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GENSKA DIJAGNOZA KOD DISENOVE | BEKEROVE MISICNE
DISTROFIJE | DETEKCIJA PRENOSIOCA

Jasmina Maksi¢™?, Ivana Novakovic¢®, Dragan Rapaic?, Mirjana Mitrovi¢®

“Univerzitet u Beogradu - Fakultet za specijalnu edukaciju i rehabilitaciju,
Beograd, Srbija

"Univerzitet u Beogradu — Medicinski fakultet, Institut za humanu genetiku,
Beograd, Srbija

‘Oc¢na ordinacija Mitrovic, Beograd, Srbija

Disenova i Bekerova misi¢na distrofija (DMD i BMD) su progresivne misicne
bolesti koje nastaju usled mutacija u genu za distrofin. Gen za distrofin (DMD
gen, Xp21.1) je velicine 2,4MB i podloZan je promenama u strukturi. Najcesce
su prisutne intragenske delecije (65-70%) jednog ili viSe egzona, sa specific-
nom distribucijom u genu (egzoni 2-20 i egzoni 45-55) i duplikacije (5-15%), a
ostatak ¢ine male mutacije — tackaste mutacije, mikroinsercije, mikrodelecije i
splice-site mutacije. Procenjeno je da 1/3 DMD bolesnika ima de novo mutaci-
ju, a da su u 2/3 slu¢ajeva majke prenosioci mutacije. Genska dijagnoza DMD/
BMD se moZe postaviti primenom direktne ili indirektne molekularno gene-
ticke analize. Metoda lanc¢ane reakcije polimerizacije (PCR) je direktna meto-
da koja omogucuje detekciju oko 98% svih delecija otkrivenih u DMD genu.
Ipak, ovom metodom se ne mogu otkriti delecije van predilekcionih regiona
gena, kao ni duplikacije, i nije korisna kod detekcije Zena prenosioca mutacije.
Metoda visestrukog umnoZavanja vezanih proba (MLPA) je omogudila kvan-
titativnu analizu gena i otkrivanje delecija i van predilekcionih regiona gena,
kao i duplikacija, kako kod obolelih tako i kod Zena prenosioca mutacije, pa je
postala standard u DMD/BMD dijagnozi. Kada se ovim metodama ne otkriju
delecije i duplikacije u genu za distrofin, u cilju traganja za tackastim mutacija-
ma, ispitivanje se nastavlja metodom sekvenciranja DNK. Ipak, zbog izuzetne
veli¢ine gena i slucajnog rasporeda tackastih mutacija moZe se prvo primeniti
analiza vezanosti kao indirektana dijagnosticka metoda. Ona podrazumeva
pracenje nasledivanja rizicinog hromozoma kod Zenskih i muskih ¢lanova u
porodici, putem pracenja polimorfnih DNK markera koji se nalaze u okviru
DMD gena, ili u njegovoj blizini. Ograni¢enja metode su postojanje neinfor-
mativnih genotipova, rekombinacije u DMD genu, a zahteva i ispitivanje vise
¢lanova u porodici. Postavljanje precizne dijagnoze kod obolelog i otkrivanje
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Zena prenosioca mutacije je od znacaja za davanje adekvatnog genetickog
saveta i sprovodenje prenatalne dijagnoze.

Kljucne reci: distrofinopatije, djagnoza distrofinopatija, detekcija prenosioca

Uvod

Distrofinopatije su progresivne misi¢ne bolesti koje nastaju usled mutacija u
genu za citoskeletni protein distrofin. DiSenova misi¢na distrofija (DMD) je zbog ne-
dostatka distrofina najtezi oblik iz ove grupe bolesti, dok njen alelni oblik, Bekerova
misi¢na distrofija (BMD), ima blazu klini¢ku sliku usled kvantitativno ili kvalitativho
izmenjenog distrofina. DMD/BMD su monogenske bolesti i nasleduju se X vezano
recesivno. Prema ovom modelu nasledivanja tipicno oboljevaju muskarci, dok su
Zene uglavnom fenotipski zdravi prenosioci bolesti. Gen za distrofin (DMD gen) je
lociran na X hromozomu (Xp21.1) i najvedi je humani gen (2,4MB). Njegovu strukturu
¢ini 79 egzona, dok 99% gena Cine nekodirajuce sekvence (Koenig, 1987). Zbog svoje
izuzetne veli¢ine, DMD gen je €esto podloZan promenama u strukturi i pokazuje vi-
soku stopu spontanih mutacija (1x10) (Buzin et al., 2005; Haldane, 2004). Najcesée
prisutne mutacije su intragenske delecije (65-70%) jednog ili viSe egzona, sa speci-
ficnom distribucijom u genu (egzoni 2-20 i egzoni 45-55), i duplikacije (5-15%), dok
ostatak (20%) ¢ine mutacije manje od jednog egzona — tackaste mutacije, mikroin-
sercije, mikrodelecije i splice-site mutacije (Bladen et al, 2015). Procena je da su 2/3
slu¢ajeva familijarni, a da 1/3 DMD bolesnika ima de novo mutaciju. Ipak, prema
podacima iz literature, a i nasim rezultatima, prisutnost novih mutacija, uglavhom
delecija, je vec¢a od ocekivane i iznosi 45,5% (Maksi¢, 2018), 60% (Taylor et al., 2007),
do ¢ak 71% (Murugan, Arthi, Thilothammal, & Lakshmi, 2013). Vaino je pomenuti
da u 20% izolovanih slucajeva postoji moguénost da majka ima gonadni mozaicizam,
Sto povecava rizik ponovnog radanja bolesnog deteta.

Do kloniranja DMD gena i identifikacije kodiranog proteina (Hoffman, Brown,
& Kunkel, 1987), dijagnoza distrofinopatija se zasnivala na klini¢kim parametrima.
Sa razvojem metoda molekularne biologije stvorena je mogucnost za postavljanje
genske dijagnoze kod obolelih od DMD/BMD, $to ¢ini osnovu za dalje pracenje bole-
snika, kao i geneticko savetovanje obolelog i ostalih ¢lanova u porodici.

Dijagnoza DMD/BMD se moZe postaviti analizom samog gena ili analizom pro-
teina — misi¢nog distrofina. Genska analiza nam omogucuje otkrivanje mutacija
prisutnih u DMD genu, direktnim ili indirektnim putem, i neophodna je kod svih
DMD/BMD bolesnika — pa i onih kojima je dijagnoza postavljena biopsijom misica.
Geneticko testiranje se sprovodi kod simptomatskih bolesnika kako bi se potvrdi-
la klinicka dijagnoza, ili radi diferencijalne dijagnoze; kod Zena u cilju odredivanja
statusa prenosioca mutacije; i, kao prenatalna geneticka dijagnostika. Na osnovu
velikog broja iskustava koja su opisana u literaturi, ustanovljeni su koraci za uspo-
stavljanje DMD/BMD dijagnoze.

138 SPECIJALNA EDUKACIJA | REHABILITACIJA DANAS, 2019
ZBORNIK RADOVA / PROCEEDINGS



PCR metoda i multipli PCR

Metoda lan¢ane reakcije polimerizacije (engl. — Polymerase chain reaction,
PCR) je razvijena pocetkom devedesetih godina XX veka. Upotreba ove tehnike se
bazira na Cinjenici da se delecije kao naj¢es¢e mutacije u DMD genu grupisu u predi-
lekcionim regionima gena, $to olak$ava njihovo otkrivanje. Tako je PCR metoda pu-
tem analize samo 19 egzona gena za distrofin omogucdila otkrivanje oko 95% delecija
opisanih u DMD genu (Beggs, Koenig, Boyce, & Kunkel, 1990; Chamberlain, Gibbs,
Rainer, & Caskey, 1990). Posto se u jednoj reakciji analizira vise egzona, metoda je
poznata kao multipli PCR. S obzirom na to da se obuhvatanjem veceg broja egzona
mogu preciznije da odrede veli¢ina i lokalizacija mutacije, usledila je kompletnija
metoda. Zahvaljujuéi ovoj metodi, u tri komplementarne PCR reakcije se analizira
26 egzona DMD gena ¢ime se detektuje oko 98% svih delecija, odnosno 65% svih
mutacija otkrivenih u DMD genu (Singh, Vijjaya, & Kabra, 2006).

Kako su muskarci hemizigoti, to se delecije na jedinom X hromozomu lako
mogu otkriti PCR metodom jer se egzoni koji leZze u deletiranim regionima ne umno-
Zavaju tokom PCR reakcije, Sto se utvrduje gel elektroforezom. Medutim, kod Zena,
zbog prisustva dva X hromozoma delecije kod hetrozigotnih prenosioca bivaju ma-
skirane umnoZavanjem normalnog X hromozoma, pa ova metoda nije od koristi pri-
likom utvrdivanja statusa prenosioca. Takode, opisanom PCR metodom se kod obo-
lelog ne mogu otkriti delecije koje se nalaze van predilekcionih regiona DMD gena,
niti duplikacije.

MLPA metoda

Metoda viSestrukog umnoZavanja vezanih proba (engl. Multiplex ligation-de-
pendent probe amplification, MLPA) je prvi put opisana 2002. godine sa svrhom
kvantitativne analize gena (Schouten et al., 2002). Ubrzo nakon toga je razvijen
MLPA test koji je omogucio analizu svih 79 egzona DMD gena (Lali¢ et al., 2005) i ot-
krivanje delecija i duplikacija u DMD genu. Ova metoda je primenljiva i kod muskara-
ca obolelih od DMD/BMD i kod Zena prenosioca mutacije. Takode, MLPA metodom
je moguce istovremeno analizirati do 96 razli¢itih uzoraka, a rezultati se dobijaju za
24 sata.

Podaci dobijeni MLPA metodom se obraduju softverski (Cofalayzer, MRC-
Holland), a vazan korak predstavlja interpretacija rezultata koja se zasniva na upore-
divanja ispitivanog uzorka sa referentnim uzorcima. Kod hemizigotnih delecija obo-
lelog interpretacija je laksa jer je jasno vidljiv izostanak signala, dok se kod heterozi-
gotnih delecija i kod duplikacija stvaraju pikovi — signali razli¢ite visine. Ogranicenja
MLPA metode se ogledaju u nemogucdnosti da se otkriju tackaste mutacije, vecina
inverzija i balansiranih translokacija. Ipak, MLPA metoda je pojednostavila nacin de-
tektovanja delecija i duplikacija u DMD genu, kao i otkrivanje Zena prenosioca mu-
tacije, pa je postala standard u DMD/BMD dijagnozi.

Naveli smo da delecije ¢ine najvedi procenat mutacija u DMD genu, pa je op-
ravdano da se u DMD/BMD dijagnozi kod obolelog najpre primeni PCR metoda koja
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je tehnicki jednostavna za izvodenje. Ako se ovom metodom ne otkriju delecije u
DMD genu, treba primeniti MLPA metodu. Takode je navedeno da se MLPA meto-
dom detektuju Zene prenosioci mutacije. Medutim, ukoliko se MLPA metodom ne
utvrdi prisustvo delecija/duplikacija u genu za distrofin, kod probanda ili Zena pre-
nosioca, a zbog sumnje na tackaste mutacije, ispitivanje se moZe nastaviti metodom
sekvenciranja DNK ¢ime se odreduje primarna struktura gena. Ipak, zbog izuzetne
veli¢ine DMD gena i slucajnog rasporeda tackastih mutacija, kod sumnje na ovaj tip
mutacije, moZe se prvo primeniti indirektna molekularno geneticka dijagnostika tj.
analiza vezanosti.

Analiza vezanosti

Ova metoda (engl. linkage analysis) podrazumeva da se kod ¢lanova porodi-
ce obolelog prati nasledivanje rizicnog X hromozoma putem pracenja odredenih
polimorfnih DNK markera koji leZze unutar gena, ili u njegovoj blizini. U osnovi, poli-
morfizam podrazumeva postojanje varijabilnih regiona u humanom genomu koji se
javljaju u dve ili vise razlic¢itih formi (i do 70). Zbog cinjenice da se polimorfni DNK
markeri koji su medusobno blisko postavljeni na istom hromozomu nasleduju zajed-
no (engl. genetic linkage), to je moguce pratiti njihovo nasledivanje kod svih ¢lanova
u porodici. Polimorfni DNK markeri koji su danas najcesc¢e u upotrebi su tzv. mikro-
sateliti - uzastopno ponavljajuce sekvence duZine 2-4 parova nukleotida (engl. short
tandem repeats, STR) i pokazuju visok stepen polimorfizma duZine, $to je mogude
ispitati primenom PCR tehnike.

U okviru DMD gena, kao i u njegovoj blizini, je otkriveno viSe dinukleotidnih mi-
krosatelitnih polimorfnih regiona, uglavhom CA ponovaka (engl. VNTR CA-repeats;
Leiden muscular Dystrophy pages) koji se koriste u analizi vezanosti. Princip analize
je da se najpre utvrdi koju formu DNK markera ima obolela osoba, a zatim se pra-
¢enjem tog markera u porodici indirektno zakljucuje da li je ¢lan porodice nasledio
rizicni X hromozom ili nije, tj. da li je nasledio mutaciju ili ne. Ovakav indirektan
nacin zakljucivanja nosi dozu neizvesnosti zbog Cestih rekombinacija unutar DMD
gena (10%), pa je potrebno kombinovanje veceg broja markera kako bi se povecala
pouzdanost u zakljucivanju.

Primena analize vezanosti je od znacaja kod utvrdivanja statusa prenosioca,
kao i u prenatalnoj dijagnozi, posebno ukoliko nije poznat mutacioni status obole-
log. Pored toga, mogu se otkriti Zene prenosioci delecije na osnovu gubitka hetero-
zigotnosti u deletiranom regionu. Takode, analiza se pokazala veoma korisnom kod
iskljucivanja statusa preonosioca mutacije.

Kada govorimo o prenatalnoj dijagnozi, primena analize vezanosti podrazume-
va utvrdivanje prisustva riziénog haplotipa kod ploda. Cak i kada se utvrdi da fetalna
DNK poseduje isti haplotip kao obolela osoba (proband), plod ne mora biti pogoden
ukoliko je mutacija kod probanda bila sporadi¢na. Zato je neophodno da se prisu-
stvo mutacije prethodno ispita kod majke. Ukoliko se kod majke ne utvrdi mutacija
u somatskim ¢elijama, rizik oboljevanja ploda je mali, ali ostaje moguénost da majka
ima gonadni mozaicizam (Helderman-van den Enden, 2009). Ova Cinjenica oteZava
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davanje geneti¢kog saveta pa se prenatalna dijagnoza preporucuje u svakoj nared-
noj trudnodi. Pouzdana dijagnoza kod ploda se postavlja primenom direktne gene-
ticke metode nakon Sto se utvrdi pol ploda.

Analiza vezanosti ima svoje prednosti, ali i ogranicenja. Prednost ove analize je
u tome $to nije neophodno poznavati tip mutacije kod obolelog, ve¢ samo odgovor-
ni lokus. Ograni¢enja metode su postojanje neinformativnih genotipova, rekombi-
nacije u DMD genu koje vode razdvajanju DNK markera i gena, a zahteva i ispitivanje
veceg broja ¢lanova u porodici. U cilju definisanja preciznog mesta i prirode mutaci-
je, ukoliko je moguce, potrebno je izvrsiti sekvenciranje odredenog regiona.

Zakljucak

Vaznost postavljanja genske dijagnoze kod obolelog od DMD/BMD, kao i ot-
krivanje Zena koje su fenotipski zdravi prenosioci mutacije, ogleda se u mogucénosti
procene rizika za ponovno javljanje bolesti u porodici i davanje genetickog saveta —
u smislu daljeg testiranja i moguce prevencije kroz prenatalnu dijagnozu.

Literatura

Beggs, A. H., Koenig, M., Boyce, F. M., & Kunkel, L. M. (1990). Detection of 98% of
DMD/BMD gene deletions by polymerase chain reaction. Human Genetics, 86,
45-48.

Bladen, C. L., Salgado, D., Monges, S., Foncuberta, M. E., Kekou, K., ... Lochmuller,
H. (2015). The TREAT-NMD DMD global database: analysis of more than 7,000
Duchenne muscular dystrophy mutations. Human Mutation, 36, 395-402.

Buzin, C. H., Feng, J., Yan, J.,, Scaringe, W., Liu, Q., den Dunnen, J., ... Sommer, S. S.
(2005). Mutation rates in the dystrophin gene: a hotspot of mutation at a CpG
dinucleotide. Human Mutation, 25, 177-88.

Chamberlain, J. S., Gibbs, R. A., Rainer, J. E., & Caskey, C. T. (1990). Multiplex PCR for
the diagnosis of Duchenne muscular dystrophy. In M. A. Innis, D. H. Gelfand, J. J.
Sninsky & T. J. White (Eds.), PCR Protocols: a guide to methods and applications
(pp. 272-281). New York: Academic Press New York.

Haldane, J. S. B. (2004). The rate of spontaneous mutation of a human gene. Journal
of Genetics, 83, 235-244.

Helderman-van den Enden, A. T, de Jong, R, den Dunnen, J. T., Houwing-
Duistermaat, J. J., Kneppers, A. L., Ginjaar, H. B, ... Bakker, E. (2009). Recurrence
risk due to germ line mosaicism: Duchenne and Becker muscular dystrophy.
Clinical Genetics, 75, 465-472.

Hoffman, E. P., Brown, R. H. Jr., & Kunkel, L. M. (1987). Dystrophin: the protein
product of the Duchenne muscular dystrophy locus. Cell, 51, 919-928.

Koenig, M., Hoffman, E. P., Bertelson, C. J., Monaco, A. P., Feener, C., & Kunkel, L.
M. (1987). Complete cloning of the Duchenne muscular dystrophy (DMD) cDNA
and preliminary genomic organization of the DMD gene in normal and affected
individuals. Cell, 50, 509-517.

SPECIJALNA EDUKACIJA | REHABILITACIJA DANAS, 2019 141
ZBORNIK RADOVA / PROCEEDINGS



Lali¢, T., Vossen, R., Cofa, J., Schouten, J. P., Guc-Scekic, M., Radivojevic, D., ... den
Dunnen, J. (2005). Deletion and duplication screening in the DMD gene using
MLPA. European Journal of Human Genetics, 13, 1231-1234.

Leiden muscular dystrophy pages (2006). Markers in and around the dystrophin
gene. Retrieved from http:// www.dmd.nl

Maksi¢, J. (2018). Znacaj odredevinja statusa prenosioca kod Disenove i Bekerove
misicne distrofije u populaciji Srbije. Doktorska disertacija. Beograd: Univerzitet
u Beogradu, Medicinski fakultet.

MRC-Holland-Start Page (2019). MLPA protocols. Retrieved from https://www.mlpa.
com

Murugan, S. M. S., Arthi, C., Thilothammal, N., & Lakshmi, B. R. (2013). Carrier
detection in Duchenne muscular dystrophy using molecular methods. Indian
Journal of Medical Research, 137, 1102-1110.

Schouten, J. P., McElgunn, C. J., Waaijer, R., Zwijnenburg, D., Diepvens, F., & Pals,
G. (2002). Relative quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex
ligation-dependent probe amplification. Nucleic Acids Research, 30, e57.

Singh, R., Vijjaya, & Kabra, M. (2006). Multiplex PCR for rapid detection of exonal
deletions in patients of duchenne muscular dystrophy. Indian Journal of Clinical
Biochemistry, 21, 147-51.

Taylor, P. J., Maroulis, S., Mullan, G. L., Pedersen, R. L., Baumli, A., Elakis, G., ...
Buckley, M. F. (2007). Measurement of the clinical utility of a combined mutation
detection protocol in carriers of Duchenne and Becker muscular dystrophy.
Journal of Medical Genetics, 44, 368-372.

GENE DIAGNOSIS OF DUCHENNE AND BECKER MUSCULAR
DYSTROPHY AND CARRIER DETECTION

Jasmina Maksi¢?, lvana Novakovi¢®, Dragan Rapai¢?, Mirjana Mitrovice

“University of Belgrade - Faculty of Special Education and Rehabilitation,
Belgrade, Serbia
bUniversity of Belgrade — Faculty of Medicine, Institute of Human Genetics,
Belgrade, Serbia
cOphthalmology practice Mitrovi¢, Belgrade, Serbia

Duchenne and Becker muscular dystrophy (DMD and BMD) are progressive muscle
diseases that result from mutations in the dystrophin gene. The dystrophin gene (DMD gene,
Xp21.1) is 2.4MB in size and subject to changes the structure. Most common are intragenous
deletions (65-70%) of one or more exons, with specific distribution in the gene (exons 2-20
and exons 45-55) and duplication (5-15%), and the rest are small mutations - point mutations,
microinsertions, microdeletions, and splice-site mutations. It is estimated that 1/3 of DMD
patients have de novo mutation, while in 2/3 of cases the mother is a carrier. The gene
diagnosis of DMD/BMD can be made using direct or indirect molecular genetic analysis.
The polymerase chain reaction (PCR) method is a direct method that allows detection of
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about 98% of all deletions detected in the DMD gene. However, this method cannot detect
deletions outside the predilection regions of the gene, nor duplication, and is not useful in
the detection of female carriers. Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
enabled quantitative gene analysis and detection of deletions outside the predilection
regions of the gene as well as duplication, both in patients and in the female carrier of
mutations, and became a standard in DMD/BMD diagnosis. When these methods do not
find deletions and duplications in the dystrophin gene, in order to search for point mutations,
the test continues with the DNA sequencing method. However, due to the exceptional size
of the gene and the random arrangement of point mutations, the linkage analysis can be
applied first as an indirect diagnostic method. It involves monitoring the inheritance of risky
chromosomes in males and females in the family, by monitoring polymorphic DNA markers
within the DMD gene, or in its surroundings. Method limitations are the existence of non-
informative genotypes, recombination in the DMD gene, and it requires the analysis of more
family members. The precise diagnosis of affected men and the detection of women who are
carriers is important for giving adequate genetic advice and carrying out prenatal diagnosis.

Key words: dystrophinopathy, diagnosis of dystrophinopathy, carrier detection
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