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> Neuromuskularni onemocnéni

» Progresivni svalova slabost

» XR
(u mysi, krys,psti,krav,ovci a koni se nejedna o X-vazanou dystrofii)

» Incidence 1/3500 Zivé narozenych o

» Vysoka mutacni frekvence = 107 * gamet na generaci

> 1/3 mutaci de novo



Klinické priznaky
~ 2-3 roky svalova slabost

dolni koncetiny- v ptoximalni casti

stdecni sval

nékdy MR
~ 12. rok invalidni vozik
~ 15. - 25. rok § kardiovaskularni a pulmonarni dysfunkce
Svalova pseudohypertrofie, kontraktury, skoliosa
Laboratorneé | CKv séru, EMG, mol. genetika, svalova biopsie
96% posun Cteciho ramece
30% de novo

10/—20% noevych mutaci — gonadalni mozailky



> 70% pacienti in frame

> 16% frame shift

> Bodové mutace (> 70 rliznych, C—T)

> Ziidka de novo

> Nastup > 7 let

» CK velmi vysoke (5000 - 20000)



Organizace

Xp21

X chromosome

gen: 2.5 milionu bp
mRNA: 14000bp
1+78 exonﬁ 2000 2500 kb
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Cp260 Dpl16G Dp7il

B, B3 - mozek

M — sval

P — Purkynovy
bunky

S — Schwannovy
bunky

R - retina

G — vSeobecny
promotor




Exony < 150 bp

Introny az 180 kb

cDNA 14 kb

Dystrofin 427 kD

Gen kompletné klonovan 1987 (Koenig et al)

Mutace - 60-65% delece, i vice nez 137 kb

Hot spots

~ 5-6% duplikace

Mozaicismus v germinalni linii — 7% tiziko epakovani

Nejvyssi hladiny dystrofinové mRNA — kosterni svalstvo a
stdecni sval, hladké svaly asi 5-10% hladiny svala kosternich



79 exoni = 0.6% genu

14 kb mRNA

riizné promotory: Dp4271, Dp427c, Dp427m, Dp427p, Dp260, Dp140, Dp116 a Dp71
alternativni splicing: Dp140ab, Dp140b, Dp140bc, Dp140c, Dp71a, Dp71b a Dp71ab
alternativni polyA-addition sites: Dp40

7 ruznych transkriptU

-svalovy

-kortikalni

-v Purkynovych bunkach
-retinalni

-mozkovy

-ve Schwannovych bunkach

-v gliovych bunkach



promoters dystrophin gene
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Dp 70
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Sarcoglycans
o subunits

1L

2 TAC

Zhou G et al, 2006



1. Delece a duplikace
Multiplex PCR, Southetn blot, MLLPA

2. Haplotypova analyza - segregace alel
intragenova rekombinace!! az 12%

Rizikovy haplotyp — 14% riziko epakovani



Chamberlain Beqggs

Size Exon Size




e e ——

TR




8 polymotfismi s vysokou informativitou
CA repeats DYS I, DYS II, STR 07,

STR44, STR45, STR 49,
STR50, AFM283

fluotescencné znacené primery

separace na polyakrylamidu






www.mlpa.com
ultiplex igation-dependent robe mplification

Prvné popsano:



> 1. denaturace
> 2. hybridizace
> 3. ligace

» 4. amplifikace

> 5. elektroforéza



SALSA MLPA sondy

Sgn’rhe’ric oligonucleotide M13-derived oligonucleotide
50-60 bp 60-450 bp

PCR primer sequence Y - PCR primer sequence X
; ; Stuffer sequence

. (different for each probe)
Hybridization sequence Hybridization sequence

www.mlpa.com
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Metodou MLPA vysSetfeno 74 rodin
z nich 114 Zen v riziku

Matky: 52
z nich 27 prenasSecek
25 nejsou prenasecky

ostatni relevantni pfibuzné: 62
z nich 19 pfenaseCek delece ¢i duplikace

Pfibuzné netestovanych nebo nedelecnich pacientii

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 manifestujici dcery, del 50-52

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



51x bez nalezu
Del 48-51
Del 46-47, matka tataz delece, bez pfiznaku
Del 8-17
Del 52
Del 18-33
Del 45-52, matka bez delece
Del 51- 55, dcera tataz delece, bez pfiznakt
Del 61, matka bez delece
Del 50-52
Del 48-52
Dupl 3-9, matka tataz dupl., bez priznakii
Dupl 20-43, oba redice bez duplikace
Dupl 43-44
Dupl 2-52



jednoducha
rychla
citliva

nepfilis naro¢na na mnoZzstvi a kvalitu analyzované DNA



» v praxi proveérena a diagnosticky spolehliva

> — odbér krve x svalova biopsie

»> snadné DMD/BMD u Zen v riziku

» rychlé zjisténi pfitomnosti jako kauzalni pficiny tohoto
onemocnent

» vyrazné zlepseni moznosti diagnostiky v rodinach s DMD,/BMD
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