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Die vorliegenden Leitlinien sind das Re-
sultat eines ,,Best Practice Workshops in
Antwerpen, 7. Juli 2004, welcher mit Un-
terstiitzung durch den BVDH und das Eu-
ropean Molecular Genetics Quality Net-
work (EMQN) durchgefiihrt wurde.

Sie ergdnzen die Leitlinien des Jahres
2000, die ebenfalls auf Basis eines ,Best
Practice“ Workshops in Amsterdam, 27.
Mai 2000, mit Unterstiitzung durch das
European Molecular Genetics Quality
Network (EMQN) erstellt worden waren.
Die damaligen Mittel stammten von der
Européischen Union, Vertrag Nr. SMT4-
CT98-7515.

Die englischen Originalversionen sind
auf der EMQN Homepage (www.emqn.
org) verfiigbar.

Diese Leitlinien wurden im Okto-
ber 2009 aktualisiert. Die CMT4E konn-
te EGR2 zugeordnet werden, fiir CCFDN
wurde das CTDPI-Gen identifiziert, die
AR-CMT2B2 wird durch Mutationen im
MED?25-Gen verursacht, die DI-CMTC
geht auf Mutationen des YARS genes zu-
riick und die DI-CMTD konnte mit MPZ-
Mutationen assoziiert werden.

Bernd Rautenstrauf3, Eva Nelis

Medizinisch Genetisches Zentrum, Miinchen

Europaische Leitlinien

zur molekulargenetischen
Diagnostik der Charcot-
Marie-Tooth Neuropathien

— Erganzung -

1. Nomenklatur und Gene
Siehe hierzu @ Tabelle 1.

Peripheres Myelin Protein 22
(PMP22; OMIM *601097)

70% der AD-CMT1 Patienten tragen eine
1.4 Mb Tandem Duplikation in Chromo-
som 17p12. Die reziproke Deletion dieser
1.4 Mb Region fithrt zu HNPP. Die
CMTI1A Duplikations/HNPP Deletions
Region enthilt das Dosis-sensitive PMP22
Gen. PMP22, ein 4-Transmembran Do-
ménen Protein, ist eine strukturelle Kom-
ponente bei der Myelinbildung und -Er-
haltung.

Punktmutationen in PMP22 sind mit
sehr variablen klinischen Phinotypen as-
soziiert, z.B. CMT1, DSS (DSS wird tra-
ditionell als rezessive Erkrankung angese-
hen, wird aber auch zur Beschreibung von
schweren Verlaufsformen einer CMT1
ungeachtet der Vererbung verwendet),
CHN oder HNPP. Die meisten PMP22
Mutationen sind in der Transmembran
Doméne lokalisiert.

Myelin Protein Zero

(MPZ; OMIM *159440)

1993 wurden die ersten Mutationen in
MPZ identifiziert, die mit einer demyeli-
nisierenden peripheren Neuropathie as-
soziiert waren (klassifiziert als CMT1B).
Die meisten Mutationen sind mit den de-
myelinisierenden Formen CMT1B, DSS

oder CHN assoziiert, in einigen Fillen
wurden auch Zeichen einer primér axo-
nalen Neuropathie dhnlich einer CMT2
beschrieben. MPZ wird durch myelini-
sierende Schwannzellen des PNS hoch
exprimiert, es macht mehr als 50% des
Gesamtproteins im peripheren Myelin
aus. Das Protein besteht aus einer extra-
zelluldren, immunglobulin-verwandten
Domine, die eine homophile Adhision
vermittelt, einer Transmembran Doma-
ne und einer kurzen, basischen intrazel-
lular-Doméne. Die meisten Mutationen
sind in der extrazelluldiren Doméne an-
geordnet.

Small integral membrane protein

of lysosome/late endosome
(SIMPLE)/Lipopolysaccharide-
induzierter TNF factor
(LITAF/SIMPLE; OMIM *603795)
CMT Typ 1C ist mit missense Mutati-
onen im SIMPLE Gen assoziiert. Es spielt
evtl. eine Rolle in Protein Degradation Pa-
thways.

Early growth response 2 gene

(EGR2; OMIM *129010)

Die Expression von EGR2 beginnt, be-
vor die Myelinisierung einsetzt, wenn
Schwannzellen aus ihren Vorlduferzel-
len gebildet werden, persistiert durch
das ganze Leben und spielt als Zink-Fin-
ger-Transkriptionsfaktor eine wesent-
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Tabelle 1 Gegenwartige genetische Subtypen, Loci und Gene fiir hereditare motorische und sensible Neuropathien

Typ Vererbung Locus Gen
HMSNTyp

CMT1A AD 17p12 PMP22
CMT1B AD 1922-q23 MPZ
CMT1C AD 16p13.1-p12.3 SIMPLE
CMT1D AD 10921.1-922.1 EGR2
CMT1E AD 17p12 PMP22
CMTTF AD 8p21 NEFL
CMT4A AR 8q13921 GDAP1
CMT4B1 AR 11923 MTMR2
CMT4B2 AR 11p15 SBF2
CMT4C AR 5023-g33 SH3TC2
CMT4D (HMSN-L) AR 8q24 NDRGT1
CMTA4E (HMSN-R) AR 10921-922 EGR2
CMT4F AR 19913.1-q13.3 PRX
CMT4H AR 12p11.2 FGD4
CCFDN AR 18923-qter CTDP1
CMT1X XR/XD Xq13.1 GJBI1
HMSN Typ Il

CMT2A AD 1p35-p36 MFN2/KIF1B
CMT2B AD 3q12-q22 RAB7
CMT2C AD 12923-q24 unbekannt
CMT2D AD 7pl4 GARS
CMT2E AD 8p21 NEFL
CMT2F AD 7q11-q21 HSPB1
CMT2 AD 1922-g23 MPZ
AR-CMT2A (CMT2B1) AR 1921.2-921.3 LMNA
AR-CMT2B (CMT2B2) AR 19q13.3 MED25
AR-CMT2C + pyramidal signs AR 8qg21.3 unbekannt
AR-CMT2D + hoarseness AR 8g21.1 GDAP1
CMT2X XR Xq24-q26 unbekannt
HMSN Typ Il

DSS/CHN AD/AR 17p12 PMP22
DSS/CHN AD/AR 1922-q23 MPZ
DSS/CHN AD/AR 10921.1-922.1 EGR2

DSS AR 19913.1-q13.3 PRX
AD-DSS AD 8923 unbekannt

HMSN intermediar

DI-CMTA AD 10924.1-g25.1 unbekannt
DI-CMTB AD 19p12-p13.2 DNM2
DI-CMTC AD 1p34-p35 YARS
DI-CMTD AD 1g22 MPZ
HMSN-P AD 3p14.1-q13 unbekannt
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Tabelle 1 Fortsetzung

Typ

HNPP
HNA

Andere
GAN
AS

Hereditére rekurrierende fokale Neuropathien

Vererbung Locus

AD 17p12

AD 17925

AR 16q24.1
AR 15q13-q15

Gen

PMP22
SEPT9

GAN
SLC12A6

AR: autosomal rezessiv; AD autosomal dominant; XD: X-gekoppelt dominant; XR X-gekoppelt rezessiv; DI-CMT dominant-intermedidre Charcot-Marie-Tooth Erkrankung;
CCFDN “congenital cataracts, facial dysmorphism & neuropathy syndrome”; HNPP “hereditary neuropathy with liability to pressure palsies’; HNA Hereditare Neuralgische
Amyotrophie; CHN Congenitale Hypomyelinisierungs-Neuropathie; DSS Dejerine-Sottas Syndrom; AS Andermann Syndrom

liche Rolle bei der Entwicklung des pe-
ripheren Nervensystems. EGR2 reguliert
die Expression von Myelin Proteinen (z.
B. PMP22, MPZ, GJBI, und PRX) sowie
von Enzymen der Lipid-Synthese. EGR2
Mutationen wurden bei schweren Ver-
laufsformen der CMT1, des DSS und der
CHN gefunden. Mutationen in den DNA-
bindenden Doménen von EGR?2 fithren
zu dominant vererbter CMT1. Im Ge-
gensatz dazu sind Mutationen in der in-
hibitorischen Rl Doméne rezessiv. Der
Schweregrad des Krankheitsverlaufs vari-
iert sogar bei identischen EGR2 Mutati-
onen sehr stark.

Ganglioside-induced
differentiation-associated protein 1
(GDAP1; OMIM *606598)

Mutationen in GDAPI wurden mit der
demyelinisierenden CMT4A, der axo-
nalen AR-CMT2 mit Stimmbandpare-
sen und AR-CMT sowohl mit demyleini-
sierenden als auch axonalen Formen as-
soziiert. GDAPI konnte eine Funktion bei
der Signaltransduktion in der neuronalen
Entwicklung haben.

Myotubularin-related-protein-2
(MTMR2; OMIM *603557)
Mutationen in MTMR?2 sind fiir die sel-
tene CMT4B1 Form verantwortlich.
CMT4BL ist eine demyelinisierende mo-
torische und sensorische Neuropathie, die
durch fokal gefaltetes Myelin in N. suralis
Biopsien gekennzeichnet ist. Der Krank-
heitsbeginn ist in frither Kindheit, Er-
wachsene sind schwer behindert und in
der Regel Rollstuhlpflichtig. MTMR?2 ge-
hoért zu der Myotubularin Protein-Fami-
lie, die eine Doméne mit Ahnlichkeiten zu

dual-spezifischen Phosphatasen hat und
in der diverse Mutationen die Protein-
funktion beeintréchtigen.

SET binding factor 2

(SBF2; OMIM *607697)

Mutationen in SBF2 wurden mit CMT4B2
assoziiert, eine rezessive demyelinisieren-
de, periphere Neuropathie mit fokal ge-
faltetem Myelin und einer Assoziation
mit frith beginnendem Glaukom. SBF2
gehort bei den Myotubularinen zu den
Pseudo-Phosphatasen, da es inaktivie-
rende Substitutionen der katalytischen
Cysteine tragt.

SH3 domain and tetratricopeptide
repeats 2 (SH3TC2; OMIM *608206)
In Patienten von 11 Familien sowie 1 spo-
radischen Patienten mit Charcot-Marie-
Tooth Typ 4C Erkrankung wurden 11 ver-
schiedene Mutationen im SH3TC2 Gen
identifziert, 7 davon waren in Exon 11 lo-
kalisiert. Das CMT4C Gen wird im Ner-
vengewebe einschliefillich des peripheren
Nervensystems hoch exprimiert. Das Pro-
tein definiert eine neue Proteinfamilie mit
noch unbekannter Funktion, aber puta-
tiven Orthologen bei Vertebraten. Verglei-
chende Sequenzanalysen ergaben multi-
ple SH3 und TPR Domanen, die mit der
Bildung von Proteinkomplexen in Verbin-
dung gebracht werden.

N-myc downstream-regulated

gene 1 (NDRG1; OMIM *605262)
Eine Nonsense Mutation in NDRGI ist mit
hereditirer motorischer und sensorischer
Neuropathie-Lom (HMSN-L; CMT4D)
assoziiert. HMSN-L ist eine autosomal
rezessive,schwer verlaufende Neuropathie

mit Taubheit und ungewdhlichen neuro-
pathologischen Befunden. Patienten einer
HMSN-L tragen ein Stop codon innerhalb
des NDRGI Genes, welches zu einem ver-
kiirzten Protein fithrt. Die Transkripti-
on von NDRGI, einer Phosphatase, wird
durch verschiedene chemische Agenzi-
en hochreguliert. Das NDRGI Protein
enthélt mehrere Phosphorylierungsstel-
len, die im endoplasmatischen Retikulum
Stress induzieren.

Periaxin (PRX; OMIM *605725)
Mutationen in PRX wurden bei CMT
Typ 4F identifiziert, eine rezessiv vererb-
te, schwere Form einer demyeliniserenden
peripheren Neuropathie, sowie bei Pati-
enten eines DSS. CMTA4F Patienten lei-
den an starken neuropathischen Schmer-
zen zusitzlich zu den iiblichen Symp-
tomen einer ausgepragten Neuropathie.
PRX wird spezifisch in myelinisierenden
Schwannzellen exprimiert. Alternatives
Spleifien fithrt zu zwei verschiedenene
Proteinen, S-Periaxin und L-Periaxin.
L-Periaxin ist in embryonalen Schwann-
zellen im Nucleus lokalisiert, in myelini-
sierenden Schwannzellen tritt es an der
Plasmamembran auf. S-Periaxin ist auf
das Zytoplasma beschrénkt. L-Periaxin
formt einen Komplex mit dem Dystro-
phin-Related Protein-2 (DRP2) und mit
Dystroglycan. Damit wird das Zytoske-
lett der Schwannzellen mit der extrazellu-
laren Matrix in der abaxonalen Schwann-
zellmembran verbunden.

Gap junction protein beta 1

(GJB1; OMIM *304040)

GJBI, ein Protein mit 4 Transmembran-
dominen, ist in den Paranodien und
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Schmidt-Lanterman Inzisuren myelini-
sierender Schwannzellen lokalisiert. Es er-
laubt eine verkiirzte laterale Diffusion fiir
Ionen und Verbindungen mit niedrigem
Molekulargewicht zwischen adaxonalem
und abaxonalem Schwannzell-Plasma.
Bereits 1993 wurden die ersten Mutati-
on in GJBI gefunden und mit der X-chro-
mosomalen CMT Form (CMTX) assozi-
iert. Variationen in GJBI sind die zweit-
haufigste Ursache einer HMSN nach der
CMTI1A Duplikation. Uber 250 verschie-
dene GJB2 Mutationen wurden beschrie-
ben. Die Mutationen sind iiber das ganze
Protein verteilt und nicht auf eine spezi-
fische Domine konzentriert. Electrophy-
siologische Befunde belegen einen signi-
fikanten Beitrag zu einer axonalen Kom-
ponente der Neuropathie bei spezifischen
GJBI Mutationen.

Mitofusin 2 (MFN2; OMIM *608507)
In sieben Familien mit Kopplung an den
CMT2A Locus wurden Mutationen in
KIFIB ausgeschlossen. Mutationanalysen
anderer Gene in der gekoppelten Region
ergaben missense Mutationen in MFN2.
Daher sind MFN2 Mutationen die prima-
re Ursache einer CMT2A. MFN2 wird ubi-
quitér exprimiert, die mRNA ist im Rii-
ckenmark und peripheren Nerven nach-
weisbar. MFN2 ist an der dufleren Mito-
chondrien Membran lokalisiert und re-
guliert die Architektur des mitochondri-
alen Netzwerkes durch Fusion von Mito-
chondrien.

Kinesin family member 1B

(KIF1B; OMIM ¥605995)

Eine missense Mutation in KIFIB wurde
in einer einzelnen Familie mit axonaler
CMT Typ 2A gefunden. KIF1B ist ein Mit-
glied der Kinesin Superfamilie. Diese Su-
perfamilie reprasentiert eine Gruppe von
Proteinen, die fiir den Transport von Or-
ganellen und anderen Materialien ent-
lang der Mikrotubuli innerhalb der Zel-
len wichtig ist. KIF1Bo und KIF1B, die
zwei Isoformen, resultieren aus alterna-
tivem Spleifien. KIF1Ba ist fiir den Mi-
tochondrien Transport verantwortlich
und zeigt ein breit gefichertes Expressi-
onsmuster, wogegen KIF1Bf spezifisch in
Neuronen exprimiert wird, es ist hier fiir
den Transport der synaptischen Vesikel
verantwortlich.
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Small GTP-ase late endosomal
protein (RAB7; OMIM *602298)
Mutationen in RAB7 sind mit CMT Typ
2B assoziiert, eine ulzerierende Neuropa-
thie. RAB Proteine sind wichtige Regula-
toren des vesikuldren Transportes und sie
sind in spezifischen intrazelluldren Kom-
partimenten lokalisiert. RAB7 wurde in
spaten Endosomen lokalisiert und gehort
in den spiten Endocytose Pathway.

Glycyl t-RNA Transferase

(GARS; OMIM *600287)

Missense Mutationen in GARS wurden in
Familien mit CMT2D und distaler HMN
V (distale SMA V) gefunden. Aminoacyl-
tRNA Synthetasen haben bei der Protein-
synthese eine essentielle Funktion. Sie ka-
talysieren die Veresterung der Aminosau-
ren mit den zugehorigen tRNAs.

Neurofilament, light polypeptide
(NEFL; OMIM *162280)

Mutationen in NEFL werden in Patienten
mit CMT2, CMT1 und DSS gefunden.
Die meisten Patienten haben einen frii-
hen Krankheitsbeginn und eine schwe-
re Verlaufsform mit moderat bis deutlich
reduzierten NLGs. NEFL codiert fiir eine
Untereinheit von Neurofilamenten, dem
Haupttyp der intermediéren Filamente in
Neuronen. Die meisten Mutationen sind
in der Kopfdomine des Proteins lokali-
siert.

Heat shock 27kDa protein 1

(HSPB1; OMIM *602195)

Mutationen in HSPBI sind mit CMT2F
und der distalen hereditiren moto-
rischen Neuropathie (distale HMN) asso-
ziiert. Die meisten Mutationen sind in der
Hsp20-alpha-Crystallin Doméne lokali-
siert. Neuronale Zellen, die mit mutiertem
HSPBI transfeziert wurden, waren weni-
ger lebensfihig als Wildtyp-exprimieren-
de Zellen. Kotransfektion von Neurofila-
ment light chain (NEFL) und mutiertem
HSPBI resultierte in einer verdnderten
Neurofilament-Assemblierung in Zellen
mit fehlenden zytoplasmatischen Inter-
mediir-Filamenten.

Lamin A/C (LMNA; OMIM *150330)

Eine spezifische missense Mutation in
LMNA wurde mit autosomal rezessiver,
axonaler CMT (CMT2B1) gekoppelt. Un-

terschiedliche Mutationen in LMNA ver-
ursachen mehrere andere Erkrankungen
einschliesslich der Emery-Dreyfuss Mus-
keldystrophie und der Hutchinson-Gil-
ford Progerie. LMNA ist ein strukturelles
Protein der Kernmembran.

Dynamin 2 (DNM2; OMIM *602378)
Mutationen in DNM2 wurden in Patienten
aus Familien mit dominant-intermedia-
rer CMT Typ A (DI-CMTA) identifiziert.
DNM2 gehort zur Familie der groflen
GTPasen und ist Teil des zelluliren Fu-
sions-Spaltungs-Apparates. In transi-
ent transfezierten Zelllinien vermindern
Mutationen von DNM2 substantiell sei-
ne Bindung an Membranen durch Kon-
formationsdnderungen der beta3/beta4
Schleife der Pleckstrin Homologie Do-
mane.

Septin 9 (SEPT9; OMIM *604061)
Mutationen in SEPT9 sind mit hereditarer
neuralgischer Amyotrophie (HNA) asso-
ziiert. HNA ist die erste monogene Er-
krankung, die durch Mutationen in einem
Gen der Septin Familie verursacht wird.
Septine sind an der Bildung des Zytoske-
letts, der Zellteilung und der Tumorgene-
se beteiligt.

Gigaxonin (GAN; OMIM *605379)
Mutationen in Gigaxonin (GAN) fithren
zu der seltenen und schweren, autosomal
rezessiven Riesenaxon-Neuropathie. Die-
se Neuropathie betrifft das periphere und
das zentrale Nervensystem. GAN ist an
der dynamischen Organisation des Ak-
tin-Netzwerkes beteiligt. GAN Defekte
verursachen die Hauptstigmata der Er-
krankung: ausgepragte Neuropathie, Ata-
xie und stark gelocktes Haar.

Solute carrier 12 (potassium/
chloride transporter), member 6
(SLC12A6; OMIM *604878)
Mutationen in SLC12A6 sind mit peri-
pheren Neuropathien und Agenese des
Corpus callosum, auch Andermann Syn-
drom genannt, assoziiert. Das Protein, ein
K*-CI" Kotransporter, ist an der elektro-
neutralen Bewegung von Ionen durch die
Plasmamembran beteiligt.



Mediator of RNA Polymerase Il
transcription, subunit 25
(MED25;*610197)

Die ARCMT2B2 stellt eine klassische, pri-
mar axonale HMSN Erkrankung dar. Die
Patienten zeigen eine distal beginnende,
symmetrische Muskelatrophie, Hohlfii-
e sowie einen reduzierten Vibrations-
und Positionssinn. Der Erkrankungsbe-
ginn ist in der dritten bis vierten Dekade
mit mildem, nur langsam progredienten
Verlauf. MED25, synonym zu ARC92
und ACID], stellt eine Untereinheit des
“activator-recruited cofactor (ARC)” dar,
einer Familie von umfangreichen Koak-
tivatoren der Transkription. Seine genaue
physiologische Funktion ist unbekannt.

C-terminal domain of RNA
Polymerase Il subunit A

(CTDP1; *604927)

Das Congenital-Cataract-Facial-Dys-
morphism-Neuropathy-Syndrome (CCF-
DN) ist eine seltene autosomal rezessive
Erkrankung, die bislang fiir die Bevol-
kerungsgruppe der Roma beschrieben
wurde. Betroffene Patienten zeigen ei-
nen komplexen klinischen Phénotyp, der
multiple Organsysteme betrifft. Dieser
beinhaltet kongenitale Katarakte, Micro-
corneae, eine hypomyelinisierende peri-
phere Neuropathie, einen Minderwuchs,
faziale Dysmorphien und eine verzoger-
te psychomotorische Entwicklung. Ei-
ne parainfektiése Rhabdomyolyse wird
als ernsthafte Komplikation beobachtet.
Die Komplikationsrate bei Allgemeinan-
asthesie ist ebenfalls erhoht. Eine friih-
zeitige Katarakt-OP ist zur Vermeidung
dauerhafter Sehstérungen angeraten. Be-
kannt ist eine intronische Founder-Muta-
tion (c.863+389 C>T, Leu287fs) im Intron
6 des CTDPI-Gens.

Tyrosyl-tRNA Synthetase

(YARS; ¥603623)

Die DI-CMT Neuropathie stellt eine Vari-
ante der klassischen CMT dar, die durch
intermedidre Nervenleitgeschwindig-
keiten sowie axonalen und demyelini-
sierenden Zeichen in der Histologie cha-
rakterisiert ist. Aminoacyl-tRNA Synthe-
tasen katalysieren die Aminoacylierung
einer tRNA mit der entsprechenden Ami-
nosdure. Die YARS cDNA codiert fiir ein
Polypeptide mit 528 Aminosduren. Der

Carboxy-Terminus enthilt eine Region
mit 49% Ahnlichkeit zu einem ,,endothe-
lialen monocyte-activating polypeptide II
(EMAP II)“

2. Beschreibung der Erkrankung

Die Charcot-Marie-Toothsche Erkran-
kung (CMT) ist die verbreitetste, erbliche
periphere Neuropathie mit einer Prava-
lenz von 10-40/100000. Nach der Erstbe-
schreibung im Jahr 1886 wurde klar, dass
es sich nicht um ein einzelnes Krankheits-
bild handelt, sondern dass sowohl kli-
nische als auch genetische Heterogenitét
vorliegt. Dyck und Lambert fiihrten 1968
eine Klassifizierung der peripheren Neu-
ropathien auf der Basis von genetischen,
elektrophysiologischen und neuropatho-
logischen Kriterien ein. Die hereditire
motorische und sensorische Neuropathie
Typ I (HMSN I, CMT1) ist durch deutlich
reduzierte motorische und sensorische
Nervenleitgeschwindigkeiten (NLG) und
Zeichen einer De- und Remyeliniserung
in N. suralis Biopsien gekennzeichnet.
Diese Erkrankung wird zumeist autoso-
mal dominant (AD) vererbt, aber auch X-
gekoppelte und autosomal-rezessive (AR)
Vererbung sowie isolierte Patienten wur-
den beschrieben. Am hiufigsten wird ei-
ne 1.4 Mb Tandem Duplikation (CMT1A
Duplikation), die auch das PMP22 Gen
enthalt, beobachtet, aber auch Mutati-
onen des peripheren Myelin Proteins 22
(PMP22,17p12) selbst, des Myelin Protein
Zero (MPZ, P0, 1q22-q23), des Gap Junc-
tion Proteins Beta 1 (G/BI, Cx32, Xql13.1)
und anderer Gene wurden berichtet.

HMOSN II oder CMT?2 ist durch nor-
male oder leicht reduzierte motorische
und sensorische NLGs charakterisiert. Sie
ist genetisch heterogen mit AD oder AR
Vererbung. Am haufigsten werden Muta-
tionen im Mitofusin 2 (MFN2) Gen be-
obachtet, aber auch Variationen in GJBI
und MPZ wurden mit dieser Neuropathie
assoziiert.

HMOSN III oder Dejerine-Sottas Syn-
drom (DSS) ist eine sehr schwer ver-
laufende Neuropathie mit extrem redu-
zierten NLGs und frithem Krankheitsbe-
ginn. DSS Patienten kénnen Mutationen
in PMP22, MPZ und EGR2 aufweisen.

Patienten mit einer hereditiren Neu-
ropathie mit Neigung zu Druckldsionen

(hereditary neuropathy with liability to
pressure palsies, HNPP) entwickeln ge-
wohnlich eine Mononeuropathie nach
mildem Trauma. Einige Patienten zeigen
eine generalisierte Neuropathie. HNPP
wird autosomal dominant vererbt. Am
héufigsten wird eine Deletion reziprok
zur CMT1A Duplikation beobachtet, aber
auch Punktmutationen in PMP22 werden
gefunden.

3. Ubliche Griinde fiir
eine molekulargenetische
Untersuchung

Obwohl der Phinotyp in einem weiten
Bereich variieren kann, gibt es einige ty-
pische Griinde fiir Patienten, einen Arzt
fiir eine Diagnosestellung zu konsultieren.
Am verbreitetsten sind Gangbeschwerden
und langsam progrediente Schwiche der
Beine und/oder Hinde, aber auch rekur-
rierende Lahmungen oder Fuf3-Defor-
mitdten sind Griinde fiir eine klinische
Konsultation. Messung der Nervenleitge-
schwindigkeit (NLG) und Elektromygra-
phie, gelegentlich eine N. suralis Biopsie
sowie eine familidre Hiufung der Erkran-
kung fiihren zu einer genetischen Kon-
sultation. Der CMT Phénotyp iiberlappt
manchmal mit anderen Erkrankungen
wie DSS, Roussy-Levy Syndrom oder
Friedreichscher Ataxie. In Zweifelsfillen
kann eine molekulargenetische Analy-
se hilfreich sein. Die erblichen Neuropa-
thien miissen sehr sorgfaltig von den viel-
faltigen erworbenen (nicht-genetischen)
Neuropathien, wie z. B. den immun-ver-
mittelten, toxischen und infektiésen For-
men unterschieden werden.

4. Herangehensweise
und Protokolle

4.1 Klinische Untersuchung

Das motorische und/oder sensorische
System kann an der Neuropathie beteili-
gt sein. Eine Messung der NLG und EMG
resultiert fast immer in abnormalen Wer-
ten. Die Sehneneigen-Reflexe sind oft
wenig ausgepragt, ein Erregungsverlust
kommt héufig vor. Eine N. suralis Biop-
sie ist gelegentlich hilfreich, um die ver-
schiedenen Neuropathie-Typen zu diffe-
renzieren, z. B. die chronische inflamm-
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Tabelle 2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) Uberblick

Locus Klon Subklon
D175122 pVAW409R3 pVAW409R3a
CMT1A-REP 20G2 pNEA102
CMT1A-REP c56A5 cosH1

Klonierungsstelle Insertionsgrosse ~ Methode
EcoRI-BamHI 1400 bp Sacll PFGE
Fspl PFGE
Ascl PFGE
EcoRlI 1800 bp Sacll PFGE
Eagl PFGE
EcoRI ? Eagl PFGE

Lit. Bruchpunktfragment
500 kb CMT1A junction
500 kb CMT1A junction
500 kb CMT1A junction
500 kb CMT1A junction
820 + 770 kb HNPP junction
5 150 kb CMT1A junction
320 (370) kb HNPP junction
6 150 kb CMT1A junction
300 (350) kb HNPP junction

A wWw N =

Locus Lit.
proximal CMT1A-REP 1
distal CMT1A-REP 1
CMT1A monomer unit 2
PMP22 3
PMP22 4

Tabelle 3  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) Uberblick

Klon Markierung
c74F4 FITC avidin
c112C10 FITC avidin
pVAW409R1 FITC avidin
c103B11, c132G8, c77F4 digoxigenin
c132G8 digoxigenin

Methode

FISH

FISH
interphase FISH
interphase FISH
interphase FISH

atorische demyelinisierende Polyneuro-
pathy (CIDP) und CMT oder Subtypen
der CMT.

4.2 Genetische Analysen

Eine grofle Bandbreite von Techniken
steht fiir die molekulargenetische Tes-
tung der CMT zur Verfiigung. Diese Leit-
linien sollen nicht als Vorschrift dienen,
sondern um Vor- und Nachteile fiir eini-
ge der Techniken zu erldutern.

Nachdem die grofle Mehrzahl der
CMT1 Patienten eine 1.4 Mb Tandem
Duplikation in Chromosom 17pl12 trigt,
ist die Bestdtigung oder der Ausschluss
dieser Mutation der erste diagnostische
Schritt. HNPP Patienten weisen manch-
mal dhnliche oder identische Symptome
einer CMT Typ 1 auf. Daher ist es wich-
tig, in das erste Methodenset auch einen
Test auf diese Deletion einzuschliessen.
Der HNPP Test erfordert in der Regel die
selben Proben/Marker und Techniken wie
die Untersuchung der CMT1A Duplikati-
on. Die meisten Laboratorien fithren Mi-
krosatelliten Analysen der CMTIA Regi-
on durch, die ,,Multilpex Ligation-depen-
dent Probe Amplification (MLPA)“ wird
immer populdrer, aber auch die Southern
Hybridisierung basierend auf Dosis Diffe-
renzen von Restriktions Fragment Langen
Polymorphismen, Erkennung von Bruch-
punktfragmenten und andere Techniken
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wie FISH oder verschiedene PCR basier-
te Methoden werden angewendet. Nach
Ausschluss oder Bestitigung der CMT1A
Duplikation oder HNPP Deletion kénnen
weitere genetische Analysen und/oder kli-
nische Nachuntersuchungen folgen. Dies
schlief3t die Sequenzanalyse von MPZ,
GJBI1, PMP22 und anderen Genen in Ab-
hingigkeit von Phanotyp und Familienge-
schichte (AD versus AR Vererbung) ein.

Fir die CMT2 ist in vielen Zentren
die Sequenzanaylse von MFN2, MPZ und
GJBI etabliert.

Die individuellen Laboratorien sollten
die Einschrankungen der Methoden ange-
ben bzw. ausfithren, welche spezifischen
CMT Typen untersucht werden, z. B. ob,
basierend auf der Methode, nur eine Du-
plikations-Analyse oder auch eine Dele-
tions Analyse, oder ein weiteres Mutati-
onsscreening in anderen, bekannten Ge-
nen oder Kopplungsanalysen angeboten
werden.

4.2.1 CMT1A Duplikations/HNPP

Deletions Analysen

Im allgemeinen stehen fiir die CMT1A

Duplikations/HNPP Deletions Analyse

folgende Methoden zur Verfiigung:

a. Bindre Methoden mit einer ,,Ja“ oder
»Nein“ Antwort.

b. Dosis-sensitive und andere Metho-
den.

a. Bindre Methoden

In dieser Kategorie werden der Nachweis
von Bruchpunktfragmenten durch Res-
triktion von genomischer DNA und Puls-
feldgelelektrophorese (PFGE) sowie die
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
zusammengefasst.

PFGE (B Tabelle 2)

PFGE wird in den USA in der Routine
héufig verwendet, in Europa nur noch
selten. Die Methode fiithrt zu klaren Er-
gebnissen, hat aber Beschriankungen. Sie
héngt von der Qualitét der eingesandten
Blutprobe sowie von der arbeitsintensiven
Prozedur bis zum abschlieflenden Autora-
diogramm ab. Die Fehlerrate (nicht-inter-
pretierbare Ergebnisse) wird auf ca. 10%
geschatzt.

FISH (B Tabelle 3)

FISH basiert auf Cosmiden oder Klonen
mit groflen Insertionen (BACs, PACs),
die aus der CMT1A Region abgeleitet
sind und PMP22 einschlieflen. Gegen-
wirtig ist keine kommerzielle Sonde ver-
fiigbar. Um die 1,4 Mb Duplikation nach-
zuweisen, muss in der Regel eine Inter-
phase-FISH durchgefithrt werden. Zur
Vermeidung von Interpretationsfehlern
aufgrund des Zellzyklus-Zustandes der
Zelle ist die gleichzeitige Verwendung ei-
ner zweiten fiir das Chromosom 17 spe-
zifischen Probe angeraten. Dies gewahr-



Tabelle 4 RFLP Southern blot Methoden zum Dosis-Differenz und Bruchpunkt-Fragment Nachweis

Locus Lit. Klon Subklon Klonierungs- Insertions- Polymorphis-  Allelgrosse Allelfrequenz
stelle grosse mus
D175122 1,2 pVAW409R1 PVAW409R1b EcoRI-BamHI 2500 bp Mspl RFLP 5.3 kb 0,86
2.7+26kb 0,14
D175122 1,2 pVAW409R3 PVAW409R3a EcoRI-BamHI 1400 bp Mspl RFLP 2.8kb 05
2.7kb 0,44
1.9kb 0,06
D175125 23 pVAW412R3 pVAW412R3HEb  EcoRI-Hindlll 1300 bp Mspl RFLP 10.5 kb 0,17
5.4kb 0,83
D175125 23 pVAW412R3 pVAW412R3HEc  EcoRI-Hindlll 800 bp Mspl RFLP 2.6 kb 0,83
0.7+1.9kb 0,17
D17S61 234  pEWA401 pEW401HE EcoRI-Hindlll 850 bp Mspl RFLP 5.5kb 0,24
44kb 0,76
4.7 kb rare
PMP22 (cDNA) 5 rat pCD25F3 EcoRI/Hincll 11kb dosage
RFLP
6 human p132-G8R1 Fspl-EcoRl 10 kb EcoRI/Hincll 9.6 kb dosage
RFLP
CMT1A-REP 7 pNEA101 EcoRl dosage
CMT1A-REP7 7 c20G2 pNEA102 EcoRl 1.8kb EcoRl 7.8+6.0kb dosage
CMT1A-REP 8,9 pLR6.0 pLR6.0 EcoRl 6 kb EcoRlI/Sacl/Nsil 7.8 kb HNPP junction
EcoRI/Sacl/Nsil 1.7 kb CMT1A junction
dosage
CMT1A-REP 8,9 pLR7.8 pLR7.8 EcoRl 7.8kb EcoRlI/Sacl 3.2kb CMT1A junction
EcoRl/Sacl 7.8kb HNPP junction
dosage
CMT1A-REP 10,11 proximal pHK1.0P EcoRI/Pstl 1kb EcoRlI 23+3.2kb CMT1A dosage
CMT1A-REP
CMT1A-REP 11 proximal pHK5.2P EcoRI/Hindlll 3.2+34kb CMT1A dosage
CMT1A-REP
CMT1A-REP 12 proximal pJ7.8P EcoRlI 7.8kb EcoRl/Sacl 3.2kb CMT1A junction
CMT1A-REP
7.8 kb HNPP junction
dosage
12 proximal pJ5P EcoRlI 5kb EcoRI/Hindlll 33,3.1,18, dosage
CMT1A-REP 1.7 kb

leistet, dass tatséchlich eine Duplikation
beobachtet wird und nicht falsch-posi-
tive Signale aufgrund der Replikation in
der Interphase in die Bewertung einge-
hen. Daher empfiehlt sich ein zweifar-
biger Ansatz. Um diagnostische Sicher-
heit zu erzielen, sollen mindestens 50,
besser 100 Kerne beziiglich der CMT1A
Signale relativ zur Kontrollsonde ausge-
zahlt werden. Prinzipiell gilt dies auch fiir
die HNPP Deletion, wobei die Deletion
auf Metaphase-Chromosomen klar er-
kennbar ist, so dass man mit 10-30 Meta-
phasen auskommt. Auf den ersten Blick
erscheint diese Methode ideal, aber die

Qualitdt und Verlasslichkeit der FISH
Resultate hangen stark von den Blutpro-
ben ab. Obwohl FISH im Prinzip auf ver-
schiedene Gewebetypen angewandt wer-
den kann, werden die besten Resultate
mit Heparin-Blut und einer kurzen Kul-
tivierung nach Eingang der Blutprobe er-
zielt. Auch diese Methode hat einen An-
teil von 10-30% an nicht interpretierbaren
Resultaten. Dies kann die verschiedens-
ten Griinde haben, wie z. B. Verwendung
der falschen Blutrohrchen (Serum) oder
ein langer Transport einhergehend mit ei-
ner abnehmenden Qualitat der Kerne, in
anderen Laboratorien werden mittlerwei-

le 99% der Blutproben erfolgreich analy-
siert.

b. Dosis- sensitive und
andere Methoden

Southern-Hybridisierung

Die in @ Tabelle 4 gezeigten Southern
Hybridisierungen werden noch ange-
wendet. Einen Nachteil der MspI Blots
stellt die haufig beobachtete Homozygo-
tie dar, die dann zu nicht-informativen
RFLP Mustern fiihrt. Die Verwendung
von zwei Sonden entweder nacheinan-
der (pVAW409R3a und pEW401HE)
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Tabelle 5 Short Tandem Repeat (STR) Analysen

Locus Lit. STR STRTyp Allelgrosse (bp)
D175122 1 RM11-GT CA-repeat 153-167
D175261 2 Mfd41 CA-repeat 157-171
D175921 3 AFM191xh12 CA-repeat 174-183
D1751356 4 142E8acl CA-repeat 145-157
D175793 3 AFM165zd4 CA-repeat 99-109
D175839 3 AFM200yb12 CA-repeat 155-175
D175955 3 AFM317yg1 CA-repeat 187-181
D1751357 4 103B11acl CA-repeat 194-210
D1751358 4 133C4acl CA-repeat 182-194
Multiplex-Methoden und weitere Marker siehe Literaturverzeichnis 5, 6.

Allel Anzahl  PIC H

8 0,74
6 0,44

10 0,69 0,73
7 0,48
7 0,70
5 0,47 0,56
4 0,40 0,45
6 0,57
7 0,74

héufig verwendeten RFLP/STR Marker
A Proximales CMT1A-REP
D175261
D175122
D1751357
D1751356
D175125
D175839
D1751358
D17561
D175955
D175921
Y Distales CMT1A-REP

oder gleichzeitig (pVAW412R3 und pE-
W401HE) hilft hier gew6hnlich weiter.
Bei der Verwendung dieser Sonden muss
man sich dariiber bewusst sein, dass es
sich um anonyme Marker handelt, die u.
U. rearrangiert sein konnen, ohne dass
eine CMT1A Duplikation oder HNPP De-
letion vorliegt. Die Verwendung der Son-
de pNEA102 mit EcoRI verdauter geno-
mischer DNA ist fiir diagnostische Zwe-
cke nicht empfehlenswert, da die Dosis-
unterschiede der Duplikation/Deletion
nur geringfiigig sind (4->5 CMTIA, 4->3
HNPP). Als ergdnzende Sonde und fiir
wissenschaftliche Zwecke ist pNEA102
jedoch durchaus brauchbar. Die pLR7.8
Sonde zusammen mit EcoRI/Sacl ver-
dauter DNA ist im Falle des Nachweises
eines Bruchpunktfragmentes sehr hilf-
reich. Die Dosisunterschiede fiir Rekom-
binationen auflerhalb des ,,hotspot“ sind
dagegen schwer interpretierbar und soll-
ten daher nur als Indikator fiir eine Re-
kombination verwendet werden, die ei-
ne zweite Analyse notwendig macht. Wie
jingere Daten zeigen, sind die CMTIA-
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REP Elemente polymorpher als erwar-
tet, daher sollte auch der Nachweis eines
Bruchpunktfragmentes mit einer weiteren
Methode bestitigt werden. Dies gilt eben-
falls, wenn keine Verdnderung nachweis-
bar ist, denn dies kann schlicht den Ver-
lust einer Restriktionsstelle bedeuten.

PCR Methoden basierend auf STR
Markern (8 Tabellen 5 und 6)

Fiir STR basierende Methoden sind viel-
faltige Protokolle mittels Multiplex PCRs
verfiigbar. Es ist nicht empfehlenswert,
nur einen Marker zu verwenden, min-
destens zwei der Marker sollten positiv
fiir drei Allele sein, um von einer CMT1A
Duplikation auszugehen. Eine HNPP De-
letion kann angenommen werden, wenn
mehrere Marker nur ein Allel zeigen (He-
mi-oder Homozygotie). Sollten nur Dosis-
unterschiede erkennbar sein, so ist eine
zweite Methode angeraten, um den Typ
der Mutation mit diagnostischer Korrekt-
heit zu bestimmen.

An den CMT1A-REP Elementen
orientierte PCR Analysen (B Tabelle 7)
Die PCR basierten Methoden fiir die
CMT/HNPP Bruchpunktfragmente wur-
den in mehreren Laboratorien erprobt.
Diese Anwendungen ergaben zwei ver-
schiedene Probleme:

1. Die PCR ist schwierig durchfiihrbar
und die Ergebnisse sind nur einge-
schrankt reproduzierbar.

2. Die CMT1A-REP Elemente sind poly-
morpher als erwartet; dies beeintréch-
tigt hin und wieder die Bindung der
Primer.

Daher erscheinen diese PCR Methoden
fiir wissenschaftliche Zwecke durchaus

sinnvoll, allerdings nicht fiir eine diagnos-
tische Routine. Es darf dabei nicht iiberse-
hen werden, dafd nur ca. 70% der CMT1A
Duplikationstréger ein Bruchpunktfrag-
ment aufgrund der Rekombination in-
nerhalb des ,,hotspots“ aufweisen.

Quantitative PCR von exonischer

PMP22 DNA (@ Tabelle 8)

Quantitative Methoden zur direkten Do-
sis-Quantifizierung wihrend der Ampli-
fikation sind verfiigbar. Diese Metho-
den sind jetzt mehr verbreitet, bei tiefer-
gehendem Interesse sollte das entspre-
chende Labor kontaktiert werden. Bei die-
sen Methoden ist es wichtig, im jeweiligen
Labor eine Validierung anhand einer gro-
eren Zahl bekannter CMT1A Duplikati-
on und HNPP Deletionen vorzunehmen.

Multiplex Ligation-dependent
Probe Analysis (MLPA)

MLPA ist eine vielversprechende Metho-
de, um Dosis-Differenzen fiir alle Exons
von PMP22 zu bestimmen. Dies ermog-
licht den Nachweis von partiellen Dupli-
kation und Deletionen innerhalb der
CMT1A Region. Im allgemeinen erscheint
die Methode sehr geeignet und schnell.
Ein wiederkehrendes Problem ist, daf}
hiermit in einigen Laboratorien fehler-
hafte Resultate erzielt werden. Daher ist
es bei dieser Methode ebenfalls wichtig,
im jeweiligen Labor eine Validierung an-
hand einer grofieren Zahl bekannter CM-
T1A Duplikation und HNPP Deletionen
vorzunehmen. Falls diese Proben nicht
vorhanden sind, sollte ein Referenzlabor
kontaktiert werden, um diese Methode zu
etablieren, bevor eine Routinediagnostik
angeboten wird.



Tabelle 7  Ubersicht zu CMT1A-REP sepzifischen PCR-Analysen
Methode

DNA Sequenzierung von 6 Kontrollen

Locus Lit.
CMT1A-REP sequence 1,23,
proximal and distal 4
CMT1A-REP 5
CMT1A-REP 6
CMT1A-REP 7.8
CMT1A-REP 9
CMT1A-REP 10

PCR Analyse von Bruchpunktfragmenten
+ EcoRl und Nsil Verdau

PCR Analyse von Bruchpunktfragmenten

+ Nsil Verdau

PCR Analyse von Bruchpunktfragmenten
+ Nsil und Accl Verdau

PCR Analyse von Bruchpunktfragmenten
+ EcoRI Verdau

PCR Analyse von Bruchpunktfragmenten
+ EcoRl und Nsil Verdau

+ EcoRl und Sacl Verdau

Primer Name

keiner

distF
proxR
proxF
distR

DF1 (pos 1781-1805, distales CMT1A-REP)
DF2 (pos 2394 - 2418, distales CMT1A-REP)
DR1 (pos 5077 - 5101, distales CMT1A-REP)
DR2 (pos 3574 - 3598, distales CMT1A-REP)
PR1 (pos 5069 - 5093, proximales CMT1A-REP)
PR2 (pos 3560 - 3584, proximales CMT1A-REP)

primer A (pos 1785 - 1806, distales CMT1A-REP)
primer B (pos 5069 - 5093, proximales CMT1A-REP)
primer C (pos 3751 - 3771, distales CMT1A-REP)
primer D (pos 3489 - 3509, distales CMT1A-REP)

CMT1A-FOR und HNPP-FOR
CMT1A-REV
HNPP-REV

Rdist1 (pos 1500-1523, Sequenz HSU41165)
Rprox2 (pos 5177 - 5154 Sequenz HSU41166)

Fragment
PMP22 kodierendes Exon 3

Albumin Exon 12 (Reporterfragment)

PMP22 kodierendes Exon 4

PMP22 kodierendes Exon 3

Albumin Exon 12 (Reporterfragment)

Tabelle 8 Quantitative PCR

Lit.

1

Primer, Proben und Markierung
5'-GCCACCATGATCCTGTCGAT-3’ (forward)
5'-CCCTTGGTGAGGGTGAAGAGT-3' (reverse)
5'-FAM-TTCAGCATTCTGTCTCTGTTCCTGTTCTTCTG-TAMRA-3"
5'-AATGCTGCACAGAATCCTTGGT-3’ (forward)
5'-tcatcgacttccagagctgaaa-3’ (reverse)
5'-VIC-ACAGGCGACCATGC-3' non-fluorescent quencher
5'-TCCCCCTGGCCCTTCTC-3' (forward)
5'-CTGGGCGCCTCATTCG-3’ (reverse)
5'-6FAM-CGGTGTCATCTATGTGATCTTGCGGAAA-TAMRA-3'
5'-TCTGTCCAGGCCACCATGA-3’ (forward)
5'-GAAGAGTTGGCAGAAGAACAGGA -3’ (reverse)
5'-TGTTGCATGAGAAAACGCCA-3’ (forward)
5'-GTCGCCTGTTCACCAAGGAT -3’ (reverse)
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Perspektiven der CMT1A
Duplikations- und HNPP
Deletions-Analyse

Die Verfiigbarkeit der Chip-Technolo-
gie eroffnet zwei Wege zur Analyse ge-
nomischer Rearrangements. Eine Metho-
de verwendet BAC Klone und CGH Fluo-
reszenz Analysen, um grofiere Rearrange-
ments sichtbar zu machen. Die Verfiigbar-
keit von SNP Chips hoher Dichte ermog-
licht eine Auswertung auch mit Blick auf
genomische Rearrangements. Diese Me-
thoden sind in der Entwicklung und ste-
hen wohl in naher Zukunft fiir eine Rou-
tine-Analyse zur Verfiigung.

4.2.2 Nachweis von
Punktmutationen

Sequenzanalysen

Nach dem Ausschluss einer CMT1A Du-
plikation oder HNPP Deletion bieten die
meisten Laboratorien eine Sequenzanaly-
se einiger der bekannten Gene fiir CMT
an. Die Anzahl der Neuropathie-asso-
ziierten Gene hat in den letzten Jahren
dramatisch zugenommen, daher gibt es
grof3e Unterschiede in der Auswahl der
analysierten Gene in den verschiedenen
Laboratorien.

Eine iibliche diagnostische Proze-
dur nach dem Duplikations/Deletions-
test ist die Sequenzierung von GJBI, MPZ
und PMP22. EGR2 Mutationen sind sel-
ten, sollten aber in Betracht gezogen wer-
den. Sofern weitere Angaben zur Fami-
liengeschichte und Vererbung verfligbar
sind, sollten auch Mutationen fiir rezes-
siv vererbte Neuropathien in Betracht ge-
zogen werden. Eine Kopplungsanalyse
ist angezeigt, um die chromosomale Lo-
kalisierung der jeweiligen Mutation ein-
zugrenzen. In vielen Fillen ist das ver-
antwortliche Gen bekannt und steht da-
mit fiir eine Analyse zur Verfiigung. In In-
dustrieldndern werden héufig compound
heterozygote Mutationen fiir autosomal-
rezessive Formen beobachtet, dies beein-
flusst die genetische Beratung.

Fir die CMT2 wird in der Regel MFN2
gefolgt von G/BI und MPZ analysiert.

Fiir diagnostische Zwecke sollte die Se-
quenzanalyse fiir beide DNA Strange er-
folgen. Ein wiederkehrendes Problem ist
ein Allelverlust z. B. aufgrund von SNPs
in der Primerbindungsstelle. Es gibt mehr

552 | Medizinische Genetik 4 - 2009

und mehr offentlich zugéngliche Infor-
mation, um derartige Variationen beim
Primerdesign weitestgehend auszuschlie-
en. Im Zweifelsfalle sollte ein zweites Pri-
merset in grofSerer Entferung vom Exon
designed und verwendet werden. Gegen-
wirtig sind keine fir derartige SNPs ge-
priifte PCR Primer kommerziell verfiig-
bar. Daher sollte dies im einzelnen Labo-
ratorium fiir eine Abschitzung der dia-
gnostischen Verlasslichkeit durchgefiihrt
werden. Fiir alle Kandidatengene der pe-
ripheren Neuropathien wurden PCR Pri-
mer publiziert, aber gegenwirtig sind
noch keine Daten fiir einen Allelverlust
dieser Gene verfiigbar. Individuelle Pri-
mer Sequenzen fiir Sequenzanalysen wer-
den daher in diesen Leitlinien noch nicht
empfohlen.

Andere Methoden zum Nachweis
von Sequenzvariationen
Heteroduplexanalysen, Single Strand
Conformation Polymorphismus Analy-
sen (SSCP), dHPLC und weitere Tech-
niken werden zur Voruntersuchung ver-
wendet. Die Auflésung dieser Methoden
hingt von der Natur der DNA Probe, der
Lange des PCR Produkts, den Reaktions-
bedingungen etc. ab. Sollte hiermit kei-
ne Variation gefunden werden, bleibt ei-
ne gewisse Unsicherheit, daher wird hau-
fig eine Sequenzierung duchgefiihrt. Er-
scheint andererseits ein auffilliges Mus-
ter, so ist eine Sequenzierung zur Bestd-
tigung der Mutation angeraten. Aus die-
sem Blickwinkel erscheint die Sequenzie-
rung als die Methode der Wahl, auch im
Interesse des Patienten, der eine Diagno-
se in einem {iberschaubaren Zeitrahmen
erwartet.

5. Untersuchungsmaterial

Ublicherweise wird DNA aus peripheren
Lymphozyten extrahiert und fiir die wei-
tere Analyse verwendet. Fiir die PFGE
und FISH werden ganze Zellen oder Zell-
kerne benétigt, die Etablierung lympho-
blastoider Zelllinien ist ebenfalls manch-
mal hilfreich. Fiir die DNA Extraktion
sind unterschiedliche Methoden verfiig-
bar, am verbreitetsten ist die Aussalz-Me-
thode, es werden aber auch Silica-basierte
Methoden berichtet.

Andere Gewebe sind in Abhéngigkeit
der Anaylsemethode ebenso geeignet,
EPON eingebettete Biopsien sind jedoch
fiir DNA-orientierte Analysen voéllig un-
geeignet.

6. Kontrollen

Fiir den Nachweis der CMT1A Duplika-
tion / HNPP Deletion sollten DNA Pro-
ben mit typischer CMTI1A Duplikation,
HNPP Deletion und eine gesunde Kon-
trolle eingeschlossen werden. Diese Kon-
trollen helfen bei der Identifizierung von
beispielsweise partiellen Verdaus oder von
Polymorphismen der RFLPs. Auch fiir die
Sequenzanalysen sind DNA Proben mit
bekannten Mutationen empfehlenswert.

7. Pranatale Diagnose

Eine Prinataldiagnose wird von einigen
CMT-Zentren angeboten. Nachdem die
Pranataldiagnostik dhnlich zur Priim-
plantationsdiagnostik von nationalen Ge-
setzen geregelt wird und die Nachfrage ge-
ring ist, wird empfohlen, dass die indivi-
duellen Laboratorien/Lander zunéchst ih-
re eigenen Regeln definieren bis eine eu-
ropéische Gesetzgebung erfolgt. Aller-
dings gibt es fiir eine Pranataldiagnose
einige grundlegende Unterschiede zur
Individualdiagnose eines einzelnen Pati-
enten. Fiir die CMT Erkrankung sollte ei-
nerseits die Mutation eines Elternteils be-
kannt sein, andereseits sollte bei einer er-
krankten Mutter, wie iiblich, eine mater-
nale Kontamination der analysierten Am-
nionzellen bzw. Chorionzotten mittels
Mikrosatelliten ausgeschlossen werden.
Fiir eine paternale Vererbung sollte eben-
falls mittels Mikrosatelliten sichergestellt
werden, dass tatsichlich embryonales Ge-
webe analysiert wurde.

8. Kopplungsanalye

Eine Kopplungsanalyse kann nach wie
vor fiir Patienten mit klarem Phanotyp
ohne nachweisbare Mutation hilfreich
sein. Dies kann der Fall sein, wenn kei-
ne CMT1A Duplikation gefunden wurde,
eine PMP22 Mutation jedoch anzuneh-
men, aber nicht nachweisbar ist (z. B. in-
tronische Mutationen).



9. Sonden

Alle in diesen Leitlinien erwahnten Son-
den sind iiber das europdische CMT Kon-
sortium sowie die nationalen Kontaktla-
boratorien verfiigbar, Bakterienstimme
mit den entsprechenden Plasmiden kon-
nen in jedem Labor geziichtet werden, das
die diagnostische Prozedur durchfiihrt.
Kommerziell verfiigbare Proben fiir dia-
gnostische Zwecke sind gegenwirtig nicht
bekannt.

10. PCR Primer

Primersequenzen, PCR Bedingungen etc.
sind auf mehreren homepages 6ffentlich
zuginglich (vgl. Punkt 12.). Der MLPA
PMP22 Kit ist bei MRC-Holland kom-
merziell verfiigbar.

11. Interpretation

Der Nachweis einer CMTIA Duplikati-
on oder einer HNPP Deletion kann als
krankheitsverursachende Mutation fiir
die Neuropathie des Patienten interpre-
tiert werden. Allerdings kann eine Wie-
derholung der klinischen Untersuchung
notwendig werden, da nicht all Duplikati-
onstrager eine NLG unterhalb des Schwel-
lenwertes von 38 m/s haben. Ebenso kon-
nen Tréager einer HNPP Deletion einen
CMT-édhnlichen Phinotyp haben. In sel-
tenen Fallen kann die klinische Diagno-
se einer Friedreichschen Ataxie durch den
Nachweis einer CMT1A Duplikation ge-
andert werden.

Die Abwesenheit einer Duplikation/
Deletion ist kein Ausschlusskriterium fiir
eine CMTIA/HNPP. Nicht alle Methoden
sind 100% sensitiv, mit einigen Methoden
werden nur 70% der Duplikationen ge-
funden. Dariiberhinaus kann eine CMT
durch Mutationen in anderen Genen ver-
ursacht werden, eine HNPP auch durch
Punktmutationen in PMP22 selbst.

Wenn eine klare klinische Diagno-
se CMT/HNPP vorliegt, ist eine weiter-
fithrenden Analyse empfehlenswert. Der
Nachweis einer Sequenzvariation kann als
krankheitsverursachend interpretiert wer-
den, sofern die Variation zusammen mit
einem Phénotyp publiziert wurde. Sollte
es eine noch unbekannte Variation sein,
so sollte sie in 100 Kontrollen nicht nach-

weisbar sein. Im Zweifelsfalle sollte ein
Referenzlabor kontaktiert werden.

12. Web Quellen

http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/
default.cfm
http://www.molgen.ua.ac.be/CMT/Protocols/
DefaultProtocols.cfm
http://www.neuro.wustl.edu/neuromuscular/
nother/myelin.html
http://imgen.bcm.tmc.edu/molgen/lupski/
http://www.charcot-marie-tooth.org
http://www.mlpa.com/
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