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DMD/BMD

# nervosvalové degenerativni onemocneni
# X - recesivni dedicnost
- postizeni jsou jedinci
muzskeho pohlavi
- Zeny - prenasecky
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DMD - incidence 1:3 500 zivé narozenych chlapcu

- nejCastejSi typ svalove dystrofie
BMD - lehCi forma onemocneéni

- incidence 1:17 000 zivé narozenych chlapcu




Projevy DMD/BMD

svalova slabost - destrukce svalovych vlaken (postupné
nahrazovani svalovych vlaken vazivem)

kolébavy krok, chiize po Spi¢kach
potize s chuzi po schodech, béhem, zvedanim se ze zemé
pseudohypertrofie lytek

nastup obtizi - mezi 2. - 5. rokem Zivota chlapcu (obtize se zhorSuji
s vékem)

kolem 10. roku - ztrata schopnosti samostatné chuze, upoutani na
invalidni vozik

& nasleduji dychaci potize, degenerace srdecniho svalu

umrti kolem 20. roku

BMD - podobné projevy jako DMD, pozdé&jSi nastup pfiznaku (mezi
5. - 12. rokem), celkovy prubéh nemoci je mirnejsSi a pomalejSi



Klinicke priznaky DMD/BMD

zvySena hodnota enzymu fosfokreatinkinazy v séru -
hladina je 50 - 100 x vySSi nez u zdravych lidi (zvysenou
hladinu maji take prenasecky DMD)

vétSinou abnormalni EKG

asi 30% pacienttd ma mirné snizené 1Q

histologicke preparaty ze svalove biopsie — zmeny
prumeéru svalovych vlaken, zvétSeni tukové a vazivové
tkane

Imunohistochemicka analyza pomoci protilatek proti
jednotlivym doménam dystrofinu vykazuje nepritomnost

dystrofinu (u pacientu s DMD) nebo snizenou hladinu
dystrofinu (u BMD pacientu a u pfenasecek)



Dystrofinovy gen a jeho produkt

lokalizace - chromozém Xp 21.2
velikost cca 2,3 Mb (79 exonu) Extracellular matrix

prepisem a sestrihem
dystrofinového genu ve svalech
vznika mMRNA o velikosti 14 kb

translaci mMRNA vznika protein
dystrofin o velikosti 3 685 AK a
molekulové hmotnosti 427 kD

dystrofin - na vnitfni strané C-terminus
cytoplazmaticke membrany Dystrophin.
kosternich, srdecnich i hladkych s inbindinad? ™ hel o
svalovych bb. - s dal$imi proteiny ctin-oinding Actin flaments

a glykoproteiny vytvari komplex SRARAS ALY L es ..'z
ojiict extracelulami matr SRR
spojujici extracelularni matrix 000000000

Dystrophin-associated
glycoprotein complex

‘"‘Linking proteins

s vlakny cytoskeletalniho f-aktinu



Mutace v dystrofinovém genu

= 65% delece
= 5% duplikace
= 30% bodové mutace, malé delece a inzerce

mutace zpusobujici posun ¢teciho ramce, vznik predéasného
terminacniho kodonu (=> protein bez C-koncové oblasti) =>
fenotyp DMD

vnitfni delece a duplikace bez posunu ¢teciho ramce — podle
rozsahu => fenotyp BMD nebo intermedialni typ (D/BMD)




Mutacni analyza dystrofinového
enu

analyza na urovni DNA

vychozi material: periferni krev

\ analyza na urovni RNA

vychozi material: svalova biopsie



Diagnostika D/BMD na urovni
DNA

* izolace DNA z leukocytu periferni krve

 MLPA anal?za (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
— detekce deleci a duplikaci




MLPA analyza negativni

« DHPLC analea (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)

- metoda zalozena na tvorbé heteroduplexu a jejich
separaci za podminek Castecne denaturace

- presekvenacni metoda
- pozitivni vzorky
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Diagnostika D/BMD na urovni

RNA

izolace RNA ze svalovych bunek
reverzni transkripce

PCR (mMRNA dystrofinového genu rozdelena do 10

vzajemné se prekryvajicich useku)
elektroforéza

delka fragmentu odlisna od standardni

delky — sekvenovani daného useku
(delece, duplikace, sestfihové varianty)

délka fragmentu standardni —

PTT — sekvenovani
(nonsense mutace)
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PTT (Protein Truncation Test)

- detekce mutaci vedoucich ke vzniku predCasneho
stop kodonu

RNA — cDNA (10 prekryvajicich se useku)

v

transkripce a translace in vitro (inkorporace radloaktlvne
znaceného methioninu do proteinu)

v

elektroforéza proteintu (PAGE) s

v

autoradiografie

K P




Vyhody RNA diagnostiky

* rychla detekce nonsense mutaci

« detekce sestrihovych variant - mutace hluboko
v intronu (nenalezneme ji pri analyze DNA) —
vytvoreni nového sestrihoveho mista —
pseudoexon

» analyza alternativnich sestrihu, které modifikuji
klinické projevy choroby u pacientu (korelace
genotyp / fenotyp u nékterych pacientu)



Detekce sestrihovych variant

RNA:
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exon 65 - cast intronu 65 - exon 66
(inzerce — vznik stop kodonu)

DNA:

mutace v intronu T>G
cast intronu = pseudoexon



Analyza alternativnich sestrihu

Napr. pacient s BMD nesouci nonsense mutaci Glu1110X

PTT PCR
K P - P K
w--
C>A; exon 25; Glu1110X

Detekce transkriptu s alternativnim sestrfihem exonu 25

transkript s in-frame deleci

Fenotyp DMD > BMD



Nevyhody RNA diagnostiky

 spolehlivost metody pouze u pacientu - muzu

e U Zen (prenasecek) muze dojit k degradaci
MRNA s frame-shift a nonsense mutaci
(procesem nonsense mediated mMRNA decay)

Zavislost hladiny mRNA na typu mutace (Real Time PCR)
PTC mutace - pokles hladiny mRNA na 30%
pacienti - analyza je mozna
X
prenasecky - mutace nemusi byt odhalena (prednostni
amplifikace alely bez mutace)
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