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Analiza DNA w diagnostyce
dystrofii migsniowej Duchenne’a-Beckera

DNA analysis in diagnostics of the Duchenne-Becker muscular dystrophy

JANUSZ ZIMOWSKI

Z Zakladu Genetyki Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie

STRESZCZENIE. W artykule omowiono gene-
tyczne podlose dystrofii migsniowej Duchenne’a-
-Beckera. Przedstawiono sposob dziedziczenia tych
postaci dystrofii i role mutacji w ich genezie. Uka-
zano réwniez mozliwosci analizy genetycznej ro-
dzin z tq chorobq i przydatno$é badania prenatal-
nego. (red.)

SUMMARY. Geretic factors underlying the
Duchenne-Becker muscular dystrophy are over-
viewed. The way of inheriting these types of dystro-
phy, as well as the role of mutations in their origin,
are discussed. Moreover, possibilities of a genetic
analysis of families suffering from the disease, and
usefulness of prenatal examinations are shown (ed.).
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PODEOZE MCLEKULARNE

Dystrofia migéniowa Duchenne’a (DMD)
jest ciezkim, postepujacym, nieodwracalnym
zanikiem mie$ni dotykajacym chlopcéw. Po-
czatkowe objawy chorobowe obserwuje sig
u kilkuletnich dzieci. Sa to klopoty z wstawa-
niem, chodzeniem po schodach, bieganiem,
niekiedy towarzyszy im upoSledzenie umy-
stowe. Pacjenci przestaja chodzi¢ w wieku
8-12 lat, a $mier¢ wywolana niewydolnoscia
krazenia lub/i oddechowa nastepuje pod ko-
niec drugiej dekady zycia. Choroba wywoly-
wana jest mutacjg dziedziczona w sposéb re-
cesywny, sprzezony z plcia (2/3 przypadkow)
Inb mutacja nowopowstala (1/3 przypad-
kow). Czestosé zachorowan okreéla sie jako
1 na 3 500 zywo urodzonych chlopcodw. Zna-
na jest rzadsza, alleliczna postaé choroby na-
zwana dystrofia migSniowa Beckera (BMD),
objawiajaca si¢ fagodniejszym i wolniejszym
przebiegiem niz DMD. Niektorzy chorzy do-
tknieci BMD przez wiele lat zachowuja zdol-

no$¢ do samodzielnego chodzenia i dozywaja
sedziwego wieku [1].

Podlozem molekularnym obu postaci cho-
roby jest uszkodzenie genu dystrofiny. Ten
najwiekszy z dotychczas poznanych tudzkich
genow, dlugodai 2,5 min nukleotydow, polo-
zony jest na chromosomie X w cytogenetycz-
nym prazku p21. Skiada si¢ on z 79 egzondw,
ktérych laczna diugosdé wynosi 14 tysiecy nu-
kleotyd6w. Dotychczas poznano trzy tkanko-
wo specyficzne promotory poprzedzajace gen:
kory mézgowej (C), miesniowy (M) i ko-
morek Purkinjego (P) oraz cztery promotory
wewnatrzgenowe: siatkowki oka (R), central-
nego ukladu nerwowego (CNS), komodrek
Schwanna (S) i komoérek gleju (G) (rys. 1) [2].
Biatkowy produkt genu — dystrofina pehne;j
dhigosci o ciezarze czasteczkowym 427 kD
wystepuje we wszystkich wiéknach miesnio-
wych. Jest ona polaczona z kompleksem gli-
koprotein blonowych (dystrophin glicoprotein
complex, DGC) tworzac strukturalno-funk-
cjonalny pomost pomiedzy cytoszkieletem
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Rysunek 1. Schemat budowy genu dystrofiny, dojrzalego transkryptu oraz produktu translacji
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Rysunek 2. Schemat organizacji kompleksu DGC
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komérki a matriks zewnatrzkomoérkowa
(rys. 2) [3]. Immunochemiczne barwienie skra-
wkow widkien miesniowych ujawnia catkowi-
ty brak dystrofiny u chorych z DMD i znacz-
nie zmniejszona jej ilo$¢ u chorych z BMD.

Wykryte w genie dystrofiny mutacje to
w 60-65% przypadkow delecie, w 5-10%
duplikacje i w okolo 30% mutacje punkto-
we. Wystepuja one zaréwno w DMD, jak
i BMD. Dokladniejsza analiza zakresu dele-
cji wykazala, ze nawet podobne moga wy-
wolywaé ostra i lagodna posta¢ choroby.
Obserwacje te tlumaczy hipoteza Monaco,
ktéra mowi, ze mutacje naruszajace faze od-
czytu powoduja catkowity brak bialka (po-
jawienie sie kodonu stop za miejscem delecji
lub powstanie biatka o zupelnie zmienionej
sekwencji), za§ mutacje zachowujace faze
odczytu — powstanie uszkodzonego biatka
(ang. tfruncated), pozbawionego jedynie tej
czesci, ktéra odpowiada zakresowi delecii.
Uszkodzone biatlko moze nadal, przynaj-
mniej czeciowo, peli¢ swoja funkcje we
wioknie migsniowym. Hipoteza Monaco znaj-
duje potwierdzenie w 95% przypadkow [4].

Znanych jest szereg chor6b o podobnym
przebiegu klinicznym, wywolanych recesyw-
nymi mutacjami autosomalnych gendéw ko-
dujacych biatka kompleksu DGC. Sa to:
ostra dziecieca autosomalna recesywna dys-
trofia miesniowa (SCARMD), wrodzona
dystrofia mig§niowa (CMD) i dystrofia mig$-
niowa konczynowo-obreczowa (LGMD),
ktorych podlozem molekularnym jest uszko-
dzenie kompleksu DGC [5]. Postawienie jed-
noznacznej diagnozy, zwlaszcza u pacjentow
w wieku kilku lat lub starszych z lagodnym
przebiegiem choroby, nastrgcza wiele trud-
nosci. Moiekularna weryfikacja rozpoznania
jest mozliwa albo poprzez badanie bialka,
albo DNA genu. Materialem do immunoche-
micznego badania biatka musi by¢ wycinek
mieénia, na co nie wszyscy pacjenci wyrazaja
zgode, zad materialem do analizy DNA moze
by¢ kazda tkanka, np. latwo dostepna krew.
Analiza DNA moze rowniez stuzy¢ ustalaniu
nosicielstwa zmutowanego genu i diagno-
styce prenatalnej.

Jak wspomniano wyzej, w DMD/BMD
najczestszymi mutacjami sa delecje w genie
dystrofiny. Obejmuja one rdznej wielkoSci
fragmenty, od pojedynczych egzonéw do cale-
go genu. Stwierdzono, Ze rozklad ubytkoéw nie
jest losowy i grupuja sie one w dwéch ,,gora-
cych” miejscach, co utatwia ich poszukiwanie.
Wykrycie delecji jest jednoznacznym potwier-
dzeniem wczeSniejszego rozpoznania, za$ jej
niewykrycie nie zaprzecza wcze$niejszej dia-
gnozie. Sugeruje to mozliwo$¢ wystepowania
innego rodzaju uszkodzenia w genie dystrofi-
ny lub mozliwoé¢ mutacji w innym genie réw-
niez uszkadzajacej miesien. Poszukiwanie mu-
tacji punktowych w tak ogromnym genie,
jakim jest gen dystrofiny, cho¢ mozliwe, jest
niezwykle pracochlonne i stosowane rzadko,
stad potrzeba uzupehiajacych badan immu-
nochemicznych rozstrzygajacych w przypadku
braku delecji. Nie poszukuje sig delecji u ko-
biet — ewentualnych nosicielek, gdyz prawidto-
wy allel obecny na drugim chromosomie X
maskuje uszkodzona kopie genu. Na rys. 3
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Rysunek 3. Obraz elektroforezy produktow ampli-
fikacji 61 5 egzondw u 6 pacjentéw z DMD.
Liczby powyzej elektroforograméw oznaczaja nu-
mery probek DNA, liczby z boku — numery am-
plifikowanych egzondw
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zamieszczono przykladowy autoradiogram
po hybrydyzacji z sonda Cf56a i zastoso-
waniu enzymu Pstl oraz zdjecie z elektro-
foretycznego rozdzialu produktow reakcji
PCR-multiplex. Badanie wykonano dla gru-
py chorych z podejrzeniem DMD/BMD
wykrywajac roznej wielkodci delecje.

Poznana jest pelna sekwencja genu dy-
strofiny i jej rozdzial na poszczegdlne egzo-
ny. Umozliwia to, przy precyzyjnym okres-
leniu zakresu delecji, stwierdzenie, czy naru-
sza ona faze odczytu, czy zachowuje, a co
za tym idzie, daje mozliwosé przewidywania
z wysokim prawdopodobienstwem ostrosci
przebiegu choroby. Pamietaé jednak trzeba
o mozliwych wyjatkach, ktére maja miejsce
u 5% przypadkow.

ANALIZA PRZYPADKOW
RODZINNYCH

Za przypadek rodzinny wystapienia DMD/
/BMD nalezy uwazac¢ sytuacje, gdy kobieta
ma wiecej niz jednego chorego syna lub poza
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chorym synem miata chorego brata Iub kuzy-
na, ale tylko w rodzinie swojej matki. Po-
zostale kobiety w takiej rodzinie maja 50%
ryzyko przenoszenia uszkodzonego genu
dystrofiny. Analiza dziedzczenia poszcze-
goinych alleli tego genu z zastosowaniem
technik genetyki molekularnej (RFLP, dzie-
dziczenie sig sekwencji mikrosatelitarnych)
u wszystkich cztonkéw rodziny daje mozli-
wo§¢ okreslenia nosicielstwa z prawdopodo-
bienistwem bliskim 100% lub, w szczegdl-
nych przypadkach, z calkowita pewnoscia.
W celu okreslenia nosicielstwa uszkodzo-
nego genu u siostry chorego konieczne jest
dysponowanie DNA zainteresowanej, jej
matki, ojca i chorego brata, o ile jest to mo-
zliwe réwniez zdrowego brata (w celu wy-
kluczenia mozliwej rekombinacji). W celu
okreSlenia nosicielstwa zmutowanej kopii
genu u siostry matki chorego konieczne jest
dysponowanie DNA rodzicow obu kobiet
i chorego chlopca. Niepotrzebne jest DNA
obu mezow zainteresowanych kobiet. Istnie-
ja przypadki calkowitej pewnoéci dziedz-
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Rysunek 4. Przykladowa analiza dziedziczenia alleli genu dystrofiny w rodzinie dotknigtej DMD
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czenia wykrytej w rodzinie delecji (nieprze-
kazywanie corce przez matke posiadanego
miejsca restrykcyjnego, tj. przekazywanie
delecji) lub pewnego wykluczenia nosiciel-
stwa (heterozygotycznos¢ w miejscu delecji
wykrytej u chorego). Schemat analizy spo-
sobu dziedziczenia si¢ dystrofii migsniowej
Duchenne’a w trzypokoleniowej rodznie
przedstawiono na rys. 4.

Wystapienie pojedynczego przypadku
DMD/BMD w rodzinie nie oznacza jego
izolowanego pojawienia sig, gdyz jedynie
1/3 wszystkich zachorowan to przypadki
wywolane nowopowstala mutacja, a wiele
kobiet nosicielek nie rodz nastgpnego cho-
rego syna i przekazuje mutacje corce.
W przypadku posiadania przez kobiete jed-
nego chorego syna i co najmniej jednego
zdrowego, gdy obaj dziedzicza ten sam aliel
(scharakteryzowany miejscami restrykcyjny-
mi i sekwencjami mikrosatelitarnymi) moz-
na uwazaé, ze mutacja wywolujaca chorobe
zaszla jedynie u chorego chlopca i kobieta
nie jest nosicielka. Istnieje jednak niewielka
grupa kobiet, ktore somatycznie nie sa nosi-
cielkami, lecz w linii komérek rozrodczych
posiadaja klon niosacy mutacje. Stwier-
dzenie przypadku mozaicyzmu germinal-
nego ma miegjsce niestety jedynie w przy-
padku urodzenia kolejnego chorego syna
whrew przewidywaniom opartym na anali-
zie DNA. Wykluczenie nosicielstwa zmuto-
wanego allelu u matki jednegoe chorego
chiopca noze by¢ obarczone wspomnianym
bledem. Badaniem uzupelniajacym, nie da-
jacym pewnodci, jest oznaczenie pozicmu
aktywnosci kinazy kreatyny (CK) w krwi
pacjentki. U wigkszosci kobiet nosicielek
mutacji obserwuje sie podwyZszony poziom
tego enzymu.

DIAGNOSTYKA PRENATALNA

Analiza DNA shizy rowniez diagnostyce
prenatalnej. Zastosowanie reakcjii PCR
umozliwia w przeciagu kilku godzin ustale-
nie plci ptodu. Stosuje si¢ w tym celu amp-
lifikacje fragmentu genu amelogeniny znaj-
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Rysunek 5. Obraz elektiroforezy produktéw amplifi-
kaciji fragmentéw genu amelogeniny

dujacego si¢ w chromosomie X, ktérego de-
fektywna kopia obecna jest w chromoso-
mie Y. Namnozone fragmenty pochodzace
z prawidlowej (chr.X) i defektywnej
(chr. Y) kopii genu sa odpowiednio wielko-
Sci 500 pz i 350 pz. Obecno$é obu produk-
tow wskazuje ple¢ meska i jest sygnalem do
dalszych badan (rys. 5). Poszukuje sie wtedy
w DNA plodu wykrytej wezesniej delecji
w genie dystrofiny (rys. 6), jej stwierdzenie
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Rysunek 6. Obraz elekiroforezy produktéw PCR
fragmentu genu dystrofiny z obszaru delecji. Analiza
wykonana z uzyciem DNA zdrowego mezezyzny (Kp,
kontrola pozytywna), chorego czlonka rodziny (Ch),
plodu (Tr) 1 bez DNA (Kn, kontrola negatywna)
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oznacza prenatalna diagnoze¢ DMD/BMD.
Poniewaz w okolo 40% przypadkow w ge-
nie dystrofiny nie wykrywa sie delecji, po-
zostaje technika analizy dziedziczenia sig
miejsc restrykcyjnych (RFLP) lub wysoko-
zmiennych sekwencji mikrosatelitarnych
shuzaca wustalenin, ktéry z dwoéch mat-
czynych alleli odziedziczyt pléd. Tak jak
w przypadku wykrycia delecji, stwierdzenie
odziedziczenia tego samego allelu przez cho-
rego chiopca i ptéd oznacza przedurodze-
niowe rozpoznanie DMD/BMD. Zaréwno
poszukiwanie delecji, jak i analiza RFLP sg
czasochlonne. Wskazane jest wczeSniejsze
zgtaszanie si¢ rodzin w celu wykonania mo-
lekularnej weryfikacji diagnozy klinicznej,
ustalenia ewentualnych nosicielek i przygo-
towania si¢ do diagnozy prenatalnej.

Janusz Zimowski
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