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Genetika dédicnych svalovych onemocnéni

Mgr. Jana Zidkova, Ph.D., doc. RNDr. Lenka Fajkusova, CSc.
Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Fakultni nemocnice Brno

Dédi¢na svalovd onemocnéni jsou vzacna onemocnéni vyznacujici se velkou klinickou a genetickou heterogenitou. Rozvoj
molekuladrné genetickych metod, zejm. masivni paralelni sekvenace, vede k rozsifeni znalosti o jejich genetickych pfic¢inach
a etiopatogenezi, coz umoznuje predikci pribéhu onemocnéni, event. jeho cilenou Ié¢bu.
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Genetics of neuromuscular diseases

Hereditary neuromuscular diseases are rare diseases characterised by large clinical and genetic heterogeneity. The progress
in molecular genetic methods especially massive parallel sequencing leads to increase knowledge of their genetic causes and
etiopathogenesis that enables the prediction of clinical course or the using of targeted therapy.
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Dédi¢na neuromuskuldrni onemocnéni
(NMD, NeuroMuscular Diseases) se vyznacuji vel-
kou klinickou a genetickou heterogenitou, kdy
patogenni sekvencni varianty v jednom genu
jsou spojeny s rliznymi fenotypovymi projevy
a naopak velmi podobny fenotypovy projev je
zplsoben patogennimi sekven¢nimi varianta-
mi ¢asto v mnoha rlznych genech. Prikladem
klinické heterogenity miZe byt gen LMNA ko-
dujici protein lamin A/C, jehoz patogenni vari-
anty mohou zpUsobovat dle databdze OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man) 11 rznych
typl neuromuskuldrnich onemocnéni (dilata¢ni
kardiomyopatii, Charcot-Marie-Toothovu neu-
ropatii, Emery-Dreifussovu svalovou dystrofii,
Hutchinson-Gilfordovu progerii, lipodystrofii
a dalsi). Pfikladem genetické heterogenity je
pletencové svalova dystrofie, kdy podobny kli-
nicky projev je spojen s patogennimi variantami
v jednom z 29 doposud popsanych gend. Dle
Gene Table of Neuromuscular Disorders (www.
musclegenetable.fr) bylok 1.3.2019 zndmo 955
typl neuromuskularnich onemocnénia 535 aso-
ciovanych gen.

Dédi¢nost NMD mUze byt autosomalné
dominantni, recesivni nebo X-vazana. U genll
spojenych s NMD byly popsany rtizné typy pa-
togennich sekven¢nich variant.

Jednonukleotidoveé substituce v kéduijicich
oblastech genu mohou vést ke zméné ami-
nokyseliny (missense mutace) nebo ke vzniku
predcasného terminacniho kodonu (nonsense
mutace). Substituce, které nevedou ke zméné
aminokyseliny (tiché mutace), mohou mit také
patogenni efekt, pokud napfiklad lezi v kon-
senzudlni sekvenci sestfihového mista, v oblas-
ti regulacnich elementl nebo pokud vznikne
nové sestfihové misto. Substituce v pfilehlych
intronovych oblastech exond mohou také vést
ke zméné sestfihu. DUsledky zmén v ostatnich
nekodujicich oblastech genu jsou tézko predi-
kovatelné, proto se v diagnostickeé praxi analyzujf
pouze exony a jejich pfilehlé intronové oblasti.

Delece, inzerce a duplikace mohou byt na
Urovni pouze nékolika nukleotidd nebo mize
dochézet k delecim (inzercim, duplikacim) vétsich
Usekd napt. celych exond nebo i celych gend.
DUsledkem je zachovani ¢teciho rémce translace

nebo jeho prerusent, kdy dochdzi ke vzniku pred-
¢asného terminacniho kodonu (tzv. frameshift
mutace). Pfikladem NMD s ¢astym vyskytem ce-
loexonovych deleci a duplikaci je Duchennova/
Beckerova svalova dystrofie (gen DMD).

V rdmci NMD jsou také popsana onemocneé-
ni, kterd jsou spojend s expanzi kratkych repeti-
tivnich sekvenci a naslednym toxickym vlivem
mMRNA nesouci tuto expanzi (napf. myotonicka
dystrofie a okulofaryngedlni svalové dystrofie).
Naproti tomu facioskapulohumeraini svalova
dystrofie (FSHD) je zpUsobena deleci makrosa-
telitnich repetic.

Metodické pristupy pouzivané
v genetické diagnostice
neuromuskularnich
onemocnéni

Zé&kladnim metodickym pfistupem v mo-
lekularné genetické diagnostice svalovych one-
mocnéni je v soucasné dobé sekvencni ana-
lyza. U pacienta s NMD je ve vétsiné pfipadd
provedena masivni paralelni sekvenace (MPS)
souboru gend, event. celého exomu/genomu,
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bioinformatické zpracovani dat a interpretace
identifikovanych sekvencnich variant.

Identifikace rozsahlejsich deleci/duplikaci je
zatim pro bioinformatické zpracovani dat MPS
komplikovana a ne zcela spolehliva, proto se
v diagnostice pro detekci deleci/duplikaci vyu-
7ivéd metoda Multiple Ligation-dependent Probe
Amlification (MLPA).

Specifickym pifpadem je molekuldrné ge-
neticka diagnostika onemocnéni s expanzi krat-
kych repetitivnich sekvenci (napf. myotonicka
dystrofie; zakladnim metodickym pfistupem
je repeat-primed PCR) a facioskapulohumeralni
svalové dystrofie (zdkladnim metodickym pfi-
stupem je pulzni gelova elektroforéza, Southern
blot a hybridizace). Molekuldrn{ problematika
a diagnostika téchto onemocneéni je probrana
v samostatné kapitole.

Sekvenace DNA

Sekvenace DNA je souhrnny termin pro
metody, kterymi se zjistuje pofadi nukleotidd
(A, C, G, T) v Usecich DNA. Masivni paralelni
sekvenace (MPS) nebo také sekvenovani nové
generace (NGS, Next Generation Sequencing) umoz-
nuje rychlou a cenové piiznivou produkci velkého
mnozstvi sekvenci DNA v jednom sekvenacnim
béhu. MPS vyuzivé principu paralelizace procesu
sekvenovani, kdy dochdzi k sekvenovéni stovek,
tisict az miliont Usekd DNA soucasné, a toii u vice
pacient v jednom sekvenacnim béhu. Prvnim kro-
kem MPS je vétsinou priprava sekvenacni knihovny
tj. cllovych Usekd DNA, nasleduje jejich amplifikace
a poté samotné sekvenovani. Samotny princip am-
plifikace a sekvenace knihovny je odlisny u jedno-
tlivych platforem od rdznych vyrobcl. Vysledkem
MPS je obrovské mnozstvi vygenerovanych dat,
které je tfeba zpracovat a vyhodnotit.

Cilovymi Useky DNA pro pfipravu sekvenac-
ni knihovny mUZe byt soubor gent (vétsinou
jejich exony a prilehlé intronové oblasti), exom
nebo genom. V diagnostické praxi se v soucas-
né dobé asi nej¢astéji pomoci MPS analyzuje
soubor gen, které souvisi s danym deédi¢nym
onemocnénim, a jedna se o tzv. cilené sekveno-
vanf. Tento soubor gend, ¢asto oznacovany jako
panel gent, maze byt rlizné velky od nékolika
genl aZ po stovky genl a laboratof si mize
navrhnout vlastni panel gend, ktery prbézné
aktualizuje, nebo vyuzit komereni kit.

Pro kvalitu MPS je dulezitd hloubka ¢tent,

tzn. pocet ¢teni daného nukleotidu, kterd je

obvykle pfi cileném sekvenovani fradové vyssi
nez napr. u celoexomového sekvenovani. Pri dia-
gnostice dédi¢nych onemocnéni je vyzadovana
minimalnf hloubka ¢teni 20-30 (tzn. kazda baze
je prectena nejméné 20-30x). Pokryti viak v pra-
xi nebyva rovnomérné a je pravdépodobné, ze
budou existovat Useky DNA, kde pokryti bude
pod 20 ¢teni, zatimco sekvence jinych oblastf
mohou byt ve stovkach ¢tent. Tato nevyvazenost
mU0ze byt zplsobena mnoha rdznymi faktory,
jako je rozdilnd mira Uc¢innosti hybridiza¢nich
sond, nebo vlivem repetitivnich oblasti DNA
a zastoupenim jednotlivych bazf v daném useku
DNA.

Dulezitou soucasti techniky MPS je bioinfor-
matické zpracovani dat. Zékladnim postupem
je mapovani vsech sekvenacnich ¢tenf na refe-
ren¢ni sekvenci (tzv. alignment), tedy nalezen{
referen¢ni sekvence ke kazdému sekvenova-
nému fragmentu DNA. V dalsim kroku je pak
potfeba nalézt rozdily mezi jednotlivymi ctenimi
mapovanymi na referen¢ni sekvenci a touto
referencni sekvenci — tzv. sekvencni varianty. Na
zékladé vyhodnocent bioinformatického zpraco-
vani je pak urc¢ena pravdépodobnost, s jakou se
na pozicich vyskytuji skute¢né zmény a s jakou
pravdépodobnosti jde jen o technické chyby
v sekvenaci ¢i v mapovani ¢teni.

Vysledkem masivni paralelni sekvenace je
identifikace velkého mnozstvi sekvencnich va-
riant (odchylek od reference), které je tfeba vy-
hodnotit z pohledu jejich zavaznosti (patogenity).
V soucasné dobé vétdina laboratofi vychazi pfi
interpretaci sekvencnich variant z doporucenf
vydanych American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG; Richards et al. 2015). Toto
ACMG doporuceni rozdéluje sekvencnf varianty
do péti kategorii — (a) patogenni, (b) pravdépo-
dobné patogenn, (0) nejasného vyznamu, (d)
pravdépodobné benigni a (e) benigni. Pro popis
identifikovanych sekvencnich variant existujf stan-
dardy vydané Human Genome Variation Society
(HGVS; http://varnomen.hgvs.org). Detekované
sekvencni varianty jsou shromazdovény v rliz-
nych databazich napf. v databazi LOVD (Leiden
Open Variation Database; https://www.lovd.nl)
nebo v databazi HGMD (Human Gene Mutation
Database; http.//www.hgmd.cf.ac.uk), kterd ob-
sahuje publikované patogennivarianty a funkenf
polymorfizmy asociované s nemocemi.

Klasickd sekvenace dle Sangera slouzi
k cilené analyze urcitého Useku DNA. V sou-
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¢asné diagnostické praxi NMD slouzi hlavné
k potvrzeni sekvencnich variant identifikovanych
metodou MPS a ke genetické analyze rodinnych
pfislusnikd pacienta. U rodinnych pfislusnikd se
genetickd diagnostika cilené zaméfuje na Usek
DNA, ve kterém byla detekovédna sekvencni va-
rianta u probanda.

Déle muze byt klasickd sekven¢ni analyza
aplikovana v pfipadech, kdy se u pacienta jed-
na o onemocnéni s jasnym fenotypem a toto
onemocnéni je spojeno s urcitym typem ge-
netické priciny. Pfikladem aplikace mdze byt
okulofaryngedlni svalova dystrofie (OPMD). Toto
onemocnéni ma specifické klinické projevy
a jeho genetickou pficinou je expanze tripletu
nukleotid kodujicich alanin nad normalni pocet
(tj. deset opakovani) v exonu 1 genu PABPNI.

Multiple Ligation-dependent
Probe Amlification (MLPA)

MLPA je metoda pro zjistovani deleci/dupli-
kaciv analyzovaném genu. MLPA je semi-kvan-
titativni metoda pro stanoveni relativniho poctu
kopif az 60 sekvenci sond v jediné multiplexn{
PCR reakci.

V diagnostice svalovych onemocnéni
se MLPA uplatiiuje nejcastéji pfi diagnostice
Duchennovy/Beckerovy svalové dystrofie.
Pokud je u pacienta identifikovdna pouze jedna
patogenni varianta v genu s recesivnim typem
dédi¢nosti a pokud klinicky stav odpovida fe-
notypu pfi poruse tohoto genu, méla by se do
diagnostického postupu zafadit analyza zame-
fend na pfitomnost deleci/duplikaci na druhé
alele analyzovaného genu.

Dédi¢né myopatie

Dédi¢na svalovd onemocnéni jsou klinicky
a geneticky velmi heterogenni. Jednotlivé sku-
piny svalovych onemocnéni se pfekryvaji na
urovni klinické, patologické i genetické.

Svalové dystrofie jsou skupina svalovych
onemocnénf asociovana s geny kédujicimi ze-
jména proteiny extraceluldrni matrix, sarkolemy,
sarkomery nebo jaderné membrany, a se zndm-
kami dystrofického procesu ve svalové tkani.
Klinicky pribéh svalovych dystrofif je velmi rliz-
norody, zahrnujici svalové dystrofie s pocéatkem
nastupu v détském véku (spojené s vyznamnou
ztratou svalové funkce ovliviaujici schopnost
pohybu, srde¢ni a respiracni funkce), stejné jako
svalové dystrofie s pozdnim nastupem (spojené
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Obr. 1. A) Schéma molekuldrné genetické diagnostiky FSHD; B) postup molekuldrné genetické diagnostiky
FSHD1 - zjisténi pfitomnosti delece repetic D474: genomovd DNA je Stépena ve trech paraleldch a to en-
zymy: EcoRl (drdha A), EcoRl a BInl (drdha B), Xapl (drdha C). Fragmenty jsou rozdéleny pulzni gelovou elek-
troforézou, ndsleduje preneseni rozdélenych fragmentd z gelu na membrdnu (Southern blot) a hybridizace
s radioaktivné znacenou sondou p13E-11, kterd plisedd do oblasti pred repetice D474 na chromozomu 4
a chromozomu 10. Repetice z obou chromozomd se lisi pfitomnosti/nepfitomnosti restrikéniho mista pro
enzymy Blnl a Xapl. V drdze A jsou proto fragmenty DNA nesouci repetice D474 pochdzejici z chromozomu
4.a 10; v drdze B jsou fragmenty nesouci repetice D424 pochdzejici z chromozomu 4; v drdze C jsou frag-
menty nesouci repetice D474 pochdzejici z chromozomu 10. Vizualizace fragmentt z obou chromozomu
Jje nezbytnd pro pfipady, kdy doslo k vyméné repetic mezi chromozomy 4 a 10
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s mirnou svalovou slabosti a inavou po ndma-
ze). Nejzndméjsi a nejcastéjsi svalovou dystrofif
détského véku je Duchennova/Beckerova sva-
lové dystrofie (gen DMD), mezi nejc¢astéjsi sva-
lové dystrofie dospélého véku patii myotonicka
dystrofie (MD), facioskapulohumerdini svalova
dystrofie (FSHD) a velkd skupina pletencovych
svalovych dystrofif (tzv. LGMD).

Kongenitdlni svalové dystrofie se vyzna-
Cuji Casnym nastupem onemocnéni a mezi nej-
zZndméjsi zéstupce patii svalové dystrofie s Upl-
nym nebo ¢aste¢nym deficitem merosinu (gen
LAMA2), svalové dystrofie spojené s defektem
kolagenu 6 (geny COL6AT, COL6A2, COL6A3), sva-
lové dystrofie s defektem glykosylace (gen FKRP,
POMT1, POMT2, ISPD a dalsi), svalové dystrofie spo-
jené s patogennimivariantami v genech SELENON
(plvodné SEPNT) a LMNA (Fu et Xiong, 2017).

Kongenitdlni myopatie jsou nedystrofic-
ké myopatie a jsou spojeny s defekty v genech
kodujicich zejména strukturni proteiny, které se
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uplatiuji pfi kontrakci svalu, a ve svalové tkani

jsou patrny ultrastrukturni zmeény. Kongenitaln{

myopatie jsou historicky klasifikovany na zakla-
dé ultrastrukturdlnich nalezd ve svalové tkani

(Cassandrini et al., 2017) a délime je tak na:

B nemalinové myopatie (ve svalovych vlak-
nech pfitomny malé tycovité inkluze; geny
s nejcastéjsim vyskytem patogennich va-
riant: NEB, ACTAI, TPM_2, TPM3, TNNTT, CFL2)

B core myopatie (ve svalovych vidknech pfi oxi-
dacnim barveni pfitomny zakulacené struktury
zvané ,cores”; geny s nejcastéjsim vyskytem
patogennich variant: RYR1, SELENON, MYH?)

B centronukledrni myopatie (abnormalni polo-
ha jader uvnitf svalovych vidken; geny s nej-
¢astéjsim vyskytem patogennich variant:
MTMI, DNM?2, BINT, RYRT, TTN)

B CFTD myopatie (disproporce svalovych
vldken typu 1 a typu 2; geny s nej¢astéjsim
vyskytem patogennich variant: TPM3, RYR],
ACTAI, MYH7, TPM2, SELENON)
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B myopatie spojené s ukladanim myosinu
(gen MYH?7)

S rozvojem masivniho paralelnfho sekveno-
vani jsou stéle popisovany nové geny ve spojeni
s fenotypem kongenitalni myopatie. Schartner et
al. (2017) popsali kongenitdlni myopatii spojenou
s patogennimi variantami v genu CACNATS, ktery
je primdrmé spojovan s hypokalemickou periodic-
kou paralyzou a malignf hypertermii. Zaharieva et
al. (2016) popsali 11 piipadd kongenitalni myo-
patie spojené s recesivnimi mutacemi v genu
SCN4A. Patogenni varianty v genu SCN4A byly
plvodné popsany u hypokalemické a hyperkale-
mické periodické paralyzy, kongenitalni myotonie,
paramyotonie a myastenického syndromu.

DistdlIni myopatie jsou heterogenni skupina
svalovych onemocnéni postihujici distalnf svaly
hornich a dolnich koncetin. Dosud bylo v sou-
vislosti s distalnimi myopatiemi popsano cca 20
genl (napt. MYOT, LDB3, TTN, MYH7, DYSF a dalsf).

Myofibrildrni myopatie (MFM) jsou cha-
rakterizovany ohniskovym narusenim myofibril
a agregaci degradovanych myofibrildrnich pro-
duktd do inkluzi. Nejcastéji se vyskytujf patogen-
ni varianty v genech: DES, CRYAB, MYOT, FLNC,
LDB3 a BAG3 (Olive et al,, 2013).

Pletencové svalové dystrofie

Pletencové svalové dystrofie (LGMD, limb
girdle muscular dystrophy) jsou jak klinicky, tak
geneticky velice heterogenni skupina. Jedna
se o dédi¢né, nekongenitaIni svalové dystrofie
s progresivn{ slabosti zejména pletencovych
svall.

Dédi¢nost LGMD je jak dominantni, tak rece-
sivni. Dosud bylo popsano 29 gend spojenych
s LGMD. Mutace v nékterych genech mohou byt
asociovany i s jinymifenotypy — napf. geny DYSF
a TTNjsou spojovany i s distalnimi myopatiemi,
geny FKRP, FKTN, POMTI1, POMT2, POMGNTI, nebo
DAGT patfici do skupiny tzv. dystroglykanopatif
mohou mit tézké kongenitalni formy onemoc-
néni.

Pavodni klasifikace rozdélovala LGMD na dvé
skupiny podle typu dédi¢nosti — dominantni
LGMD1 a recesivni LGMD2. Jednotlivé subtypy
pak byly oznaceny pismeny, fazeny abecedné
podle pofadi popséani kauzalniho genu. S rozvo-
jem masivniho paralelniho sekvenovéni byly po-
stupné objeveny dalsi geny a posledni popsany
gen byl klasifikovén jako LGMD 27, coz otevielo
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otazku, jak postupovat v dalsim znaceni. Straub
et al. (2018) navrhli novy klasifika¢ni systém, kte-
ry je jiz pouzivén v databazi OMIM. Podle nové
nomenklatury jsou pletencové svalové dystrofie
opét rozdéleny na skupiny s dominantni a recesiv-
ni dédi¢nosti, oznacené jako LGMD D a LGMD R,
nasleduje ¢iselné oznaceni podle poradi objevu
poskozeného proteinu. Napf. pletencova svalo-
va dystrofie zpUsobend patogennimi variantami
v genu CAPN3 nesla oznaceni LGMD 2A, podle
nové nomenklatury je oznacena jako LGMD R1
a LGMD D4. Kromé nomenklatury byla popsana
i kritéria pro vytvotenf dalsi podskupiny LGMD
s nové objevenym kauzalnim genem. Na zékladé
téchto kritérii mdze byt novy gen spojen s fenoty-
pem LGMD, a7 pokud je popsan u nejméné dvou
nepfibuznych rodin. Podle novych kritérii nékteré
geny ze skupiny LGMD vypadly (napt. DES, LMNA,
BVES); naopak nékteré geny pfibyly — napt. LAMA2
jako LGMD R23.

Prevalence jednotlivych subtypl LGMD se
lisf v riznych zemich. Obecné jsou recesivni for-
my ¢astéjsi nez dominantni.V Ceské republice je
nejcastéjsi formou LGMD R1 (gen CAPN3), dale né-
sleduji LGMD R9 (gen FKRP), LGMD R3 (gen SGCA),
LGMD R12 (gen ANO5) a LGMD R2 (gen DYSF)
(Stehlikova et al,, 2014; Stehlikova et al,, 2017).

Facioskapulohumeralni
svalova dystrofie
Facioskapulohumerdlni svalové dystrofie
(FSHD, facioscapulohumeral muscular dystrophy;
OMIM: 158900) je onemocnéni s autosomalné
dominantni dédi¢nosti. Na zakladé vysledkl
molekuldrné genetické analyzy rozlisujeme
dvé genetické varianty FSHD — FSHD1 a FSHD2.
Cast&jsi forma FSHD1 (asi 95 % piipadd) je spo-
jena s kontrakci makrosatelitnich repetic D474
na pocet 1-10 repetic v subtelomerni oblas-
ti chromozomu 4q35. V populaci se vyskytuj
dvé alelické varianty usporadani subtelomery
4q: 4gA a 4gB. FSHDT1 je spojena vylu¢né se
zkrdcenim poctu repetic D474 na alele 4gA,
zatimco stejné zkraceni na alele 4gB k FSHD!1
nevede (Lemmers et al, 2002). Repetice D474
jsou 3300 pb dlouhé a soucastf repetice je gen
DUX4. DUX4 je transkrip¢ni faktor, ktery se expri-
muje ve varlatech zejména béhem zérode¢ného
vyvoje a v prlibéhu bunécné diferenciace je
jeho exprese potlacena. Repetice D474 obsahuiji
GC - bohaté oblasti, tyto jsou v pfipadé stan-
dardni DNA spojeny s metylaci DNA a histono-

vymi modifikacemi typickymi pro transkripcné
neaktivni chromatin. U FSHD1 pacientd dochézi
ke snizeni poctu repetic, coz ma za nasledek
konformacni zmény chromatinu a v disledku
toho expresi genu DUX4. Stabilni DUX4 tran-
skripty vznikaji na alele, kterd obsahuje polya-
denyla¢nf signal, ktery je soucasti pouze alely
4gA. Reaktivace genu DUX4 ma vliv na drahy
souvisejici s metabolizmem RNA a bunécnou
signalizaci. Exprese DUX4 v kone¢ném dUsledku
ovlivni myogenezi a vede k oxidativnimu stresu
a kapoptoze.

U FSHD2 pacientd byly detekovany patogenni
varianty v genech SMCHDI1 (18p11.32) a DNMT3B
(20g11.21) (Lemmers et al, 2012; van den Boogaard
et al, 2016). Ve svalovych burnkach se protein
SMCHD1 véaze pfimo na repetice D474 a je ne-
zbytny pro zachovani jejich heterochromatinové
struktury (). transkrip¢né neaktivniho chromati-
nu). Gen DNMT3B kéduje metyltranferdzu, enzym
potrebny pro metylaci DNA. U FSHD2 pacientd je
oblast repetic D474 na chromozomu 4g hypome-
tylovana jako u FSHD1 a je také piftomna alela 4gA.

Oba typy, FSHD1 a FSHD2, jsou tedy vy-
sledkem zménéné exprese proteinu DUX4
ve svalovych bunkéch. Reaktivace DUX4 je
u FSHD1 dUsledkem snizeného poctu repetic
D474 a u FSHD2 je zpUsobena mutacemiv genu
SMCHDT nebo DNMT3B.V obou pfipadech musf
byt pfitomna alela 4gA (Lemmers et al,, 2015).

Molekuldrné genetickd diagnostika FSHDT je
zalozena na restrik¢nim Stépeni DNA, rozdélent
fragmentl DNA pulzni gelovou elektroforézou
(PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis), nasleduje
pfeneseni rozdélené DNA z gelu na membréanu
(Southern blot), hybridizace s radioaktivné zna-
¢enymi sondami a autoradiografie, jejimz vy-
sledkem je identifikace velikosti fragmentu DNA
nesouciho repetice D474 na chromozomu 4
a identifikace pfitomnosti alely 4gA (obrazek 1).
Molekuldrné genetickd diagnostika FSHD je
pomeérné slozitd a navic komplikovéna tim, ze
témér identické repetice D474 se vyskytuji i na
chromozomu 10g a mUze dochézet k vyméné
repetic mezi chromozomy 4q a 10q.

Myotonicka dystrofie

Myotonicka dystrofie (MD, Myotonic Dystrophy)
je nejcastéjsi dystrofie dospélého véku. MD méa
autosomalné dominantni dédi¢nost a rozlisuje-
me dvé formy MD — myotonickou dystrofii typu 1
a myotonickou dystrofii typu 2.
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Myotonicka dystrofie typu 1 (MD1; Steinert
disease; OMIM: 160900) je zplsobena expanzi
trinukleotidové repetice v 3' nepfeklddané ob-
lasti genu DMPK (9g13.32). U zdravych jedinct
je pocet repetic do 37 repetic. Mutantni alely
majf pocet repetic vétsi nez 50 (50-4 000 repe-
tic). Pocet repetic 38-50 je oznacovan jako pre-
mutace a nosic¢i premutace jsou asymptomaticti.
U MD1 existuje korelace mezi poCtem repetic
a zavaznosti fenotypu; s nardstajicim poctem re-
petic je zdvaznéjsi fenotyp a drivejsi vék nastupu.
Kongenitalniformy MD1 jsou spojeny s poctem
vétsim nez 1000 repetic; zatimco mirmné formy
jsou spojeny s poctem 51-149 repetic.

Oblast repetic je nestabilni béhem mitotic-
kého délenii béhem meidzy. Dlsledkem je Casty
somaticky mozaicizmus, ktery vysvétluje feno-
typovou variabilitu jak mezi rdznymi tkanémi,
tak mezi rodinnymi ¢leny. Premutace a mutace
jsou nestabilni béhem meidzy, coz vede k tzv.
anticipaci (zvysovani poctu repetic pfi pfenosu
na dalsi generaci). Kongenitalni MD1 je spojena
s vylu¢né materndlnim pfenosem.

Myotonické dystrofie typu 2 (MD2; OMIM:
602668) je spojena s expanzi tetranukleotidové
repetice v intronu 1 genu CNBP (3g21.3, plivodné
ZNF9). Alely zdravych osob obsahuji méné nez 30
repetic. Mutantnf alely maji pocet repetic v roz-
mezi 75-11 000 repetic. Podobné jako u MD1 vy-
kazuji alely s premutaci nestabilitu béhem meid-
zy. Aviak na rozdil od MD1, nenf u MD2 popséana
korelace mezi rozsahem expanze a klinickym
postizenim ¢i vékem manifestace onemocnént.
MD2 se manifestuje vyhradné v dospélém véku
a nema kongenitdlni ¢i infantilni formu.

MD1 a MD2 maji navzdory rlizné lokalizaci
genového defektu podobné rysy: kromé svalové
slabosti jde o myotonii, kataraktu, systémové
projevy a dominantni dédi¢nost. Klicem pro
pochopeni pdvodu fady spolecnych klinickych
projevl je spole¢ny patogenni mechanizmus —
akumulace transkribované RNA s expanzemi
v jadfe vedouci ke tvorbé jadernych inkluzi, které
vazou a zadrzuji RNA-vazebné proteiny, ¢imz
dochézi k ovlivnéni fady bunéc¢nych procesl
v€etné sestfihu mRNA nékterych gent (Udd
et Krahe, 2012). Znalost tohoto patomechanizmu
je nadéjf pro kauzalni I1é¢bu vychézejici z vaz-
by malych molekul bud pfimo na repetice na
urovni RNA, nebo cilené na dalsi slozky, které
jsou soucastf tohoto patomechanizmu (LoRusso
etal, 2018).
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Zé&kladnim metodickym pfistupem v mo-
lekuldrné genetické diagnostice MD je repeat
primed PCR (RP-PCR). Metoda je zalozena na am-
plifikaci pomoci trojice primerd — prvni primer
je fluorescen¢né znaceny a komplementarni
k DNA lokalizované pfed analyzovanymi repeti-
cemi, druhy primer je komplementarni k repeti-
cim a na svém konci nese sekvenci specifickou
pro nasedan( tfetfho primeru. Vysledné produkty
amplifikace jsou rozdéleny kapildrnf elektroforé-
zou, kterd v pfipadé prftomnosti expanze vytvari
charakteristicky profil amplikon. Metoda vsak
neni schopna prokazat pfesné rozsah poctu
opakovéni nad urcity prah. Ktomuto Ucelu se
pouziva Southern blot a hybridizace.

Zavér

Dédi¢na svalova onemocnéni jsou gene-
ticky extrémné heterogennf skupina s nékolika
¢astymi typy a s mnoha vzacnymi. Rozvoj tech-

niky masivni paralelni sekvenace je zasadni pro
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