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Pletencové svalové dystrofie
(Limb Girdle Muscular Dystrophy — LGMD)

* Klinicky a geneticky heterogenni skupina svalovych
poruch

* Progresivni slabost svalu panevniho a ramenniho
pletence

* Dnes znamo 17 forem LGMD

- 6 s autosomalné dominantnim typem dediCnosti
(LGMD1A-F)

- 11 s autosomalné recesivnim typem dedicnosti
(LGMD2A-K)
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Typ
onemocnéni

Typ
dédicnosti

Lokalizace

Genovy
produkt

AD

Myotilin

Myotilin: lokalizace: sarkomera, funkce: kontrola
integrity sarkomer

AD

1q

Lamin A/C

Lamin A/C: lokalizace: vnitrni jaderna membrana,
funkce: stabilizace jaderné membrany, fosforylace
laminu — rozlozeni jaderné sitoviny béhem mitozy

AD

3p

Kaveolin 3

Kaveolin 3: lokalizace: plazmaticka membrana,
zakladni proteinova komponenta ,,caveolae”,
funkce: vazba a transport komponent signalnich

drah

1D

AD

neznamy

1E

AD

neznamy

1F

AD

neznamy




Typ onemocnéni

Typ dédi¢nosti

Lokalizace genu

Genovy produkt

2A

AR

15q

Kalpain 3

2B

AR

2p

Dysferlin

2C

AR

13q

Gama-
sarkoglykan —
soucast DAPC

2D

AR

17q

Alfa-sarkoglykan
— soucast DAPC

2E

AR

Beta-sarkoglykan
— soucast DAPC

2F

AR

Delta-
sarkoglykan —
soucast DAPC

2G

AR

Telethonin —
kontrola integrity
sarkomer

2H

AR

TRIM32 -
E3-ubiquitin
ligdza — oznaceni
proteinu
ubiquitinem a jeho
degradace v
proteasomu

21

AR

19q

Fukutin-related
protein —
glykosyltransfera-
za (pf.
postranslacni
upravy
dystroglykanu)

2J

AR

Titin — tvorba
sarkomer




Pletencova svalové dystrofie 2A

CAPN3 gen

lokalizace: 15915.1
velikost: 53 kb, 24 exonu
délka mRNA: 2,5 kb

Kalpain-3 protein (p94)

hmotnost proteinu: 94 kDa
exprese: svalové bunky

funkce: proteasa - degradace proteinu na polypeptidy




Imunochemicka analyza svalovych proteinu
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Western blot kalpainu-3
1, 6 — kontrola,
2, 3, 4, 5 — pacient

Imunofluorescencéni detekce dysferlinu
A - pacient, B - zdrava kontrola




Analyza mRNA genu pro kalpain3:

* izolace RNA ze svalovych bunek,

* reverzni transkripce a amplifikace kodujici sekvence (RT-PCR),
* pfima sekvencni analyza.

Analyza DNA genu pro kalpain3:

e [zolace DNA,

» amplifikace 24 exonu (PCR),

e denaturacni vysokoucinna kapalinova chromatografie (DHPLC),
e sekvencni analyza exonu vykazujicich zménény profil pfi analyze
na DHPLC.

Vystup z DHPLC:

rivolts
rivolts

0.5 e
-1.0
T o = Ty . 1 10

mutace c.550delA kontrolni DNA



V soucasné dobe provedeno

« 38 analyz mRNA genu CAPN3

(14 pozitivnich pacient)

« 56 analyz DNA genu CAPN3

(17 pozitivnich pacientl)



Analyza DNA a mRNA

PACIENT

MUTACE DETEKOVANA NA ALELE 1

MUTACE DETEKOVANA NA ALELE 2

224A>G, Y75C

224A>G, Y75C

133G >A, A45T

133G >A, A45T

245C>T, P82L

550delA, T184RfsX36

245C>T, P82L

2314-2317del,
D772delK773NfsX3

550delA, T184RfsX36

598-612del, F200_L204del

550delA, T184RfsX36

1468C>T, R490W

550delA, T184RfsX36

550delA, T184RfsX36

550delA, T184RfsX36

1981delA, 1661X

550delA, T184RfsX36

1722delC, F574FfsX21

598-612del, F200_L204del

2245A>C, N749H

598-612del, F200_L204del

1745-20C>G, 777

1783-1788del, K595_K596del

2242C>T, R748X




PACIENT MUTACE DETEKOVANA NA ALELE 1 MUTACE DETEKOVANA NA ALELE 2
3 245C>T, P82L 550delA, T184RfsX36
2314-2317del,
4 >
245C>T, P82l D772delK773NfsX3
5 550delA, T184RfsX36 598-612del, F200_L204del
6 550delA, T184RfsX36 1468C>T, R490W

MRNA: homozygotni vyskyt missense mutace nebo in-frame delece

DNA: heterozygotni vyskyt missense mutace nebo in-frame delece +
detekce frame-shift delece

— degradace mRNA nesouci frame-shift deleci

mechanismem nonsense mediated mRNA decay




Nonsense mediated mRNA decay (NMD)

- K degradaci mRNA dochazi v
pripadé, Ze se predCasny
terminacni kodon nachazi > 50
nt. pfed mistem spojeni dvou
exonu.

» Po sestrihu se vytvori 20-24
nt. od mista sestfihu EJC
(exon junction complex), na néj
se navazi proteiny Upf3 a
Upf2.

* Pfi prvni viné translace prvni
navazany ribozom odtrani EJC
z mRNA

* Pokud je pfitomen predCasny
terminacni kodon, na mRNA
zUstane navazany 1 nebo vice
EJC ana EJC se
prostfednictvim Upf3 a Upf2
navaze Upf1 - signal ke
spusténi degradace mRNA

EJC

Spliceozom

>50-55nt
Aktivni NMD komplex

TiBS




Relativni mnozstvi mRNA genu pro CAPN3

]L * Real-time PCR

« Komparativni metoda
pro relativni kvantifikaci
— mnozstvi mMRNA
genu CAPN3 vztazeno
k referenCnimu genu
(GAPDH, HPRT) a
kalibratoru (pacient 1)

6 7 8 9 10 11 12

pacient

PRUMERNA )
GENOTYP PACIENTA HODNOTA e Frame-shift nebo

missense / missense H 0.82 nonsense,vmuj[ace rla L ;
in-frame delece / missense ’ alele: snizeni mnozstvi
missense/frame-shift MRNA na ~ 40 %
missenselnonsense 0.41  Ere s e 1
in-frame delece/frame-shi , .,
obou alelach: snizeni

in-frame delece/nonsense ; ! .
frame-shift/frame-shift N 0,02 mnozstvi mMRNAna~2 %




Zaver:

Molekularne geneticka diagnostika LGMD2A
je Casove a financne naroCné vysSetreni s
nutnost spravného zhodnoceni klinickych
nalezu, vysledku histologické,
histochemické a imunohistochemickeé
analyzy svalové tkane.
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