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DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA DYSTROFII MIESNIOWEJ
DUCHENNEA/BECKERA

WSTEP

Analiza DNA pacjentéw i ich rodzin umozliwia obecnie dla wielu przypadkoéw
petng diagnostyke choroby genetycznej. Liczbe monogenowych choréb genety-
cznych cztowieka szacuje sie na ponad 3000 i dla wielu z nich jest znane tylko
zaburzenie na poziomie biochemicznym. Juz w 1861 i 1868 roku Duchenne
opisat po raz pierwszy chorobe, nazwang pézniej dystrofig miesniowg Duchen-
ne’a. Pierwsze doniesienia o chorobie byly, jak na 6wczesne lata, bardzo nowo-
czesne — zawieraly dokiadne opisy kliniczne uzupetnione wynikami badan
z zakresu fizjologii i histologii miesni (Duciienne 1861, 1868, Gowers 1879).

Rozwdj nowych technik badawczych w ostatnich latach umozliwit blizsze
poznanie molekularnego podtoza dystrofii. W 1986 roku zlokalizowano w prazku
Xp21 w chromosomie X gen wywotujacy dystrofie (gen DMD)*.

Od tej pory rozwdj wydarzen potoczyt sie w btyskawicznym tempie. W okresie
krotszym niz rok wyizolowano gen (Monaco i Kunketl 1988, Koenig i wspétaut.
1987), poznano strukture cDNA i wykryto biatkowy produkt genu, ktéry nazwa-
no dystrofing (Hoffman iwspétaut. 1987, 1988). Technika elektroforezy
w zmiennym polu wykazano, ze gen DMD zawiera 2,5 miliona par zasad (2,5
Mbp), co stanowi ponad 1% DNA chromosomu X (0,001 genomu cztowieka) (DEN
Dunnen i wspOtaut. 1987, 1989). Liczba eksonéw genu DMD nie jest doktadnie
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*Wykaz stosowanych skrétéw: CK — kinaza kreatynowa (E.C. 2.7.3.2), BMD — dystrofig migSniowa typu
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znana, ale przyjmuje sie, zejest ich ponad 78. Eksony sa przedzielone intronami
0 Sredniej wielkosci 35 kb (Koenig i wspdtaut. 1987, van Ommen i wspotaut.
1987). cDNA dystrofiny jest stosunkowo maty, ztozony z 13 973 nukleotydéw,
z czego pierwsze 11 336 nukleotyddéw koduje biatko, a reszta stanowi region nie
ulegajacy translacji (Koenig i wspétaut. 1988, 1989).

Dystrofina kodowana przez gen DMDjest duzym biatkiem, o masie 427 kDa
zbudowanym z 3685 aminokwasow i jest biatkiem mocno konserwatywnym,
szczegolnie na koncu karboksylowym. Na przekrojach podtuznych i poprze-
cznych preparatéow mikroskopowych wiékien miesniowych zaobserwowano, ze
dystrofinawystepuje w sarkolemmie, w postaci cienkiej, nieprzerwanej warstwy.

Dystrofie miesniowe sg zaliczane do najczestszych choréb genetycznych.
W oparciu o dane kliniczne i genetyczne wyodrebniono dystrofie sprzezone
z chromosomem X (DMD, dystrofia Duchenne’a, BMD, dystrofia Beckera oraz
dystrofia Emery-Dreifuss’a), dystrofie dziedziczone jako autosomalne cechy
recesywne (np. dystrofia obreczowo-konczynowa) i jako autosomalne cechy
dominujace (np. dystrofia twarzowo-topatkowo-ramieniowa i dystrofia miotoni-
€zNa) (Hausmanowa-Petrusewicz 1992, Zaremba 1992). DMD jest chorobag letal-
na, wystepujaca z czestoscig 1/3500 noworodkow pici meskiej (Emery 1991)
1w 1/3 przypadkoéw jest nastepstwem nowych, sporadycznych mutacji (Moser
1984). BMD wystepuje z okoto 10-krotnie mniejsza czestosciga. Jako mutacje
najczesciej wystepujace w locus DMD/BMD stwierdzono delecje; stanowig one
60%-65% wszystkich mutacji (Koenig i wspétaut. 1987, den Dunnen i wspotaut.
1987, Forrest i wspOtaut. 1987, Darras i wspétaut. 1988, Gitlard i wspoétaut.
1989) i czesto obejmuja duze fragmenty genu. Duplikacje w locus DMD/BMD
wykazano u okoto 5% pacjentow; obejmujg one zaréwno sekwencje wewnatrz-
genowe, jak i potozone w bezposrednim sasiedztwie genu. Pozostate mutacje
(okoto 30%) to prawdopodobnie mutacje punktowe. Zaréwno delecje, jak
i duplikacje oraz mutacje punktowe prowadzg do zmian w strukturze dystrofiny
i w rezultacie do zaburzen funkcji tego biatka.

Wspotczesna diagnostyka choréb nerwowo-miesniowych powinna uwzgledniaé
wyniki badan klinicznych, biochemicznych i molekularnych. W wielu krajach
u chorych z klinicznymi objawami dystrofii Duchenne’a lub Beckera i wyka-
zujacych podwyzszong aktywnosé kinazy kreatynowej wykonuje siejuz rutyno-
wo badania molekularne. W naszym kraj u badania molekularne sg wykonywane
w Zaktadzie Genetyki Cztowieka PAN (Poznan), Instytucie Psychiatrii i Neurologii
(Warszawa) i Centrum Zdrowia Dziecka (Warszawa). Materiatem do badan moze
by¢ genomowy DNAwyizolowany z krwi obwodowej, z fibroblastow lub kosmkow
tozyska, a w przypadku diagnostyki prenatalnej z fibroblastéw ptodu. Podsta-
wowag metodg badawczg zmian strukturalnych genu dystrofiny byta do niedawna
hybrydyzacja genomowego DNA pacjentéw z radioaktywnymi sondami moleku-
larnymi. Nowszga metoda wykrywania delecji jest amplifikacja in vitro (PCR)
eksonow genu DMD. Reakcja PCR zrewolucjonizowata diagnostyke DMD i wielu
choréb, unozliwiajac znacznie szybsze przeprowadzenie analizy i uzyskanie
wyniku bez koniecznosci stosowania radioizotopow.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki wdrozenia diagnostyki molekular-
nej DMD, poznania czestosci delecji i regionéw najbardziej podatnych na delecje
u badanych chorych oraz analizy transkryptéw genu DMD.
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MATERIAL | METODY

Materiatem do badan byly DNA i RNA wyizolowane z limfocytéw krwi obwo-
dowej pacjentow kierowanych do Zaktadu Genetyki Cztowieka z Kliniki Neuro-
logii Rozwojowej Akademii Medycznej w Poznaniu, Wojewddzkiej Poradni Neu-
rologii Dzieciecej w Olsztynie i Kliniki Neurologii Akademii Medycznej w Katowi-
cach. Ponadto 20 préb DNA otrzymano z Instytutu Psychiatrii i Neurologii
w Warszawie. Ogotem wykonano badania u 60 choiych. DNA izolowano z 10 ml
krwi obwodowej metodg Mittera (1988).

Primerami w reakcjach PCR typu multiplex i w cDNA-PCR byly syntetyczne
oligonukleotydy, ktérych sekwencje przedstawiono w pracy Nieman-Seyde i WSp6t-
autoréow (1992). DNA kazdego z pacjentéw poddawano reakcji tancuchowej polime-
ryzacji w miejscach szczeg6lnie tamliwych (1987). W jednej reakcji stosowano
jednoczesnie kilka par primeréw. Sekwencje amplifikowano w 50 Jil mieszaniny
zawierajacej 0,1-0,5pg DNA, 200 pM dNTP, 1 x w buforze firmy Amersham,
125 pmoli kazdego z primeréw. Na prébki nawarstwiano 30 pl oleju parafinowego.
Po denaturacji DNA przez 7 min w 95°C dodawano do kazdej z préb 2,5 jedn.
polimerazy (zfirmy, z ktérej pochodzit bufor) i przeprowadzano 30-35 cykli reakgji.
Produkty PCR badano metodg elektroforezy w 1,5% zelach agarozowych.

Sekwencje regionéw pERT87-15 i pERT87-8, wykazujacych naturalny poli-
morfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych, amplifikowano w trzech reakcjach
PCR. Mieszanina reakcyjna (50 pl) zawierata 0,5 pg DNA, 200 pM dNTP, 10%
DMSO, 1x w buforze firmy Amersham i 30 pmoli kazdego z primeréw: Xmnl —
Pl, P2, BamHI — PI, P2 i Tagi — PI, P2. Po amplifikacji 1/10 objetosci
mieszaniny reakcyjnej sprawdzano metoda elektroforezy w 1,8% zelach agaro-
zowych. Nastepnie produkty poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi.
Do trawienia pobierano 8 pl mieszaniny reakcyjnej po amplifikacji, 8 pl H20,
2 pl buforu do trawienia oraz od 5-10 jednostek enzymu restrykcyjnego.

Sekwencje minisatelitarne locus DXS52 amplifikowano w 50 pl mieszaniny
reakcyjnej zawierajgcej 0,5 pg DNA, 200 pM dNTP, 30 pM primera DXS52F,
30 pM primera DXS52R, 1 x w buforze firmy Amersham. Produkty PCR
rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym.

RNA izolowano metoda Chomczynskiego i Sacchlego (1987) z wiasnymi
modyfikacjami. Do syntezy cDNA na matrycy catkowitego FINA limfocytow
pobierano 5-20 pg catkowitego, komérkowego 1RNAi 200 ng primera specyficz-
nego dla genu DMD (Roberts i wspotaut. 1990).

WYNIKI

Badanie DNA wykonano tgcznie dla 60 oséb, w tym 26 rodzin. DNA probanda
byt dostepny do badan w 58 przypadkach DMD i w 2 przypadkach BMD. Dla 20
pacjentow uzyskano informacje o rozmiarach delecji okreslonych technika
Southern blotting w Instytucie Psychiatrii i Neurologii w Warszawie. W tabeli 1
przedstawiono informacje o chorych kierowanych na badania.
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Tabela 1

Informacje o pacjentach skierowanych na badania DNA do Zaktadu Genetyki Cztowieka PAN

Nr DNA
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038

P.A.
J.A.
S.R
K.P.

M.B.

K.K.
Z.K.
S.K.
B.P

B.W.
B.M.
N.M.
D.G.

H.R
K.J.
M.P.

M.B.

P.A.
RJ.
S.M.
Z.M.
Z.G.
D.J.

D.G.

J.M.

G.D.

B.A.
D.K.
H.S.
K.G.
K.L.

M.G.

M.L.
P.M.
S.A.
U.R
.M

B.D.

Inicjaty

Rok urodzenia
NU
NU
NU
NU
1985
1985
1983
1982
1977
1978
1979
1986
NU
NU
NU
NU
NU
NU
NU
NU
NU
NU
1977
1976
1975
1980
NU
NU
NU
NU
NU
NU
NU
NU
NU
NU
1079
1973

Osrodek
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Poznan
Poznan
Poznan
Poznan
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Warszawa
Olsztyn
Olsztyn

Rozpoznanie
NU
NU
NU
NU
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
DMD
NU
NU
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Tabela 1 (cigg dalszy)

Nr DNA Iniciaty Rok urodzenia Osrodek Rozpoznanie
1039 L.M. 1977 Olsztyn NU
1040 W.L. 1981 Olsztyn NU
1041 G.M. 1979 Poznan DMD
1042 K.P. 1981 Poznan DMD
1043 S.M. 1985 Poznan DMD
1044 K.G. NU Poznan DMD
1045 J.R NU Katowice DMD
1046 D.P. NU Poznan DMD
1047 D.M. NU Poznan DMD
1048 G.L. 1979 Katowice DMD
1049 D.M. 1979 Katowice DMD
1050 S.P. 1985 Katowice DMD
1051 w.J. 1985 Olsztyn DMD
1051 L.G. 1984 Olsztyn DMD
1053 B.P. 1984 Katowice DMD
1054 K.R. 1986 Katowice DMD
1055 P.L. 1985 Poznan DMD
1056 S.M. 1986 Katowice DMD
1058 Z.G. 1987 Katowice DMD
1059 B.M. 1988 Katowice DMD
1060 S.W. 1949 Poznan FSH
1061 K.P. 1988 Poznan DMD

Nu — informacji o pacjencie nie udzielono; DMD — dystrofia miesniowa Duchenne’a; FSM — dystrofia

twarzowo-lopatkowo-ramieniowa.

Reakcje PCR typu multiplex wykonano u 60 chorych, przy czym
w 7 przypadkach analiza obejmowata réwniez rodziny chorych. W rutynowej
analizie DNA pacjentoéw zastosowano 20 par primeréw. Na rycinach od 1-3
przedstawiono warianty wykonywanych reakcji multiplex PCR. Zastosowanie
reakcji multiplex w badaniach przesiewowych (screening) genu DMD wykazato
wystepowanie mutacji w 22 z 40 (55%) przypadkow, skierowanych przez oddziaty
i diniki neurologiczne. W reakcji PCR stosowano we wszystkich badanych DNA
20 par primerow obejmujgcych sekwencje kodujace oraz flankujace nukleotydy
intronéw. W dwoéch przypadkach, dla eksonéw 52 i 60 produkty PCR stanowity
wytacznie sekwencje kodujgce. Na iycinie 3 przedstawiono przyktady delecji
wystepujacych w badanej grupie pacjentéw. W tabeli 2 przedstawiono wyniki
molekularnej analizy genu DMD. W tabeli 3 zebrano wszystkie 42 delecje
i odniesiono je do cDNA dystrofiny.

U 18 z 40 przypadkéw skierowanych do Zaktadu Genetyki Cztowieka PAN
delecji nie zaobserwowano. Po przebadaniu 60 przypadkéw okazato sie, ze 36
delecji wystapito w regionie 5’ genu, a 5w regionie 3'. Nie wykazano delecji, ktore
obejmowatyby caty gen dystrofiny, natomiastw 28 przypadkach delecje obejmo-
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Ryc. 1. Reakcja multiplex
PCR dla 20 eksonéw genu
DMD.

Reakcje wykonywano w 1992
roku zastepujac rozdziat w zelu
poliakrylamidowym rozdziatem
w 1,5% zelu agarozowym o wy-
miarach 10 x 10 cm. Na zel na-
ktadano 1/5 produktu PCR Tor
1 — produkty PCR zawierajace
promotor (535 pz) i eksony 49
(439 pz), 12 (331 pz), 52 (113p2);
tor 2 — produkty PCR zawiera-
jace eksony: 4 (196 pz), 60
(139pz); tor 3 — produkty PCR
zawierajace eksony: 48 (506 pz),
50 (271 pz). 6 (202 pz), 46
(140pz); tor 4 — produkty PCR
zawierajace eksony: 45 (547 pz),
17 (416 pz), 43 (357 pz); tor 5 —
produkty PCR zawierajace eks-
ony: 19 (459 pz), 51 (388 pz), 13
(238 pz), 47 (181 pz); tor 6 —
produkty PCR zawierajace
eksony: 3 (410 pz), 8 (360 pz),
44 (268 pz); tor 7 — marker
wielkosci — KBL (GIBCO).

waty wiecej niz 1 ekson. Bardzo czesto delecje rozpoczynaty sie miedzy eksonem
44 a 45 (33%). Tylko w jednym przypadku stwierdzono delecje eksonu 60. Nie
wykazano delecji promotoragenu dystrofiny. U pacjentéw z delecjami najczesciej
dochodzito do usuniecia eksonéw 45-50 (30%).

Stosujgc 20 par primeréw ustalono doktadne granice delecji dla 25 z 42
przypadkow z delecjami (60%). Wiaczenie do badan dodatkowej paiy primeréw
dla eksonu 46 pozwolito na okreslenie miejsca peknie¢ nici DNA u 13 chorych
z DMD.

W jednej rodzinie zaobserwowano aberracyjny fragment restrykcyjny stosu-
jac blotting Southerna i hybrydyzacje z sondg cDNA. Aberracyjny prazek wyste-
powat u chorego dziecka i jednej z jego siéstr. Druga siostra odziedziczyta
prawidtowe fragmenty DNA od obydwu rodzicow. Wyniki autoradiografii przed-
stawiono na rycinie 4.
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Ryc. 2. Reakcja multiplex PCR dla
17 eksonéw w dwoch mieszani-
nach reakcyjnych.

Reakcje wykonywano w 1993 roku. 1/5
mieszaniny reakcyjnej naktadano naze-
le zawierajgce mieszanine agarozy 1
hydroksyetylocelulozy (0,8% agaroza,
1% HEC), o wymiarach 10 x 10 cm.
Rozdziat prowadzono w buforze TBE. Tor
1— kontrolny DNA; tor 2— DNA pacjen-
ta 1057; tor 3— kontrolny DNA; tor 4 —
DNA pacjenta 1058; tor 5 — marker
wielkosci KBL (GIBCO).

W 25 z 42 przypadkéw z delecjami analiza multiplex PCR pozwolita na
doktadne oznaczenie eksonoéw, ktore uleglty delecji i jednoczesne okreslenie
powstatych w ten sposéb aberracyjnych cDNA. Wyniki przedstawiono w tabeli
2. Poznanie miejsc ztaman DNA byto przydatne rowniez do okreslenia nosiciel-
stwa wykonywanego pozniej na podstawie badan RNA, gdyz umozliwito doboér
primerow zaréwno do syntezy cDNA, jak i dalszych reakcji PCR. Na doktadne
okreslenie delecji wptyneto réwniez wigczenie do analizy oznaczania eksonu 46.

Z 25 przypadkow, dla ktorych oznaczono rozmiar delecji 21 (86%) byto zgodne
z hipoteza Monaco dotyczaca przesuniecia ramy odczytu w DMD. Z kolei dla 10
przypadkéw mozliwe byto poznanie tylko jednego z koncéw delecji, przy czym te
wszystkie przypadki obejmowaly okreslenie 5' konca delecji. W 27 przypadkach
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Ryc. 3. Wykrywanie delecji genu DMD u pacjentéw z dystrofig miesniowa.

Reakcje wykonywano dla 5 eksonéw: 45 (547 pz), 19 (459 pz), 17 (416 pz). 8 (360 pz), 44 (268 pz).
Naktadano 1/5 produktu PCRi rozdzielanow 1,5% zelu agarozowym 10x 10 cmw buforze TBE przy
napieciu 70 V. Tor 1— DNA pacjenta 1001; tor 2— DNA pacjenta 1002; tor 3— DNA pacjenta 1005
(delecja eksonu 17); tor 4 — DNA pacjenta 1006 (delecja eksonéw 44 i 45); tor 5 — DNA pacjenta
1007 (delecja eksonu 45); tor 6 — DNA pacjenta 1009; tor 7 — DNA pacjenta 1008 (delecja eksonu
45); tor 8 — kontrola pozytywna; tor 9 — kontrola negatywna; tor 10 — marker wielkosci KBL
(GIBCO).

okreslono 5 i 3’ koniec delecji. Po uwzglednieniu przypadkéw, dla ktorych
poznano obydwa konce delecji lub jeden z koncow, pozostato jeszcze 5 przypad-
kow o nie ustalonych miejscach poczatku i konca delecji.

Analize transkryptéw genu DMD wykonano u 8 chorych. Ze wzgledu na
ograniczenia materiatowe i na ztozonos¢ metod badania byty ograniczone dla
regionu obejmujgcego eksony 43-55. Rycina 5 przedstawia analize transkryptu
genu DMD, wskazujaca na powstanie mutacji de novo.

Nosicielstwo nieprawidtowego allelu w grupie rodzin, w ktérych wykazano
delecje w genie DMD okreslano stosujac reakcje PCR-RFLP. W pierwszym etapie
amplifikowano polimorficzny region pERT genu DMD, po czym produkty PCR
trawiono enzymem restrykcyjnym, rozpoznajgcym polimorfizm alleli. Produkty
PCR z regionu pERT 87-8 trawiono restryktaza Tagi, z regionu pERT 87-15
restryktazg Xmnl lub BamHI (ryc. 6). Okreslenie nosicielstwa przeprowadzono
dla 7 rodzin. W 5 przypadkach wykazano, ze siostry chorych sg nosicielkami
nieprawidtowego genu. U jednej z analizowanych rodzin (5 os6b) wykazano,
ze obydwie siostry odziedziczyly zmutowany allel. Wielko$¢ analizowanych pro-
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Tabela 2

Minimalna wielko$¢ delecji genu DMD u pacjentéw skierowanych na badania
DNA w Zaktadzie Genetyki Cztowieka PAN

Primery wg Chamberlaina (litery) Primery wg Beggsa (liczby) Rozpoznanie

PCR
Eksony

1001
1002
1003
1004
1009
1010
1011
1012
1014
1025
1038
1041
1043
1049
1051
1052
1053
1056
1057
1058

1023
1024
1037
1005
1027
1008
1013
1018
1046
1055
1054
1048
1026

e

+ A 4+ + »

+

|
4

L

+

3
6

A
8

G 4 B

12 13 17 19 43 44 45

Delecji

+m

+

+

+

+

cC 5 D

nie wykryto

+

+

+

+

eksonu

+

E

+

+

11
46

6 F 7 8 H 9 10
47 48 49 50 51 52 60

+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + f + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
+ + + + + + 4
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Tabela 2 (ciag dalszy)
Minimalna wielko$¢ dclecji genu DMD u pacjentéw skierowanych na badania
DNA w Zakladzie Genetyki Cztowieka PAN

Primery wg Chamberlaina (litery) Primery wg Beggsa (liczby) Rozpoznanie

PCR 1 2 1 3 AG 4 B C 5 D E 116 F 7 8 H 9 10

Eksony P 3 4 6 8 12 13 17 19 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 60
Delecja dwéchi eksonéw

1019 + 4 o+ o+ o+ + + + 4+ + 4+ 4+ + - - 4 4 4 a4 4 DMD

1021 4 + + + + + + + + + + + + 4 4 - - 4 4 4 DMD

1033 + + + + + + + + + + .o+ + 4 4 - - 4 4 4 DMD
Delecja trzech eksonéw

BMD1 + + + + + + + + + + + - - - 4 4 4 4 4 4 BMD

BMD1 + + + + + + + + + + + - - - 4 4 4 4 4 4 BMD

1028 + + 4 + + + + + + + + + + 4 - - 4 4 4 DMD

1032 + 4 + + + + + + + + + + + 4 4 4 4 DMD
Delecja czterech eksonéw

1015 + + + + + + + + + + + - - - 4 4 4 4 4 DMD

1029 + + + + + + + + + + + - - - 4 4 4 4 4 DMD

1040 + + 4 + + + + + + + + + - - 4 4 4 4

1020 + + + + + + + + + + + + + - 4 4 + DMD

1016 + + + + + + + + + + + + + 4 4 - - - 4 DMD

1030 + + + + + + + + + 4+ + 4+ 4+ 4 4 - - - - 4 DMD

1031 + + + + + + + + + + + + 4 4 4 - - - - 4 DMD

1034 + + 4+ + + + + + + + + 4 a4 4 a4 - - - - 4 DMD
Delecja pieciu eksondw

1006 + + + 4+ 4+ + + + + 4+ - _ - - 4 4 4 4 a4 DMD

1042 + + + + + + o+ + + + + a4 - - - - 4 4 4 DMD

1036 + + + 4+ 4+ + + 4+ + + + 4 a4 a4 = = - - 4 DMD
Delecja szesSciu eksonéw

1007 + 4+ + + + + + o+ o+ o+ o+ - 4 4 4 DMD

1047 + + + + + + 4+ + o+ o+ o+ - - - - 4 a4 4 DMD

1022 + + 4 + + 4+ + 4+ 4+ o+ + g4 - - - - - a4 a4 DM

1050 + + + + + + + + + + + 4 4 4 DMD
Delecja siedmiu eksonow

1044 + 4 + 4+ + + + + + + + 4 4 DMD
Delecja osSmiui eksonéw

1039 + + + a4 4 4 4 4 4 4 4 4

1045 + 4 + 4+ 4+ 4+ o+ o+ 4 DMD

1017 + 4 + + + + + a4 - DMD

Delecjg dziew
1035 + + + + + + + 4

N

+ + 4+ o+
i eciu eksondéw
.

+ =

4« DMD
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Ryc. 4. Aberracyjny fragment DNA wystepu-
jacy w rodzinie z DMD .

Genomowy DNA pacjenta i dwéchjego siostr trawio-
no enzymem restrykcyjnym Hindlll, rozdzielano ele-
ktroforetycznie i hybrydyzowano wedtug Southema
z sondag cDNAIII (4-5a). Tor 1— siostra 1 pacjenta;
tor 2 — siostra 2 pacjenta; tor 3 — pacjent z DMD.
Z potaczonych obliczen wartosci dla kinazy kreaty-
nowej i potozenia prazkéw hybrydyzacyjnych obli-
czono ryzyko wystgpienia DMD w badanej rodzinie,
stosujac program statystyczny ,Linkage”. Zaktada-
jac, ze u matki wystagpita mutacja de novo ryzyko
wystgpienia nosicielstwa DMD u siostry 1 wynosi
0,9%, a u siostry 2 — 86%. Zakladajac, ze ta
mutacja jest przypadkiem rodzinnym, dla siostry 1
ryzyko nosicielstwawynosi 1, a u siostry 2 — 99% .
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Tabela 3

Rozktad delecji genu DMD u pacjentéw
skierowanych na badaniat) NA
w Zaktadzie Genetyki Cztowieka PAN

Delecja eksonu

Nie wykryto

B8 &8 &RR »

Liczba przypadkéw
20

P R NNNNRRRROORRRPRN

[EY

[

R R P R R R PR
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Ryc. 5. Mutacja de novo wykryta u pa-
cjenta z dystrofig miesniowg Duchenne’a.

Synteze cDNA wykonana na matrycy catkowite-
go mRNA z limfocytéw krwi obwodowej. Odwrot-
na transkrypcje przeprowadzono dla regionu 3’
genu DMD. W pierwszej rundzie PCR stosowano
primery dla ekson6éw 43 i 55, aw drugiej rundzie
dla eksonéw 44 i 51. Prawidtowa wielkos¢ frag-
mentu transkryptu DNA wynosi 959 zasad.
Fragment prawidtowy wystepowat w prébie kon-
trolnej (tor 2), u matki pacjeta (tor 3) i ojca
pacjeta (tor 4). U pacjeta (1028) wystepowat
prazekwielkosci 562 pz z delecjg eksonéw 48-50
(tor 5). Tor 1, marker wielko$ci — KBL (GIBCO).

duktéw PCR, wielkos¢ fragmentéw uzyskanych po dziataniu enzymem restry-
kcyjnym oraz genotypy badanych oséb przedstawiono w tabeli 4. Z tabeli
wynika, ze najbardziej informatywne bylo stosowanie polimorfizmu Tag | w
regionie pERT 87.-8, dlatego obecnie ustalanie nosicielstwa rozpoczyna sie od
tego regionu. Na 7 ocenianych rodzin 6 informatywnych wynikéw uzyskano
poprzez analize regionu pERT 87.-8. Przy ustalaniu nosicielstwa mozna réwniez
korzystac¢ z analizy technika Southerna. Przyktad takiej analizy przedstawiono
w czesci dotyczacej aberracyjnego fragmentu genu DMD. Technika uzupetniajaca
ustalanie nosicielstwamoze by¢ analizaminisatelitarnych regionéw chromosomu
X. Wyniki analizy locus DXS52 przedstawiono w tabeli 4 i na rycinie 7.
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Tabela 4

Analiza regionu pERT genu DMD 1locus DXS52 w rodzinach z dystrofig miesniowg Duchenne’a

Lp.

Nr rodziny

1006

1006.1
1006.2
1006.3
1007

1007.1
1007.2
1007.3
1008

1008.1
1008.2
1008.3
1008.4
1037

1037.1
1037.2
1037.3
1044

1044.1
1044.2
1044.3
1044.4
1045

1045.1
1045.2
1045.3
1055

1055.1
1055.2
1055.3
1055.4

BamHI

prod. 226 pz

allel 1: 216/10 pz
allel 2:
166/50/10 pz

ni.

ni.

Ss ™"

nd

nd

nd.

Analiza pERT
Xmnl

prod. 740 pz

allel - 730/10 pz
allel 2:
520/210/10 pz

2
1
22
2
ni.

ni.

aSN"Y "

R

Analiza VNTR
Tagi DXS52

prod. 155pz
2 2 149710 200.3000 pz
74/71/10 pz

ni.

2 3

1 1

12 2/3

2 w2

1 1

1 2

w 13

12 iV

2 12

1

2

12

w2

1

2

w

12

2

nd

NSSNN
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Ryc. 6. Wykrywanie nosicielstwa DMD z wykorzystaniem naturalnego polimorfizmu re-
gionu pERT 87.15-BamHI .

DNA pacjentoéw i ich rodzin poddano amplifikacji obejmujacej fragment regionu pERT genu DMD.
Warunki reakcji podano w rozdziale Materiab i metody. Produkty PCR trawiono restiyktaza BamHI
i rozdzielano w 6% zelu PAA. Zdjecie gérne —produkt PCR regionu pERT 87.15 o wielkosci 216 pz
po trawieniu enzymem BamHI. Tor 1-4 — rodzina pacjenta 1006w kolejnosci: pacjent, ojciec, matka
i siostra; tory 5-8 — rodzina pacjenta 1007 w kolejnosci: pacjent, ojciec, matka i siostra; tory 9-13
— rodzina pacjenta 1008 w kolejnosci: pacjent, ojciec, matka, siostra 1i siostra 2; tor 14 — marker
wielkosci — KBL. Zdjecie dolne — produkt PCR regionu pERT 87.15 o wielkosci 216, 166 i 50 pz po
trawieniu enzymem BamHI. Tory 3-6 — rodzina pacjenta 1037 w kolejnosci: pacjent, ojciec, matka
i siostra; tor 7— kontrola (DNAz placenty); tor 8— kontrola negatywna; tor 9— kontrola nie trawiona
(DNA z placenty); tor 10 — marker wielkosci — KBL (GIBCO); tory 1, 2, 11-14 wolne.

DYSKUSJA

Opracowanie reakcji PCR i jej szybkie rozpowszechnienie sie w diagnostyce
znalazto swoje odbicie przede wszystkim w badaniach genu DMD. Wprowadzenie
tej reakcji znacznie skrécito czas wykonywania analizy i jednoczesnie skionito
wiele osrodkéw do wprowadzenia nowych wersji reakcji PCR opartych o jedno-
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Ryc. 7. Wykrywanie nosicielstwa DMD. z wykorzystaniem sekwencji minisatelitarnej lo-
cus DXS52.

DNA pacjentéw t ich rodzin poddano amplitikacji obejmujacej region minisatelitarny DXS52.

Warunki reakcji podano w rozdziale Materialy i metody. Produkty PCR rozdzielano w 1,5% zelu

agarozowym. Tor 1-4 — rodzina pacjenta 1008 w kolejnosci: ojciec, pacjent, siostra 1i matka; tory

5-8 — rodzina pacjenta 1007 w kolejnosci: ojciec, pacjent, siostra i matka; tor 9 — kontrola
negatywna (bez DNA); tor 10 — marker wielkosci — KBL (GIBCO).

czesng amplifikacje kilku fragmentéw genu DMD. To nowatorskie podejscie
metodyczne zaproponowat Chamberitain dla 6 fragmentéw genu DMD (1988,
1989). Wihasciwie co rok ukazywaty sie prace wzbogacajace poczatkowa reakcje
multiplex-PCR. W 1991 roku Beggs i wspotpracownicy doniesli o osiggnieciu
prawie 100% wykrywalnosci delecji poprzez stosowanie 19 par primeréw pokry-
wajgcych region promotora i dwa podstawowe regiony, w ktorych najczesciej
wystepujg delecje. W trakcie realizacji pracy stosowano wilasciwie wszystkie
kombinacje primerow, o ktérych donosito pi$miennictwo. Powodowalto to, ze dla
wielu probek DNA analiza byta wykonywana Kilkakrotnie, az do petnego prze-
badaniaw 19 regionach. Do badan rutynowych wigczono réwniez pare primeréw
dla eksonu 46, co jeszcze zwiekszyto wykrywalnos¢ delecji i przyczynito sie do
poznania sktadania mRNA dystrofiny.

Na podstawie wlasnych obserwacji nalezy stwierdzi¢, ze w rutynowych
badaniach najlepsze wyniki uzyskuje sie wykonujac 5 reakcji PCR, w ktorych
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amplifikowanych jest 20 regionéw genu DMD. Przy realizacji niniejszej pracy
dobranie poszczegélnych par primeréw w mieszaniny byto trudnym rozwigza-
niem metodycznym. Wymagato przede wszystkim takiego zgrupowania poszcze-
goélnych par primeréw w mieszaninach, aby byla mozliwa ich jednoczesna
amplifikacja, jak i rozdziat elektroforetyczny zamplifikowanych fragmentéw.
Wykonano caly szereg badan, w ktérych zmniejszono lub zwiekszono stezenie
primeréw, aby w koncowym efekcie uzyska¢ réwna intensywnos$¢ produktéw
PCR. Z doniesien literaturowych wynika, ze jest mozliwe wykonanie reakcji
multiplex dla genu DMD w dwoch reakcjach i analiza w zelu poliakryloamido-
wym. Wiasne obserwacje wskazujg jednak, ze tak zestawione mieszaniny nie
nadaja sie do badan rutynowych. Znacznie dogodniejsze jest proponowane
w niniejszej pracy wykonywanie trzech reakcji PCRi rozdziat produktéw w zelach
agarozowych. Uzupetnienie elektroforezy o modyfikowane podtoze zawierajace
agaroze i celuloze dodatkowo zwieksza rozdzielczos¢ i utatwia interpretacje
wynikoéw. Na podstawie wkasnych wynikow stosowanie mieszanin agarozowo-ce-
lulozowych jest bardzo przydatne, gdyz w wyniku tak prowadzonej elekroforezy
zmniejsza sie dyfuzja najmniejszych produktéw PCR przy jednoczesnym zwie-
kszeniu rozdzielczosci.

W niniejszej pracy delecje genu DMD zaobserwowano u 55% pacjentow.
Wartos¢ ta rézni sie nieco od danych literaturowych wskazujacych na wystepo-
wanie delecji u 60% pacjentéw. Jestjednak zblizona do wynikéw uzyskanych we
wspotpracy w Instytucie Genetyki Czlowieka w Getyndze. Wyniki tych badan
wskazaly, ze czestos¢ mutacji w populacji niemieckiej wynosita 60%. Istotng
réznica jest zaobserwowanie w badanej grupie wystepowania znacznej liczby
mutacji w regionie 3’ genu. W regionie tym wystgpito blisko 85% mutacji. By¢
moze jest to wynik zbyt malej liczby pacjentéw chociaz grupy pacjentéw
DMD/BMD liczniejsze niz 50 sa zaliczane raczej do duzych grup. Najmniejsze
delecje obejmowaly tylko jeden ekson i wystepowaty gtéwnie w regionie 3’ genu
DMD, natomiast delecje duze przekraczajgce kilkanascie eksonow wystepowaty
w obydwu podatnych na mutacje regionach genu. Dane literaturowe wskazuja,
ze duze delecje mogg obejmowac znaczne regiony genu DMD przekraczaj gce nawet
potowe genu, jednak nie zaobserwowano dotychczas delecji, ktére obejmowatyby
caly gen.

Z badan przedstawionych w niniejszej pracy wynika, ze za pomoca reakcji
multiplex PCR obejmujacej 20 eksondéw mozna byto ustali¢ doktadne rozmiary
delecji w 60% przypadkow, w ktoiych stwierdzono delecje. Dla 84% przypadkéw
zaobserwowano zgodnos¢ z hipotezg Monaco, zaktadajgcg wystgpienie przesu-
nie¢ ramki odczytu w przypadkach DMD. Dotychczasowe doniesienia literaturo-
we obejmowaly analize 19 eksondéw przy czym zakladano, ze wykrywalnosc
delecji jest zblizona prawie do 100%. W niniejszej pracy wigczono do badan
zaproponowany przez R. Stomskiego zestaw primeréw dla eksonu 46. Wigczenie
do badan eksonu 46 umozliwito, jak juz wspomniano, poznanie delecji dodatko-
wo w 13 przypadkach, natomiast ta sama analiza przeprowadzona bez eksonu
46 skuteczna bytaby dla 12 przypadkdw.

Analiza transkryptéw genu DMD moze by¢ wykonana na materiale biopsyj-
nym lub w limfocytach krwi obwodowej. Materiat biopsyjny nie jest w przypad-
kach DMD ogo6lnie dostepny i wymagatby wezwania pacjenta i rodziny celem
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dokonania biopsji miesni. W trakcie realizacji niniejszej pracy pojawity sie
doniesienia o mozliwosciach wykorzystania w celach diagnostycznych zjawiska
nieuprawnionej transkrypcji. Najwazniejszym warunkiem jest przygotowanie
preparatéw RNA w taki sposéb, aby w dalszych etapach badarh mogty byé
stosowane w reakcji odwrotnej transkrypcji i PCR. Wprawdzie metody izolacji
RNA sg znane juz od wielu lat, jednak w potaczeniu z syntezg cDNA nie zawsze
mozna bylo je analizowac¢. W przypadku genu DMD zasadniczym czynnikiem
ograniczajgcym jest wielkos¢ transkryptu przekraczajaca 14 kb. Wykorzystujac
wczesniejsze doswiadczenia Stomskiego, izolacje RNA prowadzono w ten sposéb,
aby byta ona maksymalnie szybka nawet kosztem czystosci preparatu. Odbiat-
czanie preparatu prowadzono wiec jednostopniowo. Stosowana metoda izolacji
byta na tyle skuteczna, ze mozliwe bylo wykonanie reakcji PCR dla catego
transkryptu. Zapoczatkowanie syntezy cDNAbyto przeprowadzone z zastosowa-
niem specyficznych oligomeréw. Préby zastosowania oligo-dT jako startera
reakcji zakoriczyly sie niepowodzeniem, cho¢ dla innych nieuprawnionych trans-
kryptéw osiggnieto pozytywne rezultaty.

W chorobie genetycznej diagnostyka molekularna dotyczy nie tylko pozna-
nia defektu genu, lecz réwniez okresleniajego nosicielstwaw badanej rodzinie.
W poczatkowym okresie nie wplywaly zgtoszenia na okreslenie nosicielstwa.
Od 1992 roku praktycznie wszystkie rodziny, w ktérych wystapito rodzerstwo
pici zenskiej, zgtosity cheé uzyskania informacji o nosicielstwie. W niniejszej pracy
zastosowano jednag z rutynowo stosowanych form ustalania nosicielstwa —
RFLP-PCR regionu pERT. W 1989 roku Roberts i wspOtpracownicy opisali
zastosowanie reakcji PCR do ustalania nosicielstwa. W niniejszej pracy wykorzy-
stano to doniesienie do przygotowania primeréw i opracowaniawlasnych warun-
kéw reakcji. Najbardziej przydatne okazato sie badanie regionu pERT-Tag I, ktére
byto informatywne dla 6 z 7 analizowanych rodzin. Z doniesien literaturowych
wynika, ze w wielu przypadkach wykonanie trzech reakcji dla regionu pERT
moze nie wyjasni¢ nosicielstwa i dlatego w dalszym ciggu poszukuje sie nowych
rozwigzan, ktoére moga poprawi¢ ustalanie nosicielstwa. Jednym z mozli-
wych badan bedzie oznaczanie sekwencji mikrosatelitarnych zlokalizowanych
wewnatrz genu DMD. Z dotychczasowego stanu wiedzy o sekwencjach mikro-
satelitarnych wiadomo, ze dotycza one gtéwnie powtérzenia (CA)n przy wielkosci
allelu 100-200 pz. Rozdziat alleli r6znigcych sie tylko jednym powtérzeniem jest
mozliwy tylko na zelach sekwencyjnych, co stanowi duze utrudnienie w stoso-
waniu w rutynowej diagnostyce. Zachodzi réwniez konieczno$¢ ustalenia ewen-
tualnych sprzezen miedzy sekwencjami mikrosatelitarnymi, a kodujgcymi
regionami genu DMD. Znacznie tatwiejsza wydaje sie analiza sekwencji minisate-
litamych, roznigcych sie powtdrzeniem motywu o dtugosci kilkudziesieciu nu-
kleotydéw. Dla chromosomu cztowieka opisano marker ST14 (DXS52) wykony-
wany gtéwnie w hemofilii. W badaniu tego markera wystepowaty trudnosci
techniczne zgtaszane przez osrodki zamierzajgce stosowac¢ go rutynowo. W
niniejszej pracy opracowano warunki PCR zapewniajgce powtarzalnos¢ wyni-
koéw. Wyniki wiasnych badan wskazuja, ze trudnosci w innych laboratoriach
polegaty na zbyt krétkich czasach poszczegélnych etapéw PCR opublikowanych
przez Richardsa. Wiasne doswiadczenia potwierdzajg to i dlatego po kilku
nieudanych prébach zastosowano wiasne parametry reakcji PCR i zaobserwo-
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wano, ze wystepuje korelacja miedzy wynikami uzyskanymi dla ustalenia nosi-
cielstwa przez badanie regionu pERT i badanie locus DXS52, W Swietle uzyska-
nych wynikéw potwierdzajacych polimorfizm tego locus moze on by¢ wykorzy-
stany rowniez w dochodzeniu spornego ojcostwa w przypadku potomstwa pici
zenskiej.

Badania genu DMD nadal trwajg i obejmujg coraz szerszag grupe zjawisk.
Gtoéwne kierunki diagnostyki molekularnej dystrofii miesSniowej Duchenne’a sg
juz sprecyzowane i w najblizszych latach bedg obejmowac zaréwno bezposrednie
badanie genu, jak i produktu genu. Rutynowa analiza bedzie rozpoczynac sie od
préby wykrycia delecji w genomowym DNA i oceny ekspresji dystrofiny
w miesniu. Najlepszg metodg wykrycia delecji jest zastosowana w niniejszej
pracy metoda PCR dla 20 eksonéw. Ocena ekspresji dystrofiny bedzie mozliwa
dwiema metodami — metodg immunofluorescencji z wykorzystaniem przeciw-
ciat przeciw dystrofinie i biopsji miesnia oraz metodg western blotting, w ktorej
etap detekcji dystrofiny przeciwciatemjest poprzedzony frakcjonowaniem w zelu
poliakiyloamidowym. Bezpos$rednia ocena ekspresji dystrofiny wigze sie jednak
z pobraniem materiatu biopsyjnego. Sytuacje komplikuje rowniez wykrywanie
coraz to nowych biatek nalezgcych do duzego kompleksu glikoprotein, ktére
moga krzyzowo reagowac z przeciwciatami. Duze znaczenie w diagnostyce
molekularnej dystrofii miesniowej ma analiza transkiyptéw genu, ktora stata sie
mozliwa po wykryciu nieuprawnionej transkrypcji zachodzgcej w limfocytach.
Ta analiza moze by¢ z powodzeniem stosowana nie tylko do wykrywania delecji
lecz réwniez nosicielstwa. Najbardziej kontrowersyjne sg poszukiwania innych
mutacji niz delecje, ktére musza wystepowac u okoto 30% pacjentow. Wykrycie
pojedynczej mutacjiwtak duzymgeniejak DMD nie musi oznaczac, ze powstanie
zdefektowane biatko. Dotychczas doniesiono o nielicznych mutacjach punkto-
wych, z ktérych w zasadzie tylko takie, ktére powodujg przedwczesna terminacje
translacji moznaby zaliczy¢ do uzasadnionych. Na opisane powyzej zjawiska
naktada sie alternatywny splicing genu DMD, ktory moze powodowac, ze niektére
mutacje punktowe Ilub mate delecje nie zmieniajg fenotypu. Badania genu
DMD sa wiec nadal kontynuowane i dostarczajg coraz to nowych obserwacji
0 znaczeniu poznawczym i praktycznym.

MOLECULAR DIAGNOSTICS OF DUCHENNE/BECKER MUSCULAR DYSTROPHY
Summary

The main method for detection of deletions which are responsible for approximately 60% of all
mutations of DMD gene, is multiplex PCR Deletions were detected mainly in 3’ region of DMD gene.
The smallest deletions involving only 1exon were detected in 14 patients. The remaining group of
deletions was heterogeneous and some of them involved more than 9 exons. With the use of multiplex
PCR for 20 regions of DMD gene it was possible to establish the precise size of deletions in 60% of
the cases with deletions. Aproximately in 84% of the analysed cases the results were in agreement
with the hypothesis of Monaco. Analysis of RNA was performed for 9 patients and their family
members, and one novel mutation was observed. By analysis of polymorphism of DMD gene, mutant
allele were detected in 7 families.
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