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Duchennova svalova dystrofia (DMD) je kauzélne sp6sobena mutaciami v DMD géne, ktory kéduje svalovy protein
dystrofin. Gén DMD je lokalizovany na chromozéme X a je to najdIhsi gén v ludskom gendme. V sucasnosti algoritmus
molekularnogenetického vysetrenia zahfria v prvom kroku vySetrenie metédou MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification), ktora odhali vsetky delécie ¢i duplikace jedného alebo viacerych exénov. V pripade MLPA ne-
gativneho vysledku sa pristupuje k vyhladavaniu neznamych raritnych bodovych mutacii DNA sekvencnou analyzou.
Sekvencnu analyzu génu DMD moZno uskutocnit klasickym Sangerovym sekvenovanim alebo sekvenovanim novej
generacie (NGS). V préaci opisujeme spektrum molekularnogenetickych metdd vyuZivanych v minulosti aj aktualne a
prezentujeme DMD pacientov zachytenych na naSom pracovisku.
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Duchenne muscular dystrophy - diagnostics and structure of molecular-genetics pathologies in Slovakia

Duchenne muscular dystrophy is caused by mutations in the DMD gene that encodes the muscular protein dystro-
phin. The DMD gene is located on the X chromosome and it is the longest gene in the human genome. Current molec-
ular diagnostic approach includes in the first step the genetic screening algorithm which is performed by Multiplex Li-
gation- Probe dependent Amplification (MLPA). This method is capable to detect all deletions and duplications of one
or more exons. In the case of MLPA negative results, search for unknown rare point mutations continues by DNA se-
quence analysis. Sequence analysis of the DMD gene can be performed by classical Sanger sequencing or next gen-
eration sequencing (NGS). In this work we describe the spectrum of molecular-genetic methods used in the past as
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well as actual techniques and we summarize the DMD patients diagnosed in our Institute.
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Uvod a klinicka manifestacia ochorenia

Dystrofinopatie patria do skupiny zriedkavych geneticky pod-
mienenych myopatii charakterizovanych klinicky progredujacou
svalovou slabostou a atrofiou. Duchennova svalova dystrofia
(DMD, OMIM: 310200) a jej miernejSia forma Beckerova svalova
dystrofia (BMD, OMIM: 300376) patria medzi najfrekventova-
nejSie ochorenia s X-viazanou recesivnou dedi¢nostou. Ocho-
renie postihuje priblizne 1 z 3 500 chlapcov v pripade DMD, 1
z 20 000 chlapcov v pripade BMD a je spdsobené mutaciami
v géne DMD, ktory kéduje svalovy protein dystrofin. Klinicka
manifestacia, hlavne vo forme kardiomyopatie, je opisovana aj
u Casti zien — prenasaciek (10 — 20 %). Prvé klinické prejavy
ochorenia sa obvykle objavuju okolo tretieho roka zivota, takmer
vzdy vSak zaznamenavame predtym miernu psychomotorick(
retardaciu a neskorsi zaCiatok samostatnej chédze. Typickym
prejavom je porucha chddze, ktora je nestabilna, kolisava s ten-
denciou doslapovat na 3picky. Casté su problémy s chédzou do
schodov, s behom, so skakanim a pady. Jednym z klasickych

priznakov je Gowersov manéver. Napadna je pseudohypertro-
fia Iytok sp6sobena nahradou svalovej hmoty tukovym vazivom.
Intelekt je postihnuty asi u 1/3 pacientov. NajcastejSou pricinou
Umrtia DMD pacientov byva srdcové alebo plicne zlyhanie.

Molekularna podstata ochorenia

Gén DMD je lokalizovany na kratkom ramienku chromozé-
mu X v oblasti Xp21.1, ma velkost priblizne 2,4 Mb (0,08 %
genomu) a je to najdlhsi gén v humannom genéme. Gén DMD
bol prvykrat opisany v roku 1987 a bol identifikovany pozi¢nym
klonovanim®, Tento gén je zloZzeny zo 79 exdnov a 78 intrénov
s variabilnou di¥kou od 107 bp (intrén 14) aZ po viac ako 200
kbp (intrén 44), pricom exény spolu predstavuju len 0,6 % génu
a zvysok tvoria dlhé intrénové sekvencie®. Gén DMD kéduje 7
réznych izoforiem dystrofinu. Najdlhsi transkript je prepisovany
do 16 kb dlhej mRNA, z ktorej vznika protein dystrofin s dizkou
3 685 aminokyselin, a molekulovej hmotnosti 427 kDa (oznaco-
vany ako Dp427). Expresia dystrofinu pinej dizky je tkanivovo
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Specificka (mozog, svaly, Purkyného bunky v kére mozocka).
Gén DMD obsahuje dalSie Styri distalne umiestnené prométory
podmienujuce vznik kratSich izoforiem dystrofinu, ktoré su expri-
mované v retine (Dp260), mozgu (Dp140), vo Schwannovych
bunkach (Dp116) a ubikvitarne (Dp71).

Podiel mutacii v géne DMD spdsobujicich ochorenie ma
podla literarnych zdrojov nasledovné zastupenie: 60 % pacien-
tov ma velkd deléciu (zasahuje najmenej 1 exén), 10 % velkd
duplikaciu (1 a viac exénov) a 30 % pacientov ma iné raritné
mutéacie (bodové mutacie typu missense a nonsense, inzerc-
no-deleéné mutéacie, zostrihové mutéacie, malé inverzie a kom-
plexné prestavby). Delécie a duplikacie su zdruzené do dvoch
hot-spot oblasti. Prva je lokalizovana medzi exénmi 2 az 20,
druh&a medzi exénmi 44 az 53®. Rozsiahla velkost génu DMD
zapricifuje jeho velkd mutacnu rychlost pricom az 25 — 33 %
zmien je vzniknutych de novo®. Z tychto pripadov je priblizne 10
% spbsobenych gonadovym mozaicizmom u jedného z rodicov,
¢o predstavuje vaznu prekazku pri molekularnej diagnostike,
pretoze nikdy nie sme schopni na 100 % zarucit, ze matka nie
je prenasackou DMD/BMD. Napriek tomu, Ze korelacia genoty-
pu a zavaznosti fenotypového prejavu nie je vzdy jednoznacna,
vo vSeobecnosti plati, Zze rozliSenie DMD a BMD je mozné na
zaklade pravidla, ¢i mutacia zachova citaci ramec génu. V pri-
pade, ak je poruSeny Citaci ramec (frameshift mutacia), je pri
prepise mRNA vytvoreny pred¢asny terminacny kodon a syn-
tetizovany protein je nefunkény, ¢o vedie k zavaznejSej forme
ochorenia (DMD). V opatnom pripade, ak je zachovany citaci
ramec (in-frame mutacia), dochadza len k Ciasto¢nej delécii v
MRNA, ¢o vedie k syntéze kratSieho, ale parcialne funkéného
dystrofinu (v zavislosti od velkosti a miesta delécie)®.

Laboratérna diagnostika

Biochemicka diagnostika: Prvotna diagnostika je zalozena
na klinickom obraze a laboratérnych vysledkoch. Biochemické
vySetrenie z krvi vykazuje zvySené hodnoty transaminaz AST,
ALT (myogénneho pévodu), svalovych enzymov (CK, LD) a
myoglobinu. Najuzito¢nejSia je hodnota CK (kreatinkinaza),
ktora je u DMD pacientov obvykle zvySena 40- az 60-nasob-
ne nad hornG hranicu normy a vacSinou je elevovana aj u

heterozygotnych prenasaciek (priblizne 10-nasobne). Hladina
CK je vysoko zvySena uz v presymptomatickom Stadiu, spravidla
hned po narodeni. S progresiou DMD dochadza paradoxne k
postupnému poklesu hladiny CK, lebo svalové vlakna progre-
sivne atrofujl a sU nahradzané tukovym a vazivovym tkanivom.

Molekularnogeneticka diagnostika: Medzi vdbec prvé
molekulové aplikacie v humannej klinickej genetike patrila
nepriama DNA analyza DMD génu pomocou radioaktivne zna-
¢eného Southern blotu, ktora nasledovala po Stiepeni genémo-
vej DNA pacienta restrikcnymi endonukleazami. Tato metdda
umoznovala vykonat vySetrenie v konkrétnej rodine (napr.
prenatalnu diagnostiku, identifikaciu postihnutych a prenasa-
€ok), ale nebolo mozné presne urcit' typ konkrétnej kauzalnej
mutécie. Zistenie, Ze vacsina delécii sa vyskytuje v oblasti 2
hotspotov, umoznila v 80. rokoch vyvinutie metédy multiplexnej
PCR, ked analyza 18 exénov v 2 mixoch umoziovala az 98 %
zachytnost’ delécii®. Na Slovensku bol priekopnikom v mole-
kulovej diagnostike DMD génu prof. Kadasi a kol.". Modifika-
cia tejto metddy sa vyuzivala dlhé roky aj na naSom pracovisku
(obrazok 1), vyhodou bola rychlost a ekonomicka nenaro¢nost
danej metody, nevyhodou neschopnost detegovat presné body
zlomu zistenych delécii. V suCasnosti sa dana metéda vyuzi-
va len prilezitostne, a to pri verifikacii niektorych MLPA nalezov
(jednoexonovych delécii). Metéda multiplexnej amplifikacie prob
zavislych od ligacie (MLPA — z angl. multiplex ligation-depen-
dent probe amplification) v si¢asnosti plne nahradila v minulosti
vyuzivanu multiplexnt PCR, ktorou nebolo mozné identifikovat’
duplikacie Ci prenaSacstvo delécie u zien heterozygotiek. MLPA
je metdda schopna v jednej reakcii (v jednej skimavke a vzorke)
detegovat zmeny v pocte kopii az v 50 réznych nukleotidovych
sekvenciach. Metédou MLPA mozno rychlo identifikovat ampli-
fikacie (duplikacie) a delécie velkého poctu exdénov pouzitim
pacientskej DNA. Princip MLPA spociva v multiplexnej amplifi-
kacii az 50 Specifickych nukleotidovych sekvencii pouzitim jed-
ného paru primerov, pricom jeden primer je fluorescen¢ne ozna-
¢eny. Kazda MLPA proba pozostava z dvoch oligonukleotidov
(dve hemipréby), pricom kazdy oligonukleotid obsahuje jednu
zo sekvencii rozpoznavanu PCR primermi. Proba vznikne jedine
za predpokladu hybridizacie dvoch oligonukleotidov (hemipréb)

Obrazok 1. Multiplexna PCR amplifikacia DMD génu umoziujica detekciu frekventovanych delécii. Pacienti v drahe €islo 1, 2 a 5 nemaju

pritomny exén ¢&islo 45 (vyznacené Sipkou).
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k cielovej sekvencii (génu) a po ligacii enzymom ligazou.
Obidve ligované préby su exponencialne amplifikované. Mnoz-
stvo ligovanych préb teda zavisi od mnoZstva cielovych sek-
vencii v povodnej pacientskej vzorke. Vysledné PCR produkty
su analyzované kapilarnou elektroforézou (fragmentac¢na analy-
za) a pocitacovo vyhodnotené. Na obrazku 2 je MLPA zaznam
pacienta s deléciou exénov 3-7 v DMD géne.

Aktualne algoritmus molekularno-genetického vySetrenia
zahffia v prvom kroku vySetrenie metédou MLPA, ktora spolah-
livo odhali delécie i duplikace jedného alebo viacerych exénov.
V pripade MLPA negativneho vysledku sa pristupuje k vyhlada-
vaniu neznamych raritnych bodovych mutacii DNA sekvencnou
analyzou. Sekvencna analyza génu DMD sa uskutocnuje kla-
sickym Sangerovym sekvenovanim alebo sekvenovanim novej
generacie (Next-Generation Sequencing; NGS) (8). Priklad
pacienta s bodovou mutaciou je znazorneny na obrazku 3. Dany
postup identifikuje prevaznu vacsinu patogénnych variantov
v DMD géne, nezistenych zostane len priblizne 0,3 % pripadov
(zostrihové mutacie hlboko v intrénoch), ktoré mozno vySetrit

Obrazok 2. Detekcia delécii a duplikacii v DMD géne analyzovana
metédou MLPA. V kontrolnej vzorke (A) st pritomné vSetky analy-
zované fragmenty, na rozdiel od DMD pacienta (B), u ktorého je zis-

tena delécia exénov 3, 4, 5,6 a 7 v DMD géne (znazornené Sipkami).

na urovni mRNA alebo proteinu (detekcia dystrofinu metédou
Western blot zo svalovej biopsie). Po molekularno-genetického
potvrdeni, stanoveni diagn6zy DMD/BMD je odporucané ciele-
né vySetrenie dalSich rodinnych prislusnikov s rizikom.

V Ustave lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky
LF UK a UNB Bratislava je dostupné kompletné molekularno-
genetické vySetrenie génu DMD. Historia vySetreni siaha do
roku 1994, ked sa zaviedla metdda multiplexnej PCR reakcie,
ktora bola schopna detegovat najfrekventovanejSie delécie u
pacientov muzského pohlavia. V roku 2008 sa pridala metéda
MLPA, ktora zachyti delécie aj duplikacie vSetkych exénov u
oboch pohlavi. Sekven¢na analyza detegujuca bodové mutacie
sa zacala klasickou Sangerovou metédou postupne vykonavat
od roku 2010. V roku 2016 bola na pracovisku zavedena NGS
technolégia na analyzu tohto génu, ¢im sa zvacsila kapacita
tohto vySetrenia na pracovisku a vyrazne skratil €as diagnostiky.
V priebehu tohto obdobia bolo na naSom pracovisku diagnos-
tikovanych 170 DMD/BMD pacientov muzského pohlavia a 62
pacientok prenasaciek, vysledky st sumarizované v tabulke 1.

Obrazok 3. Detekcia bodovych mutacii klasickym Sangerovym se-
kvenovanim. Priklad nhonsense mutacie ¢.8371A>T (p.Lys2791%) lo-
kalizovanej v 57. exéne DMD génu. U pacienta probanda (B) je mu-
tacia pritomna v hemizygotnom stave (znazornené Sipkou) a u jeho
matky prenasacky (A) je dany patogénny variant pritomny v hete-

rozygotnom stave (znazornené Sipkou).
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Tabul'ka 1. Molekularno-geneticky diagnostikovani pacienti s potvrdenou mutaciou v DMD géne v Ustave lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej ge-

netiky LF UK a UNB

charakteristika pacientskej kohorty

Pocet potvrdenych

pripadov
DMD/BMD pacienti muzského pohlavia 2004 — 2010 velka delécia 71
DMD/BMD pacienti muzského pohlavia 2010 - 2019 MLPA velka delécia 78
DMD/BMD pacienti muzského pohlavia 2010 - 2019 MLPA velka duplikacia 13
DMD/BMD pacienti muzského pohlavia 2016 — 2019 sekvenovanie bodova mutacia 8
DMD/BMD pacientky/prenasacky zenského pohlavia 2010 - 2019 MLPA velka delécia 53
DMD/BMD pacientky/prenasacky zenského pohlavia 2010 - 2019 MLPA velka duplikacia 7
DMD/BMD pacientky/prenaSacky zenského pohlavia 2016 — 2019 sekvenovanie bodova mutacia 2

Zaver

Presna a v€asna diagnéza DMD hra rozhodujdcu tGlohu v
efektivnom manazmente pacientov a potencialne moze viest
ku skorSiemu terapeutickému zasahu. Znalost mutacie (geno-
typu pacienta) umoznuje lieCbu pomocou mutacne Specifickych
terapii, pripadne vhodné zaradenie pacienta do prebiehajlcich
alebo buducich klinickych ski$ok®19. Pre Specificky typ mole-
kularnej patologie (bodova mutécia typu nonsense — predcas-
ny terminac¢ny kodén bez posunu ¢itacieho ramca) je uz dnes
dostupné farmakoterapeutické ovplyvnenie ochorenia schvale-
né EMA (European Medicines Agency). Pri tomto type mutacie
sa terapeuticky vyuZiva preparat Ataluren, pricom u¢inok tejto
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malej molekuly umoznuje prekonat’ molekularnu patolégiu (ter-
minacny kodén) a v konec¢nom désledku zmiernit' fenotypové
prejavy ochorenia.
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