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DuchenneovaDuchenneova
 

muskulmuskuláárnrníí
 

dystrofiedystrofie

NeuromuskulNeuromuskuláárnrníí onemocnonemocněěnníí

ProgresivnProgresivníí svalovsvalováá slabostslabost

XR XR 
(u my(u myšíší, krys,ps, krys,psůů,krav,ovc,krav,ovcíí

 
a kona koníí

 
se nejednse nejednáá

 
o Xo X--vváázanou dystrofii)zanou dystrofii)

Incidence 1/3500 Incidence 1/3500 žživivěě narozených  narozených  ♂♂

VysokVysokáá mutamutaččnníí frekvence frekvence ≅≅ 1010-- 44 gamet na generacigamet na generaci

1/3 mutac1/3 mutacíí de novode novo



KlinickKlinickéé
 

ppřřííznakyznaky

~~
 

22--3 roky        svalov3 roky        svalováá
 

slabost           slabost           

dolndolníí
 

konkonččetinyetiny--
 

v proximv proximáálnlníí
 

ččáástisti

srdesrdeččnníí
 

svalsval

nněěkdy MRkdy MR

~~
 

12. rok          invalidn12. rok          invalidníí
 

vozvozííkk

~~
 

15. 15. --
 

25. rok      25. rok      ††
 

kardiovaskulkardiovaskuláárnrníí
 

a a pulmonpulmonáárnrníí
 

dysfunkcedysfunkce

SvalovSvalováá
 

pseudohypertrofiepseudohypertrofie, kontraktury, skoliosa, kontraktury, skoliosa

LaboratornLaboratorněě
 

↑↑
 

CK v sCK v sééru, EMG, mol. genetika, svalovru, EMG, mol. genetika, svalováá
 

biopsiebiopsie

96% posun 96% posun ččtectecíího rho ráámcemce

30% de novo30% de novo

10 10 ––
 

20% nových mutac20% nových mutacíí
 

––
 

gonadgonadáálnlníí
 

mozaikymozaiky



BeckerovaBeckerova
 

muskulmuskuláárnrníí
 

dystrofiedystrofie

70% pacient70% pacientůů in in frameframe

16% 16% frameframe shiftshift

BodovBodovéé mutace (mutace (>> 70 r70 růůzných, Czných, C→→T)T)

ZZřříídka de novodka de novo

NNáástup stup >> 7 let7 let

CK velmi vysokCK velmi vysokéé (5000 (5000 -- 20000) 20000) 



Organizace genu DMD

Xp21

gen: 2.5 milionu bp
mRNA:

 
14000bp

1+78 exonů

promotory:

B, B3 -
 

mozek
M –

 
sval

P –
 

Purkyňovy
buňky

S –
 

Schwannovy
buňky

R -
 

retina 
G –

 
všeobecný
promotor



ExonyExony
 

<<
 

150 150 bpbp

IntronyIntrony
 

aažž
 

180 180 kbkb

cDNAcDNA
 

14 kb14 kb

DystrofinDystrofin
 

427 427 kDkD

Gen kompletnGen kompletněě
 

klonovklonováán 1987 (n 1987 (KoenigKoenig
 

etet
 

alal))

Mutace Mutace --
 

6060--65% 65% delecedelece, i v, i vííce nece nežž
 

137 kb137 kb

HotHot
 

spotsspots

~~
 

55--6% duplikace6% duplikace

MozaicismusMozaicismus
 

v germinv germináálnlníí
 

linii linii ––
 

7% riziko opakov7% riziko opakováánníí

NejvyNejvyššíšší
 

hladiny hladiny dystrofinovdystrofinovéé
 

mRNAmRNA
 

––
 

kosternkosterníí
 

svalstvo a svalstvo a 
srdesrdeččnníí

 
sval, hladksval, hladkéé

 
svaly asi 5svaly asi 5--10% hladiny sval10% hladiny svalůů

 
kosternkosternííchch



7979
 

exonexonůů
 

≅≅
 

0.6% genu0.6% genu

14 kb 14 kb mRNAmRNA
rrůůznznéé

 

promotory:promotory:
 

Dp427l, Dp427c, Dp427m, Dp427p, Dp260, Dp140, Dp116 a Dp71 Dp427l, Dp427c, Dp427m, Dp427p, Dp260, Dp140, Dp116 a Dp71 
alternativnalternativníí

 

splicingsplicing::
 

Dp140ab, Dp140b, Dp140bc, Dp140c, Dp71a, Dp71b a Dp71ab Dp140ab, Dp140b, Dp140bc, Dp140c, Dp71a, Dp71b a Dp71ab 
alternativnalternativníí

 

polyApolyA--additionaddition
 

sitessites::
 

Dp40 Dp40 

7 r7 růůzných zných transkripttranskriptůů

--svalovýsvalový

--kortikkortikáálnlníí
--v v PurkyPurkyňňovýchových

 
bubuňňkkááchch

--retinretináálnlníí

--mozkovýmozkový
--ve ve SchwannovýchSchwannových

 
bubuňňkkááchch

--v v gliovýchgliových
 

bubuňňkkááchch





ZhouZhou
 

G G etet
 

alal, 2006, 2006



DiagnostikaDiagnostika

1. Delece a duplikace1. Delece a duplikace

MultiplexMultiplex
 

PCR, PCR, SouthernSouthern
 

blotblot, MLPA, MLPA

2. 2. HaplotypovHaplotypováá
 

analýza  analýza  --
 

segregace segregace alelalel

intragenovintragenováá
 

rekombinace!! arekombinace!! ažž
 

12%12%

Rizikový Rizikový haplotyphaplotyp
 

––
 

14% riziko opakov14% riziko opakováánníí







HaplotypovHaplotypováá
 

analýzaanalýza

8 polymorfism8 polymorfismůů
 

s vysokou s vysokou informativitouinformativitou
CA CA repeatsrepeats

 
DYS I, DYS II, STR 07,DYS I, DYS II, STR 07,
STR44, STR45, STR 49, STR44, STR45, STR 49, 
STR50, AFM283STR50, AFM283

fluorescenfluorescenččnněě
 

znaznaččenenéé
 

primeryprimery

separace na separace na polyakrylamidupolyakrylamidu





MLPA
 MRC-Holland, Amsterdam

Prvně
 

popsáno:

Schouten JP, McElgunn CJ, Waaijer R, Zwijnenburg D, Diepvens F, Pals G. 
(2002) Relative quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex 
ligation-dependent probe amplification. Nucleic Acids Res. Jun 
15;30(12):e57. 

MMultiplexultiplex
 

LLigationigation--dependentdependent
 

PProberobe
 

AAmplificationmplification

www.mlpa.com



1. denaturace1. denaturace
2. hybridizace2. hybridizace
3. 3. ligaceligace
4. amplifikace4. amplifikace
5. elektrofor5. elektroforéézaza



SALSA MLPA SALSA MLPA sondysondy

www.mlpa.com



pacient Exon
 

3       4            5       6           7        8          9
 

10

kontrola



Přenašečka del
 

exonů 53      54        55

Kontrola



Kontrola

Pacientka s duplikací
 

exonů
 

3-9

Přenašečka delece
 

exonů
 

45-48



DMD/BMD 
Metodou MLPA vyšetřeno 74 rodin  

z nich 114 žen v riziku 

Matky:             52
z nich        27 přenašeček

25 nejsou přenašečky

ostatní
 

relevantní
 

příbuzné:   62
z nich   19 přenašeček  delece

 
či duplikace           

Příbuzné
 

netestovaných nebo nedelečních
 

pacientů

1x del
 

53-55 (multiplex
 

nedeteguje)
1x del

 
68-71 (multiplex

 
nedeteguje)

1x matka netestovaného pacienta, del
 

45
1x matka netestovaného pacienta, del

 
46-47

1x matka manifestující
 

dcery, del
 

50-52
1x matka netestovaného pacienta, dupl. 61
1x sestra netestovaného pacienta, dupl. 61-66



65x manifestní
 

přenašečky

51x bez n51x bez náálezu lezu 
DelDel

 
4848--5151

DelDel
 

4646--47, matka tat47, matka tatáážž
 

delecedelece, bez p, bez přřííznakznakůů
DelDel

 
88--1717

DelDel
 

5252
DelDel

 
1818--3333

DelDel
 

4545--52, matka bez 52, matka bez delecedelece
DelDel

 
5151--

 
55, dcera tat55, dcera tatáážž

 
delecedelece, bez p, bez přřííznakznakůů

DelDel
 

61, matka bez 61, matka bez delecedelece
DelDel

 
5050--5252

DelDel
 

4848--5252
Dupl 3Dupl 3--9, matka tat9, matka tatáážž

 
dupl., bez pdupl., bez přřííznakznakůů

Dupl 20Dupl 20--43, oba rodi43, oba rodičče bez duplikacee bez duplikace
Dupl 43Dupl 43--4444
Dupl  2Dupl  2--5252



Metoda MLPA je Metoda MLPA je 

jednoduchá

rychlá

citlivá

nepříliš náročná na množství a kvalitu analyzované DNA



Metoda MLPA jeMetoda MLPA je

v praxi provv praxi prověřěřenenáá a diagnosticky spolehliva diagnosticky spolehliváá

pacienta nezatpacienta nezatěžěžujeuje –– odbodběěr krve x svalovr krve x svalováá biopsiebiopsie

snadnsnadnéé stanovenstanoveníí ppřřenaenaššeeččstvstvíí DMD/BMD u DMD/BMD u žžen v rizikuen v riziku

rychlrychléé zjizjiššttěěnníí ppřříítomnosti tomnosti duplikaceduplikace jako kauzjako kauzáálnlníí ppřřííččiny tohotoiny tohoto

onemocnonemocněěnníí

výraznvýraznéé zlepzlepššeneníí momožžnostnostíí diagnostiky v rodindiagnostiky v rodináách s DMD/BMDch s DMD/BMD
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