, 9 ir 9 néstu-
mo savaite. Hipotonija pasireiské nuo naujagimystés. Mergaité sédéti pradéjo
9 mén. amziaus, o vaikscioti prilaitkoma — nuo 30 mén. Viso kiino tremoras
pastebétas nuo 18 mén. amziaus, jis labiau iSry$kédavo rankose ir pédose ban-
dant atlikti veiksma ar pavargus. Garsazodzius tarti pradéjo 16 mén. amziaus,
taciau kalbos raida menkai progresavo ir 3 mety amziaus mergaité taré tik kelis
zodzius. 2,5 mety amziaus atlikus galvos smegeny magnetinio rezonanso tomo-
grafijos (MRT) tyrimg nustatyti Leigh sindromui biidingi pozymiai.

Antras pacientas yra pirmas vaikas Seimoje, jis gimé 40 gestacijos savaite.
Hipotonija diagnozuota 8 mén. amziaus. Ankstyvoji abilitacija skirta dél véluo-
jancios motorinés raidos. Sédéti pradéjo 8 mén. amziaus, o vaikscioti prilaiko-
mas nuo 18 mén. Kalba prasmingomis frazémis nuo 2 mety amziaus. 2,5 mety
amziaus del nestabilios eisenos, greito nuovargio, dazno griuvimo tirtas Vaiky
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neurologijos skyriuje. Galvos smegeny MRT tyrimu nustatyti Leigh sindromui

budingi pokyc¢iai. Abiejy pacienty fenotipai palyginti 19 ir 20 lentelése.

19 lentelé. Klinikiniy simptomy santrauka

PaZeistas organas ir (ar) sistema

1 pacientas

2 pacientas

Simptomy pradzia Iki 6 mén. Iki 6 mén.
Judesiy raidos sutrikimas Taip Taip
Akiy pakitimai (nistagmas, Zvairumas) Taip Taip
Disfagija Taip Ne
Epilepsija Ne Ne
Silpnas ¢iulpimo refleksas Taip Ne
Klausos sutrikimas Ne Ne
Kvépavimo sutrikimai Ne Ne
Kardiologiniai sutrikimai Ne Ne
Kepeny funkcijos sutrikimai Ne Ne
Inksty funkcijos sutrikimai Ne Ne
Hematologiniai sutrikimai Ne Ne
Periferiné neuropatija Taip Taip
Augimo sutrikimas Ne Ne
Mikrocefalija Ne Ne
Protinis atsilikimas Ne Ne

20 lentelé. Judéjimo sutrikimai ligos pasireiskimo pradzioje

Motoriniai poZymiai

1 pacientas

2 pacientas

Hipotonija Taip Taip
Sumazéje ar iSnyke giliyjy sausgysliy Taip Ne
refleksai

Distonija Ne Ne
Babinskio simptomas Ne Ne
Spastiskumas Ne Ne
Hipertonusas Ne Taip
Ataksija Taip Taip
Raumeny silpnumas Taip Taip
Kitos diskinezés* Taip (tremoras, pusiau- |Ne

svyros sutrikimas)

Paralyzius Ne Ne
Choréja / atetozé Ne Ne
Pes cavus Ne Ne
Mioklonusas Taip Taip
Hipokinez¢é / bradikinezé Taip Ne

* Tremoras, dizartrija, pusiausvyros sutrikimas, stereotipijos, opistotonusas, hiperkinezés,

dispraksija, krumpliaradio fenomenas, nervingumas.
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Treciai pacientei pirmieji ataksijos pozymiai pasireiské vaikystéje, taciau
intensyvéjo vidutiniskai 18 mety amziaus. Po 10 mety pacientei diagnozuo-
tas I tipo cukrinis diabetas ir paskirtas gydymas insulinu. Tuo paciu metu
nustatytas abipusis neurosensorinis prikurtimas, tinklainés pigmentiné reti-
nopatija. Regéjimo sutrikimai palaipsniui progresavo, iSsivysté fotofobija,
diplopija ir oftalmoplegija. 36 mety amziaus pacientei klinikinio neurologinio
tyrimo metu nustatyti sutrik¢ skausmo ir gilieji jutimai pédose, labai zemi
keliy sausgysliy refleksai, iSnyke Achilo sausgyslés refleksai abipus, ataksi-
ja, koordinacijos ir motorikos sutrikimai apatinése galinése. Tiriant galvinius
nervus nustatyti riboti akiy judesiai visomis kryptimis ir gauti Zzemi ryklés
ir minks$tojo gomurio refleksai. Konstatuota disfonija, dizartrija ir disfagija.
VirSutinése ir apatinése galiinése nustatytas difuzinis raumeny jégos susilpné-
jimas, kuris jvertintas 4 balais i§ 5. Taip pat nustatytas Zemas raumeny tonusas
ir iSreikSta generalizuota hipotrofija. ENG tyrimu neiSgautas odos blauzdos
nervo jutiminis atsakas. Pacienté negaléjo atsistoti i$ tupimos padéties. Galvos
smegenyse MRT tyrimu zidininiy signalo intensyvumo pokyciy nenustaty-
ta; nustatyta smegeny pusrutuliy ir smegenéliy atrofija. Raumens biopsijos
histologiniu tyrimu nustatyta zidininé pavieniy miocity atrofija, citochromo
oksidazés stoka iki 10 proc. miocity ir gausios raudonos netolygios sankaupos
pavieniuose miocituose.

Ketvirtai pacientei pirmieji raumeny silpnumo ir nuovargio simptomai
pasireiske timiai 22 m. amziaus po kontakto su lakiosiomis cheminémis me-
dziagomis darbo vietoje. Tuo metu pirma kartg pacientei diagnozuota LPIO.
Genetinés konsultacijos metu i$siaiSkinta, kad pacienté jau vaikystéje prastai
toleravo fizinj kriivi, buvo létesné, greiciau pavargdavo, léciau bégiojo. Jai
sunkiau sekési mokytis, ypa¢ iSmokti atmintinai teksta. Daznai jauté mie-
guistumg. Iki 18 m. amziaus pasireiské vienas epizodas, kurio metu ji nebe-
jaute kojy, pasireiské dizartrija. Atlikus raumens biopsijos histologinj tyrima
nustatyti nespecifiniai miopatiniai pakitimai. Pacientei buvo atlikti bioche-
miniai genetiniai tyrimai diferencijuojant nuo paveldimy medziagy apykaitos
ligy, taCiau pakitimy nebuvo nustatyta. Kelis kartus kartojant laboratorinius
tyrimus, tik vieng karta nustatyta nedaug padidéjusi laktato koncentraci-
ja kraujo serume (3,84 mmol/l (normos reikSmé 0,62-2,64 mmol/l)). Nuo
22 mety amziaus pacientei karta per ménesj kartojosi sgmonés sutrikimo epi-
zodai, sutriko rijimas, pasikeité balsas, buvo sunku kalbéti, vargino nuolatinis
galvos svaigimas, diplopija, pasireiské pykinimas, kartais lydimas vémimo,
dispepsija, obstipacija keitési | diaréja, arterinio kraujospiidzio svyravimai.
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Progresavo fizinio kriivio netoleravimas. 28 m. amziaus pacienté patyré trau-
kuliy priepuolj, taciau elektroencefalografiniu tyrimu epilepsijai biidingy po-
kyc¢iy nenustatyta. Klinikinio neurologinio tyrimo metu nustatyta disfonija,
dizartrija, hipomimija, sakadiniai akiy judesiai visomis kryptimis, horizon-
talus nistagmas, diplopija, zemi gilieji sausgysliy refleksai kojose, proksima-
linis virSutiniy ir apatiniy galiiniy raumeny silpnumas (ranky proksimaliniy
raumeny jéga jvertinta 4 balais, distaliniy — 5 balais i§ 5; kojy proksimaliniy
raumeny jéga — 3—4 balais, distaliniy — 5 balais i$ 5). Tuo metu atlikus ENG
tyrimg, nerviniy skaiduly pazeidimas nenustatytas, o EMG tyrimu nustatyti
atskirose skaidulose pakite motoriniy vienety veikimo potencialai, kurie buvo
polifaziniai, nedidelés trukmés ir amplitudés. Galvos smegeny MRT tyrimu
nustatyta nezymi leukoencefalopatija abipus periventrikuliariai okcipitaliai.

Penktai pacientei fizinio kriivio netoleravimas pasireiské treCiame deSimt-
metyje. Paciente vargino pilvo piitimas ir viduriavimas. Nuo 35 mety amziaus
nustatytas abipusis neurosensorinis klausos sutrikimas. 42 mety amziaus dia-
gnozuotas II tipo cukrinis diabetas ir paskirtas gydymas insulinu. Po 10 mety
pacienté tirta dél nuolatinio bendro silpnumo, virS§kinimo sutrikimy ir mau-
dziancio skausmo po deSiniuoju Sonkauliy lanku. Atlikus laboratorinius ty-
rimus nustatytas padidéjes kepeny transaminaziy aktyvumas. Kepeny biopsi-
jos tyrimu nustatyta zidininé¢ makro— ir mikrovezikuliné steatoz¢ vidutiniskai
10 proc. hepatocity. Keletag mety pacientg vargino galvos svaigimas. 47 mety
amziaus galvos smegeny MRT tyrimu nustatyti daugybiniai 2-9 mm skers-
mens zidiniai abiejy pusrutuliy baltojoje smegeny medziagoje subkortikaliai.
Nuo 50 m. amziaus pacienté pastebéjo, kad silpsta jéga rankose ir kojose,
tirpsta abiejy ranky pirstai, vakarais pasireiskia neramumas kojose. 56 mety
amziaus klinikinio neurologinio tyrimo metu nustatyta rinofonija, veido asi-
metrija, neZymi ptoze, zemi gilieji sausgysliy refleksai, normali raumeny jéga,
hipotrofija ir sutrikusi koordinacija apatinése galiinése. ENG tyrimu nustaty-
tas sumazejes odos blauzdos nervo jutiminis atsakas.

Fenotipy heterogeniskumg rodantys §iy pacien¢iy simptomai pateikti 21 le-
nteléje, o 7 paveiksle — sekvenogramy fragmentai, apimantys m.3243G>A
variantg.
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21 lentelé. Pacienciy, kurioms patvirtintas MELAS, fenotipy charakterizavimas

3 pacienté 4 pacienté 5 pacienté
Simptomy pradzia 2_%§ . 1—v2. . 2_§ . .
deSimtmetis |deSimtmetis desimtmetis
Amzius, kai atlikta vé- 36 30 55
liausia konsultacija, metai
Ugis, cm 157 162 162
Svoris, kg 33 58 45
Kiino masés indeksas 13,4 22,1 17,1
CNS Insultas ir (ar) i insulta
panasiis priepuoliai
MRT radiniai Smegeny T2 sekose hi- T2 sekose hi-
atrofija, perintensinio perintensinio
smegenéliy |signalo zidiniai |signalo zidiniai
atrofija pozievyje pakau- | pozievyje, sme-
Sio srityse genéliy atrofija
Encefalopatija
Kognityviniai sutrikimai X
Ataksija X
Traukuliai
Migrena
PNS Neuropatija ir (ar) X X X
hiporefieksija
Raumenys | Miopatija ir (ar) silpnumas | X X X
Fizinio krivio X X X
netoleravimas
Miopatiniai pokyc¢iai EMG X
Klausa Klausos sutrikimas X X X
Rega Prozé ir (ar) oftalmoplegija | X X X
Pirmentinis retinitas X
VirSkinimas | Disfagija X X X
Dispepsija X X X
Zarnyno disfunkcija X X X
Sirdis Kardiomiopatija
EKG pakitimai X
Kepenys Kepeny disfunkcija X
Endokrininé | I tipo CD X
sistema I tipo CD X
Hipogonadizmas X
Kita Laktatacidozé X

Paaiskinimai: EKG — elektrokardiografija; CD — cukrinis diabetas; X — pozymis yra.
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3 pacienté 4 pacienté 5 pacienté

7 pav. Pacienciy, kurioms identifikuota mtDNR pakaita NC 012920.1:m.3243A>G,
lemianti MELAS, sekvenogramy fragmentai, K — DNR, i$skirtoje i§ kraujo, S — DNR,
i$skirtoje 1§ Slapimo nuosédy lasteliy

Sestai pacientei pirmieji fizinio kriivio netoleravimo simptomai pasireiské
8 m. amziaus. Mergaité greitai pavargdavo eidama, negaléjo bégti, buvo sun-
ku lipti laiptais, sunkiai atsistojo nuo grindy. 10 m. amziaus pirma kartg atlikto
klinikinio neurologinio tyrimo metu nustatytas difuzinis raumeny silpnumas
ir generalizuota hipotrofija, teigiamas Gowerso simptomas. Atlikus laborato-
rinius tyrimus nustatyta hiperlaktatemija (10,2 mmol/l (normos reikSmé 0,62—
2,64)). 12 m. amziaus pasireiské generalizuoti toniniai kloniniai priepuoliai
ir paskirtas gydymas lamotriginu. Pradéjus gydyma, priepuoliy pobudis pa-
sikeité, i8sivysté mioklonijos. Gydymas koreguotas leviteracetamu, per vie-
nus metus priepuoliai sumazgjo ir nebesikartojo. ISlieka raumeny silpnumas
ir ataksija. Siai pacientei viso ilgio mtDNR sekoskaitos tyrimu identifikuotas
variantas m.8353T>C tRNA(Lys) gene, kuris, manome, paaiskina pacientés
fenotipa.

Septintam pacientui nuo vaikystés pasireiské KSS sindromui bidingi simp-
tomai — Sirdies laidziosios sistemos sutrikimas, pigmentinis retinitas, LPIO,
neurosensorinis klausos sutrikimas, ataksija, Zemas Gigis. Septyniy mety am-
ziaus dél atrioventrikulinés blokados persistuojanciy sinkopiy implantuotas
kardioverteris. 17 mety amziaus kojose keliy ir Achilo sausgysliy refleksy at-
saky negauta. Raumeny jéga rankose jvertinta 5 balais, o kojose — 2 balais i
5. Nustatytas nistagmas, galvos ir ranky tremoras. Progresuojant raumeny sil-
pnumui ir ataksijai, pacientas savarankiskai nejuda nuo 19 mety amziaus. San-
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gerio sekoskaita nustatyta 5888 bp mtDNR delecija NC_012920.1:m.6069
11956del, kuri anks¢iau nebuvo aprasyta mokslinéje literatiiroje (zr. 8 pav.).

A GTTATCGTCACAGCCCATGCAT .................... CTCCTACTTACAGGA
CCTTCTAGGTAACGACCACATCT [ ] ATACTAGTCACAGCCCTATACTCCCTCTA
6068 11957

CO1 genas \ / ND4 genas
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8 pav. Paciento, kuriam nustatyta nauja mtDNR delecija, sekvenogramos fragmentas
(A) ir scheminis delecijos vaizdas ziedinéje mtDNR (B)

3.2.1.1. Patogeniniy mtDNR varianty ir fenotipy aptarimas

Daugelis tyrimy parodé mitochondrijy reikSme periferiniy nervy funkcijai,
ypac tai jrodo sutrikes mitochondrijy judéjimas, kuris gali pasireiksti CMT
fenotipu. Periferiniy nervy pazeidimas sergantiems pirminémis mitochon-
drinémis ligomis, yra palyginti daznas, taciau gali biiti nenustatytas daugia-
sistemés ligos kontekste. Dél Sios priezasties tikslus polineuropatijos papli-
timas néra aiSkus. Neuropatija yra daznas simptomas pacientams, kuriems
nustatyti specifiniai patogeniniai mtDNR variantai m.8993T>C, m.8§993G>C
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ir m.3243A>G (Bouillot et al., 2002; Finsterer, 2011; Kaufmann et al., 2006).
Nors daugumai serganciyjy neuropatija gali buti kliniSkai nereikSminga,
pacientams, sergantiems MELAS, MERREF ir Leigh sindromais, ji gali biiti
greitai besivystanti ir sunkios eigos.

Vidutiniskai 32 proc. i§ motinos paveldéto Leigh sindromo atvejy lemia
patogeniniai mtDNR variantai (Naess et al., 2009). Tre¢daliui i$ jy nustatomas
m.8993T>G variantas arba labiau iSreiksta fenotipg lemiantis m.8993T>C va-
riantas MT-ATP6 gene, kurie buvo aprasyti pirmiausia (de Vries et al., 1993;
Tatuch et al., 1992). Nors mtDNR paveldima i§ motinos, daugelis pacienty,
kuriems nustatyti patogeniniai mtDNR variantai, stokoja teigiamy genealogi-
juy duomeny, leidZian¢iy jtarti mtDNR ligg. Tai gali baiti todél, kad kity Seimos
nariy patogeniniy varianty heteroplazmijos slenkstis yra zemesnis uz nustaty-
to patogeninio varianto patogening ribg. mtDNR de novo variantai taip pat
yra gana daznai nustatomi, tod¢l variantas, esantis dideliame heteroplazmijos
lygyje probandui, gali biiti nenustatomas motinai ir kitiems motinos giminai-
¢iams. mtDNR varianty nulemtas Leigh sindromas paprastai pasireiskia iki
2 m. amziaus (Naess et al., 2009; Rahman et al., 1996). Siame tyrime dviem
vaikams, kuriems nustatyti patogeniniai M7-ATP6 geno variantai, gilieji saus-
gysliy refleksai buvo iSnyke, pasireiské hipotonija, ataksija ir abipusis tre-
buvo nustatyti, ENG tyrimas nebuvo atliktas dél jauno pacienty amziaus.
Abiejy pacienty motinos buvo homoplazminiy mutacijy nesiotojos, taciau ne-
urologiniy sutrikimy, jskaitant neuropatijg, joms nebuvo nustatyta.

NC_012920.1:m.3243 A>G variantas MT-TL 1 gene yra labiausiai paplitusi
MELAS priezastis. [Seminis insultas ar j insultg panaSts priepuoliai yra pa-
grindin¢ sindromo iSraiska, kurig patvirtina galvos smegeny MRT tyrimo ra-
diniai dazniausiai pakausio srityje. Fenotipo kintamumas §iame tyrime nusta-
tytas vienai pacientei, kuriai galvos smegeny MRT tyrimu MELAS biidingy
patognominiy poZymiy nebuvo nustatyta, ta¢iau anksti pasireiské ataksija ir
kiti mitochondrijy disfunkcijai biidingi simptomai. ,,Ataksija plius* fenotipas
neretai biiddingas mitochondrijy disfunkcijai (Bargiela et al., 2015). Nustatyta,
kad 22-77 proc. pacienty, kuriems diagnozuotas MELAS, pasireiskia neuro-
patija (Karppa et al., 2003; Kaufmann et al., 2006; Mancuso et al., 2014). Sia-
me tyrime visos trys pacientés skundési parestezijomis ir pédy tirpimu, o viena
jy — ir eisenos nestabilumu (ataksija). Sioms pacientéms klinikinio neurologi-
nio tyrimo metu nustatyti pozymiai, biidingi neuropatijai: labai sumazgéjg arba
iSnyke gilieji sausgysliy refleksai ir sumazéjusi raumeny jéga distalinése kojuy
dalyse. ENG tyrimu dviem i$ trijy suaugusiy pacienciy nustatytas aksoninio
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tipo nerviniy skaiduly pazeidimas. Svarbu tai, kad anksciau atliktuose tyri-
muose jrodyta, kad néra koreliacijos tarp neuropatijos ir cukrinio diabeto. Ver-
tinant retrospektyviai, nors Sioms pacientéms ir pasireiSké mitochondrinéms
ligoms budingi simptomai, genetinei konsultacijai ir simptomy etiologijai nu-
statyti jos buvo atsiystos vélai. Tai rodo, kad mitochondrinés ligos fenotipas
daznai gali buti nejtartas kasdienéje klinikinéje praktikoje.

Sestai pacientei, kuriai nustatytas naujas mtDNR variantas m.8353T>C,
pasireiské | MERRF sindroma panagus fenotipas. Sioje labai konservatyvioje
geno srityje yra anksciau aprasytas variantas m.8356T>C, kuris lemia MERRF
(Chi, 2015; Silvestri et al., 1992). Pacientei buvo jtarta mitochondriné liga tuo
metu, kai mtDNR sekoskaitos nebuvo galima atlikti, todél skersaruoziy rau-
meny biopsijos histologinis tyrimas buvo svarbus diagnozei ir gydymui.

Nauja 5888 bp mtDNR delecija NC_012920.1:m.6069 _11956del, nustaty-
ta septintam pacientui, patvirtino fenotipining KSS sindromo diagnoze. Dél
nustatytos 5888 bp delecijos sutriko 8-iy baltymus koduojanciy (COI, ND4,
CO2, ATPS, ATP6, CO3, ND3, ND4L) ir 5-iy tRNR koduojanéiy (7S1, TD,
TK, TG, TR) geny raiska, lémusi mitochondrijy energijos gamybos sutrikima.

3.2.2. GJBI geno sekoskaitos ir fenotipy charakterizavimas

Siame tyrime GJBI geno sekoskaita buvo atlikta 84 pacientams (CMTI
n =20, CMT2 n = 42, CMT-T n = 21). Patogeniniai GJBI geno sekos va-
riantai nustatyti 6 pacientams (NM_000166.5:c.34G>A (p.(Gly12Ser)),
NM 000166.5:c.43C>T (p.(Argl5Trp)), NM 000166.5:c.290A>G (p.(Hi-
s97Arg)),NM_000166.5:c.547C>T (p.(Argl183Cys)), NM_000166.5:¢c.476delG
(p.(Gly159Alafs))). Siame tyrime dviem pacientams nustatytas naujas missense
patogeninis variantas NM_001097642.2:¢.290A>G (p.(His97Arg)) ir skaitymo
rémelio poslinkj lemianti vieno nukleotido delecija NM_000166.5:¢c.476delG
(p-(Gly159Alafs)) vienai pacientei. Taip pat du patogeniniai variantai nustatyti
GJBI baltymo N domene citoplazmoje (p.Gly12Ser ir p.Argl5Trp), citoplaz-
mingje kilpoje (p.His97Arg) ir antroje iSorinéje kilpoje (p.Gly157fs ir p.Arg-
183Cys) (Zr. 9 pav.).

Naujai nustatytas missense galimai patogeninis variantas c.290A>G le-
mia aminortgsties histidino pasikeitimg j argining 97 padétyje. Varianto néra
ClinVar, 1000 Genomes projekto ir ExAc duomeny bazése. Variantas vertina-
mas kaip galimai patogeninis remiantis DANN (0,99), CADD (19,98), GERP
(4,67), LRT (0,84), MutationAssessor (2,95), MutationTaster (0,99), SIFT (0),
PolyPhen2 (0,79) ir PROVEAN (—4,68) jverciais. Tarp zinomy Siame tyrime
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9 pav. Patogeniniy GJB! geno varianty, identifikuoty Siame tyrime, diagrama. * nu-
rodo naujai identifikuotus variantus. Adaptuota pagal: Kleopa, Sargiannidou, 2015.

nustatyty patogeniniy varianty variantas c.34G>A nustatytas pacientei, kurios
tévui, atlikus segregacijos analize, taip pat nustatytas §is variantas. Variantas
¢.43C>T nustatytas pacientui, kuriam pasireiské sunkios eigos neuropatija.
Atitinkamai, ¢.43C>T variantas nustatytas paciento dukrai, jo broliui, brolio
dukrai ir motinai. Patogeninis variantas c.547C>T nustatytas pacientui, kurio
motina buvo besimptomé varianto nesiotoja. Genealogijos ir GJBI sekoskai-
tos rezultatai pavaizduoti 10 ir 11 paveiksluose. Keturi pacientai buvo priskirti
CMT-T tipui, o du — CMT?2 tipui. Keturi pacientai buvo vyrai, o dvi mote-
rys. Siy pacienty amzius, kai pasireiské pirmieji simptomai, kito nuo 8 iki
35 mety. Remiantis genealogijy duomenimis, keturiems pacientams jtartas su
X chromosoma susij¢s paveldéjimo tipas. Dviejy pacienty, kuriems nustatyti
nauji patogeniniai variantai ¢.290A>G ir ¢.476delG, Seimos nariai neatvyko
1 konsultacijg ir atlikti tyrimy. Kity keturiy pacienty Seimose atliktas nustaty-
ty patogeniniy varianty segregacijos tyrimas. Penkiems pacientams, kuriems
nustatyti GJBI patogeniniai variantai, pirmieji simptomai pasireiské eisenos
sutrikimu ir jie negaléjo bégti. Siems pacientams taip pat pasireiské jvairaus
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sunkumo (nuo lengvo iki sunkaus) raumeny atrofija, jutimy sutrikimas, su-
mazgje sausgysliy refleksai ir pédy deformacijos. Silpnumas ir atrofija buvo
nustatyti distalinése apatiniy galiiniy dalyse, pvz., priekiniame blauzdos ir
dvilypiame blauzdos raumenyse, be akivaizdaus proksimaliniy raumeny pa-
zeidimo. Visi pacientai savarankiskai vaiksc¢ioti pradéjo iki 15 mén. amziaus.
Vienam pacientui CMT buvo nustatyta tiriant stacionare po Umaus trumpa-
laikio j insultg panaSaus priepuolio, kuris pasireiské hemiplegija, disfagija,
dizartrija ir afazija. Tremoras nustatytas dviem pacientams, skoliozé — vienam
pacientui, o kognityviniai sutrikimai — vienai pacientei. Pacienty, kuriems $ia-
me tyrime nustatyti patogeniniai Variantai genealogij os pateiktos 10 paveiks—

1dent1ﬁku0tq varianty charakterizavimas — 22 ir 23 lentelese.

O

o8

5 6

10 pav. Genealogijos, kuriose nustatyti GJBI patogeniniai variantai. Asmenys, ku-
riems nustatyti patogeniniai variantai, pazyméti juodos spalvos simboliu, rodyklé i$
kairés nurodo probanda.
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GJBI.c.34G>A

GJBI:¢.290A>G GJBI:c.A76delG  GJBL:c.S47C>T

11 pav. GJBI sekvenogramos: P — pacienty sekvenogramy fragmentai; K — laukinio
tipo alelio sekvenogramy fragmentai
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23 lentelé. Nustatyty GJBI geno varianty charakterizavimas

Paieska Zmo-
Geno- ga(;llfoglz:::;no In silico analizé?:
Variantas tipas bazése!: GERPé illfl’;‘, PP2;
1000G; ESP;
ExAC

NM_001097642.2:¢.34G>A (p.(Gly12Ser)) htz - 4,36; 0*; 0,99%; 25,6*
NM_001097642.2:¢.43C>T (p.(Argl5Trp)) hmi - 4,36; 0%; 0,99*; 31*
NM_001097642.2:¢.290A>G (p.(His97Arg)) | hmi - 4,67; 0%; 0,79%; 19,98*
NM_000166:¢c.476delG (p.(Gly159Alafs)) htz - 4,81; — — —
NM_001097642.2:¢.547C>T (p.(Arg183Cys))| hmi - 4,99; 0*; 1*;29,2*

Paaiskinimai: Genotipas: htz — heterozigotinis, hmi — hemizigotinis; 'Zmogaus genomo duo-
meny bazés: varianto alelio dazniai /1000 Genomes projekte (1000G: 2018 m. kovo mén., http://
www.1000genomes.org/), egzomy sekoskaitos projektas (ESP: 2015 m. kovo mén., http://evs.
gs.washington.edu/EVS/) ir egzomy kaupimo ir saugojimo konsorciumas (ExAC: ver. 0.3.1,
http://exac.broadinstitute.org/);

2In silico analizé: GERP (genominés evoliucijos grei¢io profiliavimo rezultatas, kuo didesnis
jvertis, tuo konservatyvesné sritis, jverciy intervalas nuo —12,3 iki 6,17), SIFT (http:/sift.jcvi.
org), PolyPhen2 (PP2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) ir CADD (http://cadd.gs.was-
hington.edu/) programas;

* jrodo patogeniskuma.

Trijy pacienty, kuriems nustatyti nauji
GJBI patogeniniai variantai, fenotipy aprasSymas

3 pacientas

29 m. amziaus pacientui nuo 16 mety pasireiSké pédy deformacija, pasi-
keité eisena, progresavo kojy silpnumas. 19 m. amziaus atlikto ENG tyrimo
metu nustatytas misrus demielinizuojancio ir aksoninio tipo nerviniy skaiduly
pazeidimas. Pacientas 10 mety j gydytojus nesikreipé. 29 m. amziaus kreipési
dél labai pablogéjusios judéjimo funkcijos. Objektyvaus neurologinio tyrimo
metu nustatyta kojy hipestezija Zemiau keliy, sutrikes vibracijos jutimas dista-
liau ¢iurny bei kojy padéties jutimas. Sausgysliy refleksai simetriski, ranky —
zemi, keliy ir Achilo sausgyslés refleksai neiSgauti abipus. Nustatyta plastaky
tarpdelnakauliniy raumeny ir kojy raumeny atrofija, labiausiai distalinése da-
lyse, pédy deformacija (pes cavus). Pacientas negaléjo paeiti ant pirSty bei
kulny, sunkiai atsistojo i§ tupimos padéties. Ranky raumeny jéga jvertinta
3 balais i8 5, kojy proksimaliniy raumeny jéga — 4 balais, distaliniy — 0 baly
i§ 5. Pacientas nebuvo kreipesis dél ortopedijos priemoniy ar chirurginio gy-
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dymo. Genealogijos duomenimis, kity serganciy Seimos nariy nebuvo. GJBI
geno sekoskaitos tyrimu identifikuotas naujas hemizigotinis patogeninis va-
riantas NM_001097642.2:¢.290A>G (p.(His97Arg)). Paciento Seimos nariai
atlikti identifikuoto varianto segregacijos tyrimy neatvyko.

4 pacientas

19 m. amziaus pacientui nuo 15 mety pasireiské nuovargis kojose po fi-
zinio kriivio, pédy deformacija, skoliozé. Pacientas prisiming, kad nuo vai-
kystes jis negaléjo paeiti ant kulny. Objektyvaus neurologinio tyrimo metu
nustatytas sutrikgs vibracijos jutimas distaliau ¢iurny. Sausgysliy refleksai
simetriSki, ranky — normalis, keliy — vidutiniai ir Achilo sausgyslés re-
fleksai neiSgauti abipus. Nustatyta plastaky tarpdelnakauliniy raumeny ir
kojy raumeny atrofija, labiausiai distalinése dalyse, pédy deformacija (pes
cavus). Ranky raumeny jéga jvertinta 4 balais i§ 5, kojy proksimaliniy rau-
meny jéga — 5 balais, distaliniy — 2-3 balais i§ 5. ENG tyrimu nustatytas
ryskus aksoninio tipo nerviniy skaiduly pazeidimas: kojose abipus Seivinio
nervo motoriniy atsaky negauta distaliai, priekinio blauzdos nervo atsaky su-
mazejusios amplitudés esant normaliems latentiniams periodams bei impulso
plitimo grei¢iams ir neiSgauti juntamyjy nervy (blauzdos odos nervo abipus)
atsakai. Ranky vidurinio nervo atsakas labai mazas, pailgéjes distalinis laten-
tinis periodas (5 ms), létesnis impulso sklidimo greitis distaliai (40,0 m/s); al-
kiininio nervo motorinio atsako amplitudé normali esant ribiniam distaliniam
latentiniam periodui ir sulétéjusiam impulso sklidimo greic¢iui (46,7 m/s), o
vidurinio ir alkiininio nervo juntamojo atsako amplitudés sumazéjusios, im-
pulso sklidimo greitis distaliai sulétéjes (29,3 m/s). GJBI gene nustatytas
hemizigotinis naujas variantas NM_001097642.2:¢.290A>G (p.(His97Arg)).
Genealogijos duomenimis, kity serganciy Seimos nariy nebuvo, ta¢iau GJBI
gene heterozigotinis variantas NM_001097642.2:¢c.290A>G (p.(His97Arg))

sireiske.

5 pacienté

36 m. amziaus pacienté kreipési dél prieS metus pasikeitusios desinés pé-
dos padéties: ji nukabo ir tapo nestabili. Objektyvaus neurologinio tyrimo
metu nustatyta kojy hipestezija zemiau keliy, rySkesné desinéje, sutrikes vi-
bracijos jutimas pédose. Sausgysliy refleksai simetriski, ranky — normalis,
keliy — zemi ir Achilo sausgyslés refleksai neiSgauti abipus. Raumeny jéga
rankose normali. DeSinés pédos dorsofieksija jvertinta 0 baly i 5, plantofiek-
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sija— 3 balais i§ 5. Kairés pédos raumeny jéga jvertinta 4 balais i$ 5. Nustatyta
nezymi plastaky ir pédy raumeny atrofija. Pacienté negaléjo paeiti ant kulny,
atsitlipti, pasireiské pédy deformacija. ENG tyrimu nustatytas demielinizuo-
jancio tipo motoriniy ir sensoriniy nervy skaiduly pazeidimas. Kojose abipus
distaliai Seivinio nervo motoriniy atsaky negauta, blauzdos nervo atsakas la-
bai zemas, zema amplitudé (0,6 mV) esant pailgéjusiam latentiniam periodui
(7,2 ms) bei neiSmatuojamam impulso plitimo greiciui ir neiSgauti juntamyjy
nervy (blauzdos odos nervo abipus) atsakai. Registruoti pakite ranky viduri-
nio ir alkiininio nervy motoriniai atsakai, o juntamyjy nervy atsaky neregi-
struota. Siai pacientei GJBI gene identifikuota nauja vieno nukleotido dele-
cija NM_000166:¢.476delG (p.(Gly159Alafs)) esant heterozigotinei biiklei.

3.2.2.1. GJBI genotipy ir fenotipy aptarimas

Siame tyrime buvo nustatyti keturi missense patogeniniai GJBI varian-
tai, 1§ kuriy vienas naujas missense variantas NM_001097642.2:¢c.290A>G
(p.(His97Arg)) atlikus GJBI molekuling analize. /n silico analizé nurodé pato-
geniskumo jvercius. Taip pat nustatyta nauja skaitymo rémelio poslinkj lemianti
vieno nukleotido delecija NM_000166.5:¢.476delG (p.(Gly159AlafsTer35)).
Siuo metu Zinoma, kad yra daugiau nei 400 GJBI geno patogeniniy varian-
ty, iskaitant missense, delecijas ir skaitymo rémelio poslinkj lemiancias pakai-
tas (Liu et al., 2017). Kadangi skirtingi GJB1 patogeniniai variantai, jskaitant
delecijas, lemia panaSios eigos ir sunkumo neuropatija, dauguma ar net visi
GJBI variantai gali sukelti funkcijos praradima formuojantis Svano lastelés
mielininiam dangalui (Shy et al., 2007). Tyrimais jrodyta, kad daugelis GJBI
patogeniniy varianty, susiety su CMT1X, paveikia baltymg taip, kad jis lieka
endoplazminiame tinkle arba Goldzio komplekse ir nepasiekia lastelés mem-
branos, todél nesusidaro tarpinés jungtys (Yum et al., 2002; Kyriakoudi et al.,
2017; Kleopa, Yum, Scherer, 2002). GJB1 yra tarpinés jungties baltymas, ku-
rio raiSka vyksta jvairiose lastelése, iskaitant oligodendrocitus ir astrocitus, bei
audiniuose, tokiuose kaip kepenys, smegenys ir kasa. GJB1 baltymas palaiko
neurony pralaiduma. Vidutiniskai 7 proc. CMT1X pacienty pasireiskia CNS
sutrikimai (Hanemann et al., 2003; Kassubek, Bretschneider, Sperfeld, 2005).
Siame tyrime nustatyti du variantai NM_000166.5:c.43C>T (p.(Argl5Trp))
ir NM_000166.5:c.547C>T (p.(Argl83Cys)), kurie, literatiiros duomenimis,
lemia CNS disfunkcija (Scherer, Kleopa, 2012). Seimoje, kurioje nustatytas
variantas NM_000166.5:¢.43C>T (p.(Argl5Trp)), né vienam serganciam pa-
cientui CNS simptomai nenustatyti. Pacientui, kuriam nustatytas patogeninis
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NM_000166.5:¢.547C>T (p.(Argl83Cys))variantas, paveldétas i§ klinikiniy
simptomy neturin¢ios motinos, pirmieji simptomai pasireiské imiu, trumpalai-
kiu j insulta panasiu epizodu. Galvos smegeny MRT tyrimu patologiniy pokyciy
nebuvo nustatyta, taciau kiti tyrimai, kuriais biity galima nustatyti CNS paZzeidi-
ma, pacientui nebuvo atlikti. Anksciausiai GJB/ varianty sukelta CNS disfunkci-
ja pasireiske vaikui iki 5 m. amziaus (Siskind et al., 2009). CMT1X potipis CNS
simptomais pasireiskia retai, nors kartais pasireiskia trumpalaikis, sunkus CNS
pazeidimas, pasizymintis ataksija ir dizartrija. Kitiems CMT1X sergantiems pa-
cientams gali bti silpnai pasireiSkiantis ar besimptomis CNS sutrikimas. Pa-
cientei, kuriai nustatytas heterozigotinis patogeninis NM 000166.5:¢.34G>A
(p-(Gly12Ser)) variantas, nuo vaikystés pasireiské kognityviniai sutrikimai.
amziaus. Siame darbe apraSomai pacientei neuropatijos pozymiai pasireiské
paauglystés laikotarpiu. Manoma, kad CNS simptomai pasireiskia todel, kad
GJBI raiska vyksta oligodendrocituose, o pakites / funkcija jgijes baltymas le-
mia léting jy demielinizacijg (Kleopa et al., 2002; Kleopa et al., 2006).

Naujai nustatytas missense variantas NM_001097642.2:c.290A>G
(p.(His97Arg)) isplété GJBI genotipy jvairove. Molekuliné segregacijos ana-
liz¢ buvo atliekama tik vieno paciento moteriSkosios lyties Seimos nariams.
Kito paciento motina neuropatijai bidingy simptomy nepatyré ir atlikti mo-
lekuliniy genetiniy tyrimy neatvyko. 4-to paciento motinai ir seseriai, kurios
nepatyré neuropatijai bidingy simptomy, buvo nustatytas NM_001097642.2:-
c.290A>G (p.(His97Arg)) variantas. Motinai atliktas ENG tyrimas parodé
subklinikinj PNS paZeidima. Sis reiskinys rodo, kad moterys yra maZiau pa-
veiktos arba gali visai nepatirti simptomuy, tikétina, dél atsitiktinés X chromo-
somos inaktyvacijos (Siskind et al., 2011). Tai reiskia, kad tik dalyje Svano
lasteliy vyksta pakitusio GJB1 raiska.

ISnagrinéjus visy Sesiy pacienty ENG tyrimo rezultatus, vidurinio nervo NLG,
rodantis aksoninio tipo pazeidimg (> 38 m/s), nustatytas dviem pacientams.
Tarpiniam tipui biidingas NLG nustatytas trims, o demielinizuojan¢iam tipui
biidingas NLG — vienai pacientei. Tyrimais jrodyta, kad ligos pradzioje vyksta
demielinizacija, lydima Iétinés remielinizacijos, o véliau, progresuojant ligai ir
demielinizacijai pasiekus tam tikrg kritinj masta, pasireiskia aksony praradimas
(Kleopa, Sargiannidou, 2015). Vyrams buidingas tarpinio tipo NLG sulétéjimas
ir Siek tiek pailgéjes motoriniy nervy distalinis latentinis periodas. Tiriant dista-
ling rankos dalj nuo alkiinés iki pirsty, nustatytas NLG vidutiniskai 30-40 m/s
sergantiems vyrams, o sergan¢ioms moterims 30-50 m/s (Jerath et al., 2016;
Shy et al., 2007). Siuos skirtumus taip pat paaiskina atsitiktiné X chromosomos
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inaktyvacija. Siame tyrime pacientui vyrui, kuriam nustatytas naujas ¢.290A>G
variantas, ENG tyrimo rezultatai parodé aksoninio tipo pazeidima. Sie duome-
nys papildo naujai nustatyto varianto poveikj fenotipui. Kity pacienty NLG ty-
rimy rezultatai atitinka ankstesniy tyrimy iSvadas.

Taigi, Siame tyrime nustatéme du naujus GJBI variantus, lemiancius
CMTI1X potipi. CMT1X turéty biti jtrauktas j diferencine diagnostika vai-
kams, kuriems pasireiSkia trumpalaikis CNS sutrikimas ir periferinés neuro-
patijos pozymiai.

3.2.3. MPZ geno tyrimas ir fenotipy ypatumai

MPZ geno sekoskaita atlikta 76 pacientams. MPZ geno patogeniniai variantai
nustatyti 2 (2,63 proc.; 2/76) pacientams. Kudikystés laikotarpiu pasireiskian-
¢iai PN, susijusiai su MPZ geno patogeniniais variantais, biidingas véluojantis
savarankiskas vaiksc¢iojimas, kai vaikai pradeda vaiksc¢ioti maziausiai nuo
15 mén. amziaus (vidutiniS$kai 18-48 mén.), ir simptomy pasireiSkimas iki
5 mety amziaus.

6 mety amziaus mergaité gimé sveikiems tévams. Vieny mety amziaus ji
sirgo kairés akiduobés celiulitu, kuris komplikavosi akiduobés virSantkauli-
niu abscesu. Mergaitei atlikta etmoidektomija, kairés orbitos dekompresija,
taip pat skirtas konservatyvus gydymas. Savarankiskai vaikscioti ji pradéjo
2 mety 4 ménesiy amziaus. Pradéjus vaikséioti, tévai pastebéjo, kad mergaités
eisena nestabili, ji greitai pargriiina. Mergaitei diagnozuota III laipsnio ploks-
Ciapédysté, keliy sanariy hiperekstenzija. Ji konsultuota gydytojo genetiko,
taCiau genetiné patologija nenustatyta. 4 mety amziaus mergaité tirta vaiky
reabilitacijos specialisty;jie nustaté véluojancius savarankiskumo jgiidzius ir
pusiausvyros sutrikimg. 5 mety amziaus pacienté konsultuota gydytojo vaiky
neurologo. Klinikinio neurologinio tyrimo metu nustatytas Zemas raumeny
tonusas, normali raumeny jéga, gauti simetriSkai sumazgje gilieji sausgysliy
refleksai. Mergaité negaléjo paeiti ant kulny, vaiks¢iojo palinkusi j priekj ir
skundési greitu nuovargiu. Dél dazny griuvimy keliy srityse oda nubrozdinta
ir stebétos poodinés kraujosruvos. Atlikus ENG tyrima, nustatyta ryski demie-
linizacija. Tiriant rankose vidurinio ir alkiininio nervo motorinio atsako am-
plitudé negauta (0,0 mV), distaliné latencija sulétéjusi ir laidumo greitis ne-
iSmatuojamas. Kojose Seivinio nervo motorinio atsako amplitudé sumazéjusi
(0,01 mV), distaliné latencija sulétéjusi (12 ms) ir sulétéjes laidumo greitis
(10 m/s). Jutiminiy nervy atsaky negauta. Mergaité atsiysta gydytojo genetiko
konsultacijai dél jtariamos PN. CMT1A genetinés srities duplikacija nenusta-
tyta. MPZ geno tyrimu nustatytas galimai patogeninis heterozigotinis variantas
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NM 000530:¢.263A>G (p.(Tyr88Cys)) (Zr. 12 pav. a)). Abiem tévams buvo
atliktas MPZ geno 3 egzono tyrimas, kurio rezultatai parodé de novo varianto
kilme. Sio varianto néra 1000 Genomes projekto ir ExAc duomeny bazése.
ClinVar duomeny bazéje varianto identifikacinis numeris SCV000759644.1.
Variantas vertinamas kaip galimai patogeninis remiantis DANN (0,99), GERP
(4,69), LRT (0,84), MutationAssessor (3,08), MutationTaster (1), SIFT (0),
PolyPhen2 (0,99) ir PROVEAN (-7,42) jverciais (24 lentelé). Apibendrinant
Siuos rezultatus teigiame, kad nustatytas MPZ geno variantas NM_000530:-
c.263A>G (p.(Tyr88Cys)) yra genetiné PN priezastis.

4 mety amziaus pacienté gimé sveikiems tévams 39 gestacijos savaite savai-
minio gimdymo metu. Naujagimé pagal Apgar baly skale jvertinta 9 ir 9 balais
pirma ir penktg minute po gimimo. Gimus buvo silpnas zindimo refleksas, nauja-
gimé maitinta trumpais intervalais 2 savaites. Véliau maitinta nutrauktu motinos
pienu is buteliuko, taciau vieno maitinimo metu suvalgydavo 20 ml pieno. 3 mén.
amziaus buklé Gimiai pablogéjo, diagnozuota aspiraciné pneumonija. Persirgus
pneumonija, pasireiské progresuojantis kvépavimo ir rijimo sutrikimas. 4 mén.
amziaus suformuota tracheostoma ir perkutaniné endoskopiné gastrostoma. Pa-
cientei atlikti atrankiniai biocheminiai genetiniai tyrimai, SMNI geno 7 egzono
delecijos tyrimas, taciau ligos priezastis nebuvo nustatyta. Nustatytas normalus
kreatinfosfokinazes aktyvumas serume 158 IU/l (normos reikSmeé 25-199). Is-
liekant sunkiai hipotonijai, 7 mén. amziaus buvo atliktas skersaruoziy skeleto
raumeny biopsijos tyrimas (m. gastrocnemius v. lateralis), nustatyti nespecifiniai
pakitimai, buidingi denervacijai. Objektyvaus neurologinio tyrimo metu nustaty-
ta arefleksija, keliy ir Ciurny sgnariy kontrakttros. Aktyviy / antigravitaciniy ju-
desiy galtinése buvo labai mazai, mergaité nelaiké galvos, pati neciulpe, nerijo,
savarankiskai kvépavo labai trumpai, neapsiverté. Galviniy nervy sutrikimy ne-
nustatyta. Pacientei esant 21 mén. amziaus atlikus ENG tyrimg nustatytas labai
sunkus jutiminiy ir motoriniy nerviniy skaiduly pazeidimas: rankose ir kojose
jutiminiy nervy atsaky negauta, o vidurinio nervo motorinio atsako gautas ilgas
distalinis latentinis periodas, trukmé, labai maza amplitudé ir labai létas NLG
(< 5 m/s), kity motoriniy nervy atsaky negauta. VES tyrimu MPZ geno
4-ame egzone nustatyta heterozigotiné delecija NM 000530.7:¢.558delG
(p-(Argl186Serfs)), sukelianti baltymo skaitymo rémelio poslinkj. Variantas
vertinamas kaip galimai patogeninis remiantis GERP (4,7), PolyPhen2 (0,97),
PROVEAN (-2,124) (zr. 24 lentelg). ClinVar duomeny bazéje varianto iden-
tifikacinis numeris RCV000578395.1. Nustatyta delecija patvirtinta Sangerio
sekoskaitos metodu (Zr. 12 pav. b)), o iStyrus abiejy tévy DNR méginius patvir-
tinta de novo delecijos kilmé.
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24 lentelé. MPZ geno varianty charakterizavimas

PaieSka Zmogaus L. s
enomo duomen In silico analizé*:
Variantas Genotipas g .1 " GERP; SIFT; PP2;
bazése': CADD
1000G; ESP; ExAC
NM 000530:c.263A>G
= het - 4,69; 0%; 0,99%*; 25,1*
(p-(Tyr88Cys))
NM _ 000530.7:c.558delG .. %
(p.(Arg186Serfs)) het - 475 0,975

Paaiskinimai: 'Zmogaus genomo duomeny bazés: varianto alelio dazniai 1000 Genomes
projekte (1000G: 2018 m. kovo mén., http://www.1000genomes.org/), egzomy sekoskaitos
projektas (ESP: 2015 m. kovo mén., http://evs.gs.washington.edu/EVS/) ir egzomy kaupimo ir
saugojimo konsorciumas (ExAC: ver. 0.3.1, http://exac.broadinstitute.org/);

2In silico analizé: GERP (genominés evoliucijos grei¢io profiliavimo rezultatas, kuo didesnis
jvertis, tuo konservatyvesné sritis, jver¢iy intervalas nuo —12,3 iki 6,17), SIFT (http://sift.jcvi.
org), PolyPhen2 (PP2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) ir CADD (http://cadd.gs.was-
hington.edu/) programas;

* jrodo patogeniskuma.
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12 pav. Seimos, kuriose nustatyti nauji MPZ geno variantai. a) genealogija, kurioje
nustatytas naujas variantas NM_000530:¢.263A>G (p.(Tyr88Cys)), P — paciento ir
K — laukinio tipo alelio sekvenogramos fragmentas, b) genealogija, kurioje nustatytas
naujas variantas (p.(Argl86Serfs)), P — paciento ir K — laukinio tipo alelio sekveno-
gramos fragmentas. Sergantys asmenys pazymeti juodos spalvos simboliu, rodykleé i§
kairés nurodo probanda.
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3.2.3.1. MPZ geno naujy patogeniniy varianty reikSmeé

Istyrus 76 CMT serganciy pacienty DNR méginius, dviem pacientams
(2,63 proc.) nustatyti MPZ geno patogeniniai variantai. Abu nustatyti MPZ
geno variantai yra nauji, neaprasyti mokslo literatiiroje. Dabartiné MPZ geno
patogeniniy varianty nomenklatiira néra tiksli, nes pacientai, kuriy NLG <
38 m/s, yra priskiriami prie CMT1B potipio, o tie, kuriy NLG > 38 m/s,
priskiriami prie CMT2I potipio. Nepaisant to, kiidikystés laikotarpiu pasi-
reiSkianti sunki neuropatija priskiriama prie Dejerine—Sottas sindromo arba
reiksti dviem biidais — naujagimiams pasireiskia sunki hipotonija, silpnumas
ir daznai vystosi kvépavimo nepakankamumas, o kitu atveju hipotonija ir
judesiy raidos vélavimas pasireiskia kiidikystés laikotarpiu. Ankséiau sun-
kiai sergantys vaikai, kuriems nustatyti bialeliai AR biidu paveldéti variantai
su CMT siejamuose genuose, buvo priskiriami prie Dejerine—Sottas sindro-
mo (Dejerine, Sottas, 1893). Véliau Hardingas ir Thomas (1980) pastebéjo,
kad heterogeniska grupe sudaro sunkiai sergantys kiidikiai, kuriems nustatyti
de novo AD biidu paveldimi geny variantai, pavyzdziui, MPZ (Shy, 2006).
O jgimta hipomielinizuojanti neuropatija yra retas PNS mielininio dangalo
vystymosi sutrikimas, kuriam biidingas mielino nebuvimas arba ryskus jo
sumazéjimas. Sis terminas pagrjstas histologinio tyrimo rezultatais. Kai kurie
autoriai sitilo su MPZ patogeniniais variantais susijusius fenotipus skirstyti
pagal amziy, kuriame pasireiSské neuropatijos pozymiai, ligos eigos sunkuma
ir fenotipo pozymius.

Siame tyrime naujy MPZ geno patogeniniy varianty nulemta neuropati-
ja abiem pacientéms pasireiske skirtingai kuidikystés laikotarpiu ir iliustruoja
fenotipinj kidikystés laikotarpiu pasireiskiancios neuropatijos heterogenisku-
mga. Pacientei, kuriai nustatyta NM_000530.7:¢.558delG (p.(Argl96Serfs))
delecija, fenotipas pasireiské gimus raumeny hipotonija ir silpnu ¢iulpimo ref-
leksu, o pacientei, kuriai nustatytas NM_000530.7:¢.263A>G (p.(Tyr88Cys))
variantas, hipotonija ir véluojanti judesiy raida pasireiske veliau kudikystés
laikotarpiu. Abiem vaikams nustatyti elektrofiziologiniai rodikliai, buidingi
rySkiam mielinizacijos sutrikimui (NLG < 15 m/s) (Shy, 2006). Tikslios dia-
gnozés nustatyma komplikuoja tai, kad abiem pacientéms nervy biopsijos hi-
stologinis tyrimas nebuvo atliktas.

Beveik visos MPZ geno pakaitos yra ekstralgsteliniame arba transmem-
braniniame baltymo domene. Naujai nustatytas p.Tyr88Cys variantas lemia
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konservatyvios aminorfigsties pasikeitimg 88 padétyje 1§ tirozino j cisteing
kritinéje disulfidiniy ry$iy srityje ekstralgsteliniame domene (tarp Cys-50 ir
Cys-127), kuris atsakingas uz adhezines MPZ savybes. MPZ geno varian-
tai, kurie lemia kudikiy pradzios neuropatija, tikétina, sustabdo mielininio
dangalo formavimasi. T. y. pakites baltymas visiSkai nepasiekia plazminés
membranos, o kaupiasi citoplazmoje ar endoplazminiame tinkle (Grandis et
al., 2008). Sig hipoteze patvirtina nervy biopsijos morfologiniai tyrimy, at-
likty pacientams, sergantiems kiidikiy pradzios neuropatija, rezultatai (Ron,
Walter, 2007). Pakaitos, kurios jveda cisteing | MPZ ekstralasteling grandine,
sutrikdo disulfidinius rySius, kurie svarbiis baltymo 3D struktiirai (Shapiro
et al., 1996), tode¢l mielinizacija nevyksta. Eksperimentais jrodyta, kad ekto-
piniai disulfidiniai ry$iai trans konformacijoje sulétina pirminj mielino susi-
daryma, kai peléms sukeliama p.Ser63Cys pakaita (Avila et al., 2010). Kity
autoriy duomenimis, p.Arg98Cys pakaita lemia ktidikiy pradzios neuropatijg
aktyvindama vidulgstelinius procesus, o ne mielino susidaryma (Saporta et
misy pacientei p.Tyr88Cys pakaita 1émé kuidikiy pradzios neuropatija. Kitai
pacientei nustatyta nauja vieno nukleotido delecija NM_000530.7:c.558delG
(p.(Argl196Serfs)), lemianti baltymo skaitymo rémelio poslinkij, dél kurio
prarandamas originalus baigmés kodonas ir subrendes baltymas pailgéja
dviem aminortigStimis citoplazminiame domene. Citoplazminio domeno su-
trumpéjimas lemia ankstyvos pradzios neuropatija (Shy et al., 2004). Siame
tyrime naujai nustatyta delecija rodo, kad citoplazminio domeno pailgéjimas
taip pat lemia ankstyvos pradzios neuropatija, kuri pasireiské pacientei.
Naujy patogeniniy varianty identifikavimas plecia Zzinias apie MPZ
geno varianty poveikj fenotipui. Siame tyrime identifikuoti du nau-
ji patogeniniai variantai NM_000530.7:¢.558delG (p.(Argl96Serfs)) ir
NM_000530.7:c.263A>G (p.(Tyr88Cys)) kartu su iSsamiu klinikiniu apraSy-
mu iSplecia zinias apie MPZ ekstralgstelinio ir citoplazminio domeno varianty
fenotiping jvairove ir pabrézia kity moduliaciniy veiksniy jtaka ligos eigai.

3.2.4. MFN2 geno tyrimas ir fenotipo jvertinimas

MFN2 geno Sangerio sekoskaita atlikta 54 pacientams, i$ jy 34 buvo priskirti
CMT?2 tipui ir 18 CMT-I tipui. Tik vienai pacientei (1,85 proc.; 1/54) identifi-
kuotas patogeninis variantas.
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Dvidesimt devyneriy mety amziaus pacienté konsultuota Vilniaus universi-
teto ligoninés Santaros kliniky Medicininés genetikos centre siekiant nustatyti
paveldimosios motorinés ir sensorinés neuropatijos etiologija.

Pacienté yra treCias vaikas Seimoje, abu tévai ir vyresni sibsai sveiki.
Sumazéjes raumeny tonusas buvo pastebétas pirmais gyvenimo ménesiais.
Ankstyvoji judesiy raida vélavo, mergaité pradéjo vaikscioti véliau, palyginti
su bendraamziais, greitai pavargdavo. Pradéjusi lankyti mokykla, sunkiai bé-
giojo ir léciau sportavo kiino kultiiros pamokose.

Dvylikos mety amziaus negaléjo stovéti ant kulny, gulint pédos buvo nu-
karusios, negaléjo jy pakelti prie blauzdy priekiniy pavirsiy, formavosi cavus
deformacija, daznai kartojosi skausmingi, nevalingi raumeny susitraukimai.
Tuo metu mergaitei, klinikiniy ir elektrofiziologiniy tyrimy duomenimis,
buvo diagnozuota paveldimoji motoriné ir sensoriné neuropatija.

Biidama 25 mety amziaus pacienté pirma karta kreipési d¢l CMT diagno-
z¢€s patvirtinimo. Ji skundési blogéjancia judéjimo funkcija: buvo sunku lipti
laiptais aukstyn, negaléjo stovéti pasistiebusi ir ant kulny, atsitiipti iStiestomis
pédomis, negaléjo bégti ir vaiks¢iojo aukstai keldama kojas. Skundési kele-
rius metus silpnéjancia ranky jéga, mazéjancia ranky apimtimi ir tirpimu. Kaip
ir anksc¢iau, vargino nevalingi, skausmingi raumeny susitraukimai. Pacientei
buvo atliktas CMT1A genomo srities, apimancios PMP22 gena, delecijy ir
duplikacijy tyrimas, véliau GJBI ir MPZ geny sekoskaita, bet molekuliné li-
gos priezastis nenustatyta.

29 mety pacientei objektyvaus neurologinio tyrimo metu nustatytas nedi-
delis plastaky pavirSinio jutimo sutrikimas ir pasireiskianti kojy hipestezija
zemiau keliy, sutrikes vibracijos jutimas distaliau ¢iurny bei kojy padéties
jutimas. Sausgysliy refleksai simetriski, ranky — vidutiniai, keliy refleksai ne-
iSgauti abipus, Achilo sausgyslés — labai menki abipus. Uzfiksuota pasireis-
kianti kojy raumeny atrofija, labiausiai distalinése dalyse, pédy deformacija
(pes cavus). Pacienté negaléjo paeiti ant pirsSty bei kulny, sunkiai atsistojo i$
tupimos padéties. Ranky raumeny jéga jvertinta 5 balais i§ 5, kojy proksima-
liniy raumeny jéga — 4 balais, distaliniy — 3 balais i§ 5. Pacienté buvo siysta
atlikti ENG (zr. 25 lentele) ir EMG tyrimy.
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25 lentelé. Elektroneurografijos rezultatai

Pacientés nervy rodikliy vertés Normaliosios vertés
Amplitudé DL NLG Amplitudé DL NLG
(mVarpV) | (ms) (m/s) P (ms) (m/s)
Vidurinis 8,75 3,96 54,3 3,9 3,9 48,4
Alkaninis 7,35 2,74 50,0 4,8 3,7 49,9
= Seivinis (des.) 0,66 3,80 37,4
Ch- Ry 5 3,0 39 40,3
'g z Seivinis (kair.) 2,97 4,30 41,1
- @ ..
§ = Bla}lZdlnlS 9.92 33 411
(des.)
Blouzdini 3.8 4,3 40,0
auzdinis 9,51 290 | 372
(kair.)
'§ _ | Vidurinis 10,7 4,60 38,0 15,1 3,7 48,1
= ®
é E Alkiininis Atsako neiSgauta 12,5 3,5 47,7
€ =
3 Blauzdos odos | Atsaky neiSgauta abipus 7,1 - 39,7

Paaiskinimai. Normaliosios vertés nustatytos Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klini-
ky neurofiziologijos laboratorijoje pagal sveiky asmeny tyrimy rezultatus, vertinant vidurkj ir
2 standartinius nuokrypius. Amplitudés ir NLG pazeidimu laikoma, jei rodiklio verté mazesné
nei normalioji verté; DL pazeidimu laikoma, jei rodiklio verté didesné nei normalioji verté;
des. — desiné; kair. — kairé; mV — milivoltai, nurodytos motoriniy atsaky amplitudés; pV — mi-
krovoltai, nurodytos juntamyjy atsaky amplitudés; DL — distalinis latentinis periodas; ms — mi-
lisekundés; NLG — nervinio impulso laidumo greitis; m/s — metrai per sekunde.

ENG tyrimo metu nustatytas aksoninio tipo nerviniy skaiduly pazeidimas:
kojose abipus sumazéjusios Seivinio nervo motoriniy atsaky amplitudés esant
normaliems ar mazai pakitusiems latentiniams periodams bei impulso plitimo
grei¢iams ir neiSgauti juntamyjy nervy (blauzdos odos nervo abipus) atsakai.
Ranky nervy pakitimai menkesni nei kojy: registruoti Siek tiek pakit¢ vidu-
rinio ir alklininio nervy motoriniai atsakai, alkiininio nervo juntamojo atsa-
ko neregistruota, o vidurinio nervo juntamojo atsako amplitudé sumazéjusi.
EMG tyrimas atliktas adatiniu elektrodu, tirti ranky ir kojy raumenys. Rau-
meny patologinio savaiminio aktyvumo, rodancio aktyvios denervacijos po-
zymius, neregistruota. Vyravo reikSmingai padidéjusios amplitudés ir pailgéje
motorinio vieneto veikimo potencialai, rodantys pasireiskiancig létine reiner-
vacijg. [vertinus ENG ir EMG tyrimy rezultatus nustatyta aksoniné motoriné
ir sensoriné ranky ir kojy polineuropatija, 1étiné, neaktyvios eigos, su galiniy
raumeny reinervacijos pozymiais.

MFN2 geno tyrimu, atliktu Sangerio sekoskaitos metodu, nustatytas
heterozigotinis patogeninis missense variantas NM 014874.3:c.281G>A
(p-(Arg94Gln)) (zr. 13 pav.).
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13 pav. MFN2 sekvenogramos: a — pacientés MFN2 sekvenogramos fragmentas; b —
laukinio tipo alelis; ¢ — MFN2 baltymo struktiira; nustatytas patogeninis variantas
pazymeétas rodykle

3.2.4.1. MFN2 genotipo ir fenotipo sgsajos

Ankstyva pacientes liga ir normalis ar Siek tiek sulétéje¢ nervinio impulso lai-
dumo greiciai buvo indikacija kaip pirmo pasirinkimo geng tirti MFN2 gena
(Saporta et al., 2011). Remdamiesi CMT genetiniy tyrimy strategija (Ostern
et al., 2013), pirmiausia atlikome CMT1A genomo srities delecijos ir (arba)
duplikacijos tyrima, nes anksciau atlikto elektrofiziologinio tyrimo rezultatai
buvo nepakankamai informatyvis. Nustate normaly vidurinio nervo motori-
niy skaiduly nervinio impulso laidumo greitj (54,3 m/s), atveji priskyréme
prie CMT?2 fenotipy.

Heterozigotinis missense patogeninis variantas NM_014874.3:¢.281G>A
(p-(Arg94Gln)) pirmg karta CMT pacienty grupé¢je aprasytas 2004 metais (Zu-
chner et al., 2004). Sis patogeninis variantas lemia aminoriigties arginino
pakaita 94-oje padétyje ir zymi numanoma GTPazés domeno pradzig. Jaut-
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riausia restruktiirizacijai, jvykus patogeniniam sekos pokyc¢iui, MFN2 balty-
mo aminoriigsties liekana yra 94-oje G1 subdomeno P kilpos padétyje. Skir-
tingy autoriy grupés aprasé sio kodono patogeninius variantus p.Arg94Trp
ir p.Arg94GlIn (Ando et al., 2017; Cho et al., 2007; Zuchner, Vance, 2006).
Si padétis yra i§ karto pries GTPazés sritj ir manoma, kad ji yra DNR seko-
je, kurioje labiausiai tikétina, kad jvyks pakaita. Beveik visiems pacientams
nustatyti MFN2 missense patogeniniai variantai GTPazés srityje (> 50 proc.)
arba spiralinés rités struktiiroje. Siuo metu Zmogaus genomo mutacijy duo-
meny bazéje (HGMD®) nurodyta per 200 MFN2 geno mutacijy. Kai kurie pa-
togeniniai variantai sukelia funkcijos padidéjima, todél tokie pakite baltymai
linke kauptis mitochondrijose. Kiti patogeniniai variantai sukelia funkcijos
praradimg ir lemia susilpnéjusiag mitochondrijy sinteze. p.Arg94Gln pato-
geninis variantas apraSomas daugelyje tyrimy ir yra siejamas su ankstyvais
(simptomy pradzia iki 10 mety amziaus) sunkiais CMT fenotipais. Pacientai,
kuriems pasireiskia sunkus fenotipas, judéjimo funkcijg praranda per pirmus
30 gyvenimo mety (Bombelli et al., 2014). Pacientés fenotipa vertiname kaip
vidutinio sunkumo: judéjimo funkcija néra smarkiai sutrikusi ir jai nereika-
lingos ortopedijos priemonés. Skirtingai nuo pirma kartg Ziichnerio ir ben-
draautoriy apraSyto paciento, miisy pacientei regos nervy atrofija nenustatyta.
Véliau aprasyty pacienty tyrimy duomenimis, p.Arg94Gln patogeninis va-
riantas siejamas tik su izoliuota neuropatija. MFN2 patogeniniai variantai, su-
sij¢ su funkciniu GTPazés domenu, dazniau pasireiskia sunkiais daugelio or-
ganizmo sistemy sutrikimais (Rouzier et al., 2012). Aprasomai pacientei kity
sisteminiy sutrikimy nediagnozuota, todél jos liga atitinka grynos motorinés
neuropatijos fenotipa. Sal¢io sukelti raumeny spazmai — daznai apraSomas
CMT pacientams biidingas pozymis. Siame tyrime apraSomai pacientei nuo
vaikystés taip pat pasireiské skausmingi, nevalingi raumeny susitraukimai.

I$samiai iSnagringje 27 CMT2A pacienty fenotipa, S. M. Felly ir bendra-
autoriai nustaté, kad dazniausiai jie serga sunkia motorine neuropatija, nes
11-ai pacienty buvo nustatyta gryna motorin¢ neuropatija, kartais — su ryskiu
giliyjy jutimy sutrikimu ar praradimu (Feely et al., 2011). Siekdami paaiskinti
sunkig neuropatijg, autoriai teigia, kad funkciniu poziiiriu svarbiy sri¢iy pato-
geniniai variantai gali pasireiksti ,,dominuojanciu neigiamu® poveikiu, kuris
taip pat sutrikdo normalia, laukinio tipo alelio, MFN2 funkcija. Lengva ligos
forma sergantys pacientai, kuriy $iame tyrime buvo itin mazai, gali turéti kity
MFN2 sri¢iy poky¢ius, kurie tik i§ dalies daro jtakg MFN2 funkcijai arba ne-
daro didelés zalingos jtakos laukinio tipo aleliui.
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3.2.5. PMP22 geno tyrimas ir fenotipo jvertinimas

PMP22 geno Sangerio sekoskaitos tyrimas atliktas 31 pacientui (15 CMT1 ir
16 PNSP). Vienam pacientui (3,22 proc.; 1/31) nustatytas patogeninis varian-
tas 4-ame introne NM_000304.3:¢.319+1G>A, kuris anks¢iau apraSytas kity
autoriy tyrimuose.

Siam 22 mety amzZiaus pacientui nuo 16 mety amziaus pasireidké eisenos
sutrikimai. Pacientas teige, kad po ilgesnio fizinio kriivio pasireiske kojy sil-
pnumas, tirpo desiné ranka ir koja. Eisenos sutrikimai progresavo, vyras ne-
galéjo atsitiipti, pasistiebti, eiti ant kulny, sunkiai lipo laiptais aukstyn, pasi-
rei§ké jutimy sutrikimas pédose. Skundési kelerius metus mazéjancia ranky
ir kojy apimtimi ir tirpimu. Pacientas vartojo jvairius maisto papildus, taciau
raumeny atrofija ir silpnumas progresavo. Abu paciento tévai ir jaunesni sibsai
sveiki. 20 mety amziaus pacientui galviniy nervy tyrimas parodé horizontaly
nistagmg. Objektyvaus neurologinio tyrimo metu nustatytas plastaky pavir-
Sinio jutimo sutrikimas ir kojy hipestezija Zemiau keliy, labiau isreiksta kai-
réje, palyginti su deSine, sutrikes vibracijos jutimas distaliau ¢iurny bei kojy
padéties jutimas. Sausgysliy refleksai simetriski, ranky — vidutiniai, keliy ir
Achilo sausgyslés refleksai neiSgauti abipus. Uzfiksuota pasireiskianti ranky
ir kojy raumeny atrofija, labiausiai distalinése dalyse, pédy deformacija (pes
cavus). Paciento ranky raumeny jéga jvertinta 5 balais i§ 5, kojy proksimali-
niy raumeny jéga — 4 balais, distaliniy — 0 baly i§ 5. ENG tyrimu nustatytas
demielinizuojancio tipo nerviniy skaiduly pazeidimas: kojose abipus Seivinio
nervo motoriniy atsaky ir juntamyjy nervy atsaky negauta, o rankose moto-
riniy ir juntamyjy nervy sumazéjusios amplitudés esant labai pailgéjusiems
latentiniams periodams bei labai sulétéjusiems impulso plitimo grei¢iams.
Pacientui buvo atliktas CMT1A genomo srities, apiman¢ios PMP22 gena,
delecijy ir (arba) duplikacijy tyrimas, véliau GJBI ir MPZ geny sekoskaita,
bet molekuliné ligos priezastis nenustatyta. PMP22 geno tyrimu, atliktu San-
gerio sekoskaitos metodu, nustatytas heterozigotinis patogeninis variantas
NM_000304.3:¢.319+1G>A (Zr. 14 pav.).
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14 pav. a) genealogija; rodykle pazymétas sergantis pacientas, b) PMP22 geno sek-
venogramos: virSuje — paciento sekvenogramos fragmentas; apacioje — laukinio tipo
alelio sekvenogramos fragmentas

3.2.5.1. PMP22 genotipo ir fenotipo rezultaty aptarimas

Siame tyrime nustatytas CMT1 tipa lemiantis variantas, kurio patogeniskuma
anksciau aprase kelios skirtingos autoriy grupés, dvi i§ jy — Azijos sergan-
ciyjy grupése (Liao et al., 2017; Nelis et al., 1994; Numakura et al., 2002).
Variantas nustatytas akivaizdziai atsitiktiniam pacientui, kurio Seimos nariy
DNR méginiai buvo neprieinami varianto segregacijos analizei. Y. C. Liao ir
bendraautoriy (2017) aprasytai pacientei, kuriai nustatytas de novo variantas
c.319+1G>A, CMT simptomai pasireiske iki 20 mety amziaus, panasiai kaip
ir milsy pacientui, tac¢iau buvo zymiai menkiau isreiksti. Pirmieji simptomai
taip pat skyrési, nes miisy pacientui jie pirmiausia pasireiskeé kojy silpnumu ir
sutrikusia eisena, o minéty autoriy pacientei — kairés rankos pirSty nejautros
epizodais. Nepaisant to, asimetrija stebéta ir Siam pacientui, kadangi jis nu-
rodé skirtingg jutimy sutrikimg galiinése. Skirtumo tarp abiejy pacienty ENG
tyrimy rezultaty beveik nebuvo; ENG tyrimu abiem nustatytas ryskus demie-
linizuojancio tipo nerviniy skaiduly pazeidimas.

PMP22 geno taSkiniai variantai retai nustatomi CMT sergantiems pa-
cientams (Fridman et al., 2015). Tiksly PMP22 geno taskiniy varianty daznio
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jvertinimg miisy pacienty grupéje riboja tai, kad tyrimas nebuvo atliktas vi-
siems pacientams, kurie buvo priskirti CMT1 ir CMT-T tipams.

3.2.6. Mitochondrinés DNR M7-ATP6/8 geny tyrimai
Charcot—Marie—Tooth liga sergantiems pacientams

Standartiné PGR reakcija buvo atlikta pagausinti persidengiancius genus
MT-ATP6/8 49 CMT sergantiems pacientams. Pacientai, kuriy genealogijose
buvo aisSkus paveldéjimas per tévo linijg sinums, ] tyrimg jtraukti nebuvo.
Pries tai visiems pacientams buvo atliktas CMT1A genetinés srities, apiman-
¢ios PMP22 gena, delecijy ir (arba) duplikacijy tyrimas. Véliau atliktas GJBI,
MPZ ir MFN2 geny tyrimas. IS $iy pacienty 34 buvo priskirti CMT2, 15 —
CMT-T tipams. Sioje grupéje né vienam pacientui nebuvo nustatyta patoge-
niniy MT-ATP6/8 geny varianty. Kadangi mitochondrijy genomui biidingas
variabilumas, visiems pacientams Siame tyrime nustatyti nepatogeniniai po-
ky¢iai (zr. 26 lentelg).

26 lentelé. MT-ATP6/8 varianty, nustatyty 49 CMT pacienty grupéje, sarasas

Variantas Paﬂf{lm Biuklé
skaicius
CO2:m.8167T>C (p.(Gly194=)) 1 homoplazmija
CO2:m.8251G>A (p.(Gly222=)) 2 homoplazmija
NC7:m.8270_8278delCACCCCCTC 1 homoplazmija
NC7:m.8289 8290insCCCCCTCTA 2 homoplazmija
ATP8:m.8395C>T (p.(Pro10=)) 1 homoplazmija
ATP8:m.8410C>T (p.(Pro15=)) 1 homoplazmija
ATP8:m.8422A>G (p.(Thr19=)) 1 homoplazmija
ATP8:m.8464C>T (p.(Tyr33=)) 1 homoplazmija
ATP8:m.8472C>T (p.(Pro36Leu)) 1 homoplazmija
ATP8:m.8473T>C (p.(Pro36=)) 1 homoplazmija
ATP8:m.8512A>G (p.(Lys49=)) 1 homoplazmija
ATP6:m.8610T>C (p.(Pro28=)) 2 homoplazmija
ATP6:m.8697G>A (p.(Met57=)) 5 homoplazmija
ATP6:m.8715T>C (p.(Thr63=)) 1 homoplazmija
ATP6:m.8818C>T (p.(Leu9s=)) 1 homoplazmija
ATP6:m.8825T>C (p.(Met100Thr)) 1 homoplazmija
ATP6:m.8836A>G (p.(Met104Val)) 1 homoplazmija
ATP6:m.8860A>G (p.(Thr112Ala)) 49 homoplazmija
ATP6:m.8994G>A (p.(Leul56=)) 2 homoplazmija
ATP6:m.9055G>A (p.(Alal77Thr)) 2 homoplazmija
ATP6:m.9123G>A (p.(Leul99=)) 1 homoplazmija
ATP6:m.9614T>C (p.(Leu30=)) 2 homoplazmija
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3.2.6.1. MT-ATP6/8 geny patogeniniai variantai —
reta Charcot—Marie—Tooth ligos priezastis

Originalus DidZiosios Britanijos mokslininky grupés tyrimas parodé¢, kad
MT-ATP6 geno patogeninis variantas m.9185T>C lemia CMT?2 tipa ir sudaré
1,1 proc. (n = 442) (Pitceathly et al., 2012). Kadangi tyrimo imtis, palyginti
su §io tyrimo imtimi, buvo beveik 10 karty didesné, o nustatytos molekulinés
priezasties daznumas palyginti labai Zemas, akivaizdu, kad misy tyrimas pa-
nasaus rezultato negaléjo pakartoti. Tai patvirtina, kad MT-ATP6 geno patoge-
niniai variantai yra reta CMT2 priezastis. Kitame tyrime vienoje CMT Seimo-
je identifikuotas m.9176T>C variantas (Synofzik et al., 2012), taigi MT-ATP6
geno tyrimas turi biiti pasirenkamas, ypac jei genealogijoje akivaizdus motini-
nis paveldéjimas.

3.2.7. Naujos kartos sekoskaitos tyrimo efektyvumas
paveldimy neuropatijy grupéje

Siame darbe analizavome 34 CMT serganéius pacientus ir jvertinome tiksli-
nio su CMT siejamy geny rinkinio efektyvuma taikant NKS. Tiriamyjy grupe
sudaré¢ 34 pacientai, kuriems nenustatyta genetinés srities, apimancios PMP22
geng, duplikacija, MPZ, MFN2 ir GJBI geny patogeniniai variantai Sangerio
sekoskaitos metodu. Pacienty atranka buvo pagrjsta individualiu vertinimu,
kuris apémé genealogijy duomenis, klinikinio neurologinio tyrimo rezultatus
ir NLG tyrimo rezultatus. Tikintis nustatyti AR btidu paveldétus patogeninius
variantus, atrinkti visi pacientai, kuriems pasireiské ankstyvos pradzios ir sun-
kios eigos fenotipas, skoliozé, pédy deformacijos ir kiti lydintys simptomai.
Kitiems pacientams buvo jtartas AD paveldéjimas. NKS tyrimo grupéje atri-
nkti 25 (73,53 proc.; 25/34) pacientai, kuriems klinikiniu vertinimu nustatytas
CMT?2 tipas, nes, atlikus atskiry dazniausiai su CMT siejamy geny tyrimus,
Sioje grupéje genetinés etiologijos daznis buvo maziausias. Penki (14,71 proc.;
5/34) ir keturi (11,76 proc.; 4/34) pacientai buvo priskirti atitinkamai
CMT-T ir CMT]1 tipams. Motery ir vyry santykis buvo 0,89. Vidutinis am-
zius, kai diagnozuota CMT, buvo 26,79 + 17,46 mety. Vidutinis amzius, kai
pasireiské pirmieji simptomai, buvo 20,26 + 17,63 mety. Pagrindiniai pirmieji
simptomai — eisenos sutrikimai ir pédy deformacijos. NKS rezultatai buvo
suskirstyti | kelias grupes. Viena grupe sudaré pacientai, kuriems identifikuoti
patogeniniai arba galimai patogeniniai variantai. Kita grupe sudaré pacientai,
kuriems genetiné priezastis nenustatyta. Tre¢ig grupe sudaré pacientai, ku-
riems nustatytas nezinomos klinikinés reikSmeés variantas, kuris apima kelis
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10; 28,57 %

/\

6;17,14 %

6;17,14 %

= Patogeniniai variantai

n=10
= Nauji patogeniniai variantai
n==~6
Neaiskios klinikinés reikSmés variantai
n==6
= Neidentifikuota
n=13

15 pav. Tikslinio geny rinkinio NKS rezultaty pasiskirstymas

aspektus. Pirma, yra nezinomos klinikinés reikSmés variantas, kuris nekelia
abejoniy, kad jis i$ tiesy yra patogeninis. Antra, klinikinés reiksmés variantas
gali prisidéti prie ligos i$sivystymo, taciau nevisiskai atitinka paciento feno-
tipa. Trecia, klinikinés reikSmés variantas yra heterozigotinis variantas paci-
entui, kuriam neabejotinai jtariamas AR paveldéjimas, taCiau antras variantas
nebuvo nustatytas. Tikslinio geny rinkinio NKS tyrimo rezultaty analizé pa-
rodé, kad patogeniniai ar tikétini patogeniniai variantai nustatyti 29,41 proc.
(10/34), nauji patogeniniai variantai — 17,65 proc. (6/34), neaiskios klinikinés
reik§meés variantai — 17,65 proc. (6/34) pacienty (zr. 15 pav.). Patogeniniai,
naujai identifikuoti patogeniniai ir neaiskios klinikinés reik§Smés variantai pa-
teikti 27 lentel¢je. Genai, kuriuose nustatyti patogeniniai ir tikétini patogeni-
niai variantai: GJBI (1 pacientas), HINTI (3 pacientai), PMP22 (1 pacientas),
BSCL2 (2 pacientai), GDAPI (1 pacientas), TRPV4 (1 pacientas), DNM?2
(1 pacientas). Genai, kuriuose nustatyti nauji patogeniniai variantai: 44RS
(1 pacientas), ATAD3A (1 pacientas), MARS (1 pacientas), DCTNI (1 pa-
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cientas), GBN4 (1 pacientas), LITAF (1 pacientas). Genai, kuriuose nustatyti
neaiskios klinikinés reikSmés variantai: ARHGEF10 (2 pacientai), ATAD3A
(1 pacientas), EGR2 (1 pacientas), HINTI (1 pacientas), TRPV4 (1 pacientas).
Tikslinio 150 geny rinkinio NKS tyrimo teigiami diagnostiniai rezultatai Sioje
pacienty grupéje sudaré 44,12 proc. (15/34), taciau Siek tiek daugiau nei pusei
pacienty molekuliné CMT priezastis liko nenustatyta. GJBI geno patogeni-
nis variantas NM_001097642.2:¢.34G>A (p.(Gly12Ser)) nebuvo nustatytas
Sangerio sekoskaitos metodu.

27 lentelé. Tikslinio geny rinkinio NKS gauty varianty charakterizavimas

PaieSka Zmogaus - )
Geno enomo duomen In silico analizé*:
Variantas g " GERP; SIFT;

tipas bazése': ]
1000G; ESP; ExAC PP2; CADD
Patogeniniai / tikétini patogeniniai variantai
NM 001122955.3(BSCL2):c.455A>G -

N ht 5,63; 0%; 1%*; 34*
(p.(Asn152Ser)) z DI
NM_001005361(DNM?2): hiz B 5,36; 0,06%; 0,99%;
¢.1609G>A (p.(Gly537Ser)) 27.4%*
NM_018972.2(GDAPI): -

- h 4,99; 0%; 1*; 35*
¢.844C>T (p.(Arg282Cys)) e T
NM_000166.5(GJBI): hiz - 4,36, 0*; 0,99%;
¢.34G>A (p.(Gly12Ser)) 25,6*
NM_005340.6(HINTI): hmz; 0,0002; 0,0001; —0,93; 0,02*;
¢.110G>C (p.(Arg37Pro)) htz 0,0001 0,115;23,3*
NM_000304.3(PMP22): 0,0008; 0,0053;

- ht 5,15; 0%; 1*; 28,8%*
¢.353C>T (p.(Thr118Met)) z 0,0029 T
NM 021625.4(TRPV4): ht 3,62;0,01%; 0,12;

7 _
¢.68G>A (p.(Ser23Asn)) 17,05

Nauji patogeniniai / tikétini patogeniniai variantai
NM_018188.3(474D3A):
¢.556C>T (p.(Argl86Trp))

htz | — 0,0001; 0,00004 | 3,87; 0%*; 1*; 34*

NM_001605.2(AARS): htz - 6,15; 0%; 0,93%;
¢.1643T>C (p.(Leu548Pro)) 31*
NM_004082(DCTNI): hiz - 5,65;0,01%; 1*;
¢.1295C>G (p.(Ala432Gly)) 27,9%
NM_021629(GBN4): hiz - 4,51;0,01%; 0,99%;
¢.847C>T (p.(Arg283Cys)) 35%
NM_004990.3(MARS):c.1340G>A htz - 3,88; 0%; 0,948%;
(p-(Ser447Asn)) 23,7*
NM_001136472.1(LITAF):c.418G>A 5,01; 0,03*; 0,64:
(p.(Ala140Thr)) ( ) htz = 0,00001 27,1%
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Paieska Zmogaus - s
Geno enomo duomen In silico analizé*:
Variantas ipas g Dargsols Y| GERP; SIFT;
1000G; ESP; ExAC| 12 CADD
Neaiskios klinikinés reik§més variantai
NM 014629.3
- 3,95; 0,03*; 0,76*;
(ARHGEF10):¢.2197C>T htz |0,001;0,0016; 0,001 93; S 767
(p-(His733Tyr)) ’
NM 014629.2(ARHGEF10):c.2456T>C -0,02; 0,02*; 0,12;
- ht 0,0002; —; 0,0001
(p.(Val819Ala)) z 12,9
NM _018188.4(ATAD3A): 2,75;0,02%*; 0,99%;
— ht 0,0017; —; 0,0034
¢.1847A>T (p.(Lys616Met)) z ’ o 23,7*
NM_000902.3(MME): 5,24; 0,43, 0,01;
- ht — 0,0001; 0,0002
¢.157G>A (p.(Asp53Asn)) z T T 18,72
NM_005340.6(HINTI): hiz — 3,52; 0,04%*; 0,19;
¢.299A>G (p.(Glu100Gly)) 24,9*
NM_021625.4(TRPV4): htz 0,0024; 0,0095; 5,39; 0,01%; 0,11;
¢.2518G>A (p.(Glug40Lys)) 0,0053 26,8*

Paaiskinimai: Genotipas: hmz — homozigotinis, htz — heterozigotinis; 'Zmogaus genomo duo-
meny bazés: varianto alelio dazniai /000 Genomes projekte (1000G: 2018 m. kovo mén., http://
www.1000genomes.org/), egzomy sekoskaitos projektas (ESP: 2015 m. kovo meén., http://evs.
gs.washington.edu/EVS/) ir egzomy kaupimo ir saugojimo konsorciumas (ExAC: ver. 0.3.1,
http://exac.broadinstitute.org/);

2In silico analizé: GERP (genominés evoliucijos grei¢io profiliavimo rezultatas, kuo didesnis
jvertis, tuo konservatyvesné sritis, jverciy intervalas nuo —12,3 iki 6,17), SIFT (http://sift.jevi.
org), PolyPhen2 (PP2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) ir CADD (http://cadd.gs.was-
hington.edu/);

* jrodo patogeniskuma.

Patogeniniai variantai

PMP22

38 mety amziaus pacientei palaipsniui nutirpo kojy pirstai, kojos iki blauz-
dy vidurinio tre¢dalio, eisena tapo nestabili, pasireiskeé pédy skausmas. Simp-
tomai palaipsniui progresavo ir per pus¢ mety iSsivysté distaliniy kojy daliy
silpnumas. Klinikinio neurologinio tyrimo metu nustatyta pasireiskianti kojy
hipestezija zemiau keliy, sutrikes vibracijos jutimas distaliau ¢iurny bei kojy
padéties jutimas. Gilieji sausgysliy refleksai simetriski, rankose zemi, keliy
refleksai labai Zemi abipus, Achilo sausgysliy refleksy negauta. Pacienté ne-
galéjo paeiti ant pirSty bei kulny, sunkiai atsistojo i§ tupimos padéties. Ranky
raumeny jéga jvertinta 5 balais i§ 5, kojy proksimaliniy raumeny jéga — 5 ba-
lais, distaliniy — 3 balais i§ 5. ENG tyrimo metu nustatytas demielinizuojan-
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¢io tipo sensoriniy nerviniy skaiduly pazeidimas: kojose abipus reikSmingai
sumazéjusios pavirSinio $eivinio nervo jutiminiy atsaky amplitudés esant
pailgéjusiems latentiniams periodams bei reikSmingai sulétéjusiems impulso
plitimo grei¢iams ir neiSgauti jutiminiy nervy (blauzdos odos nervo abipus)
atsakai. Laboratoriniai kraujo ir nugaros smegeny skyscio tyrimai pakitimy
nenustaté, taip pat kaip ir nugaros bei galvos smegeny MRT tyrimai. Sie-
kiant identifikuoti uzdegiming Seivinio nervo demielinizuojanc¢ig neuropatija
buvo atlikta kairiojo Seivinio nervo biopsija, kuri parodé normalig mielino
struktirg. Uzdegiminiy lasteliy nebuvo nustatyta. CMT1A genetinés srities
duplikacija ir (ar) delecija nebuvo nustatyta. Atlikus NKS tyrima, nustatytas
mokslo literatiiroje aprasytas PMP22 geno heterozigotinis patogeninis varian-
tas NM_000304.3:¢.353C>T (p.(Thr118Met)). Kituose rinkinio genuose $iai
pacientei patogeniniy varianty nebuvo nustatyta.

HINTI

Pacientui nuo 8 mety amziaus pasireiské pédy silpnumas, pasikeité eisena,
o véliau atsirado dizartrija ir disfagija. Klinikinio neurologinio tyrimo metu,
kuris atliktas pacientui esant 18 mety amziaus, nustatyta pédy hipestezija. Gi-
lieji sausgysliy refleksai simetriski, rankose labai zemi, keliy ir Achilo saus-
gysliy refleksy negauta. Raumeny jéga rankose normali, o distaliai kojose
jvertinta 3 balais i§ 5. Nustatyta ranky ir kojy raumeny atrofija, labiausiai pa-
sireiskianti distalinése dalyse, pédy deformacija (pes cavus). ENG tyrimu nu-
statytas aksoninio tipo motoriniy ir sensoriniy nerviniy skaiduly pazeidimas:
rankose vidurinio ir alkiininio nervo desinéje motorinio atsako amplitudé nor-
mali, distaling latencija pailgéjusi esant normaliems laidumo grei¢iams, sen-
sorinio atsako amplitudé sumazéjusi, distaliné latencija pailgéjusi, laidumo
greitis nepakites, o kojose Seivinio ir blauzdos nervo abipus motorinio atsako
amplitudé labai sumazéjusi (0,77 mV), distaliné latencija pailgéjusi (8,4 ms),
laidumo greitis sulétéjes (35,9 m/s), neiSgauti jutiminiy nervy (blauzdos odos
nervo abipus) atsakai. EMG tyrimu tirtuose ranky ir kojy raumenyse regis-
truoti neurogeninio tipo pazeidimui biidinga vyraujanti 1étiné reinervacija.
Blauzdy raumenyse uzfiksuoti vidutinio gausumo auksto daznio iskraiviai, bi-
dingi pseudomiotonijai, ir nedaug fibriliacijy. Atlikus NKS tyrimg, nustatytas
HINT! geno homozigotinis patogeninis variantas NM_005340.6:¢c.110G>C
(p.(Arg37Pro)).

12 mety amziaus pacientui pirmieji simptomai pasireiské nuo 5 mety am-
ziaus, kai pasikeité eisena, pradéjo klititi kojos, jis émé griuvinéti. Véliau li-
gai progresuojant rySkéjo kojy deformacija, pasireiské ranky ir kojy raumeny
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sastingis, vaikas skundési nuovargiu po fizinio kravio, negal¢jo susipjaustyti
kietesnés konsistencijos maisto produkty, uzsiristi raisteliy, sunkiai sekési ra-
Syti. 10 mety amziaus ENG ir EMG tyrimais nustatyti Seivinio nervo aksoni-
nio tipo pazeidimo pozymiai ir miotonijos poZymiai raumenyse. Po 2 mety
klinikinio neurologinio tyrimo konstatuota amimija, netaisyklinga laikysena
ir sutrikusi pusiausvyra. Pacientas negaléjo paeiti ant kulny, nepasokinéjo ant
vienos kojos, laiptais gal¢jo lipti tik prisilaikydamas. Nustatyta pédy hipes-
tezija, sutrikes vibracinis jutimas distalinése ranky ir kojy dalyse. Keliy ir
Achilo sausgysliy refleksy negauta. Stebétos atskiry raumeny grupiy hipotro-
fijos (distaliniy galtiniy daliy) ir hipertrofijos (nugaros raumeny). Raumeny
jéga rankose 3—4 balai, kojose proksimaliai 4, o distaliai 2 balai i§ 5. Tuo
metu ENG tyrimu rankose vidurinio nervo jutiminio atsako NLG normalus,
o alkiininio nervo sulétéjes (35 m/s), kojose blauzdos odos nervo pailgéjusi
distaliné latencija (9,3 ms) esant sulétéjusiam NLG (15 m/s). Tiriant rankose
vidurinio ir alk@ininio nervo motorinio atsako amplitudés sumazéjusios (4,6 ir
2,2 mV), distaliné latencija pailgéjusi (4,9 ms), taip pat ir kojose Seivinio ner-
vo motorinio atsako amplitudé sumazéjusi (0,5 mV), distaliné latencija sulété-
jusi. NKS tyrimu nustatytas homozigotinis HINT1 geno patogeninis variantas
NM_005340.6:¢.110G>C (p.(Arg37Pro)).

24 mety amziaus pacienté skundési ranky ir kojy raumeny silpnumu, pédy
tirpimu ir Salimu. Nuo 4 mety amziaus tévai pastebéjo, kad mergaitei sunku
bégti, greitai pavargsta, negali pasokinéti ant vienos kojos. 9 mety amziaus
buvo jtarta miopatija, ta¢iau raumens biopsijos tyrimu skersaruoziy skeleto
raumeny morfologiniy poky¢iy nenustatyta. Progresavo pédy deformacija.
11 mety amziaus klinikinio neurologinio tyrimo metu nustatytas sutrikes vib-
racinis jutimas distalinése ranky ir kojy dalyse. Giliyjy sausgysliy refleksy ne-
gauta rankose ir kojose. Nustatyta sumazéjusi jéga rankose ir ryskiau kojose.
Tuo metu diagnozuota CMT. Atlikus CMT 1A genetinés srities tyrimag, delecija
ir (ar) duplikacija nenustatyta. 19 mety amziaus atlikus ENG tyrima, nustaty-
tas aksoninio tipo motoriniy ir sensoriniy nerviniy skaiduly pazeidimas. EMG
tyrimas atliktas adatiniu elektrodu, tirti ranky ir kojy raumenys. Registruotas
raumeny patologinis spontaninis aktyvumas (pavienés fibriliacijos, fascikulia-
cijos, negausiis pseudomiotoniniai iskrtiviai), rodantys aktyvios denervacijos
pozymius. Vyravo reikSmingai padidéjusios amplitudés ir pailgéje motorinio
vieneto veikimo potencialai, rodantys pasireiskiantj létinés reinervacijos pro-
cesa. Pacientés vyresné sesuo nuo ankstyvos vaikystés patyré panasius simp-
tomus. Remiantis §iais duomenimis buvo jtartas AR paveldéjimas. Atlikus
NKS tyrima nustatyti du variantai HINTI gene: NM_005340.6:¢c.110G>C
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(p.(Arg37Pro)) ir NM 005340.6:c.299A>G (p.(Glul00Gly)). Pastarasis
missense variantas (¢.299A>G) mokslo literatiiroje neaprasytas ir anksciau
nebuvo pateiktas vieSosiose varianty duomeny bazése (dbSNP, 1000 geno-
my, egzomy varianty serveryje ir £xAC). Remiantis patogeniSkumo jverciais
DANN, GERP, dbNSFP.FATHMM, LRT, MetaLR, MetaSVM, MutationTa-
ster, SIFT variantas vertinamas kaip tikétinas patogeninis. Retojo alelio daz-
nis 0,000004 yra mazesnis nei slenkstinis daznis 0,0001 su AR paveldéjimo
btdu siejamiems genams. Kituose genuose patogeniniy varianty $iai pacientei
nebuvo nustatyta.

GJBI

59 mety amziaus pacienté nuo paauglystés skundési progresuojancia ne-
stabilia eisena, bégant kliidavo kojos ir buvo sunku sportuoti mokykloje. Nuo
20 mety amziaus pradéjo silpti rankos, iSryskéjo pédy deformacija. Nuo to
laiko ji nebuvo stebima. Pacienté | gydytoja genetikg kreipési 55 mety am-
ziaus po iSsamaus neurologinio tyrimo. Jo metu nustatyta sumazéjusi rau-
meny jéga: rankose ir kojose proksimaliai 3—4 balai i§ 5, rankose distaliai 3
balai, o kojose distaliai 2 balai i§ 5. Nustatyta hipestezija rankose iki dilbiy
distalinio trec¢dalio ir kojose iki blauzdy distalinio tre¢dalio, sutrikes vibra-
cinis ir skausmo jutimas distalinése ranky ir kojy dalyse. Stebéta distaliniy
galiiniy daliy raumeny atrofija. Gilieji sausgysliy refleksai simetriski, rankose
labai zemi, keliy ir Achilo sausgysliy refleksy negauta. Apzitrint stebéta pedy
deformacija, taip pat abi pédos buvo nusvirusios. Pacienté negaléjo eiti ant
pirSty bei kulny. Kelerius metus ji vaiksto tik pasiremdama lazda. Labora-
toriniai kraujo tyrimai, vitaminas B,,, folio rigstis ir imunologiniai tyrimai
buvo normaliis. ENG tyrimu rankose vidurinio ir alkiininio nervy jutiminio
atsako amplitudé sumazejusi (3 mV), distaliné latencija pailgéjusi esant sulé-
tejusiems laidumo greiciams, kojose Seivinio ir blauzdos odos atsaky negauta.
Tiriant rankose vidurinio ir alk@ininio nervo motorinio atsako amplitudé suma-
z€jusi (1,9-1,4 mV), distaliné latencija sulétéjusi ir sulétéj¢ laidumo greiciai
(37 m/s), taip pat ir kojose Seivinio ir blauzdos nervo motorinio atsako am-
plitudé sumazgjusi (0,3-0,4 mV), distaliné latencija sulétéjusi (5,4-5,5 ms)
ir sulétéje laidumo greidiai (24-35 m/s). Sie rezultatai bidingi misraus tipo
motoriniy ir sensoriniy nerviniy skaiduly pazeidimui. NKS tyrimu nustatytas
heterozigotinis patogeninis GJB/ geno variantas NM_001097642.2:¢.34G>A
(p-(Gly12Ser)), kuris taip pat buvo identifikuotas kitoje Seimoje atlikus GJB!
geno sekoskaitos tyrima.
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BSCL2

14 mety amziaus pacienté skundési pasikeitusia, Slepsincia eisena. Pirmie-
ji simptomai pasireiské 2,5-3 m. amziaus, kai pradéjo skystis vienos kojos
skausmu. Skirti ortopediniai vidpadziai. 13 mety amziaus mergaité pastebéjo,
kad sumazéjo vienos blauzdos apimtis, pasikeité eisena. Po mety pastebéjo,
kad ir kitos kojos apimtis sumazéjo, negali atsistoti ant pir§ty galy, ant kulny.
Apzitros metu abi pédos nusvirusios, deformuotos (pes cavus), blauzdy rau-
meny atrofija. Laboratoriniai kraujo ir likvoro tyrimai atitiko normos reiks-
mes. Kreatinfosfokinazés aktyvumas buvo 115 U/L (norma 25-175 U/L).
ENG tyrimu nustatyta miSraus tipo motoriné ir sensoriné polineuropatija.
Abu pacientés tévai sveiki. NKS tyrimu nustatytas patogeninis BSCL2 geno
heterozigotinis missense variantas NM_001122955.3:¢.455A>@, sukuriantis
aminortgsties pakeitima i§ asparagino j sering (rs137852972; p.(Asn152Ser)).
BSCL2 geno patogeniniai variantai lemia jvairius klinikinius simptomus su
persidengianciais fenotipais, tokiais kaip distaliné paveldima motoriné neuro-
patija, CMT2 ir paveldima spastiné paraplegija (SPG17). Labiausiai tikétina,
kad egzistuoja modifikuojantys veiksniai, kurie paaiskina fenotipy kintamuma
ir sumazéjusj pasireiskimg. Kituose rinkinio genuose patogeniniy ar galimai
patogeniniy varianty pacientei nebuvo nustatyta, o patikslinti klinikinio feno-
tipo pacienté neatvyko

Kitai pacientei, kuriai taip pat nustatytas BSCL2 geno heterozigotinis mis-
sense variantas NM_001122955.3:¢.455A>G (p.(Asn152Ser)), ENG tyrimu
nustatytas aksoninio tipo motoriniy ir sensoriniy nerviniy skaiduly pazeidi-
mas. NKS tyrimu patvirtintas CMT2 fenotipas.

GDAPI1

Siam 28 mety amzZiaus pacientui vaikystéje diagnozuota aksoninio tipo
motoring ir sensoriné neuropatija, o NKS tyrimu identifikuotas homozigotinis
patogeninis variantas NM_018972.2:¢.844C>T (p.(Arg282Cys)) GDAPI
gene. Sangerio sekoskaita patvirtinta, kad abu tévai yra patogeninio varianto
nesiotojai.

TRPV4

Pacientei eisenos pokyciai pasireiSké vaikystéje, o véliau iSsivyste gerkly
raumeny silpnumas. Palaipsniui pasireiské létai progresuojantis silpnumas, at-
rofija ranky bei kojy distaliniuose raumenyse kartu su jutimy sutrikimu. 7RPV4
gene nustatytas heterozigotinis patogeninis variantas NM 021625.4:¢c.68G>A
(p-(Ser23Asn)). Sangerio sekoskaitos metodu patvirtinta de novo varianto kilmé.

87



Nauji patogeniniai / tikétini patogeniniai variantai

ATAD3A

25 mety amziaus pacientas vaik$¢ioti pradéjo nuo 14 ménesiy amziaus,
taCiau nestabiliai, remdavosi | siena, nugritidavo. Nuo gimimo diagnozuo-
ta ploksSciapédyste. Vaikui augant palaipsniui progresavo pédy deformacija
(pes equinus). Paauglystéje iSsivysté skoliozé. Nuo 20 mety amziaus nebe-
gali bégti. Jam sunku lipti laiptais zemyn, klitina kojos uz laipty, o ilgiau pa-
vaiksciojus pasireiskia blauzdy skausmas ir tirpimas. Pacientui dél progresuo-
jancios pedy deformacijos 21 mety amziaus atlikta abiejy pédy ortopedine
operacija. Nepaisant jos, pacientas savarankiskai nueina tik trumpus atstumus,
dazniausiai reikia asistento pagalbos. Rega ir klausa normali. Mokési pagal
adaptuota programga. Nustatytas intelekto koeficientas 1Q = 75. Objektyvaus
tyrimo metu konstatuota sutrikusi eisena, pusiausvyra, pacientas negaléjo sto-
véti pasistiebes ir ant kulny, atsitlipti iStiestomis pédomis. Pasireiské ranky
tremoras. UZfiksuota pasireiskianti ranky ir kojy raumeny atrofija, labiausiai
distalinése dalyse. 19 mety amziaus ENG tyrimo metu nustatytas zymus akso-
ninio tipo nerviniy skaiduly pazeidimas. Tiriant kojose jutiminiy nervy atsaky
abipus negauta. Rankose tirty motoriniy nervy atsakai sumaz¢jusios amplitu-
dés, pailgéjusios distalinés latencijos, NLG sulétéje, o jutiminiy nervy atsakai
zymiai sumazéje. ATAD3A gene nustatytas naujas heterozigotinis variantas
NM 018188.3:¢.556C>T (p.(Argl86Trp)), kuris, remiantis patogeniskumo
jverciais, yra patogeninis. Segregacijos analizé nebuvo atlikta.

AARS

3 mety amziaus mergaité pradéjo Slubuoti kaire koja. Tévai pasteb¢jo, kad
keiCiasi mergaités eisena, prad¢jo sukti kojas j vidy, uzkliditi. ENG tyrimu
nustatytas Seivinio nervo motorinio atsako pakitimas kair¢je kojoje, budin-
gas demielinizuojancio tipo pazeidimui. NKS tyrimu nustatytas naujas hete-
rozigotinis variantas AARS gene NM_001605.2:¢.1643T>C (p.(Leu548Pro)),
kuris, remiantis fenotipu ir patogeniskumo jverciais, paaiskina pacientés liga.

DCTNI

12 mety amziaus pacienté skundési, kad sunku vaikscioti, po fizinio kri-
vio jaucia silpnuma kojose. Nuo 7 mety amziaus pradéjus lankyti mokykla
tévai pasteb¢jo, kad mergaité eina tarsi nestabiliai, palinkusi i priekij, einant
krypsta kojos, sunkiai bégioja. Objektyvaus tyrimo metu nustatyti sumazéje
keliy ir Achilo sausgyslés refleksai. ENG tyrimu rankose motoriniy ir senso-
riniy nervy pazeidimo nenustatyta. EMG tyrimu uzfiksuoti neurogeninio tipo
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motorinio vieneto veikimo potencialai. DCTNI gene nustatytas naujas hete-
rozigotinis variantas NM_004082:¢.1295C>G (p.(Ala432Gly)). Segregacijos
analizé parod¢, kad variantg pacienté paveldéjo i§ motinos, kuriai objektyvaus
tyrimo metu taip pat nustatyti neuropatijai budingi poZymiai.

GBN4 ir DNM2

25 mety amziaus pacientei pirmieji simptomai — nukabo pédos — pasireiské
nuo 16 mety amziaus. Nuo 18 mety amziaus sutriko smulkioji motorika, buvo
sunku suimti smulkius daiktus. Véliau pasireiske rieSy silpnumas, ranky tirpi-
mas ir skausmas. Nuo 21 mety amziaus eisenai stabilizuoti skirti ortopediniai
abiejy kulksniy jtvarai. Nuo 23 mety amziaus pacienté nesioja ortopedinius
jitvarus iki keliy. Klinikinio neurologinio tyrimo metu nustatyta hipestezija
distalinése kojy dalyse iki virSutinio blauzdy trecdalio, sutrike gilieji jutimai.
Raumeny jéga rankose proksimaliai jvertinta 4, distaliai 4, o kojose proksi-
maliai 4 ir distaliai 0 baly i§ 5. Taip pat nustatyta ranky ir kojy distaliniy
daliy iSreiksta atrofija. ENG tyrimo rezultatai parodé¢ iSreikStg misraus tipo
sensoring ir motoring neuropatija. Pacientés seseriai ir tévui taip pat pasireiske
panasus fenotipas. Tévui naujagimystés laikotarpiu buvo diagnozuota jgimta
Sleivapédysté ir taikyta korekcija pagal Ponseti metoda, o véliau vaikystéje at-
likta abipusé achilotomija. 58 mety amziaus nustatytas ranky tremoras, ranky
jéga distaliai jvertinta 4 balais, o kojose proksimaliai 4, distaliai — 1-2 balais
i§ 5. UZfiksuota plastaky ir pédy pirSty deformacija, Zymi atrofija plastakose,
blauzdose ir pédose. Jis nurodé hipestezija plastakose ir blauzdose, distaliai
pédose beveik iSnykes skausmo jutimas. Sausgysliy refleksy atsaky negauta
rankose ir kojose. Pacientés sesers eisenos pokyciai pastebéti nuo 11 mety
amziaus, ji nelanko kiino kultiiros pamoky mokykloje. Vienam i$ pacientés
stiny taip pat vélavo judesiy raida, o vaikscioti pradéjo pasistiebgs, rotuo-
damas pédas j vidy. Tikslinio geny rinkinio tyrimas nustaté du heterozigoti-
nius variantus: DNM2 gene NM_001005361:c.1609G>A (p.(Gly537Ser)) ir
GBN4 gene NM _021629:c.847C>T (p.(Arg283Cys)). Segregacijos analize
tarp Seimos nariy parodé, kad abu variantus pacienté ir jos sesuo paveldéjo
i$ tévo, o stinus tik vieng naujg GBN4 geno variantga NM_021629:¢.847C>T
(p.(Arg283Cys)) (zr. 16 pav.).
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b) GNB4:¢.847C>T DNM2:¢.1609G>A

Probandas I1.2 ' TV i

Sergantis stinus I11.2 A |

Sveikas stnus III.1 YV \ \ A . A “

Sergantis tévas 1.1 A i I

Serganti sesuo IL.4 A il ‘ i

16 pav. Genealogija (a) ir sekvenogramy fragmentai (b) Seimos, kurioje nustatytas
digeninis paveldéjimas. Sangerio sekoskaita patvirtino digeninj paveldéjimg Seimoje.

MARS

14 mety pacientas skundési, kad skauda blauzdas, rytais sunku pradeti
vaikscioti, negali paeiti ant kulny, atsitipti iStiesta péda, $gla galiinés, pasikei-
té eisena. ISvardyti simptomai pasireiské prie§ metus. Abu paciento tévai svei-
ki. Sausgysliy refleksy atsakai rankose buvo normaliis, o kojose gauti zemi
Achilo sausgyslés refleksy atsakai. Nustatyta pes cavus. ENG tyrimu nustaty-
ti pokyciai budingi misraus tipo sensorinei ir motorinei neuropatijai. Tiksli-
nio geny rinkinio tyrimas nustaté nauja heterozigotinj variantg MARS gene
NM 004990.3:¢.1340G>A (p.(Ser447Asn)). In silico prognostings programos
klasifikuoja §j varianta kaip patogeninj ir galimai keiciantj baltymo funkcija.

LITAF

64 m. amziaus pacienté pirmuosius simptomus, kurie pasireiské kojy pirs-
ty tirpimu, pajuto prie§ 10 mety. Véliau pédy tirpimas iSplito j blauzdas iki
keliy, pasireiské duriancio pobtdzio skausmas. Laboratoriniai ir instrume-
ntiniai tyrimai aiskios simptomy priezasties neparodé. Neurologinio tyrimo
metu nustatyta hiperestezija kojose distaliai iki keliy, kojose negauta saus-
gysliy refleksy atsaky, stebétas ranky tremoras. ENG tyrimu nustatyti senso-
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riniy ir motoriniy nervy pokyciai, vyraujant sensoriniy nervy pazeidimui.
Naudojant tikslinj geny rinkinj NKS nustatytas naujas LITAF geno variantas
NM _001136472.1:c.418G>A (p.(Alal40Thr)).

3.2.7.1. Tikslinio geny rinkinio taikymo reiksmé Charcot—Marie—Tooth liga
serganciy pacienty molekulingje diagnostikoje

Siame tyrime nustatéme diagnosting NKS verte CMT serganéiy pacienty gru-
péje. Visiems, | tyrimg jtrauktiems pacientams, CMT1A genetinés srities du-
plikacija nebuvo nustatyta. Sangerio sekoskaitos metodas buvo létas ir daug
sanaudy reikalaujantis tyrimo metodas, ypac pacientams, kuriy fenotipai ma-
zai skyreési. O tikslinio geny rinkinio tyrimas NKS metodu leido vienu metu
istirti 150 su CMT ir susijusiomis neuropatijomis siejamy geny. Tai greitas ir
nasiausias, ekonominiu ir laiko atzvilgiu efektyviausias sprendimas, leidzian-
tis vienu metu tirti jvairy geny kiekj. Siuo metu paveldimy neuropatijy mole-
kulinei diagnozei nustatyti naudojami jvairy geny skaiciy apimantys rinkiniai.
Skirtingy geny rinkiniy diagnostinius rezultatus sunku palyginti, nes nusta-
toma daug tikétiny patogeniniy ar nezinomos klinikinés reikSmés varianty.
Taciau, net ir naudojant skirtingus geny rinkinius, aiski molekuliné diagnoze
nustatoma maziau nei pusei pacienty. Tokiu atveju tikétina, kad genai, kuriy
patogeniniai variantai 1émé Siy pacienty fenotipus, nebuvo jtraukti j tiriamy
geny rinkinj. Taip pat gali bati, kad kai kuriems pacientams liga gali sukelti
daugiau nei viename gene esantys patogeniniai variantai, lemiantys naujus
fenotipus, todél rezultaty interpretavimas yra sunkus ir tiksli molekulin¢ dia-
gnozé gali biiti nenustatyta. Siame tyrime vienai pacientei nustatytas HINT/
geno vienas patogeninis variantas derinyje su neaiskios klinikinés reikSmeés
variantu, todél toks genotipas suderinamas su nustatytu fenotipu. Pacientams,
kuriems aiSkus AR paveldéjimas, o nustatytas tik vienas patogeninis varian-
tas, jmanoma, kad kitas variantas buvo kai kuriose mazo padengimo vietose
arba gal¢jo buti giliai introne esantys variantai ar kopijy skaiciaus poky¢iai,
kurie nebuvo analizuojami tiriant §j geny rinkinj. Pasirinktas geny rinkinys
yra tinkamas pacienty, kuriems nustatyta paveldima neuropatija, diagnostikai,
nes apima visus §iuo metu zinomus su paveldimomis neuropatijomis sieja-
mus genus, 0 pacientai, kuriems nenustatyta dazniausia molekuliné diagno-
z¢€, pirmiausia turi biti tiriami naudojant tuo metu su neuropatijomis siejamy
zinomy geny rinkinj. Kitas §io geny rinkinio privalumas yra tas, kad ji bet
kada galima atnaujinti, kai identifikuojami nauji ligos genai. Taciau, atsizvel-
giant | naujy PN geny identifikavimo sparta, tokj geny rinkinj reikéty gana
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daznai atnaujinti. Nepaisant to, kai kuriems pacientams molekulin¢ diagnoze
vis tiek likty nenustatyta, kadangi PN budingas fenotipy heterogeniskumas ir
fenotipai daznai persidengia arba polineuropatija yra kitos ligos vyraujantis
pozymis, todél klinikiné diagnozé gali biiti nustatyta neteisingai. Tokiu atveju
su ligos molekuline priezastimi susijusio geno paprasciausia nebiity rinkinyje.
Taigi, tikslinio geny rinkinio NKS gali nustatyti molekuling diagnoze¢ arba ne.
Viso egzomo sekoskaita tokiu atveju yra antro pasirinkimo tyrimas, kuriuo
tikimasi, kad molekuline diagnozg pavyks nustatyti.

Siame tyrime nustatéme tikslinio geny rinkinio NKS kaip diagnosti-
nés priemonés veiksmingumag 44,12 proc. (15/34) pacienty. Taigi, moleku-
line CMT diagnoze patvirtinancius patogeninius variantus identifikavome
reciau paplitusiuose su CMT siejamuose genuose, iSskyrus vieng pacientg,
kuriai Sangerio sekoskaitos metodu nebuvo nustatytas GJBI geno variantas
NM_001097642.2:¢.34G>A (p.(Gly12Ser)). Trims pacientams, kuriems pasi-
rei§ké neuromiotonija ir aksoniné neuropatija, nustatyti patogeniniai variantai
HINTI gene. NKS tyrimu 17,65 proc. (6/34) pacienty buvo nustatyti nauji,
anks¢iau mokslo literatiiroje neaprasyti, variantai. Sis daznis beveik atitiko
tikéting molekulinés diagnozés daznj, nes pacienty fenotipai buvo aiskiai api-
brézti, o, remiantis naujausia literatira, galima teigti, kad NKS tyrimu vidu-
tiniskai pusei tiriamyjy identifikuojama molekuliné priezastis. Pavyzdziui,
M. F. Dohrnas ir bendraautoriai, naudodami tikslinio 84 geny rinkinio NKS
iStyré 612 CMT seganciy pacienty ir geneting sutrikimy priezastj identifikavo
20 proc. tiriamyjy (Dohrn et al., 2017). Kitame naujame tyrime S. Vaeth ir
bendraautoriy tikslinio geny rinkinio NKS diagnostiné verté sudaro 21 proc.
(Vaeth et al., 2017). Taciau abiejuose tyrimuose buvo analizuoti skirtinguose
centruose besilankanc¢iy pacienty DNR méginiai. Misy tyrime visiems pa-
cientams genetinés konsultacijos suteiktos viename centre, taip pat viename
centre daugeliui pacienty atliktas klinikinis neurologinis ir ENG tyrimas. He-
terogeniniy pacienty grupiy tyrimai rodo, kad tikslinio geny rinkinio NKS
yra naudinga diagnostiné priemoné, taciau islieka didesné teigiamy rezulta-
ty tikimybeé, kai pacientus konsultuoja tie patys vieno centro specialistai. Sis
tyrimas taip pat pabrézia fenotipy nustatymo svarbg prie§ pasirenkant NKS
ratoriniai bei instrumentiniai tyrimai tam, kad klinikinis fenotipas bty kaip
jmanoma tiksliau nustatytas. Keliems pacientams fenotipas nebuvo iSsamiai
jvertintas, todél tai komplikavo NKS rezultaty interpretacija, nes identifikuoti
variantai kiekvienu atveju buvo susij¢ su keliais fenotipais. Neaiskios klini-
kinés reikSmés variantai nustatyti 17,65 proc. (6/34) pacienty, taciau reikia
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daugiau jrodymuy, kurie pagristy juy patogeniskumg. Vienai pacientei nustatyti
du patogeniniai variantai genuose, kurie abu siejami su CMT-T. Pacienty, ku-
riems nustatyti anks¢iau mokslo literatiiroje aprasyti patogeniniai variantai,
fenotipai buvo aiskiai suderinami su genotipais.

3.2.8. Viso egzomo sekoskaitos rezultatai

Bendradarbiaujant su dr. Tobiasu Haacku i$ Vokietijos ir prof. Kenjiro Kosa-
ki i§ Japonijos, VES tyrimas atliktas trims vaikams, kuriems nustatytas nes-
pecifinis neuropatijos fenotipas, ir trims suaugusiesiems, kuriems nustatytas
CMT?2 fenotipas, o NKS tyrimu, naudojant tikslinj geny rinkinj, patogeniniy
varianty, paaiskinan¢iy PN prieZastj, nenustatyta. Siems trims pacientams
viso egzomo sekoskaitos tyrimu patogeniniy, galimai patogeniniy ir neaiskios
klinikinés reik§més varianty, susijusiy su aiskiu CMT2 fenotipu, nenustatyta.
Taciau visiems trims vaikams nustatyti pakite aleliai, atitinkantys molekuli-
nés diagnozés kriterijus. Vienai pacientei nustatyta AR biidu paveldima liga,
o dviem — AD. Vienai pacientei nustatyta de novo vieno nukleotido delecija
MPZ gene NM_000530.7:¢.558delG (p.(Argl86Serfs)), kuri aprasyta anks-
¢iau Siame darbe MPZ dalyje (zr. 3.2.3.).

Antra pacienté konsultuota 5 m. amziaus. Mergaités judesiy raida vé-
lavo, vaikscioti pradéjo 17 mén. amziaus. Pradéjus vaikscioti, eisena buvo
krypuojanti, mergaité negaléjo atsitlipti. Klinikinio neurologinio tyrimo metu
nustatyta kojy distaliniy daliy hipotrofija. Laboratoriniai kraujo ir nugaros
smegeny skyscio tyrimai atitiko normos reikSmes. Kreatinfosfokinazés akty-
vumas buvo 175 U/L (norma 25-175 U/L). ENG tyrimas neatliktas d¢l jauno
pacientés amziaus ir padidéjusio jautrumo. Pirmiausia, atlikus VES tyrima,
siekiant nustatyti homozigotinius ar sudétinius heterozigotinius retus DNR
sekos variantus, buvo identifikuoti 7 genai. Du i§ jy (ZNF469 ir LOXHDI)
yra siejami su AR biidu paveldimomis ligomis ir yra jtraukti ] OMIM duo-
meny baze. Taciau antras pakites alelis Siuose genuose nebuvo nustatytas, o
nustatyti variantai nepaaiSkino fenotipo. Tolesnés varianty paieskos rezul-
tatas — nustatytas retas DYNCIHI geno heterozigotinis missense variantas
NM 001376.4:c.1792C>T (p.(Arg598Cys)). ClinVar duomeny bazéje va-
rianto identifikacinis numeris 143271. Variantas yra zinomas kaip patogeninis
ir siejamas su keliais fenotipais: 1 tipo spinaline raumeny atrofija ir CMT.
Sangerio sekoskaitos metodu patvirtinta de novo varianto kilmé. Papildomi
tyrimai pacientei nebuvo atlikti dél jauno amziaus.
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Treciai pacientei nuo ankstyvos kiidikystés vélavo judesiy raida, progre-
savo hipotonija, bulbarinis paralyzius ir véliau — apatinio motorinio neurono
pazeidimo pozymiai. VES tyrimu pirminé gauty varianty paieska atlikta pagal
paieskos kriterijus ,,neuropatija“, ,,neuronopatija“. SLC5242 gene nustatytas
sudétinis heterozigotinis fenotipas. Pacienté retg patogeninj missense varianta
NM 001253815.1:¢.1016T>C (p.(Leu339Pro)) paveldéjo i§ savo tévo. Kita
nauja missense variantg NM_024531.4:c.377G>A (p.(Cys126Tyr)) pavelde-
jo 18 motinos. I§ tévo paveldétas variantas (c.1016T>C) nustatytas daugeliui
pacienty. In vitro tyrimais jrodyta, kad toks pakites baltymas neprisijungia
3H-riboflavino (Foley et al., 2014). I$ motinos paveldétas naujas retas (alter-
natyvaus alelio daznis < 0,01) missense variantas anks¢iau nebuvo susietas
su riboflavino nesiklio stoka. Variantas vertinamas kaip galimai patogeninis
remiantis DANN (0,99), GERP (3,65), LRT (0,84), MutationAssessor (0,928),
MutationTaster (1), SIFT (0), PolyPhen2 (0,99) ir PROVEAN (-10,88) jver-
ciais. Filogenetiniu poZiiiriu naujas variantas yra vidutiniSkai konservatyvioje
baltymo skaitymo rémelio vietoje, todél prarandama baltymo funkcija ir tai
yra galimas patogenetinis mechanizmas, kuris atitinka ankstesnius pastebé-
jimus. Apibendrindami Siuos rezultatus teigiame, kad nustatyti abu variantai
lemia funkcijos praradima gene, kuris netoleruoja funkcijos praradimo vari-
anty ir lemia 2 tipo riboflavino stoka, paveldimg AR biidu. Pacientés fenotipas
papildo Siuos duomenis, nes, pradéjus gydyti didelémis riboflavino dozémis,
konstatuotas minimalus terapinis efektas.

3.2.8.1. Viso egzomo sekoskaitos reik§mé neuroraumeniniy ligy diagnostikoje

VES tyrimas atliktas keliems pacientams, kuriems pasireiské neuroraumeninés
ligos fenotipas. Tyrimo rezultatai papildo Siuolaiking sampratg, kad VES yra
efektyvus diagnostikos jrankis. Jei molekuliné diagnozé ir lieka nenustatyta,
praéjus tam tikram laikotarpiui rezultatus galima perzitiréti dar kartg susiejant
juos su naujausia mokslo informacija. Siuo tyrimu, kaip ir geny rinkiniy NKS
tyrimais, galima identifikuoti naujus patogeninius variantus su ligomis sieja-
muose genuose, taciau VES pranasi tuo, kad leidzia identifikuoti naujus genus.
Siame tyrime nauji genai nebuvo identifikuoti, bet tai galima paaiskinti per
mazu tiriamyjy skai¢iumi. Trims pacientams, kuriems nustatytas CMT2 feno-
tipas, naujy geny nebuvo identifikuota. Vieno paciento genealogija buvo ais-
kiai AD, o kity — tikétina AR. Pirmojo paciento atveju biity informatyvu atlikti
VES dar bent vienam sergan¢iam asmeniui ir tai tikimasi jvykdyti ateityje. Kity
dviejy pacienty atvejais, kai VES tyrimu molekuliné diagnozé liko nenustatyta,
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reikéty ateityje atlikti kitus tyrimus, tikintis, kad iSaiskinti priezastj vis délto pa-
vyks. Dalijantis duomenimis, VES rezultatai yra svarbiis blisimiems tyrimams
dél alternatyviy aleliy dazniy nustatymo, kurie naudojami duomenims filtruoti
ir kandidatiniams variantams identifikuoti. VES privalumas, kai tyrimas nau-
dojamas kaip diagnostikos metodas, yra reikSmingas ir turi buti apsvarstytas
sprendziant dél bet kurio konkretaus paciento genetiniy tyrimy schemos. Geny
rinkiniai, VES ir VGS skiriasi savo privalumais ir trilkumais. Metodams, kuriy
pagrindas yra tam tikry fragmenty papildymas ir pagausinimas, bidingas nevi-
siSkas padengimas. Pavyzdziui, VGS horizontalus sekos padengimas geresnis
nei VES. Taciau geny rinkiniai ir VES pasizymi didesniu jautrumu, kuris nau-
dingas siekiant nustatyti Zemg mozaikiSkumg (Hegde et al., 2017; Santani et
al., 2017). Priklausomai nuo klinikinio ar mokslinio klausimo, reikéty pasirinkti
tinkamiausia metoda ir tyrimy plana.

3.2.9. Apibendrinimas

Paveldimos neuropatijos yra sudétingi sutrikimai, pasireiSkiantys jvairiais
fenotipais. Daugeliui jy buidingas heterogeniskumas ir atskiri sutrikimai yra
labai reti. Sios savybés labai sunkina tikslios molekulinés diagnozés nustaty-
ma. Siame darbe apra$yti nauji ir anks¢iau identifikuoti patogeniniai varian-
tai susije su pacienty, kuriems pasireiské PN, fenotipais. Darbe tyréme du
genomus siekdami identifikuoti molekuling diagnozg¢ pacientams pasitelke
tradicing Sangerio sekoskaita ir naujos kartos sekoskaitos technologija pa-
gristus metodus. Molekuliné diagnozé nustatyta daugiau nei 30 giminys-
tés rysiais nesusijusiy pacienty. Patogeniniai mtDNR variantai nustatyti
43,75 proc. pacienty (zZr. 17 pav.). Mitochondrinés DNR patogeninis variantas
NC 012920.1:m.3243A>G (p.Ala3243Gly)) buvo dazniausias pacienty, ku-
riems nustatyta mitochondriné liga, grupéje (18,75 proc.) (zr. 18 pav.) ir pa-
sireiské fenotipy heterogeniskumu. Anksciau rutiniSkai mtDNR sekoskaitos
tyrimai nebuvo taikomi. Sio tyrimo rezultatai patvirtino hipoteze, kad, jtariant
klasikinj mitochondrinj sindroma, pirmiausia reikia tirti dazniausius mtDNR
patogeninius variantus, o, jy nenustacius, atlikti viso ilgio mtDNR sekoskaita.

Sis tyrimas, kaip ir daugelyje 3aliy atlikti tyrimai, parodé, kad dazniausias
CMT potipis yra CMTI1A, kurj lemia PMP22 duplikacija (31,14 proc.;
38/122). Analizuoty CMTI1A pacienty grup¢je atipiné simptomy pradzia ra-
nkose nustatyta vienam pacientui. Buvo nustatyti reikSmingi skirtumai tarp
ly¢iy: moterims pasireiské jutimy sutrikimai, negauti sausgysliy refleksy
atsakai ir reabilitacinis gydymas. Jvertinus vidutinj amziy, kai moterims dia-
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7; 43,75 %
9; 56,25 % \ \

= Identifikuota molekuliné diagnozé = Neidentifikuota
n=7 n=9

17 pav. Patogeniniy mtDNR varianty daZznis mitochondriniy sindromy pacienty
grupéje

1;6,25%
1;6,25 %

1;6,25 % ‘
1;6,25% |

7

9;56,25%

3; 18,75 %

= Neidentifikuota = m.3243A>G m.9185T>C
n=9 n=3 n=1

= m.8§993T>C = m.8353T>C = m.6069 11956del
n=1 n=1 n=1

18 pav. mtDNR patogeniniy varianty daznis ir jvairové pacienty grupéje, kuriems
nustatytas klasikinis mitochondrinis sindromas
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gnozuota CMTI1A, reikSmingy skirtumy tarp ly¢iy nebuvo nustatyta. Nati-
ralios CMT1A ligos eigos rezultatai yra svarblis kaupiant informacija apie
natiiralig ligos eigg tarp serganciyjy skirtingose Salyse, nes ji gali biiti reiks-
minga ateityje kuriant naujus gydymo biidus. Antra dazniausia CMT mo-
lekulin¢ priezastis buvo susijusi su GJBI geno patogeniniais variantais ir
sudaré 8,33 proc. (7/84). IS viso penki patogeniniai variantai nustatyti 7 pa-
cientams. Dviem pacientams nustatytas naujas GJBI geno patogeninis va-
riantas NM_001097642.2:¢.290A>G (p.(His97Arg)), o vienai pacientei —
NM_000166:¢.476delG (p.(Gly159Alafs)). Sis rezultatas ispléte GJBI geno
patogeniniy varianty jvairove, taciau atipiniy fenotipy sergantiesiems nebuvo
nustatyta. Naujas patogeninis NM_001097642.2:¢.290A>G (p.(His97Arg))
variantas galéty biiti geografiskai reikSmingas, taciau reikia daugiau jrodymy.
MPZ gene nustatyti du nauji patogeniniai variantai, kurie, tikétina, [émé jgim-
ta hipomielinizuojancig neuropatijg, taciau nepakanka jrodymy, nes n.suralis
biopsijos histologiniai tyrimai abiem pacientéms nebuvo atlikti. MFN2 geno
patogeniniai variantai labai retai paplite miisy serganciyjy populiacijoje. Tik
vienas patogeninis MFN2 variantas NM_014874.3:¢.281G>A (p.(Arg94Gln))
buvo identifikuotas Siame tyrime (zr. 19 pav.). Pacientés fenotipas skiriasi nuo
kity literatiiroje aprasyty fenotipy, nes daugeliui pacienty Sis variantas lemia
sunkig neuropatijos eiga. Manome, kad yra modifikuojantys veiksniai, taciau
reikia papildomy tyrimy, jrodanciy fenotipa keicianciy veiksniy egzistavima.

9% 833 %
8 %
7%
6%

5%

Daznis, %

4%

3% 2,60 %

5o 1,85 %
(]
0%

MPZ

GJBI MFN2

19 pav. Patogeniniy varianty daznis dazniausiai su CMT siejamuose genuose
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19; 55,88 % \ ’

= [dentifikuota molekuliné CMT diagnozé = Neidentifikuota
n=15 n=19

20 pav. Tikslinio CMT geny rinkinio diagnostiniai rezultatai CMT pacienty grupéje

Naudojant tikslinj 150 geny rinkinj NKS molekuliné diagnozé nustatyta
44,12 proc. pacienty, i$ jy — 41,17 proc. nustatyti patogeniniai variantai re-
tai su CMT siejamuose genuose (iSimtj sudaro viena pacienté, kuriai nusta-
tytas GJBI geno patogeninis variantas) (zr. 20 pav.). Manome, kad svarbu
pabrézti, jog HINTI gene, kuris siejamas su neuromiotonija, patogeninis va-
riantas NM_005340.6:¢c.110G>C (p.(Arg37Pro)) nustatytas trims pacientams.
Dviem i$ jy nustatytas homozigotinis genotipas, o vienai pacientei — sudétinis
heterozigotinis genotipas kartu su nauju variantu NM_005340.6:¢.299A>G
(p.(Glu100Gly)). T. Milovidova ir bendraautoriai, iStyre 700 CMT serganciy
pacienty Rusijoje, 30 pacienty nustaté homozigotinj HINT! geno varianta
NM_005340.6:c.110G>C (p.(Arg37Pro))". Cekijoje HINTI geno variantai
taip pat yra dazniausia neuromiotonijos ir aksoninés neuropatijos priezastis
(Lassuthova et al., 2015), taciau Ispanijoje ir Jungtinéje Karalystéje jie reti
(Horga et al., 2015). Remiantis Siais rezultatais racionalu pacientams, ku-
riems pasireiSkia neuromiotonija ir aksoniné neuropatija, pirmiausia rinktis
HINTI geno NM_005340.6:¢.110G>C (p.(Arg37Pro)) varianto tyrima. Vienai
pacientei identifikuotas digeninis paveldéjimo btidas, 1émes sunkiau pasireis-
kiantj CMT-T fenotipa. Nustatyty dviejy patogeniniy varianty digeninis po-
veikis skirtinguose genuose gali moduliuoti fenotipa, nes abiejy geny produk-
tai yra susij¢ su endosomy riiSiavimu ir lgsteliy signaliniais keliais, galimai
saveikaujanciais panagiais bidais. Sis tyrimas ir anks¢iau aprasyti CMT atve-

* http://www.abstractsonline.com/pp8/#!/4652/presentation/2285

98



jai, kuriuos léme susije geny variantai, yra jsp&jimas ieSkoti keliy priezastiniy
genetiniy veiksniy Seimose, kuriose pasireiskia fenotipinis kintamumas arba
nejprasta raiska.

VES tyrimo rezultatai trims vaikams, kuriems pasireiské neurologinis,
jskaitant neuropatija, fenotipas, patvirtino molekuling diagnozg. Pacientei,
kuriai nustatyta 2 tipo riboflavino nesiklio stoka, greitai gauti tyrimo rezultatai
leido nedelsiant pradéti specifinj gydyma. Sis atvejis pabrézia VES kliniking
nauda, kai molekuliné diagnozé nustatoma greitai ir pacientas pradedamas
tinkamai gydyti, iSvengiant alternatyviy gydymo biidy, kurie ne tik nepadéty,
bet galéty biiti netgi zalingi interkurentiniy ligy atveju.

Nauji technologiniai sprendimai pakeité paveldimy ligy diagnostikos ga-
limybes medicininéje genetikoje. Per pastaruosius metus NKS technologija
pagristi metodai pasirodé esa tiksliis ir veiksmingi identifikuojant patogeni-
nius DNR sekos variantus. Jie taip pat yra pigesni sgnaudy ir greitesni laiko
atzvilgiu, taip pat reikalaujantys maziau zmogiskyjy istekliy nei jprasta San-
gerio sekosaita. Taikant Siuos metodus, laikas iki molekulinés diagnozés pa-
tvirtinimo Zymiai sutrumpéjo didelei daliai pacienty. Tikslinio geny rinkinio
NKS tyrimu gauti rezultatai iSplété patogeniniy varianty sarasg CMT sergan-
¢iy pacienty grupéje. Visgi dilema lieka, kai nustatomi priestaringai vertinami
DNR sekos variantai, taip pat tuomet, kai jtariamos paveldimos ligos etiologi-
ja nenustatoma, todé¢l tolesni tyrimai turi biti svarstomi individualiai tokiems
pacientams. Pirmiausia, siektina iSsiaiskinti neaiSkios klinikinés reik§més
varianto poveikj baltymui ar nustatyti naujus galimai priezastiniy geny va-
riantus, kuriy specifinis biologinis vaidmuo dar néra visiskai isaiskintas.

Siuo metu néra zinoma veiksmingo su paveldimomis neuropatijomis su-
sijusiy ligy gydymo. CMT neuropatijy atveju palaikomoji prieziira apima
kineziterapija, uzimtumo terapijg ir ortopedinj gydyma, skirtg pédy defor-
macijai koreguoti ir eisenai stabilizuoti. Vaisty skiriama neuropatiniam ir
mechaniniam skausmui malSinti. Be to, distaliniy apatiniy galiiniy funkcijai
palaikyti galimas chirurginis gydymas. Ateities perspektyvos yra potencialiis
molekuliniai ir genetiniai terapiniai taikiniai. Kelios geny inzinerija pagristos
technologijos suteikia unikalig galimybe sukurti veiksmingg paveldimyjy ne-
urodegeneraciniy sutrikimy gydyma, jskaitant beprasmius oligonukleotidus,
morfolinus, deoksiribozimus ir RNR interferencija (Watts, Corey, 2012). Siy
technologijy pozymis — slopinti pakitusio geno raiskg. Daugiausia démesio
Siandien sulaukianti moksliniy tyrimy technologija naudoja daugiagaligsias
kamienines lasteles, kurios leidzia sumodeliuoti liga in vitro, iSsamiai anali-
zuoti ligos patogeneze ir kurti modernius vaistus (Spitalieri et al., 2016).
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4. ISVADOS

. 1A tipo Charcot—Marie—Tooth liga yra dazniausiai nustatomas potipis
Charcot-Marie-Tooth liga serganéiy pacienty grupéje. Siame tyrime jis
nustatytas dviem tre¢daliams CMT1 serganciy pacienty grupéje ir sudaré
vieng trec¢dalj visoje Charcot—Marie—Tooth liga sergan¢iyjy grupéje. Pa-
cientams, kuriems diagnozuotas CMT1A potipis, statistiSkai reikSmingy
skirtumy tarp lyCiy nenustatyta (p = 0,592).

. GJBI geno patogeniniai variantai yra antra pagal daznj molekuliné Char-
cot—Marie—Tooth ligos priezastis, o MPZ ir MF'N2 geny patogeniniai vari-
antai Zymiai retesni serganciy Charcot—Marie—Tooth liga pacienty grupéje.

. MT-ATP6/8 geny patogeniniai variantai serganciy Charcot—Marie—Tooth
liga pacienty grupéje Siame tyrime neidentifikuoti.

. Maziau nei pusei pacienty (43,75 proc.) kuriems jtartas klasikinis mito-
chondrinis sindromas, nustatyti patogeniniai variantai mitochondringje
DNR. Pasireiskianti neuropatija — aksoninio tipo, kurios pasireiskimas,
remiantis elektrofiziologiniais jverciais, kito nuo normos iki lengvos neu-
ropatijos.

. Naujos kartos sekoskaitos tyrimas, taikomas tiksliniam geny rinkiniui, yra
vertingas diagnostinis metodas ir efektyvi priemoné racionaliai Charcot—
Marie—Tooth liga serganc¢iy pacienty molekulinei diagnozei, ta¢iau Zymus
genotipo ir fenotipo heterogeniskumas islieka diagnostinis i$siikis. Digeninis
paveldéjimas gali biiti nenustatytas, jei atlieckami tik atskiry geny tyrimai.
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5.2.3.
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5. METODINES REKOMENDACIJOS

Pirminiai mitochondriniai sindromai

Pacientams, kuriems jtariamas pirminis mitochondrinis sindromas, re-
komenduojama keliy etapy molekuliné diagnostiné strategija. Pirma-
me tyrimo etape rekomenduojama atlikti dazniausiy mtDNR patogeni-
niy varianty rinkinio tyrima (m.3243A>G, m.3271T>C, m.8344A>G,
m.8356T>C, m.8993T>C, m.8993T>G, m.3460G>A ir m.11778G>A).
Antrame etape reikéty atlikti kokybinj mtDNR tyrimg. Nenustacius
molekulinés diagnozés, treciame etape rekomenduojama atlikti viso il-
gio mtDNR sekoskaitg. Nenustacius molekulinés diagnozés, dél naujos
kartos sekoskaitos technologija pagrjsty tyrimy spresti individualiai.

. Pacientams, kuriems anksti pasireiSkia cukrinis diabetas ir klausos

sutrikimas, rekomenduojama gydytojo genetiko konsultacija ir
m.3243G>A varianto tyrimas.

Charcot—Marie—Tooth liga ir susijusios neuropatijos

Molekuliné diagnozé pagrista pacienty skirstymu pagal ENG tyrimo
rezultatus § CMT1, CMT2 ir kitus fenotipus.

Pacientams, kuriems nustatyta demielinizuojancio tipo Charcot—Ma-
rie—Tooth liga, rekomenduojama pirmiausia atlikti CMT1A genetinés
srities tyrima.

Visiems Charcot—Marie—Tooth liga sergantiems pacientams, iSskyrus
tuos, kuriy genealogijose per tévo linija liga perduodama siinums, re-
komenduojama atlikti GJBI geno tyrimg. Nenustacius molekulinés
diagnozés, rekomenduojama atlikti tikslinio CMT ir susijusiy neuro-
patijy geny rinkinio naujos kartos sekoskaitos tyrima. Pacientams, ku-
riems naujos kartos sekoskaitos tyrimu, naudojant tikslinj geny rinkinj,
molekulin¢ diagnoz¢ lieka nenustatyta, rekomenduojama individualiai
spresti dél VES tyrimo tikslingumo.

Pacientams, kuriems nustatyta neuromiotonija ir CMT2, rekomen-
duojama pirmiausia atlikti HINTI geno NM_005340.6:c.110G>C
(p-(Arg37Pro)) varianto tyrima. Nenustacius molekulinés diagnozes,
Siems pacientams rekomenduojama atlikti tikslinio CMT ir susijusiy
neuropatijy geny rinkinio naujos kartos sekoskaitos tyrima (zr. 21 pav.).
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2 priedas. Tikslinio 150-ties geny rinkinio sarasas

Nr. Genas OMIM
1 AAAS 605378
2 AARS 601065
3 ABCDI1 300371
4 ACO2 100850
5 ACOX1 609751
6 ADGRG1 604110
7 AFG3L2 604581
8 AIFM1 300169
9 ALDH3A2 609523
10 ALDHG6A1 603178
11 ALG?2 607905
12 AMPD?2 102771
13 API1S2 300629
14 AP3DI 607246
15 AP4M1 602296
16 APTX 606350
17 ARHGEF10 608136
18 ARNT?2 606036
19 ARSA 607574

20 ASNS 108370

21 ASPA 608034

22 ATAD3A 612316

23 ATP1342 610513

24 ATP7B 606882

25 B4GALNTI 601873

26 BAG3 603883

27 BSCL?2 606158

28 CI0ORF2 606075

29 C12o0rf65 613541

30 C19orf12 614297

31 CYP2UI 610670

32 CLPI 608757

33 CSFIR 164770

34 DARS?2 610956

35 DDHD1 614603
36 DDOST 602202
37 DGUOK 601465
38 DHFR 126060
39 DHTKDI 614984

40 DYNCIHI 600112

41 DNMIL 603850

42 DNM?2 602378
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2 priedo 1 tesinys

Nr. Genas OMIM
43 DPM1 603503
44 EGR2 129010
45 ELOVL4 605512
46 ERCC3 133510
47 ERCC6 609413
48 ERCCS8 609412
49 EXOSC3 606489
50 FBLNS 604580
51 FGF14 601515
52 FIG4 609390
53 FLVCRI 609144
54 FOLRI 136430
55 FOXPI1 605515
56 FTL 134790
57 GAA 606800
58 GABRB3 137192
59 GALC 606890
60 GAN 605379
61 GARS 600287
62 GBE1 607839
63 GDAPI 606598
64 GIF 609342
65 GJBI 304040
66 GLUL 138290
67 GNB4 610863
68 HADHB 143450
69 HARS 142810
70 HINTI 601314
71 HK1 142600
72 HSD17B4 601860
73 HSPBI1 602195
74 HSPBS 608014
75 HTRAI 602194
76 YARS 603623
77 IARS2 612801
78 IER3IP1 609382
79 IGHMBP2 600502
80 INF2 610982
81 ITPA 147520
82 KIFIB 605995
83 LITAF 603795
84 LMNA 150330
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2 priedo 2 tesinys

Nr. Genas OMIM
85 LRSAM1I 610933
86 MANBA 609489
87 MARS 156560
88 MATIA 610550
89 MFN2 608507
90 MME 120520
91 MOCS1 603707
92 MOCS2 603708
93 MPZ 159440
94 MRPS22 605810
95 MTMR?2 603557
96 MTTP 157147
97 NAGA 104170
98 NAGLU 609701
99 NARS2 612803
100 NEFL 162280
101 OPAl 605290
102 PC 608786
103 PDYN 131340
104 PDK3 300906
105 PEXI10 602859
106 PEXI1IB 603867
107 PEX16 603360
108 PEX19 600279
109 PEX2 170993
110 PEXS5 600414
111 PEX7 601757
112 PGM3 172100
113 PHGDH 606879
114 PIGV 610274
115 PLA2G6 603604
116 PMP22 601097
117 PRICKLE] 608500
118 PRMT7 610087
119 PRPSI 311850
120 PRX 605725
121 PSAP 176801

122 RAB7A4 602298
123 RMNDI1 614917
124 SBF1 603560
125 SBF2 607697
126 SEPTY9 604061
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2 priedo 3 tesinys

Nr. Genas OMIM
127 SH3TC2 608206
128 SLCI1246 604878
129 SLC16A42 300095
130 SLC25412 603667
131 SLC25419 606521
132 SLC25422 609302
133 SLC3542 314375
134 SLC5242 607882
135 SLC6A8 300036
136 SPG11 610844
137 SUCLA2 603921
138 SUMF1 607939
139 TBC1D24 613577
140 TDP1 607198
141 TFG 602498
142 TMEM126A4 612988
143 TRIM?2 614141
144 TRPV4 605427
145 TSFM 604723
146 TTR 176300
147 TUBB3 602661
148 VCP 601023
149 ZC4H?2 300897
150 ZNF335 610827
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PADEKA

,,Geriau keliauti su draugu naktj
nei vieniSam dieng*
(Helen Keller)

AS dékoju pacientams, kuriuos sutikau klinikinio darbo metu ir kurie pasiti-
kéjo manimi. Tikiuosi, kad $is darbas gali padéti tolesniems tyrimams ir yra
svarbus organizuojant geresne priezitirg asmens sveikatos prieziiiros jstaigose.

Doktorantiiros studijos — ne tik iskelto tikslo jgyvendinimas. Tai skaudziy
nusivylimy, sunkumy, dziaugsmo, pagarbos, kantrybés reikalaujanti patirtis,
kuri nejmanoma be daugybés zmoniy pagalbos ir palaikymo.

Pirmiausia noriu padékoti savo darbo vadovui prof. Algirdui Utkui uz su-
teikta galimybe atlikti §j darba, uz jo geruma, pasitikéjima, pagalba, nepaisant
itin uzimto grafiko ir daugybés atsakomybiy, uz klinikinius jgiidzius. Pro-
fesoriaus pasitikéjimas buvo jkvepiantis, jo zinios ir empatija jtrauké mane
1 neuroraumeniniy ligy sritj, be kurios dabar nejsivaizduoju savo klinikinés
veiklos. AS nepaprastai vertinu suteikta galimybe¢ augti kaip asmenybei, tick
profesionaliai, tieck asmeniskai.

Dékoju akademikui profesoriui Vaidu¢iui Kucinskui uz palaikyma, vertin-
gas mokslines pastabas, paskatinimg ir jzZvalgas.

Ypatinga mano padéka skirta doc. dr. Laimai Ambrozaitytei uz savaitgalius
ir vakarus laboratorijoje, uz mokslines interpretacijas, disertacijos rankrascio
ir santraukos perziiirg, kantrybe ir supratinguma, uz draugiska ir nuosirdy pa-
laikyma.

Visai mitochondriniy ligy tyrimo grupei — Kristinai Grigalionienei,
Gabrielei Zukauskaitei bei Danutei Vansevidiiitei Lietuvoje ir dr. Innai
Inashkinai, Ditai Pelnenai Latvijoje — dékoju uz bendrg darbg ir jgyvendintg
tiksla. Taip pat Silta padéka dr. Baibai Lace uz paskatinimg ir palaikyma.

Nuosirdziai dékoju doc. dr. Almai Molytei uz visokeriopg pagalba rasant
$i darba.

Uz idéjas ir patarimus esu labai dékinga dr. Ausrai Morkiinienei, uz pagal-
bg atliekant tyrimus ir rezultaty vizualinj pateikimg dékoju Karoliui Baronui.
Dr. Tautvydui Ranceliui dékoju uz tai, kad niekada neatsisaké patikrinti mano
gauty rezultaty vertinimy. Uz disertacijos rankras¢io perziiira ir pastabas dé-
koju dr. Ingridai Domarkienei.
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Noriu padékoti visiems Genetinio konsultavimo ir registro skyriaus bei
Molekulinés genetikos laboratorijos kolegoms: be Jusy indélio Sis darbas ne-
biity toks, koks yra.

Dékoju Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky gydytojams
neurologams, ypa¢ dr. Artnui Vaitkevi¢iui, dr. Ievai Sereikei ir Ingai
Maculevicienei.

Nuosirdziai dékoju rety vaiky ligy gydytojai dr. Birutei Skerlienei uz prak-
tines ir mokslines pastabas, pacienty aptarimus. Gydytojai vaiky neurologei
Rasai Abelytei — uz rezultatyvias diskusijas.

Dékoju gydytojai Deimantei Brazdzifinaitei uz meninj disertacijos apipa-
vidalinimg ir pagalba redaguojant disertacijos rankrast;.

Uz draugiska palaikyma ir domé&jimasi, kaip sekasi, dékoju visiems Neo-
natologijos centro gydytojams ir kitiems Vaiky ligoninés gydytojams.

Dékoju savo bendrazygei Alinai Urnikytei uz nepamirStama laika ir puikia
draugijg darbo rezultaty sklaidos metu.

Dékoju Mildai Butkutei uz pagalba ir palaikyma visus $iuos metus — uz tai,
kad bet kada galiu Tau skambinti.

Dékoju savo tévams — ten ir ¢ia — uz Jisy meilg, sesers Seimai — uz palai-
kyma.

Ir labiausiai noriu padékoti savo vyrui: uz jo meile, kantrybe, besalygiska
palaikyma mano kelyje ir buvima kartu.
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