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POJASNE MISICNE DISTROFIJE (LGMD): DEFINICIJA,
KLASIFIKACIJA, GENETIKA

Nina CANKI-KLAIN

Hrvatski institut za istrazivanje mozga i Katedra za medicinksu biologiju
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Sazetak.Naziv pojasne miSicne distrofije potjece iz engl.limb-girdle muscular dystrophies
(LGMD) sto je opisni naziv za miSi¢ne distrofije koje su povijesno zajedno svrstane zbog
klinickih karakteristika koje pretezno zahvacaju pojasni obrué¢ t.j. muskulaturu zdjelice i
ramena s pojavom u dje¢je ili rano odraslo Zivotno doba, a razlikuju se od ¢esc¢ih misiénih
distrofija koje ¢ine X-vezana DMD/BMD (distrofinopatije) i autosomno dominantna FSHD.
LGMD predstavljaju razli¢ite bolesti miSi¢a koje karakterizira slabost i propadanje pretezno
proksimalnih mi$i¢a ramenog i zdjelicnog podrucja. Klini¢ka slika i tijek bolesti znaCajno
variraju ovisno o genetskom uzro¢niku, a moguce su velike individualne razlike unutar istog
gena i mutacije. Obzirom na nacin nasljedivanja, za sada poznamo rjedu grupu (8 gena) s
autosomno dominantnim i ¢eS¢u (16 gena) s autosomno recesivnim na¢inom nasljedivanja
Dijagnostika LGMD se danas osniva na komplementarnom klinickom, genetskom,
proteinskom i DNA pristupu $to je najucinkovitije u okviru specijaliziranih neuromisiénih

centara za rijetke bolesti

Dodatni materijali dostupni na kraju knjige (Appendix)
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KLINICKA SLIKA I DIFERENCIJALNA DIJAGNOZA LGMD

Marija ZAGAR

Klinika za neurologiju, KBC Zagreb
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Miopatije su primarne bolesti miSic¢a. Dijelimo ih na nasljedne (misiéne distrofije) i steCene
miopatije.
SteCene miopatije mogu imati razli¢ite uzroke:

- Upalne (autoimune): miozitis, dermatomiozitis, ,,inclusion body* miozitis

- Toksi¢ne: statini, steroidi, itd.

- Infektivne: paraziti

- Endokrinoloske: hipotireoza

Tu su jo§ metabolicke miopatije npr. glikogenske i lipidne miopatije, mitohondrijske

miopatije, kongenitalne miopatije.

Ako se izuzmu rijetke distalne misi¢ne distrofije i distrofi¢na miotonija tip I, miopatije se
prezentiraju zahvacanjem proksimalnih misi¢a, a kod nekih miopatija i drugih misiénih

skupina. Za neke miopatije postoji specifi¢na distribucija zahvaéenosti misica.

Termin pojasna miSi¢na distrofija (eng. limb girdle muscular distrophy - LGMD) nije jedna
bolest, ovaj termin ukljuéuje razlidite poremecaje proksimalnih miSiéa, preciznije — misiéa
zdjelicnog i ramenog pojasa, koja uzrokuje razvoj slabosti i hipotrofije misi¢a zdjeliénog i

ramenog pojasa. Kako je bolest progresivna, simptomi se ire i na ostale dijelove tijela.

Sinonimi za pojasnu migiénu distrofiju (LGMD) su: proksimalna migi¢na distrofija, pelvo-

femoralna misi¢na distrofija, Leyden-Moebius migi¢na distrofija.
Simptomi i znaci bolesti:

Prvi simptomi su obi¢no gegav hod koji je posljedica slabosti zdjeli¢nih misi¢a. Bolesnici se

tuZe na teze ustajanje iz sjedeceg poloZaja, teze dizanje iz ¢uénja, teZi hod stepenicama.
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Slabost u misi¢ima ramena dovodi do tezeg rada s uzdignutim rukama, teZzeg odizanja ruku,
teZze noSenje tereta. Kod ovih vrsta misi¢nih distrofija je svijest uredna, uglavnom nema

bolova u misi¢ima osim u zglobovima zbog oteZzane pokretljivosti ili nepokretnosti.
Dob

- dob pojavljivanja simptoma varira obzirom na razne mutacije.
- dob pocetka moze varirati i unutar iste obitelji s istom mutacijom.

- dob pojavljivanja LGMD je izmedu I- 50 godina, a neki mogu biti i asimptomatski.
Klinicke karakteristike LGMD:

- tipiéna distribucija zahvac¢enih misi¢a: zdjeli¢ni i rameni pojas, simetri¢no
Walton i Natrass su jo§ 1954.¢g. opisali LGMD. Glavne karakteristike su:

- javlja se u oba spola

- pocetak obi¢no u kasnoj prvoj ili drugoj dekadi zivota (ali i u srednjoj Zivotnoj dobi)
- nasljeduje se obi¢no autosomno recesivno, rjede autosomno dominantno

- zahvaéeni mi8i¢ni ramenog i zdjeli¢nog pojasa s razli¢itom brzinom progresije

- teSka nepokretnost unutar 20-30 godina

- miSi¢ne pseudohipertrofije i/ili kontrakture nisu uobicaj
Walton 1964. godine sumira klini¢ke znacajke LGMD:

- Javlja se u oba spola

- Pocetak obi¢no u drugoj ili trecoj dekadi, ponekad u kasnoj prvoj dekadi ili u srednjoj
Zivotnoj dobi

- Nacin nasljedivanja je obi¢no autosomno recesivno, rjede autosomno dominantno

- Prvo zahvada zdjeli¢ni ili rameni pojas, s progresijom u druge misie, vrijeme
varijabilno

- Misi¢ne pseudohipertrofije listova i drugih misi¢a su u malom broju blesnika

- Abortivni oblici su rijetki, ali postoje

TeZina i brzina progresije variraju , dosegnu teski klini¢ki nalaz nakon 20 godina

Tesko stanje u srednjoj Zivotnoj dobi, kraéi Zivotni vijek

Kontrakture i skeletne abnormalnosti, ako se jave, suu kasnijoj fazi bolesti.
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Morbiditet/mortalitet

- morbiditet i mortalitet variraju.
- Kod ranog pocetka je obi¢no i tijek bolesti brzi.

- Bolesnici mogu postati vezani uz kolica i u tinejderskoj dobi i umiru od respiratornih

- komplikacija
- Bolesnici sa sporo progresivnom LGMD mogu biti pokretni i vie od 30 godina. Neki

- bolesnici s potvrdenom mutacijom mogu imati skoro normalni Zivot.

LGMD se javlja kod svih rasa i u zemljama cijelog svijeta.

DIFERENCIJALNA DIJAGNOZA

Duchenne and Emery-Dreifuss Limb Girdle Facioscapulo- Oculopharyngeal
Becker Types Type Type humeral Type Type

Slika 1. (s interneta) prikazuje razne vrste miSiénih distrofija koje zahvacaju proksimalne

misice
Distrofinopatije:

Kod distrofinopatija, naro€ito kod Duchene-ove distrofije se simptomi javljaju ranije.

Zahvaéenost miSi¢a je sli¢na, ali su ovdje tipi¢ni hipertrofi¢ni listovi. CK je kod DMD i

17



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekularna dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih misiénih distrofija
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.11.101.12.2012.

BMD znatno visi. Oboljevaju muski, ali je potreban oprez kod Beckerove misiéne distrofije i

Zenskih nositelja!!!

Emery-Dreiffus MD:

Zbog ranih pojava kontraktura i smetnji sréane provodljivosti se rijetko zamjeni s LGMD.
Facioskapulo-humeralna MD

Zahvacenost misica lica se ne nalazi kod LGMD.

Okulofaringealna misicna distrofija

Smetnje govora, gutanja, ptoza i oftalmoplegija se ne nalaze kod LGMD.

Miotonicka distrofija tip I PROMM

Bolesnici imaju miotone fenomene, ali manje nego kod miotonicke distrofije tipa I. TuZe se
na brzi umor i slabost misica. Po¢etak moZe biti kasniji, a slabost blaze do umj erenog stupnja,
uglavnom proksimalnih misi¢a. Ovdje je vazna dobra EMG analiza, da se ciljano traZe

miotona izbijanja.

UPALNE AUTOIMUNE MIOPATIJE: polimiozitis, dermatomiozitis, ,,inclusion body*

miozitis

Polimiozitis (PM) je autoimuna upalna bolest mii¢a koja zahvaéa proksimalne mii¢ne
grupe. Anamneza je kra¢a nego kod nasljednih miopatija. Takoder su poviSene vrijednosti
CK, ali i ostali upalni parametri, posebno imunologki parametri. Ova bolest se moze lijeciti s
kortikosteroidima i imunosupresivnim lijekovima. Osobe kod kojih nalaz biopsije ukazuje na

miozitis, a ne reagiraju na imunosupresivnu terapiju treba pomisliti i na disferlinopatiju.

Dermatomiozitis (DM), uz zahvacene uglavnom proksimalne misic¢e ima i tipicno crvenilo
koZe na licu, Sakama i dijelovima tijela koji su vise izloZeni svjetlu. Potrebno je iskljuciti

malignom, bolest je Cesto paraneoplasticka.

»Inclusion body* miozitis je vrlo rijetka miopatija s inkluzijskim tjeleScima vidljivim i na

elektronskom mikroskopu.
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Tabela 1. Upalne miopatije: miozitis i dermatomiozitis

Razvoj klinicke slike Tjedni-mjeseci

Distribucija Proksimalni misi¢i, 30% faringealni
Osip Da, osjetljiv na sunce

Djecja dob Da, dermatomiozitis

Drugi organi Intersticijska bolest pluca, aritmija
Pridruzene bolesti Malignitet, skleroderma
Imunoterapija Dobar odgovor

U razlikovanju upalne brzo progresivne miopatije 1 sporije progresivnih miopatija moze
pomo¢i EMG analiza. Naime, kod upalnih miopatija, a ponekad i kod brzo progresivnih
misi¢nih distrofija tipa Duchene, moZe se uz miopatski uzorak nadi i denervacijske potencijale

kao npr fibrilacije i pozitivne valove.

BOLESTI NAKUPLJANJA. Pompeova bolest

Pompeova bolest ili glikogenoza tipa II je rijetka nasljedna, progresivna neuromi$i¢na bolest
koju uzrokuje nedostatak enzima a-glukozidaze, a o€ituje u dojenackoj, djecjoj 1 odrasloj
dobi. Pompeova bolest je autosomno recesivni nasljedni defekt sinteze enzima kisele alfa
glukozidaze koji uzrokuje njegov nedostatak ili smanjenje aktivnosti. Manjak ili smanjena
aktivnost lizosomskog enzima kisele alfa glukozidaze dovodi do nakupljanja glikogena u
Najces¢i simptom Pompeove bolesti u odrasloj dobi je proksimlana misi¢na slabost.
Dijagnostika Pompeove bolesti je sada vrlo jednostavna i dostupna. Radi se tzv. ,,suha kap” u
Laboratoriju za metabolicke bolesti KBC Zagreb. lako je ova bolest rijetka, vazno ju je otkriti,

jer se moze lijeciti nadomjesnom terapijom.

MIOPATIJE UZROKOVANE STATINIMA

Statini su danas jako upotrebljavani lijekovi koji sniZzavaju vrijednosti masnoc¢a u krvi. Manji

broj osoba moZe imati smetnje s miSi¢ima; neki samo bolove, neki imaju i umjereno povisene
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vrijesnosti CK, neki imaju slabost proksimalnih miSica, a vrlo rijetko se moze javiti

rabdomioliza s renalnom insuficijencijom.

Tabela br 2. Miopatija uzrokovana toksi¢nim djelovanjem statina:

Miopatija ostecenje misica, miSi¢na napetost, slabost, povisen CK

Mialgija bolovi u mii¢ima, CK normalan

Myositis upalna miopatihja, povisen CK

Rabdomioliza sve naveden, teSko ostecenje miSica, jako visok CK, renalna insuf.

Danasnja podjela LGMD bazira se na klinickim i molekularnim karakteristikama. Opisano
je 5 autosomno dominantnih (LGMDI) 1 15 autosomno recesivnih (LGMD?2) oblika i

otkrivaju se novi.

Teska klinicka slika nalazi se kod Duchene-ove miSi¢ne distrofije, sarkoglikanopatije (LGMD

1C,2D,2E,2F), kod nekih bolesnika s LGMD 2A
Umjerenija klinicka slika nalazi se miSiéne distrofije tipa Becker, LGMD IG,

Slika 2. Kalpainopatija, prikaz bolesnika
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Slika 3. Kalpainopatija, stariji brat
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ULOGA NEUROLOGA U DIJAGNOSTIVCI,' ZBRINJAVANJU I
PRACENJU BOLESNIKA S POJASNIM MISICNIM DISTROFIJAMA

Davorka VRANJES

Klinika za neurologiju, KBC Zagreb

Pojasne miSic¢ne distrofije (LGMD) su heterogena skupina primarnih bolesti misi¢a sa
dominantnim zahvacanjem proksimalnih migiénih skupina, dok su distalne misiéne skupine u
izmedu ovisno o razli¢itim populacijama od 7-80 na 1.000. 000 stanovnika. Javljaju se kod
oba spola, nasljeduju se autosomno dominantno (LGMD 1) ili autosomno recesivno (LGMD
2), ali ima i sporadi¢nih slucajeva.

Walton i Nattraas 1954 god. izdvojili su pod nazivom pojasne misi¢ne distrofije odnosno

Limb-Girdle MD, grupu primarnih bolesti misi¢a sa slijede¢im karakteristikama:

[

. Jjavlja se kod oba spola,

2. udobi izmedu od 8 do 20 godine Zivota (vrlo rijetko u srednjoj Zivotnoj dobi),

3. nasljeduju se autosomno recesivnim (puno rjedi je autosomno dominatni tip
nasljedivanja).

4. prvenstveno zahvadaju proksimalne misiéne skupine (misi¢e ramenog obruca i
zdjeliéne misice), brzina progresija misiéne slabosti varira, ali naj¢esce dovodi do
teSkog invaliditeta u dobi izmedu 20 i 30 god. Zivota.

5. nema pojave pseudohipertrofija ili kontraktura zglobova je rijetka a ako se javi to je u
kasnijoj fazi bolesti

1995.god. Bushby i Beckmann uvode aktualnu klasifikaciju koja se zasniva na genskim
lokusima.

To je genski vrlo heterogena grupa bolesti sli¢nih fenotipskih karakteristika. Dijeli se u dvije
skupine prema tipu nasljedivanja: tip 1 autosomno dominatni, tip 2 autosomno recesivni, te
niz podtipova ovisno o genskim lokusima, te defektu proteina kojeg od kodira. Ugestalost
pojedinih tipova varira u razli¢itim populacijama i etni¢kim skupinama. U na$oj populaciji
najCeS¢a je LGDM 2 A kalpainopatija, a u Europi su jos rasirene LGMD 2B disferliniopatija,
LGMD2(C-F) sarkoglikanopatije. Patofiziologki radi se o genskom poremecaju koji uzrokuje

kodiranje defektnog proteina remeteéi tako funkcije misi¢ne stanice. Takvi proteini su
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locirani u sarkolemi, kontraktilnom aparatu misi¢ne stanice ili su sastojci enzima neophodnih
za funkciju misi¢ne stanice.

Pojasne mi$iéne distrofija sa autosomno dominatnim naéinom nasljedivanja su rjede ( oko
10% PMD). Javljaju se najcece u adolecentoj ili mladoj odrasloj dobi, klini¢ka slika je blaza,
a spora progresija. To su LGMDIA ( miotilin) LGMDI1B lamin A/C LGMDIA kaveolin-3.
Kod LGMDIB lamin A/C neophodno je znati da za cCesti razvoj kardiomiopatije sa
poremecajem sréanog ritma te posljediénim embolickim incidentima i opasnosti od nagle
smrti.

PMD 2B (disrferlinopatije) ceste u Juznoj Americi. Uzrokovane su mutacija gena koji

kodira protein disferlin koji je sastojak stani¢ne membrane. Klini¢ki se prezentira: pojasni
(LG) fenotip i distalna miopatija Miyoshi. Kod pojasnog oblika dominira slabost misica
atrofija m. gastrognemius moze biti dominantna. Kod distalna miopatija (Miyoshi) dominira
slabost m. gastrocnemiusa i m.soleusa, te miSi¢a podlaktica uz sa¢uvane misice Sake. Slabost
zahvaca zdjelicne misice, miSie ramenog obruca, trbusne stjenke, izrazene hipertrofija m.

gastrocnemiusa, CK izuzetno visok. U jednoj obitelji mogu se naci oba oblika.

o -

1. LGMD 2 b tip. Myoshi miopatija Slika 2 LGMD 2 b. pojasni oblik sa atrofijom

m.gastrocnemiusa (preuzeto sa interneta)
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PMD 2C-F sarkoglikanopatije: Uzrokovane su mutacijom sarkoglikan gena $to dovodi do
nedostatka ili manjka sarkoglikan kompleksa. Sarkoglikan kompleks sastavljen od &etiri pod
jedinice a, B, By, 8.i sastojak je stani¢ne membrane, a ima ulogu u odrZavanju mehanicke
stabilnosti stani¢ne membrane. Klini¢ka slika i histopatologki nalaz sli¢an misic¢noj distrofiji
tip Duchene. Slabost zahvaca zdjeli¢ne misi¢e, misiée ramenog obruca, trbusne stjenke,
misi¢ne slabosti je te je bolesnik nepokretan u dobi od 12- 16 god. Cesta je i kardiomiopatija.

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2A: je naj¢e3¢a u nasoj populaciji. To je autosomno recesivna

nasljedna bolest miSi¢a uzrokovana mutacijama gena koji kodira kalpain 3 (CAPN3). Gen je
lociran na kromosomu 15-regiji 15q 15.1-q21. Karakterizira je veliki broj mutacija (oko 280).
spektar mutacija prisutan u nekoj populaciji ovisan o njezinom etni¢kom i geografskom
porijeklu. Kalpain 3- je nelizozomska kalcij ovisna neutralna cistein proteaza. Sastavljen je od
jedne velike podjedinice i nalazi se gotovo isklju¢ivo u skeletnim migi¢ima. U misicnoj
stanici je lociran u miofibrilima i jezgri. Sastoji se od 821 aminokiseline molekularne teZine
94k. UdruZen je sa konektinom (ili titin) koji je jedan od glavnih sastojaka sarkomere.

Bolest se javlja u dobi od 3 do 30 godine Zivota, najceiée izmedu 10-20, nesto &escée kod
muskaraca. (3:1) Tijek progresivan i moZze se podijeliti na tri stadija.

[ stadij: teSkoce tr¢anja, u klini¢kom nalazu prisutna je slabost m. gluteus max. i misi¢a bedra,
dok je m. quadriceps femoris sacuvan kroz duZe vrijeme. Postoji blaga hiperlordoza
kraljesnice uz slabost abdominalnih misica.

I stadij: nemogucnost penjanja uz stepenice, ustajanja iz ¢uénja, slabost periskapularnih
misica.

[T stadij: slabost zahva¢a m. quadriceps femoris i distalne miSiée skupine. Misi¢i ruku,
posebno Saka su dugo postedeni, kao i misici lica. Nemoguénost hoda javlja se u u dobi oko
30 godina. Cesti je razvoj kontraktura zglobova kukova koljena 1 zglobova lakta. Nema

zahvacanja sr¢anog miSic¢a. Intelektualni razvoj sauvan.

Uloga neurologa u dijagnostici pojasnih miSi¢nih distrofija

Bolesnik se javlja neurologu kada slabost proksimalnih migiénih skupina udova koja se vrlo
postupno razvija pocinje ga ometati u svakodnevnim aktivnost kao §to je penjanje uz
stepenice, ustajanje iz ¢ucnja, rad rukama podignutim iznad ramena. Neurologu je danas na
raspolaganju niz biokemijskih testova, neurofizioloskih tehnika, genska analiza te
patohistoloSka obrada misi¢a svjetlosnim i elektonskim mikroskopom uz histokemijsku i

munohistokemijsku obradu. Pri izboru dijagnostickog postupka se treba rukovoditi
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dijagnostickom procjenom temeljenoj opseznoj anamnezi, obiteljskoj anamnezi s
genealogijom te detaljnom klinickom neuroloskog pregledu 1 miSi¢nom statusu uzimajucéi pri
tome u obzir postednu primjenu agresivnih i skupih dijagnostickih postupaka. Osnovni
biokemijski parametar koji se odreduje kod bolesti mi$i¢a je kreatinin kinaza. CK upucuje na
akutno propadanje misi¢nih vlakana .i mozZe pomoc¢i otkrivanju bolesti misi¢a u pred
klini¢koj fazi, ali nije specifican. Kod primarnih bolesti misica, ali i kod upalnih miopatija
do 100x iznad normalne vrijednosti. Klinicko zna¢enje ima povisenje CK od 2 - 3 puta iznad
uredne vrijednosti, uz istovremeni porast blazi vrijednosti jetrenih enzima AST, ALT

EMNG je osnovna neurofizioloska tehnika u dijagnostici neuromuskularnih bolesti, pa tako i
kod pojasnih miopatija. Detekcijskom EMG registrira se u zahvacenim  miopatski
pseudointerferiraju¢i inervacijski uzorak sa nisko voltaznim polifazickim akcijskim

potencijalima. Neurografijja je uredna. EMNG obrada prvenstveno omogucuje dif. dg. prema

neuropatijama i neuronopatijama (SMA).

Slika 2. Pojasna miSi¢na distrofija LGMD tip.2A.
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0.4 mVidiv

Slika. 3 miopatski uzorak.

Radioloske tehnike kao 5to je MR kod nas se jo$ uvijek manje koriste u obradi bolesnika s
pojasnim miopatijama, iako je u nekim zemljama postala metoda izbora. Ovom tehnikom
mozZe se pokazati distribucija distrofickih promjena na udovima, kao i stupanj oStecenja
prosirenost nekroze i masne degeneracije unutar misi¢a. Kako se radi o neinvazivnoj metodi
postori moguénost ponavljanja odnosno pra¢enja napredovanja procesa.

Patohistoloska analiza bioptiranog miSi¢a svjetlosnim 1 elektronskim mikroskopom te
imunohistokemijskom analizom znacajna je za postavljanje dijagnoze primarne bolesti
miSiéa te dif. Dg nasuprot sekundarnih upalnih ili toksi¢nih miopatija. Imunohistokemijskim
analizama istovremenim koriStenjem razli¢itih primarnih protutijela (distrofin, disferlin,
kalpain 3, merozin, a i  sarkoglikan) moze se utvrditi manjak pojedinih proteina uklju¢enih
ih u patologiju misi¢nih distrofija te tako postaviti dijagnozu tipa pojasne misi¢ne distrofije.
Neurolog postavlja indikaciju za izvodenje biopsije miSi¢a te odabire misi¢ koji ¢e biti
bioptiran. Pravilan odabir mi$i¢a je bitan jer u atrofi¢an misi¢u vlakna su zamijenjena
vezivom i masnim tkivom dok u klinicki urednom misi¢u Cesto se ne mogu detektirati
specifi¢ne patoloske promjene. Potrebno je napomenuti da je biopsija miSic¢a za bolesnika
neugodan i agresivni dijagnosticki postupak.

Molekularna genetika i DNA analiza omogucuje decidirano postavljene dijagnoze tipa PMD
§to je cilj svakog dijagnostickog postupka. Za bolesnika je to jednostavna metoda, ali je
obzirom na gensku heterogenost i veliki broj pod tipova bolesti postupak cesto dugotrajan i
nedostupan.

Klini¢kim slikom pojasne miSi¢ne slabosti kod odraslih bolesnika prezentira se i ¢itav niz
sekundarnih bolesti misica razli¢itog uzroka koje je danas moguce lijeciti (upalne miopatije)
ili eliminacijom uzrofnog faktora zaustaviti njihovu progresiju (toksi¢ne 1 jatrogene
miopatije). Stoga bolesnik sa novo otkrivenom miopatijom pojasne distribucije i negativnom

obiteljskom anamnezom u prvom redu treba biti obraden s osvrtom na autoimune bolesti,
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bolesti §titnjace 1 druge steene bolesti odrasle dobi koje u okviru klinicke slike mogu imati
miopatiju.

Klinickom slikom pojasne misi¢ne slabosti prezentira se i adultni oblik M. Pompe. To
multisistemska bolest uzrokovana manjkom ili nedostatkom lizozomskog enzima «o
glukosidaze (GAA, maltaze) zbog ¢ega dolazi do nakupljanja glikogena u razli¢itim tkivima
posebno u skeletnim i glatkim mi8i¢ima, uzrokovama je mutacija gena a glukozidaze (GAA)
na dugom kraku kromosoma 17. Spada u grupu metabolickih miopatija, ali je je potrebno u
dijagnosticki postupka obzirom to je za sada jedina primarna bolest miSica za koju postoji
mogucnost lijeCenja- enzimska nadomjesna terapija (Myozyme). Potvrda dijagnoze
Pompeove bolesti dobiva se vrlo jednostavno odredivanjem aktivnosti enzima o glukozidaze

1z uzorka pune krvi, kulture fibroblasta ili vrlo jednostavno tzv. suhe kapi krvi.

Uloga neurologa u praéenju i skrbi pojasnih miSi¢nih distrofija

Pojasne misi¢ne distrofije su jo§ uvijek neizlje¢ive bolesti progresivnog tijeka koje dovode do
teSkog invaliditeta ve¢ u ranoj zivotnoj dobi. Neurolog ima primarnu ulogu prepoznavanju
simptoma bolesti, planiranju i provodenju dijagnostickog postupka i postavljanju dijagnoze.
Neurolog mora na prikladan nacin upoznati bolesnika sa prirodom i o¢ekivanim tijekom
njegove bolesti, a u suradnji sa klinickim genetiCarom na¢inom nasljedivanja odnosno
mogucnosti prijenosa bolesti na potomke.

Nakon postavljanja dijagnoze neurolog najcesce prati bolesnika niz godina. Lijegenje je za
sada simptomatsko i zahtjeva kompleksan rehabilitacijski tretman te timski pristup bolesniku,
te se treba provoditi multidisciplinarno po psiho-socijalnom modelu s ciljem podizanje
kvalitete Zivota bolesnika. Tim se uz neurologa sastoji od fizijatra, psihoterapeuta, (psihijatra),
okupacionog terapeuta, socijalnog radnika te stru¢njaka za profesionalno usmjeravanje.
Neurolog treba prepoznati moguée komplikacije bolesti u smislu zahvacanja drugih organskih
sustava te na vrijeme uputiti bolesnika odgovarajué¢im specijalistima-pulmologu, kardiologu,
kirurgu ili psihijatru. Neophodna je dobro suradnja sa fizijatrom obzirom da fizikalna terapija
1 rehabilitacija ima osnovno znacenje za usporavanje razvoja tjelesnog ostecenja i odrZavanje
preostalih motorickih sposobnosti bolesnika.

Obzirom da su bolesnici ¢esto osobe mlade Zivotne dobi neophodno je misliti o njihovoj $to
boljoj psihosocijalnoj integraciji za §to danas postoje razne mogucnosti. U tome znacenje
imaju udruge bolesnika i ¢lanova njihovih obitelji u ¢ijem rado volonterski sudjeluje i

neurolog kroz rad na edukaciji bolesnika putem predavanja, savjetovalista, te druZenjem s
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bolesnicima na njthovim susretima, sudjelovanjem u organizaciji i boravku rehabilitacijsko

okupacijskim kampovima odnosno ljetovalista.
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ULOGA PATOLOGA U DIJAGNOSTICI LGMD

Antonija JAKOVCEVIC i Kamelija ZARKOVIC

Klinika za patologiju i citologiju, KBC Zagreb

Postupci pri dobivanju i obrada biopti¢kog uzorka misi¢a

Biopsija midi¢a koja se radi u dijagnostici pojasnih misiénih distrofija treba biti u korelaciji s
klini¢ckim i anamnestickim podacima te klini¢kim i laboratorijskim nalazima. Biopsija misi¢a
se radi u lokalnoj anesteziji te moZe biti otvorena biopsija ili biopsija iglom. Kod nas se radi
otvorena biopsija. Na osnovi klinicke slike te distribucije miSiéne slabosti klini¢ar odreduje
koji miSi¢ bi bilo dobro bioptirati za morfolosku analizu. Nije poZeljno da se bioptira migi¢
koji je dosta zahvacen boleS¢u te je proZet vezivnim i masnim tkivom kao niti onaj koji je
malo zahvacen patoloskim procesom. U odabiru misic¢a za biopsiju uveliko pomaze ultrazvuk.
Za adekvatnu patohistolodku analizu potrebna su najmanje dva uzorka skeletnog misic¢a
veli¢ine oko 0,5x0,5 cm. Potrebno je paziti da se uzme dio misi¢a koji nije infiltriran
anestetikom zbog posljedi¢nih arteficijalnih ostecenja istog. Tkivo misica se transportira do
laboratorija na patologiji u zatvorenoj posudici u kojoj se nalazi gaza lagano navlaZena
fizioloSkom otopinom da se sprijeci suSenje. Pozeljno je da se transport obavi odmah po
biopsiji zbog enzimatske degradacije misi¢nog tkiva. Jedan uzorak miSi¢a se smrzne u
izopentanu i rashladi u tekuéem dusku na -160°C te se koristi za histokemijske i
imunohistokemijske metode, dok se drugi fiksira u 10 % formaldehidu i dio preuzme za
svjetlosno mikroskopsku, a mali dio za elektronsko-mikroskopsku analizu.

Sva histoloska, histokemijska i imunohistokemijska bojanja vr§e se na smrznutom materijalu.
Fiksacija i1 uklapanje u parafin poremecuje arhitekturu misiénih vlakana te na njemu nisu
moguce enzimatske 1 metabolicke studije. Popreéni rezovi pruZaju mnogo vise informacija
nego uzduzni rezovi kod svjetlosno mikroskopske analize.

Rutinsko histolosko bojanje je hematoksilin i eozin (HE), dok su druga bitna histokemijska

bojanja Gomori trichrome, PAS, Oil Red O, NADH, menadion, SDH i COX.

Pojasne misiéne distrofije
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nasljeduju autosomno dominantno ili autosomno recesivno. Dominantni oblici se klasificiraju
kao LGMDI, a recesivni kao LGMD2. Do sada je otkriveno 8 dominantnih i 16 recesivnih
oblika uzrokovanih mutacijama u razli¢itim genima.

Svi oblici pojasnih misi¢nih distrofija su klinicki karakterizirani progresivnim slabljenjem
zdjelicne 1 ramene muskulature. Muskulatura lica obi¢no nije zahvacena. Progresija i
distribucija musi¢ne slabosti znacajno varira izmedu pojedinaca i genetskih podtipova.
Koncentracija kreatinin kinaze u serumu je obi¢no povecana.

Biopsija misi¢a pokazuje distrofi¢ne promjene s varijacijama u veli¢ini misi¢nih vlakana,
nekrozom i regeneracijom, pukotinama i grananjem vlakana, internalizacijom jezgara i
umnaZanjem veziva te promjene same arhitekture. Cesto stupanj patohistologkih promjena ne

korelira s klinickom slikom.

HistoloSke promjene

Kad se gledaju promjene veli¢ine vlakana ona mogu biti ovalnog oblika te pokazivati
varijacije u veli¢ini samih vlakana (Slika 1.). Hipertrofija vlakana je Cesta.

U longitudinalnim rezovima hipertofi¢na vlakna ¢esto pokazuju pukotine i izgledaju kao da se
granaju. Kao i u veéini misiénih distrofija nalazi se predominacija vlakana tipa 1.

Promjene jezgri kao §to su internalizacija i mulltiplost u nekim slu¢ajevima mogu biti izraZeni
(Slika 2.). Promjene jezgre Cesto su udruzene s pukotinama u vlaknu (Slika 3.). Nakupine
jezgara vide se u kroni¢nim slu¢ajevima. Jezgre vlakana u regeneraciji mogu biti velike i
vezikularne s prominentnim nukleolima.

Nekroti¢na i regenerirana mi$i¢na vlakna Cesto se vide u nakupinama ili pojedinacna.
Fagocitoza je udruZena s nekrozom. Upalne stanice su naroCito karakteristika LGMD2B
(disferlinopatije) te se moze pogresno dijagnosticirati kao miozitis.

Upalne stanice su rijetke u drugim oblicima pojasnih miSi¢nih distrofija, ali podrucja nekroze
mogu se doimati celularna zbog regeneracije i prisutnosti mioblasta. Umnazanje
endomizalnog veziva je uobi¢ajeno, ali koli¢ina umnozenog veziva je varijabilna (Slika 4.).
Arhitekturalne promjene kao §to su prstenasta i vrtloZasta vlakana su Cesta pojava ali one nisu
specifi¢ne za pojasne misi¢ne distrofije.

Sve opisane histoloSke promjene nisu specifi¢ne za pojasnu misi¢nu distrofiju te se nalaze u
Sirokom spektru migi¢nih distrofija. Promjene u ekspresiji primarnog proteinskog defekta u

nekim oblicima pojasne midi¢ne distrofije mogu se prikazati imunohistokemijskim bojanjem
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dok ih se vedina dijagnosticira ili potvrduje genetskim testiranjem. Kad je dostupno rezultati
imunohistokemije na misiéu trebali bi se potvrditi genetski.
Prikaz imunohistokemijske proteinske ekspresije je vazan nacin za identifikaciju gena koji je

najvjerojatnije defektan.

Imunohistokemijska analiza

Autosomno dominatne pojasne misi¢ne distrofije

LGMDI1A (miotilinopatija): histologija misi¢ne biopsije pokazuje vlakna razli¢ite veli¢ine s
centralno smjestenim jezgrama. Na imunohistokemiji normalan miotilin, a smanjen laminin.
Komercijalni biokemijski testovi nisu dostupni.

LGMDI1B: histologija miSi¢ne biopsije pokazuje miopatske promjene. Biokemijsko testiranje
nije dostupno.

LGMDIC (caveolinopatija): histologija misi¢ne biopsije pokazuje miopatske promjene.
Caveolin-3 smanjen na imunoflorescenci 1 western blotting. Disferlin reduciran na
imunohistokemiji i normalan na western blotting-u.

LGMDID: histologija misi¢cne biopsije pokazuje miopatske promjene s endomisijalnom
fibrozom i vakuolama. Biokemijsko testiranje nije dostupno.

LGMDIE: histologija miSi¢ne biopsije pokazuje vlakna razli¢ite veli¢ine te poveéano
endomizijalno vezivo. Biokemijsko testiranje nije dostupno.

LGMDIF: histologija miSi¢ne biopsije pokazuje vlakna razli¢ite veliine te povecéano
endomizijalno vezivo. Biokemijsko i genetsko testiranje nije dostupno.

LGMDI1G: histologija misiéne biopsije pokazuje vlakna razli¢ite veli¢ine te nekrozu i
vakuole. Biokemijsko i genetsko testiranje nije dostupno. Normalno imunohistokemijsko
bojanje na distrofine, sarkoglikane, calpain i disferlin.

LGMDIH: histologija miSi¢ne biopsije pokazuje miopatske promjene i subsarkolemlane

nakupine mitohondrija. Biokemijsko i genetsko testiranje nije dostupno.

Autosomno recesivne forme pojasnih miSiénih distrofija

LGMD2D (Alfa-sarkoglikanopatija)

LGMD2E (Beta-sarkoglikanopatija)

LGMD2C (Gama —sarkoglikanopatija)

LGMD?2F ( Delta-sarkoglikanopatija)

Sve sarkoglikanopatije na histologiji misi¢ne biopsije pokazuju miopatske promjene. Postoje

komercijalna protutjela za imunohistokemijsko bojanje. Na imunohistokemiji nalazimo
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reducirano ili u potpunosti odsutno bojanje na sarkoglikanska protutijela. Jedno
sarkoglikansko protutijelo (alfa-sarkoglikan) se koristi za otkrivanje kompletne ili parcijalne
odsutnosti (Slika 5.).

LGMD2A (kalpainopatija) histologija misi¢ne biopsije pokazuje degeneraciju i regeneraciju
vlakana, varijabilnost njihove veli¢ine te endomisijalnu fibrozu. Biokemijsko testiranje koje
se vrii je western blotting.

LGMD2B (disferlinopatije): histologija miSi¢ne biopsije pokazuje uz distrofi¢ne promjene
nalaz upalnih stanica. Na imunohistokemiji i western blottingu potpuna ili parcijalna
odsutnost disferlina (Slika 6.). Western blotting za disferlin se smatra senzitivnim i
specificnim za potvrdu dijagnoze, dok je imunohistokemijsko bojanje senzitivno, ali nije
specifi¢no.

LGMD2G (telethoninopatija): histologija misi¢ne biopsije pokazuje miopatske promjene s
vakuolama. Biokemijsko testiranje nije dostupno.

LGMD2H: histologija miSi¢ne biopsije pokazuje varijacije u veli¢ini vlakana s
degeneracijom i regeneracijom, internalizacijom jezgara i endomizijalnom fibrozom.
Biokemijsko testiranje nije dostupno.

LGMD2I: histologija misi¢ne biopsije pokazuje varijacije u veli¢ini vlakana s prdominacijom
tipa 1 te nekrotiCnim i regeneriranim vlaknima. Biokemijski testovi imunohistokemija i
western blotting za alfa- distroglikan. Na imunohistokemiji varijabilno odsusttvo alfa-
distroglikana.

LGMD2J: histologija miSi¢ne biopsije pokazuje miopatske promjene. Biokemijski testovi
nisu dostupni.

LGMD2K: histologija misi¢ne biopsije pokazuje blagu fibrozu, varijacije u veli¢ini vlakana
te nekrozu i regeneraciju. Hipertroficna vlakna s multiplim centralnim jezgrama. Na
imunohistokemiji odsutnost bojanja na alfa distroglikan.

LGMD2L: histologija miSi¢ne biopsije pokazuje miopatske ili distroficne promjene.
Biokemijski testovi nisu dostupni.

LGMD2M, LGDM2N, LGMD2O : histologija miSi¢ne biopsije pokazuje promjene za
misi¢nu distrofiju €est s upalnim infiltratom. Na imunohistokemiji smanjeno bojanje na alfa-
distroglikan.

LGMD2Q: histologija na misi¢ pokazuje distrofi¢ne ili miopatske promjene. Biokemijski

testovi nisu dostupni.
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Elektronsko mikroskopska analiza

Ultrastrukturna analiza nije specifi¢na te se opisuju promjene koje se opéenito mogu naci kod
miSiénih distrofija. MozZe se naci zadebljanje bazalne membrane vlakna s pojavom kolagenih
vlakana uz njenu unutarnju povrsinu. U nekim oblicima nalazi se filamentozna tijela uz

umnoZzene mitohondrije i nabubreni sarkoplazmatski retikulum.

Razlikovanje izmedu pojedih oblika LGMD je vaZno u klinickoj obradi i prac¢enju pojedinih
pacijenata kao i u njihovom genetskom savjetovanju. Zlatni standard u dijagnostici pojasnih
misi¢nih distrofija je otkrivanje mutacije u odredenom genu.

U dijagnostickom procesu potrebna je korelacija klini¢kih podataka, proteinskog testiranja i

genetske analize.

Slika 1. Varijabilnost velidine misiénih vlakana s nekrozom (zvjezdica), internalizacijom
jezgara (velika strelica) te blago umnoZeno endomizijalno vezivo. (HE X 200)
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Slika 2. Razli¢ito velikmlsi lsultllm ezgraa (vela strelica) (HE x 400)

Slika 3. Ovalno, hipertroficno migiéno vlakno s internalizajom jezgre udruzeno s
pukotinama. (HE x 400)
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Slika 4. Umnozeno omizijalno vezivo (velika strelica) izmedu miSiénih vlakana
varijabilne veliCine. Internalizacija jezgara. (HE X 200)

Slika 5. Imohistkemij sko bojanje na alfa-sarkoglikan gdfe se vidi parcijalna odsutnost
bojanja. (X 400)
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%

Slika 6. Imunohistokemijsko bojanje na disferlin (hamlet) s parcijalnom odsutnosti boja
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DIJAGNOSTICKA I PROGNOSTICKA VRIJEDNOST MAGNETSKE
REZONANCIJE U ANALIZI LEZIJA MISICA BOLESNIKA S LGMD

Drazen LOVRIC

Poliklinika Sunce, Zagreb

[ako je miSiéna biopsija jo§ uvijek zlatni standard u dijagnozi nasljednih bolesti miSica,
misi¢no oslikavanje, osobito magnetska rezonancija je postala metoda izbora u
dijagnostickoj obradi pacijenata u smislu otkrivanje i kvantifikacije distrofi¢nih promjena za
vrijeme klini¢kog pracenja pacijenata sa nasljednim misi¢nim bolestima.

Udno pojasna misiéna distrofija (LGMD) je uopéen termin koji je rezerviran za
miSi¢ne distrofije kod djece i odraslih kako bi ih se razlikovalo od puno ucestalijih X vezanih
distrofinopatija (Duchennove mi$i¢ne distrofije (DMD) 1 Beckerove mi$i¢ne distrofije
(BMD).

To je grupa klinicki i genetski heterogenih bolesti koje zahvacaju predominantno proksimalne

misice udova.

Osnovna podjela MD:
Udno pojasna MD(LGMD): Kongenitalne MD (CMD):
* Distrofinopatije: * CMD bez malformacija mozga:
- Duchenne MD - merosin deficit CMD
- Becker MD -CMD
+ Autosomno dominantne LGMD - Ullrich miopatija
-LGMD 1A do IC * CMD sa malformacijama mozga
* Autosomno recesivne LGMD - Fukuyama CMD
- LGMD 2A do 2N - misi¢no-okularne-mozdane CMD
- Walker Warburg sindrom
Ostale MD:

- facioskapulohumeralna MD
- Emery Dreifuss MD
- okulofaringealna MD

- miotoni¢ka distrofija
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Obzirom na heterogenost udno pojasnih MD u literaturi se nalazi nekoliko procjena
prevalencija LGMD, a procjena prevalencije za sve oblike LGMD se krec¢e od 1/14500
do1/123,000 [van der Kooi et al 1996, Urtasun et al 1998].

Pojedinci sa udno pojasnom misicnom distrofijom uglavnom pokazuju slabost 1 gubitak
misi¢nog tkiva ograni¢enog na miSice udova, izraZenije proksimalno nego distalno.
Proksimalno podrazumijeva slabost misi¢a blize centru tijela uklju¢uju¢i rameni pojas,
zdjeli¢ni pojas, gornji dio natkoljenica i nadlaktica. Distalno podrazumijeva slabost misic¢a
dalje od centra tijela uklju¢uju¢i donji dio ruku, podlaktice i Sake, te donji dio nogu,

potkoljenice 1 stopala.

Biokemijskim testiranjem nakon misi¢ne biopsije moZe se odrediti subtipove udno pojasnih

MD: sarkoglikanopatija, kalpainopatija i disferlinopatija...

Kod pacijenata s LGMD, kao i pacijenata s drugim misi¢nim distrofijama nema poznate
efikasne metode lijeCenja ve¢ je lijeCenje simptomatsko, ovisno o svakoj klini¢koj slici i

specifi¢nom subtipu te se svodi na produzavanje duljine i kvalitete Zivota.

Isto tako, jo§ ne postoje objektivni i kvantitativni neinvazivni biomarkeri za procjenu tezine i
progresije misi¢ne degeneracije. Razvoj takvih biomarkera bi mogao pobolj$ati razumijevanje
bolesti 1 istovremeno povecati mogucnost uspjeSnog i efektivnog terapijsko/terapeutskog

pristupa.

Magnetska rezonancija

Magnetska rezonancija (MRI) je neinvazivna dijagnosticka slikovna metoda koja za
dobivanje slikovnog prikaza tijela koristi snaZzan magnet 1 radiovalove.

Glavni dio uredaja za magnetsku rezonanciju je magnet koji stvara magnetsko polje koje je i
do 10000 puta jace od magnetskog polja Zemlje. Magnetsko polje usmjerava atome vodika u
nasem tijelu u istom odredenom smjeru (slicno kao S§to se igla kompasa okrece prema

magnetskom polju Zemlje).
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Drugi vazan dio uredaja za magnetsku rezonanciju su radiofrekventne zavojnice.
Radiofrekventne zavojnice Salju radiovalove prema atomima vodika u tijelu koji se zbog
dobivene energije otklanjaju od prvotnog smjera u kojem su bili poredani u magnetskom polju
te se snima koli¢ina energije radiovalova koja se oslobada prilikom povratka atoma vodika u
osnovno stanje. Razli¢ita tkiva daju razliCit signal te se na osnovu tog signala stvara

dijagnosticka slika.

Zbog visoke kontrastne rezolucije koja je bolja nego kod ultrazvuka i kompjuterske
tomografije te obzirom da je neopasna za zdravlje jer ne koristi ioniziraju¢u energiju za
stvaranje dijagnosti¢ke slike, magnetska rezonancija je zadnjih godina postala metoda izbora
u dijagnosti¢koj obradi pacijenata u smislu otkrivanja i kvantifikacije distrofiénih promjena te
za Klini¢ko pracenje pacijenata sa nasljednim misSi¢nim bolestima §to je, iako ponekad uz

potrebnu sedaciju, izuzetno vazno kod dijagnosticke obrade djece.

Razvoj protokola pretrage na magnetskoj rezonanciji

Od pocetka se u dijagnostici neuromuskularnih bolesti primjenjivalo multisekvencijsko
oslikavanje najc¢eSce u transverzalnoj ravnini i uz primjenu T1 mjerenih slika (T1-weighted
spin echo) te T2 mjerenih slika (T2-weighted spin echo) ili STIR (short tau inversion
recovery) sa debljinama slojeva od 5 mm do 10 mm te uz razli¢ite razmake izmedu dva sloja

kako bi se smanjila duljina pretrage.

Razvojem brzih protokola za oslikavanje cijelog tijela na magnetskoj rezonanciji osobito
,»Whole-body muscles MRI* osim ramenog obruca i kukova sada su nam za analizu dostupni i
gornji ekstremiteti, paraspinalna muskulatura, trbusni zid te donji ekstremiteti.

Takoder, po potrebi se mogu dodati i presjeci tijela u ostalim ravninama (Koronarnoj,
sagitalnoj).

To nam olakSava analizu distrofi¢nih promjena pojedinih misic¢a te distribuciju zahvacenih

misSica gotovo cijelog tijela.

39



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekularna dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih misiénih distrofija
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.11.101.12.2012.

Slika 1. Priprema protokola na radnoj stanici za ,,whole-body MRI* pacijenta

Distrofi¢ne promjene kao $to su masna infiltracija i degeneracija te atrofija migi¢a na T1
mjerenim slikama se prikazu porastom intenziteta signala zahvaéenog/ih misi¢a dok se upalne
promjene kao $to je mioedem, koji mozZe biti prvi znak misi¢ne distrofije, prikazu povisenim

intenzitetom signala misi¢a na T2 i STIR mjerenim slikama.

Magnetska rezonancija u pra¢enju bolesnika sa klini¢kom slikom LGMD

Magnetska rezonancija je visoko senzitivna no nisko specifi¢na dijagnosti¢ka metoda te treba
imati na umu da opisane distrofi¢ne promjene i mioedem pojedinaénog misiéa koje prikazemo
iako slijede neke karakteristike u distribuciji kod pojedinih LGMD ipak nisu apsolutno

specifi¢ne za LGMD kao niti za druge miSiéne distrofije.
Zbog toga se na uzorku distrofitnih promjena migi¢a i misiénih skupina raznim
semikvantitativnim i kvantitativnim metodama pokusava pronaéi promjene koje bi bile

specifi¢ne za pojedine tipove misi¢nih distrofija.

Prikaz MRI karakteristika u distribuciji distrofiénih promjena kod pojedinih
subtipova LGMD:
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Distrofinopatije:

Duchennova/Bekerova miSi¢na distrofija (DMD/BMD)

X vezani nacin nasljedivanja

Predominantno zahvaéeni donji ekstremiteti, pseudohipertrofija misica lista, deltoideusa.

Brza progresija miSi¢ne slabosti u Duchenne-ovoj miSi¢noj distrofiji, blazi simptomi kod
BMD

Slika 2.

Slika 3. Slika 4.

Slika 2. Transverzalni presjek miSiéa zdjelice, dominantno zahvaden m.gluteus
maksimus.

Slike 3.14. Presjek kroz natkoljenicu i potkoljenicu; natkoljenica: m.kvadriceps/aduktori,
potkoljenica: obje glave m. Gastroknemijusa

Autosomno recesivne LGMD:

Kalpainopatija (LGMD 2A)
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Najces¢a autosomno recesivna udno pojasna misiéna distrofija, sli¢cna FSHD bez facijalne
afekcije.
Kombinacija skapule alate, teske slabosti aduktora kuka i fleksora lakta, normalna

respiratorna funkcija.

Slika 5.

Slika 5. Transverzalni presjek misi¢a natkoljenice pokazuje zahvacanje straznje loZe,
m. vastus medialis i m. vastus intermediusa, relativna poSteda: m.sartorius, m.
gracilis, m. vastus lateralis i m. rectus femoris.

Slika 6. Transverzalni presjek lista pokazuje zahvacdanje medijalne glave m.
gastroknemijusa (lateralna postedena) i nejednako zahvacanje m. soleusa i

peronealnih misica.

Disferlinopatija (LGMD 2B, Miyoshi miopatija)

Kod disferlinopatija naj¢es¢i fenotip (25-35%) ima mijesanu sliku sa slabos¢u proksimalnih i
distalnih miSica. Karakterizirana je zahvacanjem prednjeg i straznjeg odjeljka natkoljeni¢ne
muskulature i CeS¢e straZnjeg odjeljka potkoljeni¢ne muskulature dok su m. sartorius i m.
gracilis postedeni.

Kod pacijenata s MM &e§ce je zahvacena muskulatura ramena i ruku te potkoljenica uz

asimetriju u stupnju zahvaéenog misica lijevo/desno.
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Slika 7.
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Sarkoglikanopatije (LGMD2C-LGMD2F)

Sarkoglikanopatije su Cesti uzroci udno pojasnih MD sa visokim udjelom teskih slucajeva
sli¢no Duchenne MD no dosta je i slu¢ajeva blazeg oblika sli¢nih Becker tipu MD

Za razliku od DMD ¢esce je zahvacena skupina hamstringa i abduktora kuka nego kvadriceps

Promjene zahvacaju zdjeli¢ni i rameni pojas, skapula alata je ¢e§éa u LGMD2C-2F nego u

Duchenne MD.

Slika 10., 11.i 12

Potencijalna uloga magnetske rezonancije kao objektivnog biomarkera u FSHD

Progresiju bolesti i stupanj zahvacenosti pojedinog misiéa je tesko evaluirati klinicki te se od
poCetka upotrebe magnetske rezonancije u dijagnostici misiénih distrofija pokusava
kvantificirati i objektivizirati distrofi¢ne promjene misi¢a i uzorak distribucije distrofi¢nih

promjena zahvacenih misica i migiénih skupina.

Zbog visoke senzitivnosti i kontrastne rezolucije magnetska rezonancija se pokazala kao
izrazito uspje$na i neopasana dijagnosticka metoda za evaluaciju distrofiénih promjena
misica.
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Recentne studije su pratile korelaciju izmedu misi¢ne snage i stupnja hiperintenzivnog signala
na T1 mjerenim slikama kao pokazatelja masne infiltracije misica (kod FSHD i drugih

distrofija).

Jednu od prvih takvih semikvantitativnih metoda predlozio je Mercuri et al. 2002.g. sa

svojom 4-stupanjskom skalom kod koje se prati stupanj masne infiltracije misica.

Ve¢ je spomenuto da STIR sekvenca otkriva upalnu komponentu bolesti ranije videnu samo
kod biopsije misica te je vazan indikator pocetnih promjena kod misiéne distrofije pa tako i

LGMD, i time objektivni biomarker.

Razvojem protokola za magnetske rezonancije cijelog tijela (whole-body MRI protocols)
postalo nam je dostupno identificirati promjene u misi¢u i kvantificirati stupanj distrofi¢nih
promjena. Premda nalaz promjena na misi¢ima kod pacijenata sa miSicnim distrofijama nije
uvijek specifi¢an uzorak i distribucija distrofi¢nih promjena misi¢a mogu suziti diferencijalnu
dijagnozu i uputiti klini¢ara to¢noj dijagnozi ¢ak i prije invazivne dijagnosticke pretrage kao

§to je biopsija misica.

Potencijalnu ulogu novijih MR tehnika kao §to su MR perfuzija i MR difuzija te MR
spektroskopija, mjerenje T2 relaksacijskog vremena, kvantifikacija mi$i¢nog masnog tkiva

upotrebom 3-point Dixon tehnikom tek treba vidjeti.
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ZIVJETI S POJASNOM MISICNOM DISTROFIJOM

Mirjana JANZEK

Rodena sam 1979. godine kao trece dijete u obitelji u kojoj misi¢na distrofija nije bila strani
pojam. Naime u obitelji su od iste bolesti bolovala moja dva strica, (jedan je umro prije 15
godina) kao i moj stariji brat. Kao Zensko dijete obitelj je vjerovala, uz uvjeravanja doktora,
da ja ne mogu oboljeti od mi3i¢ne distrofije. No, sa nekih 8 godina poceli su se javljati
simptomi koji su sve vide upuéivali na miSi¢nu distrofiju i pobili tadasnju teoriju koju su
doktori govorili mojim roditeljima. Naravno da je to bio jo3 jedan Sok za njih, ali ne toliko i
za mene. Ja sam uvijek govorila da ¢u jednog dana biti kao i moj brat i miSi¢na distrofija kao
bolest nije mi bila strana i zastradujuéa u to vrijeme. Naravno bila sam mala i nisam bila
svjesna §to ona to¢no znaéi. Nisam bila svjesna da to znaci da ¢e se moje djetinjstvo svesti na
posjete bolnicama, raznim pregledima, medicinskim nepotrebnim zahvatima i odvajanje od
svojih roditelja i brace po nekoliko tjedana kada to djeca najteze prihvacaju. Roditelji su
naravno htjeli probati sve §to su mislili da bi moglo pomo¢i zaustaviti bolest. Vrijeme je
prolazilo, bolest se sve vie manifestirala, ja sam pohadala $kolu u svojem mjestu Gornje
Jesenje (nedaleko od Krapine) i Zivjela djetinjstvo kao i svi moji vrdnjaci, igranjem na
igraliStu, druZenjem s prijateljima, pisanjem zadace i pomaganjem u kucanskim poslovima.
Tako je sve to bilo do zavretka mog 6. razreda. Tada je postalo sve teZe, sve teze sam se
penjala uz brdo koje je vodilo do moje $kole, sve teZze sam svladavala stepenice 1 torbu na
ledima i moji roditelji su odlucili da bi bilo bolje da svoje Skolovanje nastavim u Osnovnoj
Skoli pri bolnici Krapinske toplice, gdje sam bila i smjeStena preko tjedna, uz svakodnevne
vjezbe 1 ostalu rehabilitaciju. Koliko se sje¢am, a i po pri¢i mojih roditelja, vrlo brzo sam se
priviknula na novu sredinu i nove prijatelje, iako mi je bilo tesko ostaviti dotadasnje Skolske

prijatelje 1 oti¢i u novu $kolu i maknuti se od svoje kuce.
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Tijekom Skolovanja u Toplicama slijedile su opet 1 bolnice. Imala sam dvije operacije tetiva,
svaku nogu posebno, kako bi se moje hodanje $to vise olaksalo i produzilo. Nakon operacija
slijedili su 1 oporavci koji su trajali nekoliko mjeseci i nisu bili ugodni.

Skolovanje sam nastavila u COO Dubrava u Zagrebu gdje sam upisala srednju ekonomsku
skolu. Veselila sam se odlasku u Zagreb jer sam to dozivjela kao jednu pustolovinu, koja me
vodi u neki novi svijet pun novih dogadaja i bila sam u pravu. Tada sam i odluéila da su
zavrSili moji boravcei po bolnicama, da prestajem biti bolesnik i postajem tinejdZer kao i svako
drugi u mojim godinama kojega zanimaju razne stvari, o ¢emu sam razgovarala sa roditeljima
1 oni su prihvatili moju odluku.

Od samog pocetka ukljucila sam se u skoro sve
izvannastavne aktivnosti. Pjevala sam u zboru, bila
dio novinarske sekcije, radijska voditeljica, sa
svojim prijateljicama osnovala sam prvu plesnu
grupu djevojaka u kolicima S§to nam je donijelo

mnogo raznih nastupa, pa ¢ak i izvan Hrvatske

(Italija, Slovenija), kao i medijske nastupe S$to je
svima nama tada puno znacilo i davalo nam je jedan poseban osjeéaj. Za sve to bilo je
potrebno mnogo odricanja svog slobodnog vremena, ali vrijedilo je, jer doZivljaji koji su
proizasli iz naSih nastupa i sudjelovanja na raznim dogadajima ne mogu se zaboraviti i
spadaju u jedan dio mog najdraZeg vremena zivota. Uz sve te aktivnosti i $kolske obaveze
rodila su se i prijateljstva koja su i danas neraskidiva i sa kojima sam dozZivjela puno
dragocjenih i nezaboravnih trenutaka. Negdje u tom razdoblju, oko 15. g. Zivota pocela sam
koristiti i kolica zbog sve teZeg i nestabilnijeg hodanja. Ispocetka sam ¢ak posudivala kolica
od prijateljica kada je to bilo moguce kako bi otidla na kavu sa prijateljima u slobodno
vrijeme ili do grada, jer nisam mogla prije¢i neku duZu relaciju i iskreno jedva sam &ekala da
dobijem svoja kolica jer sam bila svjesna da ¢e mi ona poboljsati i olak3ati kretanje. Tako je i
bilo.

Naravno da su se dogadale i neke moZda malo teZe situacije s kojima sam se morala sama
nositi i sama ih rjesavati, ali smatram da upravo iz tog razloga §to me moji roditelji nisu mogli
stalno Stititi 1 drZati me u ,,zlatnom kavezu“ pomogli su mi da postanem samostalnija i
neovisnija osoba koja je uvijek spremna na nove izazove i nove ciljeve.

Nakon $to je to razdoblje mog Zivota zavrsilo vratila sam se kuéi i u pocetku nisam znala $to
¢u raditi, kojim putovima ¢e krenuti moj Zivot, no znala sam da Zelim da bude nesto kroz §to

¢u moci ispunjavati svoje ciljeve, Zelje i razvijati se bez obzira na moj invaliditet. Ono $to mi
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je jako tesko palo bila je razdvojenost od mojih prijatelja, imala sam osjecaj da sam izgubila
jedan dio sebe. Nakon skoro dvije godine provedene kod kuée, ja i moja tada, a i sada najbolja
prijateljica odlucile smo oti¢i zajedno Zivjet u Zagreb. Bio je to pothvat za koji se ne bi mnogi
odlu¢ili, ali eto mi jesmo. Bio je to jo§ jedan od mnogih izazova koje sam prihvatila i
dokazala si da i ono naizgled nemogucée je moguce. Iznajmile smo mali stan¢i¢ od 25
kvadrata, ona se bacila u potragu za poslom, a ja sam vrijeme provodila s prijateljima koji su
takoder ostali u Zagrebu zbog studiranja 1 sl.

To je potrajalo oko godinu dana i tada smo odlucile da se ona treba useliti kod svog
dugogodisnjeg decka, a ja se vratiti kuci u potragu za novim izazovima.

Ubrzo sam se ukljuc¢ila u Drustvo distroficara Zagreb, iz razloga Sto u nasoj Zupaniji nije bilo
nikakve udruge u kojoj bi mogla biti aktivna. Niti u udruzi u Zagrebu nisam mogla biti
previse aktivna zbog udaljenosti, ali posjecivala bi neke dogadaje zabavnog karaktera, i$la na
putovanja, posebno pamtim put u svetite Lurd 1 ljetna rehabilitacija. S vremenom sam se na
poziv sadasnje predsjednice SDDH Marice Miri¢ uklju¢ila u SOIH mrezu Zena s
invaliditetom, koja se bavi SOS telefonom za Zene s invaliditetom Zrtve nasilja 1
osnazivanjem Zena s invaliditetom za §to ve¢u ulogu u lokalnoj zajednici i samo-zastupanje, i
to su bili moji ozbiljniji poceci ukljuéivanja u pokret osoba s invaliditetom.

2007.g. gospoda Marica Miri¢ kao potpredsjednica SDDH pozvala nas je na sastanak na
kojem je predloZeno i usvojeno da se osnuje Udruga koja bi okupljala osobe koje boluju od
mii¢ne distrofije na podru¢ju KZZ. Predlozeno je da ja preuzmem ulogu predsjednice
udruge. Prihvatila sam taj prijedlog iako tada nisam niti bila svjesna §to to sve donosi 1 da ¢e
to uvelike promijeniti moj Zivot. U travnju 2007. godine osnovana je Udruga distrofi¢ara
Krapina 1 od tada poc¢inje neko drugo poglavlje mog Zivota.

Ispocetka sam bila mozda 1 malo izgubljena, nisam znala odakle krenuti jer sam se u kratkom
vremenu nasla pred novim zadacima, ali i problemima kojih do tada nije bilo u mom Zivotu i
sa kojima nisam bila do tada previSe upoznata. Bilo je i trenutaka kada sam se zapitala da li
sam ja dovoljno snazna da vodim jednu takvu organizaciju i realiziram ciljeve koji se od mene
oc¢ekuju. No shvativsi da ljudi oko mene vjeruju u mene, da moja obitelj vjeruje u mene, moji
prijatelji i ¢lanovi koji su zajedno sa mnom pokrenuli osnivanje udruge vjeruju u nas, bio mi
je veliki vjetar u leda i veliki motivator da napravimo nesto §to ¢e doprinositi u naSoj kvaliteti
zivljenja i senzibilizirati zajednicu o naSim potrebama i moguénostima, te da postanemo $to
ukljuceniji u aktivnosti zajednice.

Gledavsi unatrag kroz proteklih pet godina jako sam ponosna na cijeli tim s kojim suradujem,

a koji su isto osobe koje boluju od misi¢ne distrofije, jer smo napravili i vide od o&ekivanog.
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Jedan od glavnih ciljeva nam je pruzanje izvaninstitucionalne potpore i socijalno uklju¢ivanje
u drudtvenu zajednicu. Trenutno okupljamo 26 osoba koje boluju od misiéne distrofije ili
srodnih neuromuskularnih oboljenja s podruéja Zupanije, od ¢ega nas je skoro 90% posto u
invalidskim kolicima. Zapos$ljavamo 12 osobnih asistenata, $to znaci da 12 na$ih ¢lanova koji
svakodnevno ovise o tudoj pomo¢i ima osobne asistente koji su ima na raspolaganju 4 sata na
dan. I ja sam jedna od ¢lanova koja ima osobnu asistenticu, zove se Kristina Janzek i moja je
prijateljica od djetinjstva. Ona svojim radom olakSava moj poslovni, ali i privatni Zivot i u
mnogim situacijama je upravo ona zamjena za moje ruke i noge. Kupili smo i opremili
prilagodeno kombi vozilo za prijevoz osoba u kolicima bez transfera i osiguravamo svim
¢lanovima besplatan prijevoz kada 1 gdje je to njima potrebno, provodimo razne Kampanje
kroz koje lobiramo za nase potrebe kao Sto su smanjenje barijera i sl., mnogim ¢lanovima
pomogli smo kod nabavke ortopedskog pomagala koje ne pokriva HZZO, a koje je preskupo,
organiziramo ljetnu rehabilitaciju, imamo kreativne radionice kao oblik radne i psihofizicke

terapije, trenutno provodimo i rehabilitaciju u Udruzi pomocu uredaja Thera vital i Compex te

niz ostalih aktivnosti.

Pokretanjem Udruge zapocelo je i moje daljnje ucenje, usavriavanje i osnazivanje jer kroz
aktivnosti udruge i aktivnosti srodnih organizacija prosla sam mnoge seminare, skupove,
edukacije 1 teCajeve koji su mi pomogli i dalje pomaZzu u mom radu, upoznala sam mnoge
nove osobe koje su svojim iskustvima i svojim znanjem dodatno utjecale na mene i moj rad.
Sve to isto tako iziskuje puno mog vremena, ne postoji neradan dan, dostupna sam svima
skoro 24 sata na dan ali sve se to zaboravlja kada su rezultati uspjesni, kada Cujete rijeci
zadovoljnog ¢lana i kada to prepoznaje drustvo i zajednica koja nas okruZzuje i vide se pomaci
za koje smo 1 mi jednim dijelom zasluZni.

U zadnje dvije godine postala sam i &lanica Predsjednistva SDDH §to mi je omogudilo
uklju¢ivanje u nove aktivnosti kao §to su medunarodni skupovi i konferencije, pa sam tako u

zadnjih godinu dana posjetila Beograd, Budimpestu i Brisel, §to je doprinijelo u mom razvoju
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kao predsjednice Udruge, ali i u ispunjenju mojih osobnih ciljeva i Zelja, a to je proputovati
svijet i upoznati ga $to je vise moguce.

Svaki novi dan daje mi priliku da steknem novo Zivotno iskustvo, da se razvijam u poslovnom
I privatnom pogledu, ali i da svoje Zivotno iskustvo prenosim na druge.

Jo§ uvijek Zivim u svom mjestu Gornje Jesenje u obiteljskoj kuéi sa svojim roditeljima,
braom, Sogoricom i imam dvije prekrasne necakinje i jednog necaka sa kojima sam jako
vezana i koji su moja velika radost. Imam decka sa kojim sam pet godina u vezi, koji Zivi u
Zagrebu i svoje slobodno vrijeme pokusavam provesti kod njega tako da ¢esto putujem na
relaciji Gornje Jesenje — Zagreb. Imam prijatelje koji me ispunjavaju i imaju vaznu ulogu u
mojem Zivotu sa kojima &esto izlazim na koncerte, u kina i sl. i bez kojih moj Zivot ne bi bio

tako ispunjen.

Cijeli moj Zivot jedna je velika avantura, puna raznih dogadaja, i lijepih i manje lijepih, ali

vrijedna svakog prozivljenog dana i trudit ¢u se da tako bude i dalje.
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PSIHICKI PROBLEMI BOLESNIKA S OTEZANOM
POKRETLJIVOSCU (LGMD)

Nata$a JOKIC-BEGIC

Odsjek za psihologiju, Filozofski fakultet, Sveuéiliste u Zagrebu

Pojasne miSi¢ne distrofije (LGMD) su heterogena skupina primarnih bolesti misi¢a s
dominantnim zahvacanjem proksimalnih miSiénih skupina. Bolest se naj¢esce javlja izmedu
10. i 20. godine, oko tri puta ucestalije u muskaraca (Vranje§ i Canki-Klain, 2009). Tijek
bolesti je spor, ali progresivan. Zapocinje s nemoguéno$éu tré¢anja (Vranje§ i Canki-Kalin,
2009), a u dobi oko tridesete godine bolesnici nisu u moguénosti hodati. Misiéi lica te ruku,
posebice Saka, uglavnom nisu zahvaceni (Griggs i sur., 1995, Harper, 1985, Stiibgen i Stipp,
1997).

Bolesnici oboljeli od miSi¢ne distrofije se suocavaju sa spoznajom o neizlje¢ivosti bolesti,
emocionalnom i tjelesnom boli te poremecajima u funkcioniranju u svakodnevnim Zivotnim
aktivnostima. Suocavanje s kroni¢nom boles¢u je zahtijevan proces koji je odreden
individualnim ¢imbenicima (dobi u kojoj je postavljena dijagnoza, osobinama li¢nosti,
karakteristikama socijalne mreze oboljelog, vrsti i teZini bolesti i sli¢no). Ishod suo¢avanja s
bolescu ¢e gotovo u potpunosti odrediti kvalitetu Zivota i pracenje lije¢nickih uputa. Stoga je
vazno da pristup bolesniku uklju¢uje razumijevanje psihosocijalnih znacajki oboljelih i
njihovih obitelji.

[strazivanja koja se bave psiholoskim posljedicama pojasne miSicne distrofije su rijetka.
[strazivaCi se uglavnom bave patogenezom bolesti, a ukoliko se bave psiholoskim
posljedicama onda su u Zari$tu paZnje uglavnom djeca i njihove obitelji (Natterlund, 2001).
Takoder je zamjetno da su vecu istraZivacku paznju zaokupile psihosocijalne posljedice tezih
oblika midiéne distrofije, primjerice Duchenova distrofija (Grootenhuis i sur., 2007).
Dosada3nja istrazivanja su pokazala da se kod osoba oboljelih od misi¢ne distrofije Eesto
uocavaju razlic¢ite emocionalne poteskoce (prvenstveno anksioznost, apatija, manjak energije i
motivacije, socijalno izbjegavanje, pasivnost, nisko samopostovanje, iritabilnost) i promjene u

liCnosti (Cesto izbjegavajuce, ovisne, opsesivno-kompulzivne i pasivno-agresivne crte
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licnosti). Neki autori smatraju da su te smetnje dio (obiljezje) bolesti, ali ima puno dokaza da
su odraz prilagodbe na kroni¢nu, progresivnu bolest (Grootenhuis i sur., 2007). Pacijenti s
misicnom distrofijom se suoCavaju s otezanom pokretljivos¢u i ostalim tjelesnim
ograni¢enjima. Osim toga, suocavaju se s financijskim i emocionalnim posljedicama bolesti
(gubitak posla, smanjeni prihodi, snizeno samopostovanje, mogu¢ skraceni zivotni vijek...) pa
je Cesto vrlo tesko razjasniti porijeklo tih simptoma (koliko su povezani sa samom boleséu

odnosno primarni, a koliko reflektiraju prilagodbu, odn. sekundarni).

Najcesce reakcije na priopcavanje dijagnoze razo¢aranje, agresija, o¢aj i tjeskoba (Natterlund,
2001; Ahlstrom i Sjodén, 1996; Brunnback, 1987, Faulkner i Kingston, 1998). Ljudi
uglavnom s nevjericom prihvacaju informaciju da boluju od nasljedne i progresivne bolesti. U
jednom kvalitativnom istraZivanju koje je obuhvatilo osobe koje boluju od razli¢itih oblika
miSi¢ne distrofije nisu uocCene razlike u prihvacanju bolesti s obzirom na dijagnozu
(Natterlund, 2001). S obzirom da se bolest dijagnosticira uglavnom u adolescenciji, potrebno
je poznavanje karakteristika ovog razvojnog razdoblja kako bi se dijagnoza priopéila na $to je
moguce vise prilagoden nacin. Djeca su nakon otkrivanja bolesti &esto ljuta na cijeli svijet,
sazalijevaju sama sebe ili su u otporu spram ¢injenice da su bolesna. Zabrinutost, ljutnja i
frustriranost uobicajeni su osjeéaji na pocetku bolesti i treba ih razumjeti i dopustiti djetetu da
ih izrazi. Reakcije su najéesce kratkotrajne i prolazne jer se djeca zbog svoje usmjerenosti na
sadaSnjost mnogo brze i lak3e prilagodavaju bolesti nego roditelji. Zanimljivo je istrazivanje
koje su provele Nereo i Hintonova (2003). Primijenile su projektivnu tehniku ,,Tri zelje™ (od
sudionika se traZe tri Zelje koje bi Zelio ispuniti kada bi imao &arobni Stapic¢) na djeCacima
oboljelim od Duchenove misiéne distrofije (n=74), njihovoj zdravoj bra¢i (n=32) i zdravim
djecacima (n=43). Protivno oekivanjima, djedje Zelje se nisu razlikovale niti su bile

povezane s poteSkocama uzrokovanim boleséu oboljele djece.

Stav prema bolesti i reakcije djeteta velikim su dijelom odredeni ponasanjem roditelja. Ako je
roditelj tjeskoban, prestragen, napet, povecava se dozivljaj neugode u djeteta. Treba imati na

umu da niti jedan roditelj nije psihicki pripremljen imati bolesno dijete. Veéina roditelja u
procesu prilagodbe na bolest prolazi kroz nekoliko faza. Prva je faza stanje 3oka. koi
o.znacava nedostatak emocija i neprihvaéanje stvarnosti. Roditelji su uglavnom u ;t ?u
tjeskobe te nerijetko sumnjaju u toénost dijagnoze. To Jje posebno izrazeno ako simpté:)ltlljll'l
i
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dijagnozu, roditelji nerijetko pocinju osjecati srdzbu, krivnju, gubitak i depresiju. Preplavljeni
su osjecajima tuge, mogu imati smetnje spavanja ili psihosomatske smetnje. Cesto se povlade,
ne mogu se usredotociti na posao i obveze, ¢ini im se da vise nikada neée biti sretni. Pritom
mogu biti bijesni na sudbinu, jedno na drugo, dijete, medicinsko osoblje. Veéina roditelja koji
postanu depresivni nakon otkrivanja bolesti psihi¢ki se oporave nakon Sest do devet mjeseci.
Naposljetku slijedi posljednja faza prilagodbe koja ukljuduje promjenu nadina Zivota. Tada se
roditelji kona¢no pomire sa djetetovom boledéu i usmjere se ka buduénosti. Utvrdeno je da
naCin na koji lijeénik reagira na te osjecaje i ponaSanja utjece na sposobnost roditelja da
apsorbiraju prvotni Sok i da se po¢nu prilagodavati na djetetovu bolest (Grubié i sur., 2012).
Prije svega, lije¢nik treba uvazavati razli¢ite nacine suocavanja roditelja sa spoznajom 0
djetetovoj bolesti i pri tome dati primjerene informacije koje su uskladene s trenutaénim
emocionalnim stanjem roditelja. Ako je roditelju posebno tesko i lije¢nik procijeni kako je
prevladan emocionalnom reakcijom tada ga treba uputiti psihologu (Grubi¢ i sur., 2012).
Roditeljima uvijek treba ulijevati nadu, dati jasne upute kako postupati s djetetom, ohrabriti ih
1 osnaziti, te ih usmjeriti na sadasnjost (Grubi¢ i sur., 2012). Napetost i zabrinutost roditelja
najlakSe se smanjuje dobrom edukacijom o bolesti §to omogucava usvajanje definirane rutine

te predvidljivost i sigurnost za dijete i roditelje.

Nakon prvotnog Soka, veéina osoba se na aktivan nacin suocava s boles¢u. Pokusava saznati
Sto vise informacija o bolesti i nadinima pomod¢i, Zivi u sadasnjosti (Natterlund, 2001) i na taj
nadin doprinosi zadrzavanju subjektivne kvalitete Zivota. Nitterlundova i suradnici (2000) su
pratili oboljele odrasle osobe s razli¢itim formama mii¢ne distrofijom tijekom 5 godina i
utvrdili su da tijekom vremena dolazi do sniZavanja kvalitete Zivota (uglavnom na
dimenzijama tjelesnog zdravlja) i zadovoljstva Zivotom. Smanjuje se broj svakodnevnih
aktivnosti §to doprinosi emocionalnom distresu. Bihevioralne, emocionalne i kognitivne
promjene pojaéavaju i psihosocijalne probleme te otezavaju prilagodbu na svakodnevni Zivot.

Kod migiénih distrofija koje sporije napreduju osobe imaju vise vremena za prilagodbu pa su

. s auus . o s i
gedée usmjerene na ono Sto mogu, nego na ono $to ne mogu uiniti. Zanimljivo je

N % D s : ot
bolesnici koji su ,,borbeno™ usmjereni prema svojoj bolesti logije s njom nose 1 1Maj

kvalitetu Zivota (Ahlstrom, 1994). Ovaj nalaz je upravo suprotan od onog dobivenog na

1994). Nemogucnost prihvacanja i ,jpomirenja“ s

. s inoma (Lampic 1 sur., i
oboljelima od karcinoma (Lamp pridonosi 108ijoj

strofije nije korisna strategija suocavanja, jer

legéu u slu¢aju misicne di & il
. e kvaliteta Zivota osoba oboljelih od razli¢itih

kvaliteti Zivota. Istrazivanja pokazuju da ]
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Grootenhuis 1 sur., 2007). Do pada kvalitete Zivota dolazi prije svega radi otezanja kretanja i
tjelesne nesposobnosti (Antonini i sur., 2006). Problemi o kojima izvjeStavaju pacijenti s
razli¢itim vrstama mi$i¢ne distrofije su dominantno povezani s mobilno$éu, transportiranjem i
poslom (Nitterlund i sur., 1999.) Osim toga, dolazi do suzavanja socijalne mreze, te osjecaja
da su na ,teret drugima®. Do suZzavanja broja osoba s kojima ostvaruju kvalitetno druzenje
dolazi i radi osje¢aja umora i manjka energije. Bostrom i sur. (2004) su proveli kvalitativno
istrazivanje na 46 osoba s miSi¢nom distrofijom koje su pracene 10 godina. Gotovo svi su
izvijestili o deterioraciji fizickih kapaciteta — pokretljivost postaje sve ogranicenja, pojacavaju
se umor 1 slabost. Unato¢ velikom distresu, nekoliko ispitanika je izvijestilo o pobolj$anju
psiholoske prilagodbe tijekom vremena. Vecini ispitanika buduénost se c¢inila mraénom
(ograni¢eni kapaciteti, ovisnost o drugima, pasivnost, institucionalizacija, nedostatak
autonomije, lezanje u krevetu, nemogucnost brige o vlastitoj higijeni), no nekoliko ih se
fokusiralo na sada$njost i izbjegavalo je razmisljanje o buducénosti. Neki ispitanici izvijestili
su da nisu bili svjesni psiholoskih posljedica Zivota s boles¢u i ¢injenice da pomo¢ i podrsku
nece trebati samo za fizicke aspekte bolesti. U intervjuima su govorili o emocijama poput
ljutnje, iritabilnosti, anksioznosti, panike, te sklonosti povla¢enja u sebe. Dio ih se osjecao
manje vrijednim radi nesposobnosti za rad, pa su sebe opisivali kao ,,bezvrijedne®, ,nistavne*
i ,,beskorisne®. Prijateljstva s ljudima koji imaju sli¢ne probleme bila su izvor zadovoljstva i
samopostovanja. Sto se ti¢e partnerskih odnosa, kod dijela ispitanika bolest je udaljila
partnera, a kod drugog dijela ih je dodatno povezala. Posramljenost pred drugima je snazan
izvor distresa — dok se bolest jo$ ne vidi drugi ih ,,smatraju lijenima®, a kada se bolest po¢inje

oCitovati onda su predmet stigme 1 sazaljenja.

S obzirom na relativno mali broj istrazivanja koja se bave psihi¢kim posljedicama pojasne
miSi¢ne distrofije ne moZemo jo§ donositi kona¢ne zakljucke o rizi¢nim 1 zaStitnim
¢imbenicima prilagodbe na bolest. Kako su kroni¢ne bolesti sve ¢esce u populaciji, brojni su
istrazivaci pokusSali razumjeti prediktore uspje$nog i neuspjesnog suoc¢avanja. Kao jedan od
aktualno vaze¢ih modela suo¢avanja se isti¢e tzv. Integrativni model prilagodbe na kroni¢nu
bolest (Slika 1.; Samson i Habib, 2008) koji moZe posluziti kao konceptualni model
razumijevanja prilagodbe na misi¢nu distrofiju, te moze predstavljati teorijski okvir za buduca

interdisciplinarna istrazivanja.
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Slika 1. Integrativni model suocavanja s kroni¢nom boles¢u (Samson i Habib, 2008).
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(postavljanje

> dijagnoze)\
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Osobne Karakteristike Fizicki i
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W | e
K b 4 ——
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v
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- ponasanje - uspostava - trazenje - naci -
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Y
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Zakljuéno, moze se reci kako se uvida kroni¢ni nedostatak empirijski dobivenih spoznaja o
psiholoskim posljedicama pojasne miSi¢ne distrofije. Dosadasnji nalazi govore kako je
prilagodba bolesti individualna i ovisna o brojnim ¢imbenicima (osobnim, povezanim s
bolescu i povezanih s okolinom). Ako dode do nepovoljne prilagodbe tada se moZe océekivati
da ce se pojaviti smetnje u vidu anksioznosti, depresivnosti, moguée iritabilnosti i opcenito
snizene kvalitete Zivota. Povoljnim ishodima doprinosi dobra socijalna podrska prije svega od
ljudi koji trpe od istih poteskoca, orijentacija na sadasnjost, manje tjelesnih ograni¢enja, blazi
tijek bolesti te prihvacanje bolesti kroz informiranje i ukljucivanje u procese rehabilitacije

koji pomazu olaksavanju tegoba.
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ULOGA PULMOLOGA U PRACENJU I LIJECENJU BOLESNIKA S
LGMD

Taida ALFIREVIC-UNGAROV

Specijalna bolnica za plu¢ne bolesti, Zagreb

Pojasne misi¢ne distrofije (engl. limb girdle muscular dystrophy, LGMD) su genetski i
klinicki heterogena skupina progresivnih primarnih bolesti miSica s dominantnim
zahvacanjem proksimalne muskulature ramenog 1 zdjeli¢nog pojasa.

Bolest se javlja u oba spola, dob nastupa bolesti moZe varirati od prve do pedesete godine
(najéesée izmedu 10.-30. godine), a neki bolesnici mogu biti i asimptomatski. Rani nastup
bolesti opéenito uzrokuje brzu progresiju bolesti. U svojoj najtezoj formi simptomi LGMD 2C
slice Duchenne misiénoj distrofiji, a sposobnost hoda bolesnici izgube od desete do dvanaeste
godine Zivota. Prema tipu nasljedivanja dijele se na autosomno dominantni-tip 1 1 autosomno
recesivni-tip 2, te na niz podtipova ovisno o genetskim lokusima te defektu proteina koji
kodira. Bolest se nasljeduje uglavnom autosomno recesivno, a rijede autosomno dominantno
(10%).

Komplikacije bolesti su kontrakture, skolioza, respiracijska insuficijencija, kardiomiopatije i
kardijalne aritmije. Respiracijska insuficijencija, kardiomiopatije i kardijalne aritmije su
najéesci uzroci smrtnosti bolesnika s LGMD. Stoga od trenutka dijagnosticiranja bolesti u tim
koji skrbi o takvim bolesnicima uz genetiara i neurologa treba ukljuciti pulmologa,
kardiologa, ortopeda, fizijatra i fizioterapeuta. Kako u ovom trenutku nema etioloske terapije
kod bolesnika s LGMD, jedino terapijski postupci navedenih specijalista mogu poboljSati
kvalitetu zivota i produziti zivot tih bolesnika.

Kod LGMD osim progresivne slabosti muskulature ramenog i zdjelicnog pojasa moZe se
javiti slabost respiracijske i sréane muskulature. Bulbarna muskulatura je kod LGMD rijetko
zahvacena, a zahvacenost sréane muskulature je Cesta (50-60%) u autosomno dominantnom
sindromu (LGMD 1A i 1B).

Veéina bolesnika s LGMD razviju umjerenu slabost respiracijske muskulature uz urednu
konstelaciju respiracijskih plinova, ali s obzirom na veliku varijabilnost klinickih

manifestacija oekivati je i ozbiljne pluéne komplikacije (slika 1).
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Slika 1.

Probability of developing respiratory failure in neuromuscular disease

Hight probability Variabile probability Lower probability
Duchenne muscular dystophy Limb girdle MD Type III SMD
Type 1, intermediate SMD Myopathies nemieline metabolic Low thoracic spinal codre lesion
Merosin-negative CMD Fascioscapulohumeralna MD

Motor neurone disease/ALS
Early onest scoliosis

Spinal cord lesion above C6

SMA:spinal muscle atrophy; CMD:congenital muscular dystrophy; ALS amiotrophyc lateral sclerosis; MD:muscular dystrophy

Pluéne komplikacije bolesnika s neuromuskularnim bolestima (NMB) uklju¢uju respiratorne
infekcije, atelektaze i respiracijsku insuficijenciju (RI) kao najozbiljniju komplikacija.
Ako se razvije Rl uzroci, mehanizmi nastanka i klini¢ke manifestacije RI su iste neovisno o

kojoj se NMB radi.

RI definiramo snizenim parcijalnim tlakom kisika u arterijskoj krvi (PaO, <60 mmHg i
urednim ili poveéanim parcijalnim tlakom uglji¢nog dioksida arterijske krvi (PaCO,).
Parenhimske bolesti plu¢a uzrokuju dominantno hipoksemic¢ku RI, dok kod NMB slabost
respiracijske muskulature i posljedi¢no zatajenje respiracijske pumpe uzrokuju hipoventilaciju

pluca i hiperkapnicku RI (PaCO; >45 mmHg).

Nemoguc¢nost dostatne ventilacije pluca zbog slabosti inspiratorne muskulature, nemoguénost
iskasljavanja ako je dominantno zahvacena ekspiratorna muskulatura (rizik atelektaze i
pneumonija), rizik od aspiracije hrane zbog slabosti bulbarne muskulature, te pluéne
komplikacije uzrokovane ovim stanjima su osnovni uzrok RI. U vec¢ine NMB slabost
inspiratornih i ekspiratornih misic¢a je podjednaka i javlja se istovremeno. Kod nekih NMB

.....

alveolarne hipoventilacije i RI.

Izgleda da je zahvacenost ekspiratorne muskulature kod bolesnika s LGMD dominantnija.
Ako se slabost respiracijske i vertebralne muskulature javi prije kompletnog zavrietka rasta,
sekundarno se javlja torakalna skolioza, koja dodatno pogorsava pluénu funkciju. Smanjena je
popustljivost (compliance) prsnog kosa (ovisno o Cobb-ovom kutu), a u blizini konveksnog

dijela skolioti¢ne kraljeSnice smanjena je ventilacija i klirens sekreta iz disnih putova, $to
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dovodi do atalektaza, recidivirajuéih upala i u konaénici fibroznih promjena preegzistentno

zdravih pluca.

Kod bolesnika koji su vezani za kolica dolazi do niza strukturnih promjena misi¢noskeletnog
sistema, pa tako zbog smanjene potrebe za vecim disnim radom dolazi 1 do ankiloze
kostosternalnih i kostovertebralnih zglobova, §to dodatno smanjuje popustljivost prsnog kosa

1 pridonosi razvoju RI.

Razvoju RI pridonose kardiomiopatija i poremecaji disanja u spavanju. Poremecaji disanja u
spavanju su cesti u bolesnika s NMB i opisani su kod bolesnika kod Duchenn, miotonicke i

limb girdle misi¢ne distrofije (slika 2.)

Slika 2.

UZROCI RESPIRACIJSKE INSUFICIJENCIJE KOD BOLESNIKA S NMB

SLABOST INSPIRATORNE MUSKULATURE  SLABOST EKSPIRATORNE MUSKULATURE SLABOST BULBARNE MUSKULATURE
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ANKILOZA KOSTOVERTEBRALNIHI PRIDRUZENA SRCANA BOLEST

KOSTOSTERNALNIHZGLOBOVA

RI se najprije javlja tijekom spavanja i moZe mjesecima i godinama prethoditi dnevnoj RI.
Stoga dnevni poremecaj respiracijskih plinova arterijske krvi implicira kasnu i poodmaklu
slabost respiratornih misica.

I kod zdravih ljudi tijekom spavanja smanjena je ventilacija pluca i promijenjen je tip disanja
Sto dovodi do pada (ne klini¢ki znacajnog) PaO; i porasta PaCO,. Mogucnost bolesnika s
NMB da odgovori na izmijenjeno fizioloSko stanje tijekom spavanja ograni¢eno je njihovim

kapacitetom ventilacije i slabosti respiratornih misica. U REM fazi spavanja jedini aktivni
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respiracijski miSi¢ je dijafragma. Ako je u tijeku NMB slabos¢u zahvadena dijafragma,
upravo o stupnju slabosti dijafragme zavisi pojava i tezina RI. Ako je snaga dijafragme
oCuvana, a slabos¢u su zahvaceni misic¢i gornjih didnih putova, nastaje opstruktivna apneja u
spavanju.

Simptomi RI tijekom spavanja su ¢esta budenja tijekom no¢i, noéne more, no¢no znojenje,
bifrontalne jutarnje glavobolje, pretjerana dnevna pospanost, umor, razdraZljivost i anoreksija.
Ti su simptomi nekarakteristi¢ni, ¢esto se previde i ne povezuju se s RI. Stoga je potrebno da
svi koji skrbe o bolesnicima s NMB znaju prepoznati rane simptome RI. Dispneja kao
dominantni simptom RI najprije se javlja u naporu, $to je Cesto prekriveno slabom
pokretljivosti bolesnika s NMB. Kada se dispneja pojavi u mirovanju to je veé¢ znak
uznapredovale RI prisutne i tijekom dana.

Posljedice RI su policitemija (sklonost trombozi), pluéna hipertenzija, hipertrofija desnog i

lijevog srca, te kona¢no sréano popustanje.

Procjena pluéne funkcije kod bolesnika s NMB

Svaki pregled zapocinje iscrpnom anamnezom i fizikalnim pregledom (tip disanja, upotreba
pomoc¢ne muskulature, paradoksno disanje). Posebno je potrebno pitati bolesnika o kvaliteti
spavanja, noc¢nom znojenju, jutarnjim glavoboljama, dnevnoj pospanosti, umoru,
razdrazljivost i anoreksiji. Bolesnici koji nemaju znac¢ajno poremeéenu pluénu funkciju, a
imaju simptome koji upucuju na RI tijekom spavanja, kandidati su za cjelonoénu
polisomnografiju.

Tipi¢na metoda za procjenu slabosti periferne muskulature, kao §to je elektromiografija, teSko
se moze primijeniti za procjenu slabosti respiracijske muskulature. Osnovna neinvazivna,
reproducibilna i standardizirana metoda pracenja bolesnika s NMB je spirometrija. VC
(vitalni kapacitet) je pokazatelj snage respiracijske muskulature. Tek kada je snaga
respiracijske muskulature <50% predvidene, biljezi se pad VC. Pad VC iz sjedeceg u lezeci
polozaj za vise od 25% upucuju na slabost dijafragme.

Mjerenje maksimalnog inspiratornog (MIP) i ekspiratornog tlaka (MEP) takoder je
jednostavna metoda za ispitivanje snage inspiratornih i ekspiratornih migica. MIP> od 80 c¢m
H>0 kod muskaraca i > od 70% kod Zena iskljucuje slabost respiracijskih misic¢a i ima veliku
negativnu prediktivnu vrijednost.

Odredivanje vr$nog protoka pri manevru kaslja direktno korelira s moguénosti iskasljavanja.
Protok manji od 270 L/s ukazuje na neadekvatno iskasljavanje i potrebu za asistiranim

iskasljavanjem.
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Plinska analiza arterijske krvi determinira stupanj RI. Kako se RI najprije javlja tijekom
spavanja, dnevne vrijednosti respiracijskih plinova mogu biti uredne unato¢ RI tijekom
spavanja. Dnevni poremecaj disnih plinova arterijske krvi implicira kasno i tesko ostecenje
pluéne funkcije.

Lijecenje RI

Lijecenje RI kod bolesnika s intrizicnom bolesti pluca kao Sto su teofilin, inhalacijska terapija
i dugotrajno lijecenje kisikom, kod bolesnika s NMB ne samo da nije u¢inkovito ve¢ moze
biti 1 Stetno. LijeCenje RI kisikom kod bolesnika s NMB moze biti opasno po zivot zbog
dodatne retencije ugljicnog dioksida.

Terapijski postupci kod bolesnika s NMB ovise o simptomatologiji i vrijednostima

parametara pluéne funkcije (slika 3).

Slika 3.
ALGORITAM PRACENJA BOLESNIKA S NMB
DETALJNA ANAMNEZA | LABORATORIJSKA EVALUACIJA NOCNA OKSIMETRIJA
FIZIKALNI PREGED CKS, K, CA, MG POLISOMNOGRAFIJA

SPIROMETRIJA SJEDECI, LEZECI, PCF,
MIP, MEP, PLINSKA ANALIZA ART. KRV|

PCF<270Us VC >1.5 1l 50% pred. i MIP 60% > pred. | lvc € 1215 i <40%-50% i MIP <50% preﬂ

| |
} ASIMPTOMATSKI SIMPJOMATSKI |
| ¢ 3
v PADVC o DA
L ULEZECEM POLOZAJU >40% ———>
ASISTIRANO <
ISKASLJAVANJE PERIODICNE RAZMOTRITI
KONTROLE NE
INDIKACIJU
PLINSKA ANALIZA ART. KRVI
PaC02> 45 mmHg ili DA
ETCO2 > 50 mmHg T— ZA NIV
| NE
NE POLISOMNOGRAFIJA DA

TIWEKOM SPAVANJA SpO, <88% 2
KONTINUIRANO TIJEKOM 5 MINUTA

J Bras pnumol 2007;33:81-92

VC-vitalni kapacitet, MIP-maksimalni inspiratorni tlak, MEP-maksimalni ekspiratorni tlak, PCF-vrini protok pri manevru iskadljavanja,
PaCO; —parcijalni tlak ugljitnog dioksida arterijske krvi, ETCO, uglji¢ni dioksid na kraju izdaha, SpO, —saturacija krvi kisikom mjerena

pulsnim oksimetrom, NIV- neinvaziva ventilacija.

Respiratorna terapija ukljuCuje asistirano iskasljavanje, neinvazivnu ventilaciju (NIV) ili
invazivnu ventilaciju preko traheostome. Prednost ima NIV koji se u pocetku provodi tijekom

noci, a kako RI napreduje i tijekom dana.
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asistirano iskasljavanje
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kucni respirator neinvazivna ventilacija invazivna ventilacija preko traheostome

Zakljucak:

Plu¢ne komplikacije bolesnika s NMB su oSte¢ena ventilacija zbog slabosti respiracijske
muskulature, neadekvatno iska$ljavanje zbog slabosti ekspiratorne muskulature i rizik od
aspiracija zbog slabosti bulbarne muskulature. Najteza komplikacija i naj¢e$¢i uzrok smrti
bolesnika s NMB je RI. Razvoj RI (najprije se javlja u spavanju) je podmukao, simptomi su
nespecificéni i Cesto se previde.

Po dijagnosticic NMB potrebno je uputiti bolesnika pulmologu. Provodenjem preventivnih
mjera, periodi¢kim pracenjem, te pravovremenim terapijskim postupcima preveniramo teske
kardiopulmonalne komplikacije, poboljsavamo kvalitetu Zivota i produzujemo Zivot bolesnika

s NMB.
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ULOGA FIZIJATRA U REHABILITACIJI BOLESNIKA S LGMD

Ida KOVAC

Klini¢ki zavod za rehabilitaciju i ortopedska pomagala, KBC Zagreb

Uvod: Ucinkovita rehabilitacija, usprkos €injenice da je vedina miSiénih distrofija jo$
uvijek bez etioloske etrapije, moze doprinjeti kvaliteti Zivota bolesnika i postizanju njegove
najvece fizicke i psihosocijalne neovisnost. Isto tako rehabilitacijom se moZe umanjiti
sekundarni medicinski komorbiditet, prevenirati ili umanjiti fizi¢ke deformacije te pomoci da
se bolesnik integrira u drustvo.

Pojasne miSi¢ne distrofije (LGMD) su genski vrlo heterogena skupina bolesti sli¢nih
fenotipskih karakteristika, sa primarnim bolestima misi¢a koje se javljaju u oba spola, ali
ucestalije u muskaraca (3:1). Javlja u dobi od 3. do 30.god. Zivota, najéesce izmedu 10. i 20.
godine. LGMD tip 1 nasljeduju se autosomno dominantno, a tip 2 autosomno recesivno.
Ucestalija je pojavnost tipa 2, a najraSirenije su LGMD2A kalpainopatija, LGMD2B
disferlinopatija i LGMD2(C-F) sarkoglikanopatije. U klini¢koj slici je dominantno
zahvacanje proksimalnih misiénih skupina ekstremiteta, zdjelice i ramenog obruéa, dok su
Klini¢ku sliku karakterizira raznolikost u stupnju zahvaéenosti distrofi¢nih misica, i to ¢ak i
kod Clanova iste obitelji. Progresija bolesti je umjereno teska ali moZe dovesti do teske
onesposobljenosti, gubitka samostalne pokretljivosti pa i do smrti. Neki oblici pojasne
distrofije LGMD kod mladih osoba imaju dramati¢ni tijek dok drugi imaju tako sporo
progresivan tijek da se uocavaju tek u kasnijoj zivotnoj dobi (Nigro).

U prvom stadiju, bolest se ocituje teskocama bolesnika kod tréanja, a u klinickom nalazu
dominira slabost m. gluteus maksimusa i mi$i¢a bedra dok je m. kvadriceps femoris relativno
duZe vrijeme satuvan. IzraZena je i slabost abdominalnih miSiéa, a Eesta je umjerena
hiperlordoza. Zbog slabosti misi¢a zdjeli¢nog pojasa bolesnik ima tipian gegav hod,
poteskoce kod izvodenja ¢u¢njeva i podizanja sa poda pa se uspravlja hvatajuéi se za vlastita
koljena (Gowersov znak. Razvija se i slabost periskapularnih misi¢a sa skapulom alatom.

Pseudohipertrofija listova je rijetka.
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U kasnijoj fazi, radi progresije slabosti zdjelicno natkoljeniénih misi¢a dolazi do daljnjih
potesko¢a do nemogucnosti penjanja uz stepenice i ustajanja iz ¢uénja pa se bolesnik ne
moze uspraviti bez pomo¢i druge osobe ili 1 prihvacanja za okolne predmete. Progresijom
bolesti 1 midi¢ne slabosti, ukljuéujuci i m. kvadriceps femoris ( a manje i distalnih misi¢nih
skupina), bolesnici sve teze hodaju a u dobi oko tridesete godine ¢esto gube mogucnost
samostalnog hodanja. Neki bolesnici s LGMD pak imaju bolju dugoro¢nu prognozu i
o¢uvanu pokretljivost do starije dobi.

Osim miSi¢ne slabosti, Cesti je razvoj kontraktura 1 to na kukovima, koljenima ili na
laktovima dok se na kraljeznici mozZe biti ograni¢ena pokretljivost po tipu ,,rigid spine® (npr.
kod kongenitalne miSi¢ne distrofije (SEPN1), LGMD 2A, Emery-Dreifuss MD: 1 (Emerin;
variant); 2 (Lamin A/C). Tipi¢an je fenotip bolesnika sa LGMD slika osobe sa pojacana

lumbalnom lordozom 1 reklinacijom trupa uz nagnutu, antekliniranu zdjelicu sa Sirom bazom
oslonca radi abdukcije i fleksije kukova, ¢esto sa hodom na prstima. Na gornjim udovima je
radi slabosti ramenom pojasu otezana abdukcija do onemoguéenog podizanje ruku iznad
horizontale. Radi selektivne slabosti pjedinih mi§i¢a u ramenom pojasu izraZena je slika tzv.
padaju¢ih ramena ili skapula alata ili ramena poput onih kod facioskapulohumoralne
distrofije. Misi¢i Saka su relativno dugo satuvane snage kao i manipulativnost Saka.

Pseudohipetrofija nije karakteristi¢an znak za zahvacene misice.

Medicinska rehabilitacija se provodi metodama fizioterapije, radne terapije, primjenom
pomagala, a ponekad 1 kirursSki. Primjena medicinske rehabilitacije bi trebala dio
kompleksnog, holistickog rehabilitacijskog tretmana, multimodalnog i interdisciplinarnog i
multidisciplinarnog ~ pristupa, a  provodenog  po bio-psiho-socijalnom modelu.
Psihosocijalna 1 profesionalna rehabilitacija mora biti dio kompletnog rehabilitacijskog
tretmana. Ciljani postupci fizioterapije su temeljeni na dobrom poznavanju klinickih simptoma
1 funkcionalnog statusa bolesnika koji su razli¢iti za razli¢ite NM bolesti ali su i , nacelno,
sli¢ni, obzirom na stadij bolesti tj: 1. stadij odrzanog samostalnog hodanja, 2. stadij- oteZzanog
hoda uz povremenu primjenu invalidskih kolica te 3. Stadij trajne pokretljivosti pomocu
invalidskih kolica ili nepokretnosti bolesnika.

Specifi¢ni ciljevi fizioterapije kod bolesnika sa neuromuskularnim bolestima su: 1. pobolj3ati/
zadrzati/ usporiti gubitak miSi¢ne snage, 2.sprije€iti/ smanjiti kontrakture, 3. razvijati/
poboljdati/ produZiti pokretljivost bolesnika, 4.povecati fizicke moguénosti i neovisnost u
aktivnostima svakodnevnog Zivota i radnih aktivnosti, 5. provoditi edukaciju bolesnika i obitelji

te 6. poboljsati kvalitetu drustvenog Zivota.
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Medicinska rehabilitacija je jo§ uvijek preteZzno simptomatska . Ipak, primjena razlicitih
oblika terapije koji ukljucuju fizioterapiju, prvenstveno kineziterapiju (vjezbe pokretljivosti
zglobova 1 vjezbe za snaZenje miSi¢a), zajedno sa primjenom ortoza i/ili kirur§kim
intervencijama, moguce je produziti samostalno kretanje bolesnika. Pokretljivosti bolesnika i
postizanju §to vece neovisnosti bolesnika, danas znacajno doprinosi i primjena raznih
tehnickih pomagalo, baziranih na komjuterskoj tehnologiji ( kolica i vozila za kretanje,

liftova 1 sli¢no).

Vecéina bolesnika s LGMD se rehabilitira kroz poliklini¢ki oblik. Postupak zapocinje
upucivanjem bolesnika fizijatru koji se usmjereno bavi problematikom neuromskularnih
bolesti ito na preporuku neuropedijatra ili neurologa, koji postavljaju dijagnozu LGMD.
Klini¢kim pregledom fizijatar ¢ini procjenu aktualnog klinickog stanja na temelju anamneze,
dijagnoze, detaljnog neuroloskog pregleda i statusa muskuloskeletnog sustava s procjenom
distribucije 1 stupnja midicne slabosti, pokretljivosti zglobova, statusa kraljeznice, skapula
alata te analize mobilnosti kao i patobiomehanike hoda. Nakon klini¢kog pregleda fizijatra,
fizioterapeut iz ,neuro tima“ provodi funkcionalna mjerenja kojima se objektivizira
funkcionalni status bolesnika: procjena miSiéne snage (manuelnim misiénim testom i
dinamometrijski), mjerenje pokretljivosti zglobova ( goniometrijski), mjerenje brzine hodanja,
procjene funkcionalnih moguénosti bolesnika klasifikacijom po Vignosu i Archibaldu te pp.
analizre ravnotezZe na kompjuteriziranoj stabilometrijskoj platformi. Nakon uvida u u¢injena
mjerenja, planira se program rehabilitacije, primarno fizioterapije i radne terapije te pp.
indicira primjena pomagala. Kinezioterapija se planira i provodi individualno, za svakog
bolesnika ponaosob, na temelju funkcionalne evaluacije i uéinjenih mjerenja. Pritom se
provodi i edukaciju bolesnika i pp. roditelja koje se osposobljavaju za provedbu vjezbi.
Kod bolesnika s NM bolestima u Zavodu se provodi primjena pomagala, posebno ortopedske
obuce, pomagala za kretanje (Staka, hodalica, kolica) te ortoza (AFO ili KAFO) sa
prethodnim testiranjem. U suradnji sa ortopedima kirurzima indiciraju se i postoperativno

rehabilitiraju bolesnici nakon korektivnih zahvata kontraktura ili skolioze.

Poliklini¢ka, timska provedba rehabilitacije i fizikalne terapije u Zavodu se provodi ve¢ duzi
niz godina. Dobro pokretni NM bolesnici provode intermitetntno poliklini¢ku fizioterapiju, sa
redovitim kontrolama radi evaluacije statusa i uspje$nosti vjezbi koje, u meduvremenu,
bolesnici samostalno provode nakon edukacije u Zavodu. Za bolesnike koji su teZze pokretni

ili samostalno nepokretni, fizijatar daje preporuku za obavljanje kineziterapije u kuci
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bolesnika, uz fizioterapeuta. Za ostale bolesnike iz razli¢itih krajeva Hrvatske u dogovoru sa
bolesnikom odabire se opcija koja ¢e omoguditi $to bolju realizaciju planiranog reha
programa, pri ¢emu je vrlo vazna dostupnost / nedostupnost fizioterapijskih ustanova. U
ruralnim sredinama one ¢esto nisu dostupne pa roditelji samostalno provode vjezbe s djetetom
stoga provodimo njihovu edukaciju u Zavodu uz ,0svjezavanje* znanja i uvodenja novih
vjezbi koje prate promjene klinickog statusa, vezano uz kontrolne preglede fizijatra svakih 6
mjeseci. Vaznu nadopunu kontunuiranoj kineziterapiji ¢ini stacionarna rehabilitacija za koju
nadlezni fizijatar daje prijedlog na temelju klinicke i funkcionalne evaluacije Barthelovim
testom. Tijekom svih faza rehabilitacije, nuZno je pruzati i psiholodku podriku bolesniku i
obitelji, osobito u fazama pogorSanja bolesti. Kontrolni klinicki pregledi, sa procjenom

miSi¢ne snage i funkcionalnom evaluacijom se provodi barem jednom godidnje.

Tretman miSi¢ne slabosti se provodi kineziterapijom. Nacela kineziterapije kod pojasnih
MD ista su kao 1 kod ostalih miopatija. Kineziterapija obuhvaca vjezbe snage i izdrZljivosti za
skeletnu muskulaturu, posebno zdjeli¢nog pojasa i trupa, ramenog pojasa, dorzifleksora stopala
te vjezbe istezanja. Ve¢ od pocetka rerapije, kod bolesnika s LGMD posebna se paZnja
posvecuje snaZenju zdjeli¢nonatkoljeni¢ne muskulature. Znacajna je i kineziterapija koja se
provodi radi poboljSanja pokretljivosti ramena tj. glenohumeralnog zgloba kao i poboljsanja
snage muskulature ramenog pojasa. Kod pocetnog stadija su vjezbe aktivne, sa ili bez otpora,
a kod teZih pareza, aktivno potpomognute i pasivne. Drugi, vrlo znacajni dio kineziterapijskog
programa su vjezbe istezanja kao i vjezbe disanja. Bolesnika treba educirati i poticati da

usvoji kontinuirano, svakodnevno provodenje vjezbi kao redovnu naviku i dio Zivljenja.

Kod bolesnika s miopatijom, postoji oprez i strah od moguéih osteéenja misi¢a neadekvatno
doziranom kinezioterapijom pa je intenzitet i trajanje vjezbi potrebno dobro planirati. Stanje
misica moZe se pratiti klinickom pojavom krampa a biokemijski sa mjerenjima kreatinin
kinaze, mioglobinurije (Reimann J 2000). U¢inak kineziterapije je ovisan o po&etnoj misi¢noj
snazi na poetku treninga, a najbolji su u¢inci kineziterapije kod mlade djece i kod bolesnika
sa slabije progresivnim miopatijama, te su bolji §to je po¢etna snaga migica oCuvanija dok kod
vrlo slabih bolesnika nema ocekivanog pozitivnog ucinka vjezbi. Aerobne viezbe (Setnja,
voZnja bicikla, vjezbe u vodi) mogu doprinjeti funkcionalnom oporavku i ve¢oj neovisnosti
bolesnika u aktivnostima svakodnevnog Zivota. - Kod bolesnika s NM B koji vise nisu

sposobni za aktivne vjezbe, potrebno je redovito provodenje aktivno asistiranih i pasivnih
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vjezbi kojima se odrzava integritet zglobova i mekih tkiva, usporava progresija kontraktura,

poboljsava cirkulacija i pozitivno djeluje na smanjenje bolova (Lewis 2007).

Kontrakture zglobova nogu kod bolesnika s LGMD (najcesce fleksijskih na kukovima i
koljenima uz skracenja Ahilovih tetiva) u kombinaciji s slabo$¢u zdjelicne muskulature
(ekstenzora kuka) i natkoljeni¢nih misi¢a, uzroci su progresivnih poteskoca u hodu. Slabost
misié¢a udruzena sa kontrakturama zglobova nogu otezava stajanje i hod, izaziva umor radi
pojacanih napora pri hodu, provocira nestabilnost te sklonost padanju, do moguceg gubitka
samostalnog hodanja. Kompenzatorne modifikacije u posturi ( prominencija trbuha uz
hiperlordozu) dovode do dodatnog pogorSanja kontraktura. Kod Emery Dreiffus miopatije
karakteristi¢ne su fleksijske kontrakture laktova.

Fizioterapijski tretman kontraktura ovisi o stadiju bolesti 1 uznapredovalosti kontraktura. Za
prevenciju ili tretman umjerenih kontraktura, provode se aktivne vjeZbe i pasivne vjezbe
istezanja zglobova nogu. Prije pocetka vjezbi istezanja pozeljna je primjena termoterapije
(krioterapije ili oprezna primjena topline). Primjena ortoza tijekom no¢i, hodanje i stajanje
bolesnika ( samostalno ili u stalku za vertkalizaciju) po barem nekoliko sati dnevno, kao i
potrbrbusno leZzanje vrlo su korisne metode u tretmanu ili prevenciji kontraktura.

U kasnijoj, uznapredovaloj fazi bolesti kada kontrakture postaju fiksirane, a fizioterapija vise
nema ucinka, postavlja se indikacija za operativnu korekciju kontraktura. Kada se korekcija
kontraktura provodi op. zahvatima na mekim okozglobnim strukturama, tj. kod tenotomija
postoperacijski se provodi imobilizacija plasticnim ortozama u trajanju do 6 tjedana uz ranu
vertikalizaciju i intenzivnu rehabilitaciju (kineziterapiju). Kod op. zahvata na koStanim
strukturama, zahtjevi za imobilizaciju su rigorozniji. Noviji klinicki stavovi o operacijskom
tretmanu kontraktura smatraju da je kirurSko lije¢enje kontraktura indicirano samo kod
odredenih bolesnika, na temelju strogo individualne procjene za svakog bolesnika.
Fizioterapija ima svoje mjesto u postoperacijskom tretmanu i kod drugih kirurskih zahvata
koji se provode radi ublaZavanja deformacija muskuloskeletnog sustava kao npr. kod
stabilizacija skapula (torakoskapularne fuzije) ili korekcije skolioze, sa izdaSnom
spondilodezom. Sa vjezbama disanja se zapo¢inje odmah nakon operacije dok se intenzivnija
kineziterapija provodi uz placet operatera nakon postignute stabilizacije.

O uéinkovitosti vijezbi kod LGMD postoji mali broj studija. Analiza turskih autora izvjestila
o dobrom uéinku vjezbi disanja kod bolesnika s LGMD i Backerovom distrofijom na

poboljsanje respiratornog kapaciteta (Bénnemann CG ).
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Primjena ortoza radi slabosti dorzalnih fleksora stopala odnosno pareze stopala korisna je
primjena ortoza za stabilizaciju stopala i gleZnjava (AFO - Ankle Foot orthosis) koje
poboljsavaju stabilnost i preveniraju padove kod osoba s parezoma stopala. Rjede se koristi
KAFO ortoze kod slabosti natkoljeniénih misi¢a. Odluka o eventualnoj primjena ortoza je
dosta delikatna jer se u Zelji da se poboljsa stabilnost nogu mora izbje¢i situacija da
primjenom ortoza naruSimo kompenzacijske posturalne mehanizme, §to bi moglo dovesti do
gubitka mogucnosti stajanja i hodanja.

Kada je radi slabosti i/ili kontraktura samostalni hod bolesnika vise nije siguran ili mogu¢
indicira se primjena pomagala za kretanje u rasponu od $taka, hodalice ili invalidskih kolica.
Fizikalna terapija i radna terapija kao i primjena raznih suvremenih tehni¢ko-rehabilitacijskih
pomagala te adaptacija stambene i radne okoline bolesnika, pomoéi ¢e i olaksati bolesniku
sa LGMD koji ima brojna  funkcionalna onesposobljenja, obavljanje aktivnosti
svakodnevnog Zivota, radnih i okupacijskih sadrZaja, komunikaciju i mobilnost te omoguditi

bolju kvalitetu Zivljenja i psihosocijalnu reintegraciju.
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KIRURSKO LIJECENJE BOLESNIKA S POJASNOM MISICNOM
DISTROFIJOM

Tomislav PAPIC

Klinika za ortopediju, KBC Zagreb i Medicinski fakultet Sveu¢ilista u Zagrebu

Pojasne miSi¢ne distrofije su heterogena skupina bolesti. Nasljeduju se autosomno
dominantno i autosomno recesivno. Fentotipska obiljezja pojasnih misi¢nih distrofija je vrlo
sli¢na proksimalnim spinalnim mi$iénim atrofijama a pojavljuju se u oba spola od djetinjstva
do mladosti. Manifestiraju se najprije u podruéju zdjelicnog obru¢a a zatim ramenom.
Pojacava se lumbalna lordoza uz inklinaciju zdjelice a zatim ,, krilaste lopatice*, navedena
nestabilnost lopatica moZe onemogucavti antefleksiju i abdukciju ruku uz gegav hod sa
trupom prema nazad 1 Cesto vanjskom rotacijom donjih ekstremiteta, fleksijskom
kontrakturom koljena uz ekvinus stopala, ponekad se razvija uz lordozu i spondilolisteza i
skolioza. Osnova®“ neuzrocne® terapije je Kkineziterapija kojom se usporava progresija
ekstremitete i kraljeznicu su u pravilu neuc¢inkovite. Uputreba no¢nih ortoza koje usporavaju
razvoj kontraktura je kontraverzna. Pri indiciranju kirursko ortopedskog lijecenja treba imati
na umu daje dio kontraktura prilagodba na slabost misi¢a u kinemastickom lancu. Korekcija
lumbalne lordoze spondilodezom moze dovesti do prestanka hodanja, isto vrijedi 1 za
operaciju skolioze. Pri rjeSavanju  kontraktura 1 ekvinusa stopala treba S§to kraca
imobilizacija. Izrazito nestabilne lopatice se mogu stabilizirati skapulotorakalnom
artrodezom. Kod bolesnika koji su prestali hodati a razvijaju progresivnhu neuromuskularnu
skoliozu uz kosinu zdjelice koja ugrozava pluc¢a indicirano je ukocenje kraljeznice-
spondilodeza u koju ponekad treba ukljuéiti i zdjelicu u fuzionu masu. Navedeni zahvati

spondilodeza i skapulotorakalna artrodeza nose poveéanu moguénost ozbiljnih komplikacija.
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CURRENT CHALLENGES IN LIMB GIRDLE MUSCULAR
DYSTROPHIES

J.Andoni URTIZBEREA

Head, Summer School of Myology, Institut de Myologie
Hépital de la Salpétriere, 75651 PARIS Cedex-France
Praticien Hospitalier, MPR, Centre de Référence Neuromusculaire
GNMH, Hoépital Marin — APHP, 64700 HENDAYE — France

LGMD represent a heterogeneous group of inherited muscular dystrophies whose initial
descriptions date back to the nineteenth century. They share in common a dystrophic
histological pattern, raised serum CK levels, and an involvement of proximal muscles of both

lower and upper limbs. Autosomal recessive LGMDs (LGMD 2A to 20) are the most

frequent ones (90 % of overall LGMD patients). LGMD 2A is caused by mutations in the
calpain-3, an enzymatic protein whose precise function is not elucidated yet. Various clusters
with founder effect have been reported including in Croatia. LGMD 2B is allelic to Miyoshi
myopathy, a recessive form of distal myopathy, and is caused by mutations in the gene
encoding dysferlin, a transmembrane protein playing a key-role in membrane-repair
mechanisms. LGMD 2C, 2D, 2E and 2F are due to mutations in one of the four sarcoglycans
(alpha-, beta-, gamma and delta- respectively). LGMD 2D is universal. LGMD 2C is
particularly prevalent in the Mediterranean area and in the Gypsy community. LGMD 2E,
originally discovered in the Amish community, is also ubiquitous. LGMD 2G (telethonin-
deficiency) and LGMD 2H (TRIM32-deficiency) remain extremely rare despite repeated
efforts to find out more families/cases. With the exception of LGMD2J (titin) and LGMD 2L
(anoctamin-5), the most recently described forms of recessive LGMDs (2K, 2M, 2N, 20) are
caused by genes already involved in various subtypes of congenital muscular dystrophies
(alphadystroglycanopathies, notably).

Autosomal dominant forms of LGMD are much rarer. Among them, LGMD 1B is due to

mutations in the lamin A/C gene and overlaps with Emery-Dreifuss muscular dystrophy and
many other allelic disorders (the so-called laminopathies). LGMD 1C is related to a defective
gene encoding caveolin-3, a membrane protein, and is increasingly involved in dominant

LGMDs. LGMD 1A turned out to be allelic to another set of myofibrillar myopathies namely
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the myotilinopathies. More recently, LGMD 1D and LGMD 1E were elucidated as
desminopathy on the one hand and a DNJJB6 deficiency on the other hand.

Searching for mutations in these numerous genes remains challenging. The clinical
assessment and pathological findings often provide clues to target the genetic studies.
However and despite these advances, a significant number of LGMD cases remain
unclassified. A whole genome sequencing approach would be particularly appropriate in this

group of conditions.
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KLINICKA SLIKA I GENETIKA NAJCESCIH LGMD U HRVATSKOJ

CLINICAL, GENETIC AND EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF
PREVALENT AUTOSOMAL RECESSIVE LIMB GIRDLE MUSCULAR
DYSTROPHIES (LGMD2) IN CROATIA

Nina CANKI-KLAIN

Hrvatski institut za istrazivanje mozga i Katedra za medicinksu biologiju
Medicinski fakultet Sveuéilista u Zagrebu

Autosomal recessive limb-girdle muscular dystrophies (LGMD2) form a group of muscle diseases
presenting great clinical and genetic heterogeneity making an etiologic diagnosis very difficult and
clinically in majority of patients impossible. Here we report results concerning LGMD2 obtained
during 10-years long prospective study on clinical, genetic and epidemiological aspects of muscular
dystrophies (MDs) in Croatia. Specific diagnostic strategy was used to speed genetic study up.
Emphasis was on: 1.Clinical assessment with CK, EMG; muscle CT or IRM and ECG; 2.
Genealogical study with intensive search for secondary cases discovered through a detailed and
systematic examination of parents, children and/ or sibs, when necessary; Search for consanguinity;
Geografical origine of parents. From the very beginning selection of families with at least two
patients; 3. Indirect or direct molecular analysis. The study showed that calpainopathy (LGMD2A)
was the prevalent LGMD2. Analysis of 36 apparently unrelated families with 52 patients discovered
eight different CAPN3 mutations: 550delA, R541W, P82L, delIFWSAL, R49H, Y537X, 2242C>T and
1696G>A including 95% of CAPN3 chromosomes in the studied population. 550delA was the most
frequent mutation found on 53/72 (73, 3%) chromosomes. Other seven mutations ranged from 8, 3%
to 1, and 3%. In 33 of 36 families, two CAPN3 alleles were identified. In remaining 3 families with
only one known CAPN3 allele, 550delA was present in 2 of 6, and P82L in one of alleles. The second,
most common LGMD2 seems to be type 21 caused by mutation in FKRP. Direct analysis of only one
mutation (C826A) allowed us to identify six unrelated families. One of six homozygous C826A
probands was in addition heterozygote for 550delA. Dysferlinopathy was found in three patients from
two unrelated, informative families. Diagnosis was based on clinical features (LGMD2B / MM),
haplotype analysis and non-invasive monocyte Western blotting. Molecular analysis finally confirmed
diagnosis discovering two novel DYSF mutations. Surprisingly, we haven’t identified any
sarcoglycanopathy, probably because of sampling bias (small number of children) and limited
methodology (lack of muscle biopsy and WB of different proteins). Because of high frequency of
healthy 550delA heterozygotes (1 in 133) and C826A heterozygotes (1 in 404) in our general
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population, we need to know both allele to confirm the diagnosis of LGMD type 2A and 2I. In
conclusion knowledge of the mutation spectrum occurring in the CAPN3 should help in the design of
efficient mutation-screening strategies for calpainopathies in our country. Concerning study of natural
history of any LGMD?2, both alleles should be known. Moreover, the follow up of genetically
homogenous patients’ groups using well defined, but as simple as possible protocols would be
advisable.
Keywords: LGMD2, clinical characteristics, genetics, epidemiology, Croatia
Supported in part by Ministry of Science and Technology Republic of Croatia research grand 108-
0000000-3435
Invited presentation at THE 9th BALKAN CONGRESS OF MEDICAL GENETICS, 15-17
September 2011, Timisoara, ROMANIA
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MOLEKULARNA OSNOVA I MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA
LGMD

Astrid MILIC

Galapagos istrazivacki centar, Zagreb

Pojasne misiéne distrofije (eng/. limb girdle muscular dystrophies, LGMD) predstavljaju
klinicki 1 geneticki heterogenu skupinu neuromuskularnih oboljenja. Medusobno se razlikuju
po nacinu nasljedivanja, tezini bolesti, dobi pocetka bolesti, te grupama misi¢a koje su
primarno zahvacene distroficnim procesom.

Pojasne mi$i¢ne distrofije se, prema nacinu nasljedivanja, dijele na dvije velike skupine, pri
¢emu se distrofije tipa 1 nasljeduju autosomno dominantno, a one koje ubrajamo u tip 2
autosomno recesivno. Trenutno je u literaturi opisano 8 podtipova dominantnih, odnosno 16
podtipova autosomno recesivnih pojasnih misi¢nih distrofija.

U daljnjem ce tekstu u vise detalja biti opisana molekularna osnova i dijagnostika tri podtipa

recesivnih pojasnih misi¢nih distrofija: LGMD2A, LGMD2B i LGMD2I.

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2A (LGMD2A)
Molekularna osnova

Mutacije u CAPN3 genu (OMIM#114240) uzrok su nastanka pojasne mii¢ne distrofije tip
2A ili kalpainopatije. Spomenuti gen kodira kalpain3, misi¢no specifi¢ni protein iz obitelji
kalpaina.

LGMD2A smatra se najées¢im oblikom autosomno recesivnih pojasnih misi¢nih distrofija, pri
Eemu ucestalost varira od 10-50% u odredenim regijama/populacijama (Fanin i sur., 2003).
CAPN3 gen smjesten je na dugom kraku kromosoma 15 u podrugju 15q15.1-q21.1. Veli¢ine
je 45 kb i sadrzi 24 kodirajuce jedinice (Richard i sur., 1995).

CAPN3 gen sadrzi i tri specificna slijeda, NS, IS1 i 1S2. Oni odgovaraju istoimenim
specifi¢nim slijedovima u kalpainu 3, po kojima ga razlikujemo od ostalih ¢lanova

kalpainske obitelji proteina. Sva tri slijeda omedena su intronima, a unutar jednog (IS2) nalazi
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se kratki slijed koji prepisan u odgovarajuci peptidni slijed omoguc¢ava ulazak kalpaina 3 u

jezgru.

Trenutno je opisano oko 300 razli¢itih CAPN3 mutacija u bolesnika iz razli¢itih geografskih
podrucja. Kao $to je prikazano na slici 1., identificirane su gotovo sve vrste mutacija, od Sega
vec¢ina (>50%) otpada na totkaste mutacije. Mutacije su rasporedene uzduz cijelog gena i
opcenito je prihvaCeno da ne postoje mjesta na kojima se mutacije ucestalije pojavljuju (tzv.
“hot spot™). Medutim, Kramerova i sur. (2007) su drugacijim prikazom mutacija (slika 1)
ukazali da ipak postoje mjesta u kojima se mutacije ¢eSée pojavljuju. To su mjesta koja
odgovaraju podru¢jima domena Ila, IIb i IIl. Za razliku od toga specifi¢ni slijedovi NS, a

pogotovo IS1 I IS2 su mjesta sa manje identificiranih mutacija (tzv. “cold spot™).

Ako se izuzmu izolirane populacije u kojima je ucestalost pojedinih mutacija veca, generalno
se moze re¢i da CAPN3 mutacije ne pokazuju vecu ucestalost pojavljivanja u razli¢itim
populacijama, te je spektar mutacija u svakoj od njih drugaciji $to predstvalja svojevrsni
dijagnosticki izazov. Ipak, pregledom baze podataka CAPN3 mutacija uoéljivo je da dvije

mutacije pokazuju vecu ucestalost: 550delA 1 2362 2363delinsTCATCT.

Za nas je posebno zanimljiva prva mutacija, a zbog ¢injenice da je rije¢ o najée$¢oj mutaciji u
LGMD2A obitelji iz Hrvatske (Canki-Klain i sur., 2004). Ista je mutacija opisana kao
najc¢escéa u jos nekoliko, ve¢inom slavenskih populacija (Fanin i sur., 2005; Chrobakova i sur.
2004; Pogoda 1 sur., 2000; Todorova i sur., 2003; Meznaric i sur., 2002). Osim spomenute
najéeS¢e mutacije, u hrvatskih LGMD2A obitelji otkriveno je jo§ 5 mutacija: R541W, P82L,
delFWSAL, R49H, Y537X. Dok se 550delA javlja sa ucestlos¢u od 74%, preostalih je 5
mutacija zastupljeno sa svega 2-9%. Ukupno svih 6 mutacija obuhvaca 95% CAPN3
kromosoma (Milic i Canki-Klain, 2005).

CAPN3 gen kodira kalpain3, proteoliti¢ki enzim koji se ubraja u proteinsku obitelj kalpaina.
Za razliku od najopisanijih kalpaina 1 i 2 koji su ubikvitarni, glavno je obiljezje kalpaina3 da
Jje rije¢ o miSicno speicificnom ¢lanu kalpainke obitelji proteina.

Tocna uloga kalpaina3 u stanici nije poznata, no ¢injenica da spomenuti enzim ima §irok
spektar substrata govori u prilog da je kalpain3 ukljuen u niz razli¢ith i vaznih fiziloskih
procesa. Neki od tih procesa su apopotoza, diferencijacija miSi¢nih stanica, stvaranje
sarkomere, regulacija citoskeletona, itd (Baghdiguian i sur., 1999; Taveau i sur., 2003.;

Kramerova 1 sur., 2005).
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Slika 1. Raspodjela CAPN3 mutacija u genu/proteinu (preuzeto iz Kramerova i sur., 2007)

Molekularna dijagnostika

Za bolje usmjeravanje diferencijalne dijagnostike kalpainopatija, indirektna genska analiza (tj.
analiza genske povezanosti), kao 1 proteinska analiza mogu biti korisni pristupi. No, valja
napomenuti da indirektna analiza ne govori o kakvoj se mutaciji radi i gdje je ona smjestena,
te podrazumjeva istovremenu analizu vise ¢lanova obitelji uz dobro odabrane (intra)genske
markere. Metodoloski, indirektna genska analiza ukljuéuje lancanu reakciju polimeraze za
svaki od minimalno 3-5 markera, potom razdvajanje PCR produkata elektroforezom u
poliakrilamidnom gelu, te na kraju vizualizaciju DNA fragmenata najéeS¢e bojanjem gela
srebrom.

Protienska analiza kalpaina3 iz mi$i¢nog tkiva je moguca 1 relativno cesto koristen
dijagnosticki pristup, no nije uvijek pouzdana jer su opisani slu¢ajevi sekundarnog smajnjenja

izraZenosti kalpaina3, a koji se javljaju u nekih drugih podtipova pojasnih misi¢nih distrofija,
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poput LGMD2J, koji nastaje uslijed mutacija u genu za titin koji ulazi u interakcije sa
kalpainoam3.

Direktna genska analiza je zbog veli¢ine gena dugotrajan i sloZen proces identifikacije novih
mutacija. Podrazumjeva umnaZanje cijelog CAPN3 gena (u nekoliko lan¢anih reakcija
polimerazom), a potom detaljno sekvencioniranje dobivenih produkata. No kada je spektar
mutacija unutar neke populacije poznat, kao $to je slu¢aj u nasoj populaciji, onda se vrlo brzo
koriStenjem jednostavnith DNA tehnika poput PCR-a, RFLP-a moZe analizirati svaki novi

DNA uzorak i potvrditi klinicki postavljena dijagnoza.

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2B (LGMD2B)

Molekularna osnova

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2B (LGMD2B) uzrokovana je mutacijama u DYSF genu
(OMIM#603009) koji kodira protein disferlin (Bashir i sur., 1998). Stoga ovaj podtip LGMD
ubrajamo i u tzv. disferlinopatije. Rije¢ je o skupini autosomno recesivnih misi¢nih distrofija
u koje uz LGMD2B ubrajamo i Miyoshi miopatiju (Liu i sur., 1998), a koje karakterizira
degeneracija i slabost proksimalnih i/ili distalnih miSica ekstremiteta §to je posljedica
djelomicne ili potpune odsutnosti disferlina (Bushby, 1999).

DYSF gen smjesten je na kracem kraku kromosoma 2 u podruéju 2p13, a obuhvaéa podrugje
od oko 150kb raspodjeljeno na 55 kodirajuce regije, odnosno egzone.

Trenutno je opisano vise od 300 varijanti DNA slijeda u DYSF genu koje ukljuéuju i mutacije
kao i nepatogene polimorfizme. Vec¢inom je rije¢ o totkastim mutacijama, tj. promjenama
slijeda jednog nukleotida, odnosno malim insercijama/delecijama (Leiden Muscular
Dystrophy pages database: www.dmd.nl). DYSF mutacije rasporedene su uzduz cijele duzine
gena 1 uglavnom je rije¢ o tzv. “privatnim” mutacijama koje se ne pojavljuju veéom

ucestaloS¢u unutar neke populacije (Liu i sur., 1998 ; Aoki i sur., 2001).

DYSF gen kodira disferlin, transmembranski protein koji se ubraja u ferline, tj. proteinsku
obitelj ¢iji naziv potje¢e od fer-1 faktora spermatogeneze u C.elegans, a s kojim humani
ferlini, pa tako i disferlin, dijele odredeni stupanj homologije. Disferlin je dominantno izraZen
u skeletnom i sréanom misicu, u kojima je lokaliziran na plazma membrani migiénih vlakana.
Uz to, disferlin nalazimo i u krvi, to¢nije monocitima, mozgu, plu¢ima i placenti (Bashir i sur,

1998; Liu i sur., 1998; Anderson LV i sur., 1999; Vandre i sur., 2007). Glavna strukturna
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karakteristika ferlina je posjedovanje transmembranske domene kao i nekoliko C2 domena
(od 4 do 7, pri ¢emu disferlin ima 7) koje su uklju¢ene u razliCite bioloske procese (slika 2;
Lek i sur., 2010). Iako jo$ uvijek nije razjadnjena uloga disferlina u stanici niti kako njegov
djelomiéni ili potpuni nedostatak dovodi do distrofi¢nog procesa, najnoviji podaci iz literature
ukazuju da bi disferlin imao ulogu u procesu popravka misi¢nih vlakana, kao i u procesu
diferencijacije mioblasta, T-tubulogenezi, fagocitozi monocita, odnosno misi¢noj regeneraciji
(Bansal 1 sur., 2003 & 2004; Han i sur., 2007; De Luna i sur., 2006; Klinge i sur., 2007;
Nagaraju i sur., 2008; Chiu i sur., 2009).

- . FER-1 {Caenorhabaditis efegans)
I 5t e ot

= e - S e DYSfEMN (mammakian)
B ' == = 2,080 aming acids

S G S S B—— § | o Qtoterlin imammalian)

1,967 aminc ecids

I SR S Ctoferlin imamenakan)

1,230 amino &Cids

~ - - S - S R SR 8 Myoterlin {mammaliar)

2,061 aming acids

M S SRSNS W S —g T Fer1La (mamrnalian)

1,852 aming acids

E . o —
5 C2doman [ Transmembrare domain |

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Slika 2. Strukturne karakteristike disferlina i ostalih proteina iz obitelji ferlina (preuzeto iz McNeil P and
Kirchhausen T, 2005)

Molekularna dijagnostika

S obzirom na prije navedene karakteristike DYSF gena i proteina, postoji nekoliko pristupa u
molekularnoj dijagnostici LGMD2B. Iako direktna genska analiza predstavlja jedinu to¢nu i
definitivnu dijagnozu LGMD2B, pretrazivanje cijelog gena za uzro¢nim mutacijama vrlo je
skupo, predugo i u potpunosti neprakticno za rutinske dijagnosticke laboratorije. S druge
strane indirektna genska analiza, tj. analiza genske povezanosti ne daje uvid o tome kakva je
mutacija prisutna unutar neke obitelji, ali moZe dati dobre smjernice za daljnje dijagnosticke

postupke. Nadalje, proteinska se analiza u slu¢aju LGMD2B pokazala pouzdanom tehnikom
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za diferencijalnu dijagnozu, a ponajprije zbog izrazenosti disferlina u monocitima i ¢injenice
da za analizu nije nuZno potrebno raditi bolnu i pacijentima neugodnu biopsiju misica.
Na temelju svih navedenih c¢injenica, kao 1 visegodisnjeg iskustva sa hrvatskim LGMD2B
obiteljima razvijena je specifiéna dijagnosticka strategija koja ukljuCuje analizu genske
povezanosti, koju u slucaju dobivene povezanosti nadalje slijedi proteinska analiza u
monocitima dobivenim iz uzorka pune krvi. Na kraju, u slucaju pozitivnog rezultata
proteinske analize, detaljno se analizira DYSF gen u cilju identifikacije uzro¢nih mutacija
(Mili¢ i sur, 2011).
U prethodnom odjeljku teksta ukratko je navedeno Sto indirektna, odnosno direktna genska
analiza podrazumijevaju u metodoloskom smislu, dok je vise detalja dostupno u tekstu
seminara.
Postupak proteinske analize disferlina iz pune krvi ukljucuje nekoliko koraka:

" izolaciju monocita iz pune krvi

. lizu monocita

. razdvajanje proteina lizata monocita SDS-PAGE tehnikom elektroforeze

. prijenos razdvojenih proteina na membranu (engl. western blotting)

. identifikacija disferlina koriStenjem specifi¢nih primarnih protutijela

Svi navedeni koraci u vise su detalja opisani u tekstu vjezbi.

Pojasna miSi¢na distrofija tip 21 (LGMD2I)
Molekularna osnova

Pojasna mi$i¢na distrofija tip 2I (LGMD2I) jedna je od 16 autosomno recesivnih pojasnih
miSi¢nih distrofija, ali je 1 jedna od nekoliko bolesti koje se ubrajaju u grupu tzv.
distroglikanopatija, tj. bolesti koje nastaju kao posljedica onemoguéene glikozilacije a-
distroglikana (0-DG) (Muntoni i sur., 2008). LGMD2I se u literaturi moze pronaci i pod
nazivom/kraticom MDDGCS (engl. muscular dystrophy-dystrglycanopathy, limb girdle, type
C5; OMIM #607155).

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2I nastaje kao posljedica mutacija u FKRP genu koji kodira
istoimeni FKRP protein, tj. fukutinu srodni protein (engl. fukutin related protein; OMIM
#606596) (Brockington i sur., 2001a). Uz LGMD2I, mutacije u FKRP genu uzrok su i

kongenitalne midi¢ne distrofije tip 1C s ili bez mentalne retardacije (MDCIC,
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OMIM#606612; engl. muscular dystrophy-dystrglycanopathy, limb girdle, type BS,
MDDGBS5) (Brockington i sur., 2001b), odnosno kongenitalne mi$iéne distrofije koja
uklju¢uje abnormalnosti o¢iju i mozga (engl. muscular dystrophy-dystrglycanopathy,
congenital with brain and eye anomalies, type A5, MDDGAS, OMIM#613153) koja uklju¢uje
Walker-Warburg sindrom-teSku kongenitalnu formu sa abnormalnostima mozga i o¢iju, kao i
nesto lakSu formu koja se u literaturi moZe naéi i pod nazivom muscle-eye-brain bolest
(Brockington i sur., 2001b).

FKRP gen smjesten je na kromosomu 19 (19q13.3) i veli¢ine je 12 kb. Sadrzi 4 egzona, no
samo je posljednji, egzon 4, kodirajuca regija ¢ije prepisivanje rezultira istoimenim, FKRP,

proteinom (slika 3; Brockington i sur., 2001a).

Intron 1 Intron 2 Intron 3
2.0kb 0.4kb 7.0kb
Chromosome 18
Contig NT 011166
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
32bp 64bp 153bp ~3.8kb

FKRP mRNA

5'UTR  FKRP JUTR
D.3kb  1.5kb ~2.2kb

Slika 3. Organizacija FKRP gena (preuzeto iz Brockington i sur., 2001a)

Trenutno je okarakterizirano viSe od 70 razli¢itih FKRP mutacija. Medu njima, 826C>A
(Leu276lle) predstavlja najée$¢u mutaciju u vise razli¢itih populacija, posebice onih iz
zapadne i sjeverne Europe. Spomenutu mutaciju prvi je opisao Brockington i sur. (2001a) i to
na uzorku od 17 obitelji u kojih je spomenuta mutacija nadena u oboljelih iz 15 obitelji.
Mutacija ¢.826C>A potom je opisana u populaciji Njemacke gdje je identificirano 20
LGMD2I bolesnika iz 19 nesrodnih LGMD2I obitelji pri ¢emu su svi oboljeli bili ili
homozigoti ili sloZeni heterozigoti za ¢.826C>A mutaciju (Walter i sur., 2004). U Italiji je
opisano 20 oboljelih iz 13 razlli¢itih obitelji. Mutacija 826C>A je i u ovoj populaciji dosta
¢esta 1 ¢ini 35% mutiranih kromosoma (Boito i sur., 2005). Sveen i sur. (2006) objavili su da
LGMD?2I ¢€ini 38% danskih LGMD slucajeva, od ¢ega su svih 38 danskih LGMD2I pacijenata
bili ili homozigoti ili sloZeni heterozigoti za ¢.826C>A mutaciju. Nedavno su obajvljeni i

rezultati istrazivanja u Norveskoj gdje je identificirano 88 oboljelih iz 69 obitelji. Pronadeno

85



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekularna dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih migiénih distrofija
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.11,101.12.2012.

je 7 razlic¢itih FKRP mutacija, pri ¢emu ¢.826C>A u homozigotnom obliku u 77 oboljelih
(Strensland 1 sur., 2011). Osim u Europi, ¢.826C>A opisana je i u Brazilu gdje je
identificirano 13 LGMD2I obitelji (10% svih LGMD2 obitelji u Brazilu). Mutacija ¢.826C>A
pronadena je u 30% mutiranih LGMD2I alela (de Paula i sur, 2003 ). Isto tako, Frosk i sur.
(2005) pronaSli su da je LGMD2I drugi tip LGMD po ucestalosti u Huterita-
sjevernoamerickoj populaciji europskog porijekla, gdje je upravo homozigotnost ¢.826C>A
uzrok nastanka ove distrofije. Ovdje je vazno i zanimljivo spomenuti da preliminarni rezultati
istrazivanja prvih LGMD2I obitelji iz Hrvatske upuéuju da je ¢.826C>A naj¢e$¢a mutacija i u
nasoj populaciji.

placenti i srcu dok je u ostalim tkivima izrazenost vrlo slaba. Fukutinu srodni protein je, poput
fukutina, transmembranski protein koji sadrzi i neke dodatne motive poput DxD motiva koji
sugeriraju da je FKRP glikozil transferaza. Iako je rije¢ o pretpostavci, smatra se da FKRP
doista tako i djeluje u stanici, a tome u prilog ide saznanje da i kongenitalne forme misi¢nih
distrofija i LGMD2I karakterizira sekundarno smanjenje glikozilacije alfa-distroglikana
(Hewitt, 2009).

Molekularna dijagnostika LGMD2I1

S obzirom na &injenicu da je FKRP gen relativno mali, identifikacija novih mutacija nije
previde zahtjevna, te je rije¢ o relativno brzom 1 kratkom postupku. Direktna genska analiza
podrazumijeva, nakon izolacije DNA, umnaZanje egzona 4 lan¢anom reakcijom polimeraze
¢iji se produkt potom podrvgava sekvencioniranju i identifikaciji novih mutacija. Kao i u
slu¢aju LGMD2A, poznavanje mutacija u odredenoj populaciji omoguéava razvijanje brzih
dijagnostickih testova za njihovo otkrivanje u novih pacijenata i obitelji.

Prethodnica direktnoj genskoj analizi moze biti analiza genske povezanosti (engl. linkage
analiza), koja moZe dati korisne smjernice za nastavak dijagnosti¢kog procesa direktnom

genskom analizom.
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PATIENTS' PRESENTATIONS WITH DISCUSSION

Progresivna udno- pojasna slabost u ekstremitetima:
velika poteSkoca za bolesnika , odgovornost i izazov za lije¢nika

Biserka Kova¢

Odjel za neurologiju , OZB Vukovar

Bolesnikova spoznaja o nemogucénosti izvodenja svakodnevnih rutinskih aktivnosti zbog
progesivnog razvoja slabosti u miSi¢ima nogu i rukuga dovodi lije¢niku od kojeg ocekuje
razumijevanje, tumacenje razloga njegovih smetnji, prognozu i informaciju o mogucnosti
izljeCenja. Sve se to dogada ve¢ kod prvog pregleda.Lije¢nikov prvi korak je odvajanje
dovoljno vremena za razgovor i pregled bolesnika s ciljem uspostavljanja odnosa povjerenja.
Svjestan je da ¢e steCeno povjerenje odrzati ukoliko upotrjebi sveraspoloZive i suvremene
tehnike u pregledu, dijagnostici i pracenju takvih bolesnika. Pri tome su od neprocjenjive
koristi sva dosadaSnja znanja i iskustva navedena u opisima takvih i sli¢nih bolesnika s
hereditarnim bolestima misica.

Konkretno, ukoliko postoji sumnja da sekod bolesnika radi o hereditarnoj udno pojasnoj
misi¢noj distrofiji, lijeénik zapocinje nejednostavan posao u postavljanju to¢ne dijagnoze
bolesti svjestan da se radi o klinickim entitetima u kojihse pocetak, napredovanje,distribucija
misi¢ne slabosti i gubitka miSi¢ne mase mogu znatno razlikovati medu pojedincima i
genetskimpodtipovima.

Upravo prikazom tri bolesnika s postupno napreduju¢om udno-pojasnom slabos¢u skleletne
muskualture ekstremiteta zelimo ukazati na varijabilnost izraZaja klini¢kih karakteristika
bolesti, a nekima od prikazanih bolesnika omogudéiti pravi put do postavljanja tocne
dijagnoze.

U Domu za stare i nemoéne osobe ziveM.P. u dobi od 63 godine i F.M. u dobi od 72 godine.
Obje boluju od progresivne misi¢ne distrofije udno-pojasnog tipa. M.P. je u Domu 26 godina,
od misiéne distrofije boluje 50 godina, a F.M. je u Domu 19 godina, od miSi¢ne distrofije
boluje veégotovo 60 godina. One imaju znacajne sliénosti u klini¢kom izrazaju bolesti i to
prema nastanku simptoma bolesti, progresiji misi¢nih slabosti, u obje postoji pojava bolesti u

&lanova blize obitelji. Detaljnim pregledom se ipak uocavaju razlike u distribiciji udno-
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pojasnih miSi¢nih slabosti, izrazajnosti misi¢nih atrofija, kostanih deformiteta i stupnju
pokretljivosti ekstremiteta i trupa.

Bolesnica M.P. (rodena 1949. godine) je zamijetila svoje prve smetnje u trinaestoj godini
Zivota u vidu otezanog ustajanja iz Cu¢nja do te mjere da se morala pomagati rukama .
Istovremeno je kod tréanja osjecala jaku bol u preponi zbog ¢ega je prestala tréati. Odveli su
ju lije¢niku misle¢i da nesto s njezinom nogama nije u redu. Dijagnozu misiéne distrofije jOj
je postavio osjecki ortoped dr Marojevi¢ kojega se tadasnji bolesnici rado sjeéaju jer ih je u to
vrijeme, kada se nije bas puno znalo o misiénim distrofijama razuvjerio da nema potrebe
podvrgavati se nepotrebnim operacijskim zahvatima, a niti kupovati razne skupe i
neucinkovite lijekove objasnivsi im prirodu njihove postupno napredujuée bolesti misica.
Osnovnu 8kolu je zavrdila borave¢i u bolnicama i rehabilitacijskim ustanovama. Kroz
nekoliko mjeseci lijecila se lijekom pod nazivom ,,Stanoplex* (anabolicki androgeni steroid),
ali nije bilo o€ekivanog povecanja mii¢ne mase i snage, nego naprotiv, bolest je postepeno
napredovala. Dok je mogla samostalno hodati provodila je stacionarna rehabilitacijska
lijeCenja, medutim u 27-0j godini je slabost misica zdjelicnog pojasa i nogu toliko
napredovala da viSe nije mogla samostalno hodati i od tada je u invalidskim kolicima (sl.1).

Od tada ima i postepeno napredujucu slabost u rukama prvenstveno u ramenima.

Slika 1. Bolesnica s razvijenom klinickom slikom udno-pojasne migiéne distrofije

(kalpainopatija)
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Bolesnica M.P. je od konca treceg desetlje¢a svog Zivota potpuno ovisna o tudoj pomoéi.U
njezinoj obitelji postoji jo§ jedna bolesnica koja ima udno pojasnu misiénu distrofiju. Ona je
unuka od majcine sestre gospode M.P. Ima 54 godine, potpuno je nepokretna s tim da je u
invalidskim kolicima od 28. godine.M.P. nema bolove u misi¢ima, ne Zali se na smetnje
disanja. Povremeno ima osjecaj lupanja srca, Zali se na zamor kod dugotrajnog sjedenja i
depresivno raspolozenje.

U klinickom nalazu na miSi¢ima lica nema vidljive slabosti niti hipotrofije voljne
muskulature. Postoji blaza hipotrofija straznje muskulature vrata, koja je moguce inaktivitetna
kao posljedica viSegodiSnje neaktivnosti aksijalne muskulature trupa uz klini¢ki jasnu slabost
odizanja glave kod ustajanja iz lezeéeg polozaja. Vidljiv je i asimetriCan poloZzaj ramena
vjerojatno usljed skoliotickog polozaja kraljesnice mada je i cijela lijeva ruka nesto slabija od

desne (slika2.).

muskulature vrata

Izrazita je slabost muskulature ramenog pojasa uz hipotrofiju misica, izrazena je skapula
alata, i uz vidljivu asimetriju (slika 3.), a opseg pokreta reduciran je i u podlakticama i

Sakama, dok je u ramenima i nadlakticma bez voljne pokretljivosti (sl. 4).
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Slika 4. Pokretljivost u bolesnika s poodmaklom LMGD je oskudna i na podlakticama i

Sakama

Izrazena je hipotrofija i podlaktica i malih miSi¢a Saka (sl.5). Bolesnica se moze sluziti

rukama kod jela, premda postoji oslabljen stisak $aka, te reducirana pokretljivost podlaktica.

Slika 5. U poodmaklom stadiju LGMD2A je izraZena hipotrofija i distalne muskulature ruku
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Donji ekstremiteti bolesnice M.P. su potpuno nepokretni, uslijed inaktivnosti i edematozmi,
uz vrlo izrazene Kontrakture osobito na stopalima (sl.6.) Na potkoljenicama je uz edem

izrazena ipseudohipertrofija misica lista (sl.7.)

Slika 6. U bolesnika s LMGD na nogama su izraZene kontrakture

Slika 7. Pseudohipertrofija misica lista u bolesnice s LMGD

Bolesnica M.P. ima u laboratorijskim nalazima potpuno uredne vrijednosti KKS, u
biokemijskim parametrima registrirane su neSto povisene vrijednosti GGT/42/, dok je
vrijednost CK (kreatinfosfokinaze) uredna /86/. 1999. godine nakon pregleda
neurogeneti¢arke s velikim iskustvom iz podru¢ja hereditarnih miopatija, prof.N.Canki-
Klainpostavljena je klini¢ka dijagnoza udno pojasne misi¢ne distrofije tipa 2A. Bolesnica je
potom testirana u inozemstvu (Francuska) na kalpainopatiju. Nalaz je pokazao pozitivan
rezultat, bolesnica M.P je homozigot za mutaciju 551 del A u kalpain genu (CALP3). To je

ujedno i naj¢e$ca mutacija u Hrvatskoj u bolesnika s LGMD 2A.
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Bolesnica F.M. rodena 1940. god. u malom mjestu na hrvatskom otoku. Imala je dva brata
N.M. (roden 1935. god.) i LM. (roden 1937. god.) koji su takoder bolovali od udno pojasnog
oblika progresivne mi$i¢ne distrofije. Oba su umrla od infarkta srca u 71. godini, a misi¢na im
je slabost udno pojasne distribucije zapocela u kasnijoj Zivotnoj dobi. Stariji od brace,N.M. je
bio po zanimanju tokar, radio administrativni posao. Imao je 15 godina radnog stazakada je
zbog slabosti u nogama i rukama morao u invalidsku mirovinu. U dobi od 65 godina je morao
koristiti invalidska kolica. Kod drugog brata .M. bolest je nastupila u dobi od 30 godina,
postepeno je napredovala tako da je bio nepokretan tek u dobi od 68 godina.

F.M. je zamijetila slabost u nogama jo$ u dobi ranijeg djetinjstva (nakon trece godine Zivota),
u trinaestoj je slabost bila izrazitija, u 16. godini se zbog slabosti u nogama nije mogla popeti
u tramvaj. Od 37. godine ne moze samostalno hodati i koristi invalidska kolica, a od sredine
tre¢eg desetljeca ima i slabost u rukama u podru¢ju ramena i nadlaktica.

U neuroloskom statusu kod bolesniceF.M na gornjim ekstremitetima je izraZena teSka slabost

mi$i¢a ramenog pojasa, nadlaktica, djelomice i slabost podlaktica (sl.8.19.).

Slike 8. i 9.Hipotrofija mi$i¢a ramenog pojasa, nadlaktica, slabostproksimalne muskulature

ruku 1 izraZene simetri¢nekrilaste skapule u bolesnice s udno-pojasnom misi¢nom distrofijom

Bolesnica F.M. se u kolicima pokre¢e uz pomo¢ nogu, odizanjem stopala u manjoj mjeri i
potkoljenica iakoima izrazenu i manju kontrakturu Ahilovih tetiva. Muskulatura potkoljenica
Je hipotrofi¢na bez izrazene pseudohipertrofije misic¢a listova. Misi¢no tetivni refleksi su na

nogama odsutni, a na rukama su simetri¢no oslabljeni (sl.10. i sl.11.)
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Slike 10. 1 11. Hipotrofija malih miSi¢a stopala i potkoljenica uz oCuvanu pokretljivost

distalne muskulature nogu te manje izraZzenu kontrakturu Ahilovih tetiva u bolesnice s LGMD

F.M. ima uredne laboratorijske nalaze kompletne krvne slike, te biokemijskih parametara.
Vrijednost kreatinfosfokinaze je uredna (67- gornja granica 153). U elekromiografskom
nalazu postoji miopatski uzorak u prorjedenom uzorku akcijskih potencijala distalne
muskulature ruku a na misi¢cima ramena i natkoljenice, uzorak od jednog polifazi¢nog
akcijskog potencijala niske amplitude i ubrzane frekvencije izbijanja. Bolesnica je testirana
samo na 551delA u mutaciju na kalpain genu, nalaz je bio negativan. Budu¢i da naéin
nasljedivanja 1 klinicka slika bolesnice govore za kalpainopatiju genetska analiza je
nastavljena s do sada jo3 nepotvrdenim rezultatom.

Bolesnica F.M. ima rano nastale simptome progresivne misi¢ne distrofije, koji su i sporije
napredovali u usporedbi s prethodno opisanom bolesnicom. Kod F.M. LGMD ima nesto
blazi klini¢ki oblik koji joj omogucava osim manju pokretljivost 1 pokretanje u kolicima s
nogama i sluZzenje rukama u jednostavnijim aktivnostima ( sl.12.)

Tegoba sa srcem nema kao niti poteSkoca s disanjem.

SI. 12. Bolesnica s poodmaklim stupnjem LGMD ima ocuvanu pokretljivost distalne

muskulature ruku

97



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekularna dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih misiénih distrofija
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.11.101.12.2012.

Bolesnik M.U. je roden 1981. godine,a upucen je neurologu u dobi od 18 godina kad su na
rutinskom laboratorijskom pregledu kod novacenja za vojsku otkrivene povisene vrijednosti
kreatinfosfokinaze (CPK- 3228) 3to je bilo 21 puta vise no $to je gornja granica normalne
vrijednosti. Imao je povisene vrijednosti transaminaza AST 138, ALT 80, LDH 461 ,aldolaza
80,6 (ref. vrijednost do 3,1); u DKS je bila izrazena blaza eozinofilija 8%. Bolesnik je tada
bio bez ikakvih simptoma; nije imao povisenu tjelesnu temperaturu, nije imao slabost niti
bolove u misi¢ima, znatnijih ogranicenja pokretljivosti, elektromioneurografski nalaz je bio
uredan.

Uslijedile su pregledi uz kontrole laboratorijskih vrijednosti po infektologu i imunologu zbog
sumnje na polimiozitis. Nalazile su se kontinuirano povisene vrijednosti CPK i do 6860 , kao
i povisene vrijednosti AST,ALT,LDH do 2 puta viSe od gornje granice normalnih vrijednosti.
Opseznom imunolodkom i infektolodkom obradom nije naden infektivni niti imunolo3ki
¢imbenik koji bi govorio u prilog polimiositisu. Tada je ucinjena i UZV jetre, te obrada
Stitnjace koji su bili uredni U dobi od 19 godina zamjeéuje se blaZza slabost proksimalne
muskulature nogu, asimetri¢an poloZaj skapula, a ponovljeni elektromiografski nalaz uputi na
miopatski uzorak upravo u ispitivanim misi¢ima natkoljenice i nadlaktice i oba ramena.
Bolesnik se uputi u neurogenetsku ambulantu prof.dr.sc.N.Canki-Klain koja postavlja sumnju
na udno pojasnu misi¢nu distrofiju tipa 2B-disferlinopatiju. Tada je u¢injen i CT misi¢a koji
je uputio na selektivno zahvacanje miSica proksimalnog dijela donjih ekstremiteta
distrofi¢nim procesom: m. rectusfemoralis i m. vastusmedialis, te na djelomi¢no zahvacéanje
m. gastrocnemius uz poStedu misi¢a ramenog pojasa.

Prema heteroanamnestickim podatcima se saznaje da u obitelji bolesnikaM.U. nije bilo
dolazio s kupanja. U dobi od 14 godina se nije mogao uspeti na konopac, tréao sporije od
svojih vrnjaka u dobi od 16 godina. U 21. godini je zamijetio pojacanu zamorljivost kod
penjanja  stepenicama, povremeno su mu ,propadala  koljena“.  Vrijednosti
kreatinfosfokinazesu se u daljnjem tijeku bolesti smanjivale, ali su jo§ uvijek znaajno
poviSene i do 6 puta, a porast ovisi o bolesnikovoj fizickoj aktivnosti. Pregled srca;
klini¢ki,rentgenoloski,elektrofizioloski i UZV  je pokazao uredan nalaz kao i nalaz
spirometrije.

Progresivna misi¢na bolest u mladog bolesnika polagano napreduje tako da se sada u dobi od

31 godine Zali na slabost u nogama,bolove u ledima kod dugotrajnog stajanja. Nema tegoba s
rukama (sl.13.).
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S1.13. Potpuni opseg pokreta rukama u bolesnika s LGMD s hipotrofijom m. biceps femoris i

slabo$¢u predominantno proksimalne muskulature donjih ekstremiteta.

Izrazitiji simptomi miSiéne slabosti su se ocitovali u dobi od 22 godine; nemogucnost

ustajanja iz ¢ucnja ili iz sjedeceg poloZaja bez pomo¢i ruku (sl.14. 1 15.).

Slika 14. i 15. Slabost proksimalnemuskualture nogu (Gowersov znak) u bolesnika s LGMD
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Slabost muskulature natkoljenica je izrazita, blago asimetri¢na (sl.16.), ima se utisak

pseudohipertrofije misi¢a potkoljenica koja je zapravo relativna (sl.17.) .

Slika 16. i 17. Hipotrofijam.quadricepsfemoris (blago asimetri¢na) uz relativnu hipertrofiju
muskulature potkoljenica u bolesnika s LGMD

Elektromiografski nalaz na muskulaturi natkoljenice pokazuje miopatski uzorak u
prorjedenominervacijskom obrascu shodno slabijoj snazi m. quadricepsfemoris tijekom voljne

aktivacije (sl. 18.).

08. studeni 2012, &etvrtak 13:24:13

Slika 18. Miopatski uzorak u nalazu detekcijske elektromiografije m.quadricepsfemoris u
bolesnika s LGMD

U dobi od 30 godina u bolesnika se razvila i slabost distalne muskulature potkoljenica uz
otezan hod na petama (sl.19.)
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Slike 19. 120. Misic¢na slabost na potkoljenicama u bolesnika s LMGD moze biti selektivna:

hod na petama je nemogu¢, na prstima je uredan

U klini¢kom statusu kod bolesnika M.U. uocava se gegav hod, a na muskulaturi ramenog
pojasa je izrazena tek diskretna hipotrofija, diskretna je hipotofija pektoralne muskulature,

krilaste skapule su naznacene obostrano (sl. 21.). Muskulatura lica je uredna.

Slika 21. Blaza hipotrofija muskulature ramenog pojasa i skapule alatae uz bolesnika s
LGMD

S ciljem postavljanja dijagnozegenetickog podtipa kod novootkrivenih mladih bolesnika s
klinickom slikom LGMD potrebno je ukljuciti iskusne i visoko specijalizirane stru¢njake iz
podrugja hereditarnih misiénih bolesti. S idejom postavljanja dijagnoze LGMD tip 2B —

disferlinopatije prof.Canki-Klain analizirala je disferlin iz monocita periferne krvi bolesnika
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M.U. Pozitivan nalaz disferlina u M.U. prema njezinom misljenju, ne iskljucuje postojanje
genske mutacije (na kratkom kraku kromosoma 2 /2p12-14p/). To je tesko dokazati buduéi da
se radi o velikom genu ¢ijesekvencioniranje je vrlo zahtjevno i radi se u malom broju
laboratorija u inozemstvu. Ucinjen je MR mi$i¢a obih natkoljenica na kojem su vidljive
atrofi¢ne promjene uz masnu infiltraciju gotovo svih misic¢a do distalne trec¢ine natkoljenica
te asimetrija u zahvacanju m. semitendinosusa. Na MR misi¢a ramenog obruc¢a je masna
infiltracija m.teres major 1 m. latisimusdorsi. Vrijednosti kreatinfosfokinaze u serumu su 800
(gornja granica 177) i nakon 13 godina pracenja bolesnika je konstantno visestruko povisena.
Za sada se bolesnik M.U. lije¢i provodenjem mjera fizikalne rehabilitacije koje mu uvelike
pomazu pri odrzavanju misi¢ne snage i kondicije.Nadamo se da ¢emo kod njega i mnogih
mladih bolesnika s hereditarnim mi$iénim bolestima stjecanjem klinickog iskustva i uvjeta za
molekularnu dijagnozu doé¢i do mogucnosti ispravka genetskog deficita 1 zaustavljanja

distrofi¢nog procesa.
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Sanja Kovaci¢, Odjel neurologije OB Zabok, Zabok

Diferencijalna dijagnoza udno-pojasnih miSi¢nih distrofija — Prikaz slu¢aja

Uvodni dio

Diferencijalna dijagnoza udno-pojasnih misi¢nih distrofija ukljucuje poremeéaje u kojima je
slabost proksimalnih misi¢a udova, poglavito nogu, glavna klini¢ka odrednica. Ono §to &ini
postavljanje ispravne dijagnoze teskim jest da je slabost misi¢a proksimalne muskulature
karakteristika velikog broja nasljednih i ste¢enih miopatija. Osim toga, laboratorijski nalazi
udno-pojasnih miSi¢nih distrofija nisu specifi¢ni i mogu se na¢i i u mnogim drugim vrstama
misi¢nih distrofija. Takoder, veliki broj autosomno recesivnih obrazaca nasljedivanja se moze
na prvi pogled zamijeniti s izoliranim klini¢kim slu¢ajevima. U prvom redu klini¢ki dolaze u
obzir Duchenne i Becker migi¢ne distrofije, potom moZda manje, no svakako vazne Emery-
Dreifuss i facioskapulohumeralne miSi¢ne distrofije. Mnoge kongenitalne miopatije, kao
centronuklearna miopatija, nemalinska miopatija, bolest sredi$nje stZi, dezminska miopatija te
miopatija tubulanih agregata mogu se prezentirati slabo$éu proksimalne muskulture u
djetinjstvu ili odrasloj Zivotnoj dobi. PaZljiva histokemijska pretraga uzorka misi¢a ¢e pomo¢i
u postavljanju dijagnoze kongenitalne miopatije i njene vrste.

U nekim slucajevima moZe biti teSko razlikovati spinalne migiéne atrofije od migié¢nih
distrofija. U prvom redu Kugelber-Welander miSi¢na spinalna atrofija moZe nalikovati na
udno-pojasnu midi¢nu distrofiju. Medutim, prisutnost fascikulacija, generalizirana migi¢na
slabost, normalni serumski enzimi i karakteristi¢an elektromioneurografski nalaz mogu
pomo¢i u dijagnozi.

Osim izuzeca drugih vrsta midi¢nih distrofija, u terapijskom smislu je vrlo vazno u iskljuéiti
polimiozitis i dermatomiozitis. U vecini sluc¢ajeva, specifi¢ni klini¢ki i laboratorijski nalazi
mogu identificirati upalnu miSi¢nu bolest. Miopatija i miozitis kao dio sistemskog lupusa se
tipi¢no manifestiraju upravo slaboscu proksimalne muskulature te, ako se promatra migiéna
slabost kao izolirani klinicki sindrom bez uvida u ostale klini¢ke znacajke, ponekad se moze
zamijeniti s udno-pojasnim distrofijama. Miozitis inkluzijskih tijela je upalna miopatija koja
se moZe zamijeniti s udno-pojasnom misi¢nom distrofijom. Tipi¢no zahvaéa distalnu
muskulaturu, no moze se javiti i u proksimalnoj muskulaturi udova. Karakteristi¢an
patohistoloski nalaz potvrduje dijagnozu miozitisa.

Isto tako, pojedine endokrine i toksi¢ne miopatije ¢ine potencijalno izlje¢ivu skupinu
bolesnika koja se takoder moZe zamijeniti s udno-pojasnim distrofijama. Miopatija kao
posljedica lijecenja klorokinom ili miopatija uzrokovana lijekovima za sniZavanje kolesterola
mogu se zamijeniti s udno- pojasnim distrofijama, no, pojavljuju se u starijoj Zivotnoj dobi
Sto je za manifestaciju nasljednih bolesti misi¢a iznimno. Zbog sve veceg koristenja
kortikosteroida u lije¢enju, danas je u epidemioloskom smislu vazna miopatija uzrokovana
steridima koja, ne samo da se moze zamijeniti s udno-pojasnim distrofijama, nego se ponekad
tesko razlikuje od miopatije kao dio sistemskog lupusa u bolesnika koji se uobicajeno lijece
kortikosteroidima.

Glikogenoze i lipidne miopatije mogu se takoder prezentirati slabo$¢u proksimalne
muskulature u raznim dobnim skupinama, no obi¢no se mogu razlikovati od udno-pojasnih
distrofija histoloskim i biokemijskim pretragama uzorka misica.
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Mitohondrijske miopatije predstavljaju veliku i heterogenu grupu oboljenja koja moze imati
razli¢ite morfoloske i biokemijske karakteristike. Iako neke od njih mogu podsjec¢ati na udno-
pojasne misi¢ne distrofije, mnogi mitohondrijski sindromi su multisistemski u prezentaciji §to
olaksava diferencijalnu dijagnozu.

Prikaz bolesnika

Bolesnica, 49 godina, unatrag godinu dana je razvila simetri¢nu slabost i atrofiju zdjeli¢nih
misica i proksimalnih misi¢a nogu.

Unatrag nekoliko godina se u bolesnice prati teska mitralna insufijencija. Unatrag dvije
godine se bolesnica lije¢ila imunosupresivima zbog verificirane imunotrombocitenije.
Unatrag nesto vise od godinu dana je zbog teSke mitralne insuficijencije implantirana umjetna
mehanicka valvula. Bolesnica je naknadno na antikoagulantnoj terapji. Nekoliko mjeseci
nakon operacijskog zahvata bolesnica je zaprimljena na odjel interne medicine zbog visoke
temperature (viSe od 39 C), zimice i tresavice praceno bolovima u nogama uz negativnu
epidemiolosku anamnezu. U¢injena kardioloSka obrada je verificirala perikardni izljev te je
bolesnici empirijski uveden u terapiju kloksacilin i gentamicin, a potom, nakon §to nije
postignut zadovoljavajuci klini¢ki odgovor, vankomicin. Svi nalazi u¢injenih mikrobioloskih
kultura su bili negativni. U nalazima ucinjenim u vrijeme boravka na odjelu interne medicine
se navodi porast serumskog kreatinina $to je shvac¢eno kao nefrotoksi¢no djelovanje
gentamicina. Bolesnica je potom zbog perikardnog izljeva, odnosno perikarditisa koji je
shvacen kao autoimuni premjestena u kliniku za kardiologiju gdje je lijeCena kortikosterodima
tijekom nekoliko mjeseci. Nakon nekoliko mjeseci bolesnica zamjecuje slabost i gubitak
misi¢éne mase mi$i¢a zdjelice 1 natkoljenice do stupnja teSke pokretnosti uz pomo¢ dvije Stake.
Bolesnica ne moZe izvesti ¢u¢anj, ne mozZe se obuvati. Navedena misi¢na slabost je shvacena
kao miopatija uzrokovana steroidima te su kortikosteroidi izuzeti iz terapije, na $to ne dolazi
do klinickog poboljsanja. Od patoloskih laboratorijskih nalaza bolesnice izdvaja se uredan
nalaz kreatin kinaze, poviSen nalaz laktat-dehidrogenaze, ubrzana sedimetacija, povisen CRP,
laboratorijski znaci ostec¢enja funkcije jetre i bubrega. Elektromioneurografski nalaz upucuje
na miopatske promjene u oba gluteusa, obje natkoljenice, blaZe u obje nadlaktice. Osim
navedenog klinickog entiteta, prema anamnezi, klini¢kom nalazu, tijeku bolesti i u¢injenoj
obradi dolaze u obzir i druge bolesti koji se prezentiraju slabo$¢u proksimalnih misic¢a, u
prvom redu autoimune miopatije.
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Prikaz slucaja 1

Na$ pacijent je djecak, sada u dobi 12 godina, s molekularno postavljenom dijagnozom
pojasne misi¢ne distrofije (LGMD tip 2A), odnosno kalpainopatije. U dobi 1,5 godine su prvi
puta slucajno otkrivene povisene vrijednosti kreatin kinaze (CK), koje su potom u vise
navrata kretale od 3600-10000 U/L. Rani razvojni miljokazi su opisani kao uredni. Prve
tegobe u smislu proksimalne misi¢ne slabosti na nogama su zapocele u dobi 7 godina s
postupnom progresijom tegoba. Tada ucinjenom dijagnostikom obradom ne postavi se
etioloska dijagnoza, a biopsija misica pokaze nalaz upalne miopatije s eozinofilnim
infiltratom te je po konzultaciji imunoreumatologa postavljena dijagnoza eozinofilnog
polimiozitisa i zapoceta kortikosteroidna terapija. Kako ne dolazi do poboljsanja, a postupno
se razvio i obrazac pojasne misi¢ne distrofije uz kontrakturu sko¢nog zgloba, prekine se
kortikosteroidna terapija te nastavi dijagnosti¢ka obrada.U¢injeni se molekularna analiza na
mutaciju kalpain3 (CAPN3) gena, te je dokazana mutacija550delA/550delA. Sada uz donje
ekstremitete ima i slabost proksimalne muskulature gornjih ekstremiteta te ramenog obruca,
skapule alate, izraZzenu lumbalnu lordozu, nemoguénost hoda na petama. Kardioloska i
pulmoloska obrada su uredni. Redovno provodi fizikalnu terapiju kod kuée, uz praéenje
fizijatra. Nas$ pacijent je primjer varijabilnog fenotipa kod LGMD 2A, s moguéim po&etkom
tegoba od djecje do odrasle dobi, te kako dijagnozu ne treba postavljati samo na temelju
patohistoloske dijagnoze, nego u korelaciji s klini¢kom slikom.

Prikaz slucaja 2

Our patient is a boy at the age of 7 years, second child of healthy parents, with normal early
development and motor milestones. He was always a quiet boy and less physically active.
First symptoms appeared at the age of 6 years with proximal muscle weakness that became
more prominent during the year. Initial neuromuscular work-up showed elevated CK levels
about 5000-6000 U/L, CK-MB normal, negative mPCR DMD/BMD test, and normal MR of
lumbosacral spine. He was referred to our Clinic for additional diagnostic of neuromuscular
disease. He has proximal muscle weakness, pronounced quadriceps weakness, scapular
weakness and winging, mild calf hypertrophy and lumbar hyperlordosis, no facial weakness.
Cardiology and pulmology work-up is normal. Electromyography showed myopathic
potentials. Muscle biopsy of m. vastuslateralis showed: fiber size variation, increased
endomysial connective tissue, degeneration and regeneration of muscle fibers, myopathic
grouping of degenerating and regenerating muscle fibers. Dystrophin staining is variable and
reduced but not absent. Unfortunately sarcoglycan staining is not available at our laboratory.
Reduced dystrophin staining would argue for Becker phenotype. But we believe that
intermediate and even closer toDuchenne-like course of disease, in previously normal patient
history, fast development of proximal muscle weakness and early scapularwinging, with
myopathicmuscle pathology are strong arguments to consider sarcoglycanopathy (LGMD 2C-
F).
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GENETSKO SAVJETOVANJE, GENETSKO TESTIRANJE I
PRENATALNA DIJAGNOSTIKA LGMD

Nina CANKI-KLAIN

Hrvatski institut za istrazivanje mozga i Katedra za medicinksu biologiju
Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu

GENETSKO SAVJETOVANJE
Genetsko savjetovanje (1-4) je specijalizirani medicinski postupak koji u sebi sadrzi
racionalni i emocionalni dio, a obuhvaca proces komunikacije izmedu lije¢nika-savjetnika i
osobe ili para koji trazi savjet u vezi pojave ili ponavljanja genetskog ostec¢enja u obitelji.
Racionalni dio se odnosi na informaciju o prirodi, tezini, prognozi, etiologiji, vjerojatnosti
nastanka i moguénostima sprecavanja pojave odredene bolesti. Emocionalni dio vodi ra¢una o
psiholoskom stanju osobe koja treba razumjeti saopcenje kako bi mogla donijeti odluku koja
¢e biti najbolja za nju. Posebna paZnja je posvecena emocionalnom aspektu genetskog
savjetovanja Sto zahtijeva od genetskog savjetnika poznavanje tzv. procesa svladavanja
teSkoca pacijenta ,,Coping process™ (5):

1. Sok i poricanje
2. Tjeskoba
3. Gnjev ikrivnja
4. Depresija
5

Psihicka homeostaza

Nedovoljan broj educiranih medicinskih geneti¢ara, uz neobi¢no nagli i sve sloZeniji razvoj
metoda koje omogucuju postavljanje tocne etioloske dijagnoze iduéi od stanica blastociste do
klini¢ki jos zdrave osobe koja nosi smrtonosan gen za vie ili manje tesku bolest nalazu
multidisciplinarni timski pristup stru¢njaka razli¢itih profila od lije¢nika specijalista,
raznovrsnih znanstvenika do klini¢kih psihologa i djelatnika socijalne skrbi. Posebno je
potrebno naglasiti neophodnost bolje informiranosti lije¢nika specijalista u primarnoj zastiti

kao 1 medicinskih sestara i babica koji se uglavnom prvi susreéu s osobom koja bi trebala

dobiti genetsku informaciju.
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Osnovni preduvjet za genetsko savjetovanje je poznavanje to¢ne etioloSke dijagnoze. U
slu¢aju LGMD to je nerijetko najvec¢i problem. Osim poznavanja nacina nasljedivanja (rjede
autosomno dominantno 10% i ¢e§ce autosomno recesivno 90% ), potrebno je voditi ra¢una i o
nekim drugim fenomenima poput penetrantnosti dominantnih gena, varijabilnosti klini¢ke
slike unutar iste i razli¢itih obitelji te posebno misliti na moguénost de novo nastalih mutacija
¢ija ucestalost u slucaju dosad otkrivena pet gena: MYOT, LMNA, CAV3,DES i DNAJBG6 nije
poznata. Na recesivu bolest treba posumnjati ako su roditelji u srodstvu ili iz istoga kraja te
ako postoji jos koji bolesnik u obitelji ili kraju odakle potjecu roditelji. U svakom slucaju,
najprije treba misliti na najcesce tipove bolesti t.j. na LGMD2A, LGMD2I, LLGMD2Bi 2L.
Ako se i posumnja na uzrofni gen od velike pomo¢i je poznavanje najée$éih mutacija u
populaciji ispitanika. Zbog svega navedenog najbolje je uputiti osobu koja trazi savjet u

specijalizirano savjetovaliste za zivéanomiSi¢ne boleti

U slu¢aju LGMD postoji viSe nacina kojima se moZe do¢i do dijagnoze i o ¢emu je
prethodno bilo vie govora. Neophodno je potrebno Sto ranije postaviti dijagnozu kako bi se

Sto bolje zbrinulo bolesnika i kako bi roditelji dobili pravilnu informaciju o riziku

Biopsija misic¢a i analiza proteina iz zamrznutog misi¢a (-70°C) je vrlo Korisna , ali nije

definitivna . Konac¢na dijagnoza bi trebala biti molekularna.

U slu¢aju ¢escih autosomnih recesicnih LGMD npr.LGMD2A. mogude je testirati
partnere//partnerice bolesnika/bolesnica na prisutnost najées¢ih mutacija u nasoj populaciji i

tako svesti na zanemarujuéi rizik ponavljanja bolesti u obitelji

TeZina mnogih od tih bolesti 1 nada u nove obecavajuce terapijske pristupe nalazu §to ranije
otkrivanje njihovog to¢nog genetskog uzroka, $to je preduvjet za:

* Sprjecavanje komplikacija

* Tocniju prognozu bolesti

* Djelotvorno lijecenje

* Prevenciju
genetskim savjetovanjem: koje bi trebalo odrediti rizik ponavljanja i koje su moguc¢nost
izbora (prenatalna ili preinplantacijska dijagnostika, heterologna inseminacija, donatorstvo
oocite, adopcija, trajna kontracepcija itd)
:Percepcija rizika
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Bez obzira kako se iskazuje rizik u postocima ili relativno, par tu brojéanu toénost ,,prevodi*
u prihvatljiv ili neprihvatljiv rizik. Svi lije¢nici s iskustvom genetskog savjetovanja znaju da
je u istovjetnoj situaciji percepcija dva para ili osobe razliita. Izuzevsi intelektualnu i
sociokulturnu razinu pacijenata, odredeni ¢imbenici mijenjaju percepciju rizika. Ovdje treba
spomenuti:

e Tezinu bolesti i na¢in na koji ju prihvacéa okolina

e Mogudi terapijski vidici 1 nadanje koje u njih daje obitel;

¢ Broj zdrave i /ili bolesne djece koju ve¢ ima par

e Moguénost prenatalne dijagnostike

Ovisno o tome $to su prozivjeli i ovisno o vlastitoj percepciji rizika, par ¢e trebati donijeti
odluku da li da ima ili nema dijete. Nije rijetko da parovi traZe od lije¢nika direktivan stav,
istinski savjet. Medutim, genetski savjetnik mora dati najiscrpniju 1 najsuvremeniju

informaciju, ali bez utjecanja na odluku.

GENETSKO SAVJETOVANJE I GENETSKO TESTIRANJE

Kako bi se osiguralo, da genetsko testiranje bude Sto djelotvornije 1 izvedeno na S§to
primjereniji nacin po najvi§im standardima, potrebno ga je smatrati sveobuhvatnim procesom,

a ne jednostavnim laboratorijskim postupkom. Taj se proces sastoji iz tri jednako vazna dijela:
1.Priprema, informacija i privola
2.Laboratorijska analiza
3.0bjasnjenje rezultata i pomo¢ (medicinska,psiholoska, socijalna)

Pojedine od navedenih faza mogu razli¢ito dugo trajati, $to ovisi o teZini bolesti i metodama

koje nam omogucuju potvrdu ili iskljucenje.

Sto je genetski test i zaSto se genetsko testiranje razlikuje od ostalih medicinskih

testova?

Genetski test je analiza nekog specifiénog gena, njegovog produkta ili funkcije, ili neka druga

analiza na razini DNK ili kromosoma, koja ima za cilj da otkrije ili isklju¢i neko oste¢enje
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koje je vjerojatno povezano s odredenim genetskim poremecajem. Genetski test se razlikuje
od ostalih vrsta medicinskih testova buduéi da ne izaziva iste emocionalne, eti¢ke i socijalne

probleme poput drugih medicinskih testova zbog nize navedenih razloga:

1. Zloporaba genetike u proslosti
2. Moguénost otkrivanja genetskog uzroka bolesti iz bilo kojeg tkiva i u bilo koje doba
od trenutka zaceca bez obzira na prisutnost ili odsutnost klini¢kih simptoma.

3. Drustvene implikacije

Privola nakon informacije o testu

Prethodno navedeni razlozi objasnjavaju zasto je prije svakog genetskog testiranja potrebno
informirati potencijalnog ispitanika o koristi i Stetnim posljedicama testiranja. OC¢ito je, da
vaznost shvadanja informacije ovisi o vrsti bolesti i stanju ispitanika (bolesnik, potencijalni
bolesnik jer u obitelji postoji bolest , "znatiZeljna " osoba, itd). Osim toga potrebno je voditi
raCuna, da upotrebom iste tehnologije tj. isti test moze biti “dijagnosticki®, "presimptomatski”
ili “prediktivan”(predvidajuci). Ako se ne razumiju osnovne razlike medu tim testovima moze

do¢i do ozbiljnih posljedica.

e Dijagnosticki genetski test je test koji se izvodi na bolesniku koji na osnovi klinic¢ke slike
boluje ili bi mogao bolovati od odredene genetske bolest koja se ispituje. Naglasak je na
znacima bolesti koji su prisutni sada u momentu ispitivanja, a ne da li ¢e se pojaviti
jednom u buducnosti.

e Prediktivan genetski test se odnosi na osobe koje su obi¢no zdrave, ili na bolesnike koji
imaju simptome koji se ne odnose na bolest koja se testira. Medutim naziv prediktivan
genetski test je bolje upotrebljavati za sluc¢ajeve u kojima je rizik za pojavu bolesti znatno
povecan ili smanjen u odnosu na opéu populaciju, ali bez bilo kakvog stupnja sigurnosti
da ¢e do¢i do bolesti.

e Presimptomatski genetski test bi se trebao upotrebljavati za slucajeve u kojima ce
abnormalni rezultat testa imati za posljedicu gotovo neizbjezan nastanak bolesti u nekom

kasnijem periodu Zivota.
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VJEZBE U LABORATORIJU

Astrid MILIC

Galapagos istrazivacki centar, Zagreb

Proteinska analiza jedan je od pristupa u dijagnostici pojasnih misi¢nih distrofija. Istovremena
analiza viSe proteina ¢ini ovaj pristup ¢esto prvim dijagnostickim izborom, a s ciljem brze
potvrde klinicki postavljene dijagnoze. To je posebice korisno kada je na temelju klini¢ke
slike teSko odrediti podtip pojasne miSi¢ne distrofije ili kada je analiza odgovarajuceg gena
dugotrajna.
Rezultat proteinske analize o€itava se kao prisustvo (normalno stanje) ili
smanjenje/nedostatak proteina (patolosko stanje).
Analiza proteina podrazumjeva koristenje slijedecih metoda:
- denaturirajuca poliakrilamidna gel elektroforeza

(engl. sodium-dodecyl sulphate polyacrylamide gel elctrophoresis, SDS-PAGE)
- prijenos elektroforetski razdvojenih proteina na membranu

(engl. Western blotting)
- inkubacija prenesenih proteina s odgovaraju¢im protutijelima
Gore navedenim metodama prethodi priprema uzoraka za SDS-PAGE, §to u slucaju koriStenja
miSi¢nog tkiva podrazumjeva smrzavanje misica dobivenog biopsijom, te potom
homogenizaciju misi¢nog tkiva. U slucaju disferlina (LGMD2B) izvor proteina mogu biti i
monociti iz pune krvi, pa u tom slu¢aju priprema uzorka ukljucuje razdvajanje limfocita i
monocita od ostalih krvnih stanica, potom daljnje razdvajanje monocita, te na kraju njihovu

lizu.

Analiza proteina iz miSi¢nog tkiva
Priprema proteinskog uzorka za analizu, a nakon obavljene misi¢ne biopsije, ukljucuje:

- smrzavanje miSi¢a

- homogenizaciju miSi¢nog tkiva

111



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekularna dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih misi¢nih distrofija
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.11.i01.12.2012.

Smrzavanje misica

Smrzavanje miSic¢a prvi je i jedan od najvaznijih koraka u analizi proteina misi¢nog tkiva.
Nepravilno smrzavanje dovodi do razgradnje proteina, te se rezultat dobiven za takav migié ne

moZze interpretirati na pravilan naéin.

Pravilno smrzavanje za potrebe Western blot analize znac¢i da se misi¢ odmah nakon biopsije
stavlja u termootpornu epruvetu i uranja u posudu sa teku¢im dusikom. Poslije tridesetak
sekundi, koliko je potrebno za smrzavanje miSica, epruveta se izvadi iz tekuceg dusika i do

analize pohranjuje na -80°C.

Homogenizacija misicnog tkiva

Homogenizacija se izvodi neposredno prije elektroforeze proteina, a sastoji se od dodavanja
20 volumena pufera za homogenizaciju izvaganom misi¢u. Koristenjem homogenizatora
uzorak misi¢a homogenizira se 2-3 puta po 5 sekundi. Dobivena smjesa se potom zagrijava 5
minuta na 95°C, te centrifugira 5 minuta. Po zavrSenom centrifugiranju nadtalog koji sadrzi
proteine odvaja se od taloga i koristi u daljnjoj analizi.

Uz misi¢ ispitanika, uvijek je pozeljno pripremiti i kontrolni uzorak, tj. misi¢ osobe za koju se

pouzdano zna da ne boluje od misiéne distrofije.

Analiza proteina iz uzorka pune krvi

Priprema proteinskog uzorka za analizu iz pune krvi ukljucuje:

- izolaciju monicita iz periferne krvi

- lizu monocitnih stanica

Izolacija monocita iz periferne krvi

Za izolaciju monocita iz pune krvi koristi se brza i jednostavna metoda centrifugiranja u
gradijentu gusto¢e fikola. Ova metoda ukljuuje nadslojavanje krvi sa fikolom i
centrifugiranje, a temelji se na razlici u gusto¢i izmedu mononuklearnih stanica (limfociti i
monociti) i ostalih krvnih stanica/elemenata.Nakon centrifugiranja na dnu epruvete zaostati ¢e
granulociti i eritrociti (veca gustoéa od fikola), dok ¢e prvi sloj (prsten) iznad fikola biti

upravo sloj mononuklearnih stanica.

Dobiveni sloj mononuklearnih stanica se prenosi u €istu epruvetu i koristi u daljnjoj analizi. S

obzirom na mali postotak monocita, u odnosu na limfocite, pozeljno je razdvojiti ove dvije
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vrste stanica 1 proteinsku analizu nastaviti isklju¢ivo sa monocitima. Za razdvajanje limfocita
1 monocita mozZe se Koristiti nekoliko pristupa, medu kojima je najbolje koristenje tzv.
magnetskih kuglica. U tom postupku mononuklearne stanice inkubiraju se sa CDI4-
magnetskim kuglicama koje ¢e se vezati za monocite, a s obzirom da je CD14 specifi¢an
marker za monocite. Propustanjem suspenzije monouklearnih stanica na magnetskoj koloni
uz magnet ¢e ostati vezani isklju¢ivo monociti sa vezanim CD14-magnetskim kuglicama, dok

¢e limfociti nesmetano proci kolonu.

Liza mononuklearnih stanica

Proc¢i§¢eni monociti nadalje se inkubiraju s odgovarajuéeg puferom za lizu, a potom
centrifugiraju pod istim uvjetima kao uzorci miSiénog tkiva. Dobiveni nadtalog sadrzi

proteine spremne za daljnju analizu.

Uz krv ispitanika, uvijek je pozeljno pripremiti i kontrolni uzorak, tj. izolirati i potom lizirati

monocite iz krvi osobe za koju se pouzdano zna da ne boluje od misiéne distrofije.

Denaturirajuéa poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je denaturirajuca elektroforeza koja se provodi u poliakrilamidnom gelu. Rijec je
o relativno jednostavnoj i brzoj metodi kojom se proteini razdvajaju na temelju svoje
molekulske mase, a neovisno o naboju i konformaciji molekule. Natrij dodecil sulfat (engl.
sodium dodecylsulphate, SDS) je detergent koji vezuju¢i se na protein razbija njegovu
kvarternu strukturu i proteinskoj molekuli daje viSestruki negativni naboj. Koli¢ina vezanog
natrij dodecil sulfata proporcionalna je molekulskoj masi proteina, a neovisna o
aminokiselinskom slijedu. To znaci i da je ukupan negativan naboj proteina proporcionalan
njegovoj veli¢ini, na osnovu koje ¢e se proteini razdvajati tijekom elektroforeze.

Razdvajanje SDS-proteinskih kompleksa provodi se u poliakrilamidnom gelu koji nastaje
umreZenjem akrilamida i N,N’-metilenbisakrilamida. UmreZenjem se stvaraju pore za prolaz
SDS-proteinskih kompleksa, a njihova veli¢ina (ovisna o gusto¢i, tj. postotnosti gela) odabire
se prema veli¢inama proteina koje Zelimo razdvojiti. Kako kod proteina misi¢nog tkiva
postoji velika razlika u molekularnoj masi razdvajaju¢i gel mora biti gradijentni (gradijent

gustoce gela, najéescée 4-7%), a da bi se svi spomenuti proteini mogli dovoljno razdvojiti.
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Otopina za izradu gela izlijeva se izmedu dva vertikalno postavljena stakla. Umetanjem &eslja
izmedu dva stakla nakon polimerizacije zaostaju tzv. jaZice, tj. udubine u koje se nanosi
odredeni volumen proteinskog uzorka. Za postizanje $to boljeg razdvajanja proteina koristi se
tzv. diskontinuirana elektroforeza, u kojoj se poliakrilamidni gel sastoji od gornjeg
sabijajuceg i donjeg razdvajajuceg gela (slika 1). U sabijaju¢em gelu dolazi do koncentriranja
tj. sabijanja proteina u tanki sloj, a ulaskom u donji, razdvajajuéi gel, proteini se razdvajaju na
osnovu svoje velicine.

SDS-proteinski kompleksi su negativnog naboja, pa putuju prema anodi i zbog prije
navedenih karakteristika gela njihova je pokretljivost, tj. udaljenost koju prijedu u odredenom
vremenu obrnuto proporcionalna logo njihove molekulske mase. Ta ¢injenica omoguéava da
se koriStenjem proteina poznate molekulske mase (tzv. standardi) moZe odrediti (ili provjeriti)

molekulska masa svakog proteina iz naeg uzorka.

Slika 1. Prikaz aparature za denaturirajéu poliakrilamidnu gel elektroforezu

Prijenos proteina na membranu (engl. western blotting)
Western blot analiza je postupak prijenosa elektroforetski razdvojenih proteina sa
poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu, najlonsku ili polivinilidendifluoridnu (PVDF)

membranu. Prijenos se moZe odvijati u aparaturi za polusuhi ili mokri prijenos na membranu
(slika 2).

Bez obzira na tip prijenosa na membranu, eksperimentalni dio podrazumjeva slaganje tzv.
«sendvi¢a» u kojem se poliakrilamidni gel i membrana nalaze izmedu filter papira. Dno

sendvica Cini odredeni broj filter papira, zatim membrana, poliakrilamidni gel, te ponovno isti
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broj filter papira. PoloZaj sendvia u aparaturi, u odnosu na elektrode, mora biti takav da
omogu¢i da negativno nabijeni proteini sa gela prijedu na membranu. Trajanje prijenosa ovisi
o veli¢inama proteina koje analiziramo, pa je tako kod proteina ukljuenih u nastanak
razli¢itih tipova miSi¢nih distrofija potrebno odrediti optimalno vrijeme za prijenos 1 malih

(npr. a- i y-sarkoglikan) i velikih proteina (npr. disferlin).

A
1. poklopac
2 katoda (-) B
3. filter papiri natopljen puferom 1. drdat
4. gel 2 gel
5 mambiens 3 membran‘_a )
6. filter papiri natopljeni puferom 4. spulvice | Mlor papi
7. anoda (+) 5 spremnik za pufer (na poklopcu se
8

nalaze mjesta za spajanje sa izvorom

mjesta spajanja s izvorom el. struje el struje)

Slika 2. Prikaz aparature za prijenos elektroforetski razdvojenih proteina s gela na membranu A. Polusuhi

prijenos; B. Mokri prijenos proteina na membranu

Za provjeru uspjesnosti prijenosa na membranu koristi se Coomassie Briliant Blue boja pri
¢emu se eventualno zaostali proteini na gelu oboje plavo. Ovo bojanje je ujedno 1 nacin
detekcije najzastupljenijeg proteina u misi¢nom tkivu, miozina. Usporedba koli¢ine miozina u
kontrolnom uzorku i uzorku misi¢a koji ispitujemo je ujedno provjera da li je miSi¢ dobro
smrznut. Uslijed nepravilnog smrzavanja dolazi do razgradnje proteina Sto se uoCava
smanjenjem koli¢ine miozina, te rezultat dobiven za takav uzorak nije moguce interpretirati.
Vazno je spomenuti da smanjenje koli¢ine miozina moZe biti i posljedica uznapredovale

misic¢ne distrofije, pa je i tada nemoguce interpretirati dobiveni rezultat.

Inkubacija s specifi¢nim protutijelima

Nakon zavr§enog prijenosa proteini su vezani za povr§inu membrane, te se inkubiraju sa
specifiénim primarnim protutijelima (jedno ili vise njih), a u nastavku i sa sekundarnim

protutijelom. Uvjete inkubacije (trajanje, temperatura) propisuje proizvoda¢ protutijela.
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Sekundarno protutijelo je najCeS¢e obiljezeno enzimom peroksidazom ili alkalnom
fosfatazom, pa se nakon inkubacije na membranu nanosi otopina koja sadrzi pufer i supstrat
za odgovarajuci enzim. Jedan od mogucih nacina detekcije je da na mjestima reakcije enzima
i suspstrata proteini postaju vidljivi kao ljubicasto (alkalna fosfataza) ili smede (peroksidaza)

obojene vrpce (slika 3).

Distrofin

I A sekundarno protutijelo obiljezeno

Peroksidazom (HRP)

. Kalpain 3 : 2
el primamno protutijelo
supstrat: DAB a-sarkoglikan

A A protein i
DAB 33" -diamonibenzidin

blokirajué¢a otopina
protein i misiénog thiva vezani za membranu
Slika 3. Prikaz postupka inkubacije membrane sa protutijelima i krajnja detekcija proteina sa enzimskim

supstratom. U prikazu je sekunadarno protutijelo obiljezeno peroksidazom, pa su vrpce protein iz mi§iénog

tkiva smede boje.
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SEMINAR IZ GENETIKE

Direktna i indirektna genska analiza u dijagnostici pojasnih misi¢nih distrofija

Astrid MILIC

Galapagos istrazivacki centar, Zagreb

Klini¢ki postavljenu dijagnozu pojasne misi¢ne distrofije mogucée je, osim proteinske analize,
potvrditi i analizom odredenog gena koriStenjem razli¢itth DNA metoda. Pritom, genska
analiza moZe biti direktna ili indirektna. Potrebno je naglasiti da je direktna molekularna

analiza mutacija definitivna dijagnoza.

Direktna genska analiza

Direktna genska analiza podrazumjeva analizu odredenog gena na prisutnost mutacije koja je
ve¢ poznata unutar populacije ispitanika ili ju tek treba otkriti. U drugom slucaju, analiza
podrazumjeva umnazanje svakog pojedinog dijela gena lan¢anom reakcijom polimeraze
(engl. polymerase chain reaction, PCR), te potom DNA sekvencioniranje svakog PCR
produkta. Kada je poznat smjestaj i tip mutacija, za njihovo otkrivanje u novih pacijenata
koriste se jednostavnije metode detekcije kao Sto su:

- lanéana reakcija polimerazom,

- alel-specifi¢ni PCR (engl. allele specific polymerase chain reaction, ASA-PCR), te

- cijepanje DNA restrikcijskim enzimima (eng/ restriction fragment lenght

polymorphism, RFLP).

Lan¢ana reakcija polimerazom brza je i specifi¢na metoda in vitro sinteze nukleinskih
kiselina kojom se specifi¢ni odsje¢ak DNA moZe umnoziti u velikom broju kopija. Preduvjet
umnazanja je poznavanje nukleotidnog slijeda regije koju Zelimo umnoZiti, jer to omogucava
odabir pravih oligonukleotidnih pocetnica. Reakcijska smjesa sadrzava genomsku DNA, par
oligonukleotidnih pocetnica, smjesu sva Cetiri deoksiribonukleotida, PCR pufer i Tag DNA

polimerazu. Reakcija umnazanja izvodi se u stroju za lan¢anu reakciju polimerazom, a uvjeti
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pod kojima se reakcija odvija ovise o karakteristikama regije koju Zelimo umnoziti. Opcenito,
Jedan reakcijski ciklus se dijeli na tri dijela: denaturaciju (razdvajanje DNA lanaca),
lijepljenje pocetnica (engl. annealing) i sintezu DNA. Trajanje svakog dijela, temperatura na
kojoj ¢e se svaki dio odvijati, te broj reakcijskih ciklusa ovise o regiji koja se umnozava.
Nakon zavrSetka reakcije, uspjeSnost rekacije, tj. provjera produkata najéesce se provodi
elektroforezom u agaroznom gelu.

Alel specificna lan¢ana reakcija polimerazom omogucéava brzu i direktnu detekciju
tockastih mutacija. To se postize koristenjem dva para oligonukleotidnih pocetnica, tzv.
vanjskih 1 unutarnjih pocetnica. Vanjske pocetnice umnazaju regiju koja je njima omedena
(kao kod klasi¢nog PCR-a). Jedna unutarnja pocetnica ima normalan slijed nukleotida, dok
druga ima slijed “mutirane” DNA. Ovisno o svojstvu ispitivane DNA (normalna ili mutirana)
ovisiti ¢e da li ¢e se 1 koja ¢e se od unutarnjih pocetnica vezati za DNA i umnazati odredenu
regiju. Alel specificni PCR je, u usporedbi sa klasi¢cnim PCR-om, brza metoda jer je
provjerom rezultata alel specificnog PCR-a elektroforezom u agaroznom gelu odmah moguce

detektirati prisutnost mutacije.

RFLP metoda temelji se na koriStenju restrikcijskih endonukleaza, bakterijskih enzima koji
cijepaju molekulu DNA ukoliko sadrzi odgovaraju¢i nukleotidni slijed, specifican za svaki
enzim. Osnova ove metode je ¢injenica da mutacija moze stvoriti novo restrikcijsko mjesto za
odredenu endonukleazu, odnosno ukloniti do tada postoje¢e mjesto djelovanja restrikcijskog
enzima. RFLP metoda podrazumjeva inkubaciju PCR produkta sa enzimom i odgovarajué¢im

puferom pod uvjetima (trajanje, temperatura) koji su optimalni za koriSteni enzim.

Primjeri direktne genske analize:

Dijagnostika pojasne miSi¢ne distrofije tip 2A (kalpainopatije): analiza CAPN3 gena

Pojasna miSi¢na distrofija tip 2A (LGMD2A) je autosomno recesivna misi¢na bolest
uzrokovana mutacijama u CAPN3 genu koji kodira kalpain 3. Danas je poznato vise od 300
CAPN3 mutacija rasprostranjenih uzduz cijelog gena. CAPN3 mutacije prisutne u nekoj

populaciji ovise o njezinom geografskom i etni¢kom porijeklu.

Upotrebom  specificne strategije i direktne genske analize hrvatskih LGMD2A obitelji
pronadeno je 6 razli¢itih CAPN3 mutacija u naSoj populaicji kojima se otkriva oko 95%

patoloskih CAPN3 kromosoma. Za njihovo brzo otkrivanje koristimo prije spomenute metode
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(PCR, ASA-PCR, RFLP), uz provjeru svih navedenih reakcija elektroforezom u agaroznom
ili poliakrilamidnom gelu (slike 1-3).

Slika 1. Odredivanje 550delA mutacije alel specificnom lanéanom reakcijom polimerazom. Prikaz
agaroznog gela u kojem su DNA fragmenti vizualizirani etidij bromidom. Stupac 1: biljeg molekularne
mase; stupac 2: kontrola divlji tip DNA (wt/wt)- gornja vrpca odgovara regiji umnozenoj vanjskim pocetnicama,
a donja je umnoZena jednom vanjskom i “normalnom” unutarnjom pocetnicom; stupac 3: kontrola heterozigot za
ispitivanu mutaciju; stupac 4: kontrola homozigot za ispitivanu mutaciju — gornja vrpca odgovara regiji
umnozenoj vanjskim pocetnicama, a donja je umnoZena pomoéu “mutirane” poéetnice; stupac 5: gledajuéi

kontrole moze se zakljuciti da ovaj uzorak ne nosi analiziranu mutaciju, tj. da je wt / wt.

Slika 2. Odredivanje R541W mutacije (stvara restrikcijsko mjesto) lanéanom reakcijom polimerazom i
inkubacijom sa restrikcijskim enzimom. Prikaz agaroznog gela u kojem su DNA fragmenti vizualizirani
etidij bromidom. Stupac 1: biljeg molekularne mase; stupac 2: kontrola divlji tip DNA (wt/wt)- detektirana
vrpca odgovara nepocijepanom PCR produktu; stupac 3: kontrola heterozigot za ispitivanu mutaciju - uz gornju
vrpcu prisutne su i dvije donje vrpce koje nastaju cijepanjem PCR produkta zbog prisutnosti mutacije; stupac 4:

gledajudi kontrole moze se zakljuciti da je rije¢ o divljem tipu DNA (wt/wt) za analiziranu mutaciju.

Slika 3. Odredivanje 15bp delecije (delFWSAL) lan¢anom reakcijom polimerazom. Prikaz nativnog
poliakrilamidnog gela u kojem su DNA fragmenti vidljivi nakon bojanja gela srebrom. Stupac 1: biljeg
molekularne mase; stupac 2: kontrola za divlji tip DNA (wt/wt)- oba alela imaju normalnu veli¢inu; stupac 3:

kontrola heterozigot za ispitivanu mutaciju- uz “normalnu” vrpcu, prisutna je i “mutirana” vrpca smanjena za 15
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pb zbog prisutnosti delecije (oznacena strelicom); stupac 4: prema kontrolama moze se zakljuc¢iti da uzorak u

stupcu 3 odgovara normalnoj DNA.
Indirektna genska analiza

Analiza genetske povezanosti (engl. linkage analysis) je indirektna metoda genske analize
koja predstavlja vrlo koristan dijagnostic¢ki pristup u slucajevima kada je direktna genska
analiza dugotrajna 1 zahtjevna (naj¢esce zbog veli¢ine gena), a proteinska analiza nije moguca
(npr. zbog nepostojanja specifi¢nih protutijela).

Glavni preduvjet za koriStenje analize genetske povezanosti u dijagnosticke svrhe
istovremena je analiza najmanje dvije generacije, gdje je obavezno uz bolesnika sa sigurnom
klinickom dijagnozom 1 po moguénosti potvrdenom molekulatmom ili proteinskom
dijagnozom potrebno analizirati 1 zdravog brata ili sestru kako bi se odredio kromosom (faza)
koji nosi mutirani gen. Osim u dijagnosti¢ke svrhe, analiza genske povezanosti moze posluziti
u istrazivanju starosti i porijekla odredene genske mutacije. Tocnije, usporedba haplotipa
osoba koje nose istu mutaciju na nekom kromosomu moze u slucaju istih haplotipa ukazati na
isto porijeklo i postojanje tzv. efekta osnivaca (engl. founder effect).

Analiza genske povezanosti temelji se na prac¢enju nasljedivanja biljega, a to su najcesce
mikrosatelitni markeri. Mikrosateliti su jedan od tri tipa uzastopno ponavljaju¢ih DNA
slijedova ¢ija veli¢ina osnovne jedinice (2-5 nukleotida), te broj ponavljanja moze biti vrlo
varijabilan u opcoj populaciji. Analizom ¢lanova jedne obitelji moze se pratiti njihovo
nasljedivanje. Pritom, mikrosatelitni markeri moraju biti smjesteni s obje strane i $to blize
genu koji se ispituje, da bi se izbjegao proces rekombinacije, tj. crossing-over i da bi se
njihovom analizom 1 prac¢enjem njihovog nasljedivanja moglo pratiti nasljedivanje odredene
bolesti u obitelji.

Za izvodenje analize genetske povezanosti potrebno je poznavati mikrosatelitne markere koje
¢emo koristiti u analizi. Poznavanje markera podrazumjeva poznavanje njihovog smjestaja na
odredenom kromosomu, posebice u odnosu na smjeStaj gena od interesa. Osim njihovog
smjestaja bitno je znati da li su jedinice ponavljanja dva-, tri- ili Cetirinukleotidi kako bi se
tome prilagodila metoda razdvajanja DNA fragmenata (elektroforeza DNA u
poliakrilamidnom gelu). Vrlo vaZan podatak predstavlja i poznavanje broja jedinica
ponavljanja, odnosno poznavanje konacne veli¢ine DNA fragmenta za svaki analizirani
marker. Svi navedeni podaci o mikrosatelitnim markerima dobiveni su analizama velikog

broja humanih DNA wuzoraka i dostupni su u literaturi i na internetu (www.gdb.org;
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www.cephb.fr). Uobicajeno se prilikom analize genske povezanosti koristi 4-5 mikrosatelitnih

markera koji se nalaze $to bliZze mjestu gena od interesa.

Metode koje koristimo prilikom analize genske povezanosti su:

- lan¢ana reakcija polimerazom i

- elektroforeza DNA u poliakrilamidnom gelu (engl. DNA poliacrylamide gel

electrophoresis, DNA PAGE).

LanCanom reakcijom polimeraze svaki se marker umnozi uz pomo¢ pravilno izabranih
oligonukleotidnih pocetnica. Dobiveni DNA fragmenti se potom razdvoje u poliakrilamidnom
gelu. Karakteristike poliakrilamidnog gela i uvjeti elektroforeze moraju biti takvi da omogudée
razdvajanje 2 DNA fragmenata u svakom ispitivanom uzorku (jedan alel nasljeden od majke,
drugi od oca) koji se eventualno razlikuju u svega 2, 3 ili 4 bazna para. Na istom gelu mogucée
je analizirati i vise od jednog markera, ovisno o njihovim veli¢inama. Nakon zavriene
elektroforeze, poliakrilamidni gel se oboji srebrom pri ¢emu postanu vidljivi DNA fragmenti
ili se rezultati ocitaju kompjuterski ako je koristen DNA sekvenator. Veli¢ine DNA vrpci
«oCitaju» se za svaki analizirani uzorak, odnosno za svaki analizirani mikrosatelitni marker.
«Ocitanim» veli¢inama mirkosatelitinih markera dogovorno se pridruzi odgovarajuéi
jednoznamenkasti broj poznat iz literature. Takav naéin obiljeZavanja veli¢ina mikrosatelitnih
markera koristi se radi lakSeg pisanja haplotipa i moguénosti usporedbe rezultata izmedu
razliitih laboratorija. Tek kada su «o€itani» rezultati DNA elektroforeze za svaki pojedini
marker, moZze se pristupiti konstruiranju haplotipa. To¢nije, rezultati za svaki marker poredaju
se jedan ispod drugog prema redoslijedu markera na kromosomu i pritom dobiveni niz
brojeva predstavlja haplotip ispitivanog uzorka za koristene mikrosatelitne markere. Opisani

nacin izvodenja analize genske povezanosti prikazan je u primjeru koji slijedi.

Primjeri indirektne genske analize:

Dijagnostika pojasne miSic¢ne distrofije tip 2B (disferlinopatija):

U indirektnoj genskoj analizi LGMD2B koriste se 4 mikrosatelitna markera: D2S2113,
Cyl172-H32, 104-sat i D2S291. Navedeni su prema svom smjestaju na kromosomu 2 (od

telomere prema centromeri), pri ¢emu su marker Cy172-H32 i 104-sat intragenski markeri.
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Na osnovu rezultata dobivenih za svaki pojedini marker, idntificirani su haplotipovi za svakog

pojedinog ¢lana obitelji, te konaéni rezultati ukazuju na postojanje povezanosti za LGMD2B .
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kontrola
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I D2S2113
Cy172-H32
104-sat
D28291
I
D282113 | w1
Cy172-H32 5 4 |2
104-sat 4 4 3
D28291 1 2 3

Zadatak 1: Direktna genska analiza LGMD2A-mutacija R49H
R49H mutacija smjeStena je u egzonu 1 CAPN3 gena. Rije¢ je o mutaciji u kojoj je jedan
nukleotid zamjenjen drugim: CGC > CAC. Na proteinskoj razini aminokiselina arginin

(kodirana trinukleotidom CGC) zamjenjena je histidinom (kodirana trinukleotidom CAC).

Dijagnostika R49H mutacije osniva se na kombinaciji lan¢ane eakcije polimeraze (PCR), te

potom cijepanja PCR produkta specifi¢nim restrikcijskim enzimom /tal.
Veli¢ina PCR produkta iznosi 438bp.

Unutar umnoZenog slijeda postoje dva restrikcijska mjesta za Ital enzim:

1. prisutno i u mutiranom i u ,,normalnom* slijedu
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2. prisutno samo u ,normalnom® slijedu; prisutnost R49H mutacije ,.brise” ovo

restrikcijsko mjesto

GCNGC GCNAC
CGNCG CGNTG
Lnormalni® slijed R49H mutirani slijed
105 bp 102 bp 230 bp

A A )
[ | b \

1 2

“normalni” >‘ ;‘

slijed
g \ J

438 bp

105 bp 332 bp

mutirani ?‘:

slijed \

Y

438 bp

Slika 4. DNA fragmenti koji nastaju nakon cijepanja PCR produkta Ital enzimom

Na osnovu navednih podataka, kao i onih na slici 4. odredite veli¢ine DNA fragmenata koje
mozemo pronadi u:

- zdravog homozigota (wt/wt)

- zdravog heterozigota (R49H/wt)

- bolesnog homozigota (R49H/R49H)

wt/wt R49H/wt R49H/R49H

438bp
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332bp
230bp

105bp
102bp

Zadatak 2: Indirektna genska analiza LGMD?21
Pojasna misi¢na distrofija tip 21 (LGMD2I) je autosomna recesivna bolest uzrokovana

mutacijama u FKRP genu koji kodira istoimeni, FKRP protein.

U haplotip analizi za LGMD2I koristena su 3 mikrosatelitna markera smjestena u neposrednoj

blizini, odnosno unutar FKRP gena, a ovdje nabrojena od smjera centromere prema telomeri:
D19S412, fkrp52 i D19S606.

Na slici 5. prikazana je obitelj za koju treba pomoéu haplotip analize potvrditi ili opovrgnuti

sumnju da je drugo dijete (II-2) boluju od LGMD2I.

ZADATAK JE «OCITATI» REZULTATE ZA SVAKI MARKER, ODREDITI
HAPLOTIP ZA SVAKOG CLANA OBITELJI, TE NA TEMELJU DOBIVENIH
HAPLOTIPA ODREDITI DA LI POSTOJI MOGUCNOST DA DRUGO DIJETE (I1,2)
BOLUJE OD LGMD2I!
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D19S412
FKRP352
D19S606

IT

D195412
FKRP52
D19S606

Slika 5.

Rezultati:
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D195412

fkrp52

D19S606

(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.11.101.12.2012.
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POJASNE MISICNE DISTROFIJE (LGMD):

Definicija, klasifikacija, genetika

Nina CANKI-KLAIN
nina.canki-klain@mef.hr

MEDICINSKI FAKULTET SVEUCILISTAU ZAGREBU
Hrvatski institut za istraZivanje mozga
Katedra za medicinsku biologiju

Saetak Naziv pojasne misicne distrofije potjece iz engllimb-girdle muscular
dystrophies (LGMD) $to je opisni naziv za miicne distrofije koje su povijesno
zajedno svrstane zbog Klinickih karakteristika koje pretezno zahvacaju pojasni obrué
tj. muskulaturu zdjelice i ramena s pojavom u djeéje ili rano odraslo Zivotno doba, a
razlikuju se od ¢edcih misicnih distrofijia koje gine X-vezana DMD/BMD
(distrofinopatije) i autosomno dominantna FSHD. LGMD predstavijaju razlicite bolest
midi¢a koje karakterizira slabost i propadanie pretezno proksimalnih misi¢a ramenog
i zdjeliénog podruéja. Klinicka slika i tijek bolesti znatajno variraju ovisno o
genetskom uzroéniku, a moguce su velike individualne razlike unutar istog gena i
mutacije. Obzirom na nagin nasljedivanja, za sada poznamo rjedu grupu (8 gena) s
autosomno dominantnim i éed¢u (16 gena) s autosomno recesivnim naginom
nasljedivanja Dijagnostika LGMD se danas osniva na komplementamom klinickom,
genetskom, proteinskom i DNA pristupu $to je najuéinkovitije u okviru specijaliziranih
neuromisicnih centara za rijetke bolesti.

POJASNE MISICNE DISTROFIJE
Limb Girdle Muscular Dystrophies (LGMD)

Opisni naziv za misicne distrofije koje su povijesno zajedno svrstane

zbog Klinickih karakteristika koje pretezno zahvacaju pojasni obruc t.

muskulaturu zdjelice i ramena
S pojavom u djedje ili odraslo Zivotno doba
Razlikuju se od ¢escih misicnih distrofija koje cine

- X-vezana DMD/BMD (distrofinopatije) i
- autosomno dominantna FSHD.

Predstavijaju razlicite bolesti miSica koje karakterizira slabost i
propadanje pretezno proksimalnih misica ramenog i zdjeliénog podrudja.

Histoloski distrofican proces (nekroza-regeneracija)

Kliniéka slika i tijek bolesti znaajno variraju ovisno o genetskom
uzroéniku, a moguce su velike individualne razlike unutar istog gena i
mutacije.

Obzirom na natin nasljedivanja postoji rjeda grupa (8 gena) s
autosomno dominantnim i ceS¢a (16 gena) s autosomno recesivnim
nacinom nasljedivanja

Osnovne karakteristike LGMD

Pocetak u prvim dekadama Zivota

Simptomi miSicne slabosti u ramenom i fili zdjelicnom
obrucu

Relativno polagan tijek, koji ipak moZe dovesti do
teSkog trajnog invaliditeta i Cesto do preuranjenog kraja

Autosoman recesivan (AR) nacin nasljedivanja

Klasifikacija







1884, Erb uveo naziv
“Dystrophia muscularis
progressiva”’

Erb (1891) prvi pokusao
klasificirati misiéne distrofije
Smatrao da se ne radi o jednoj bolesti ve¢ o
grupi poremecaja

ERBOVA KLASIFIKACIJA (1891)
PROGRESIVNE MISICNE DISTROFIJE

OPIS god. BOLEST

GLAVNI SIMPTOMI

1868 Duchenneova MD
“Paralysie musculaire
pseudohypertrophique
ou myo-sclérosique”

1884 Landouzyjevai
Dejerineova
“ Myopathie atrophique
progressive”

1884 Erbov "Juvenile Form”
des progressiven
Muskelatrophie

* Pocetak u djetinjstvu
+ Progresivna miSicna slabost
+ Znacajno povecani listovi

+ Pocetak u djetinjstvu ili
adolescenciji

» Pretezna slabost misica
lica i ramena

* Potetak u adolesceniji
+ Posteda lica i selektivna
slabost proksimalnih misica

KLASIFIKACIJA PROGRESIVNIH
MISICNIH DISTROFIJA (PMD)

Nastavak

+ Bell, J.1943 Klasifikacija PMD na osnovi klinicke slike i nagina

genetskog nasljedivanja: XR, AD, AR

» Levison,H.1954 Predlaie naziv pojasne misicne distrofije

( Limb-Girdle-Muscular Dystrophy (LGMD) za AR

oblike PMD
+ Walton,J.N., Predlaiu da se zadrZe tri velike skupine PMD:
Nattrass, F.J. + XR-za Duchenneov opis (DMD)
1954 + AD- za miopatiju koju su opisali Landouzy i Dejeurine —

facioscapulohumeralna migi¢na distofija

* AR-za LGMD (Walton &Nattrass su smatrali da vecina
slutajeva LGMD otpada na oblik koji je opisan kao Erbov
“mladenatki oblik” PMD

GENETIKA LGMD

+ Otkrice distrofinskog gena (strategija obrnute genetike) i
njegovog ostecenog proteina u DMD/BMD otvorilo je novi
put razjasnjenju drugih misicnih distrofija

+ |dentifikacija skupina bolesnika iz zajednica s visokim
srodstvom (amisi, menoniti, obitelji iz Tunisa, otoka
Reunion) i AR MD koje su odgovarale postavljenim
kriterijima Waltona i Nattrassa (1954)

+ Primjena analize genetskog povezivanja na te obitelji
(genetski homogene i informativne) imale su za posljedicu:
-Identificiranje mnogih razlicitih lokusa
- Otkrice genetske heterogenosti

Nagli razvoj naSeg razumijevanja
molekularnih mehanizama mnogih
od tih bolesti velikim dijelom
dugujemo napretku molekularne
tehnologije od 80. i po¢. 90. god.
pro$log stoljeca.







NAJZNACAJUNIJA GENETSKA OTKRICA ZA
RAZUMIJEVANJE | DIJAGNOTIKU LGMD

1.ldentifikacija distrofinskog gena
2.0tkrice proteina vezanih za distrofin (DAP)
3. Projekt humanog genoma

1. Otkrice distrofinskog gena i njegovog
ostecenog proteina u DMD/BMD bolesnika
bilo je odluujuée u dva pogleda:

- Pokazalo je moc¢ strategije pozicijskog kloniranja

- Dalo novo dijagnosticko sredstvo-analizu proteina

POZICIJSKO KLONIRANJE

oznacava postupak koji ima za cilj
identifikaciju gena ,Cija funkcija i produkt
nisu poznati, a sastoji se od:

1.Smjestaja gena na odredeni kromosom

2. Molekularne analize odgovaraju¢eg genomskog
podrucja (Collins,1992)

U slucaju DMD nisu bili poznati niti funkcija niti
produkt gena. Zbog toga je trebalo najprije smjestiti
gen na odredeno podrucje na X kromosomu. Po
nacinu nasljedivanja se znalo da se radi o X
kromosomu, ali nije bilo znano gdje: dugi ili kratak
krak, regija, pruga, itd. Zatim se na osnovi te
informacije uz pomo¢ raznih metoda molekularne
biologije trebalo identificirati trazeni gen. Takav pristup
kojim se geni kloniraju na osnovi istraZivanja genoma,
a ne produkta gena najprije se nazivao

inverzna, reverzna ili obrnuta genetika

Kasnije je naziv zamijenjen novim
to€nijim i opisnim terminom
pozicijsko kloniranje
(Collins F. Positional cloning: let's not
call it reverse anymore.Nature
Genet.1992; 1:3-6) .

KLASIENA GENETIEA
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Verellennﬁmoulln c Lmdenbaum R
t(X;21) (p21 )
Hum Genet ,1984

SMJESTAJ DMD gena -prvi korak u
pozicijskom kloniranju DMD

CankiN
t (X;1) (p1106 or 21t (X;3) (p21;913)
J Med Genet, 1979 Ann Genet, 1979

X Xp+ 3 q
"
1X;3)(p213q13) de novo o ‘»‘ fi !
o 6
i 5

CANKI Nina, DUTRILLAUX B., TIVADAR Ivica. — Dystrophie mus-
culairo do Duchenne choz une pelite fila _poreusa d'une
translocation HX:A) (p21:q13) de novo. Ann. Géndl, 1999, 22,
n* 1, 35-29.
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MontaZa normalnih i
preina¢enih kromosoma 3 i
X upotrebom RBA* pruga
(R-pruge nakon obrade
BrdU-om i bojanja
naranc¢astim akridinom).

A. Kasna replikacija (t.j. inaktivnost)
normalnog X kromosoma.

B i C. Kasna replikacija translociranog
X kromosoma i Sirenje “kasnog” izgleda
na translocirani dio kromosoma 3

NORMALNI X
KROMOSOMI

50%

TRANSLOKACLA

X-AUTOSOM
: -1 ]
q
der{3}
X X X der X 3
INAKTIVACUA INAKTIVACUA

50% 100%

Prekretnicu u razumijevanju nastanka i
medusobnog razlikovanja misicnih
distrofija predstavija otkrice i kloniranje
najveceg poznatog gena u ¢ovjeka -
distrofina(Monaco i sur.1986)







Normalna sekvenca

o S U G

lys  ser ile thr lys

Insercija 1 baze Delecija 2 baza

Promijenjene sekvence
Stari okvir Stari okvir
o L L L T AR

AAG GAG TAT CAC TAAG AA(i AGT ATC --TAAG
S [ S | S | W | [ S R

Novi okvir Novi okvir
lys glu tir his stop lys ser e stop

“Frame-shift” mutacije mijenjaju okvir &itanja tripleta kodona tijekom

translacije mRNA

Uvodenije specifiéne pretrage distrofina u klinicku
praksu je pokazalo, da 10-15% bolesnika s dg.
LGMD ima zapravo distrofinopatiju. Naime,
pretraga je otkrila medu muskim bolesnicima
potvrdu Duchenneove i Beckerove misicne
distrofije (DMD/BMD) te potvrdu manifestnih
nositeljica DMD/BMD gena medu bolesnicama s
dijagnozom LGMD (Hoffman i sur. 1989)

WESTERN BLOTS

IMUNOHISTOKEMIJA

Otkrice distrofinskog gena i njegovog
ostecenog proteina u DMD/BMD

od epohalnog je znacenja:

1.Mo¢ strategije pozicijskog kloniranja u
identifikaciji gena opéenito

2.Novi pristup dijagnostici-proteinsku analizu
(primarni ili sekundarni nedostatak ili smanjenje
proteina koji su direktno ili indirektno
povezani s distrofinom

991 | Otkriée DAP(Campbell KP;
i - | Ozawa E 1989/90) na sarkolemi,
O bazalnoj lamini, citoskeletu...

(Myoline, September1999)

2.NOVO DIJAGNOSTIEKO SREDSTVO
Primarno ili sekundarno smanjenje proteina neposredno ili posredno
povezanih s distrofinom

Guglieri et al. CCA (2005) 361: 5479 .., =







NOVA DIJAGNOSTICKA SREDSTVA

2. Proteinska analiza (primarno ili sekundarno smanenje

Dystrophin (N-term) Dysferdin exon 11-12 junct) Laminin a2 chain (300kd)
Dystrophin (rod) Dysferfin (exon 53) Laminin a5 chain
T
Dystrophin (C-term) ethonln Laminin b1 chain
Caveolin 3

o Surcoglyran ) Laminin g1 chain
Myosin heavy chain (neonatal

p-Sarcoglyean Emerin P-Spectrin
Sarcoglycan
ks Lamin AIC POystroglycan
B-Sarcoglye a-Dystr
) Collagen V1 i
Calpain 3 (exon 1 Desmin

Calpain 3 fexon 8 Laminin &2 chain (80kd) Utrophin

WESTERN BLOT

..... siscanasathle  ~tarcoptysanopsthie

Myosine > -'ﬁ- -'

KAPLAN et al., 1996

Representative Lanes from Multiplex Blots

Dystrophin {c-term).

Dystertin
Posbon of Myosmn—
Heavy Chain

Calpain 3 (ex0n )=
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Beta Dystroglycan —
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BUSHBY K., 2003

| Dystrophin {rod)

Dystiophin melaboltes

P—1
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{Mevosin)

L— Calpan 3 degradaton
bands

“——Beta Dystroglycan

—Gamma Sarcogiycan

Urawn prore.n abeled i arorody
¥ Gamre Sargspcan

* Molekularne genetske studije su pokazale
razlicite mutacije koje uzrokuju bolesti gena kaji
kodiraju posve razligitu zbirku proteina koji su
obuhvaceni u svim bioloskim aspektima
misicne stanice.

+ Ovi novo otkriveni geni skeletnih misi¢a kodiraju
vrlo razliCite proteine s razlicitim smjestajem
unutar ili na povrsini niti skeletnog misica

GENETSKA PODJELA LGMD

* Dominantni oblici (LGMD1 ) obi¢no blaze i rjede,

<10% svih PMD i

* Recesivni oblici(LGMD2), mnogo ¢esci (prevalencija
1:15 000), s geografskim/ etni¢kim razlikama

+ 8+16 podgrupa -vecina vrlo rijetka

GENETSKA KLASIFIKACIJA-1995
AUTOSOMNE DOMINANTNE (LGMD1) -8

Oznaka bolesti |MIM | Smjestaj gena | Oznaka gena / protein
1. LGMD1A 159000 5q31 MYOT | myotilin (titin)

2. LGMD1B 153001 1g11-q21 LMNA Namin AIC)
3.LGMD1C 607780 | 3p25 CAV3 Icaveolin-3

4.LGMD1D 603511 | 2q35 DEs

5. LGMDIE 602067 | 7936.3 DNAJBE

6. LGMD1F 608423 | 7q32.1-q32.2 Nepoznat

7.LGMD1G 609115 | 4q21 Nepoznat

8. LGMD1H 613530 | 3p25.1-p23 Nepoznat







GENETSKA KLASIFIKACIJA
AUTOSOMNE RECESIVNE (LGMD2) -16

AUTOSOMNE ECESIVNE (LGMD2)

. . " % Nastavak

Oznaka bolesti | MIM Smjestaj gena | Oznaka gena / protein asiava
1:LEMD2A 258 | i3 CAPNS icalpaler3 Oznaka Oznaka |Oznaka Oznaka gena / protein
2.LGMD2B 253601 | 2p13 DYSF Idysfedin bolesti bolesti | bolesti
3. LGMD2C 253700 | 13q12 SGCG ly-sarcoglycan 11. LGMD2K 609308 9934 POMT1 fprotein O-mannosyltransferase 1
4,LGMD2D 508098 | 17q12-q21.33 SGCA /a-sarcoglycan (MDDGC1)
T e T P - 12. LGMD2L 511307 [ 11p143 ANOS/anoctamin 5

13. LGMD2ZM 507440 | 9g31-q33 FKTNAukutin
6. LGMD2ZF 601287 | 5933 SGCD/ B-sarcoglycan (MDDGC4
7.LGMD2G 601954 17q12 TCAP | titin-cap (telethonin) 14. LGMD2N 613158 14q24 POMTZ protein O-manosyl transferase 2
8. LGMD2H 254110 | 9q31-q34 TRIM32 | tripartite motif containing 32 {MDDGC2)

15.LGMD20 613157 1p34 POMGNT 1/protein O-linked mannose beta
3.LGMD2I 507155 | 19g13.3 FKRP [ tukutin related protein 1, 2-n-acetylglucosaminyhtransferase 1
10. LGMD2J 608807 2931 TTN /titin 16. LGMD2Q 601282 8q24 PLEC

v
PMD (LGMD) najbolje ilustriraj DIJAGNOSTICKE ZAMKE-
najbolje ilustriraju
GENETSKA HETEROGENOST

Klinicku, genetsku i patogenetsku heterogenost
misicnih distrofija

Teskoce u postavijanju tocne dg.

Potrebu za dijagnosti¢kom strategijom
prilagodenom ispitivanoj populaciji

Potrebu za multidisciplinarnim dijagnostickim i
terapijskim pristupom

1.Istu ili sliénu kl.sliku odreduje vise gena

2.Tezinu Klinicke slike odreduje priroda
mutacije istog gena (DMD/BMD) koja
moze biti odgovorna i za razlicit
nacin nasljedivanja istog gena (OPMD)

+ LGMD-8+16 razlicitih

GENETSKA HETEROGENOST
LOKUSNA ALELSKA

+ LGMD2B-MM (dysferlin)

+ LGMD2I -MDC1C (FKRP)

+ LGMD2J-TMD-CMD1G
(TTN

lokusa (gena)

Vise ne vrijedi pojednostavljena jednadzba:
1 bolest=1geni

1 gen =1 bolest

zbog dva istovremena fenomenatj :

- Fenotipske konvergencije (1 bolest =viSe gena
GENETSKA HETEROGENOSTnpr : LGMD, itd.)

+ Fenotipske divegencije (1 gen = vi$e bolesti-
FENOTIPSKA HETEROGENOST, npr:DMD/BMD







PREMA PODACIMA
GENETEBLE OF NEUROMUSCULAR DISORDERS

http.//www.musclegenetable.fr/

29.10.2012.
POZNATO JE
16 Razlicitih grupa NM bolesti
681 Bolesti

319 Razlicitih gena
319 RazliCitih proteina od kojih su
24 mitohondrijska
93 Mapirana lokusa éeka identifikaciju gena

DIJAGNOSTIKA LGMD

Danas se osniva na komplementarnom
+ Klinickom
+ Genetskom
* Proteinskom
* DNA pristupu

Sto je najucinkovitije u okviru specijaliziranih
neuromiSicnih centara za rijetke bolesti.

MOLEKULARNE GENETSKE ANALIZE

1.Bolesti s identificiranim genom-
DIREKTAN PRISTUP
2.Bolesti s poznatim lokusom ali jo$
neidentificiranim genom-
INDIREKTAN PRISTUP

DIREKTAN PRISTUP
A B

INDIREKTAN PRISTUP

— e [ S .

INTRA'\  JUKSTA-
GENSKI '\ GENSKI

RAZJASNJENJE ANALIZA UZ POMOC BILJEGA
UZROCNE “MARKERA"
GENETSKE
POGRESKE
POTREBAN SAMO

POTREBNA INFORMATIVNA

BOLESNIK OBITELJ
DIREKTNA ANALI
ANALIZA POVEZIVANJA st
Uspjesnost (tocnost) ovisi o vise faktora ANALIZA MUTACIJE

+ Tocnost dijagnoze
» Poznavanje lokacije gena na kromosomu
* Dostupnost blizih polimorfnih markera

» Bolesnici bi morali biti “informativni® t.. heterozigoti za
polimorfne markere

+ Ne bi smjela postojati genetska heterogenost t.j.vise od
jednog lokusa za klinicki fenotip

+ Siguran paternitet

Vrste mutacija:
“klasiéne”
nestabilne ili dinamiéne

PREDNOSTI pred INDIREKTNOM ANALIZOM
1. NE OVISI O OBITELJSKOM SASTAVU
2. PRIMJENLJIVA NA SPORADICNOG BOLESNIKA







3.Projekt humanog genoma

+ Mogucnost lokalizacije bilo kojeg gena gene
ukoliko je informativna obitel]

ZAKLJUCAK

Racionalan dijagnosticki pristup ovim bolestima je

multidisciplinaran :

+ Misliti na genetsku bolest

+ Klinicki podaci

+ Nacin nasljedivanja

+ NajCesca vjerojatna bolest

+ Usmijeriti prefrage kako bi se dobila najtocnija
informacija, po mogucnosti DNA analizom
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Prevalence of the 550delA Mutation in
Calpainopathy (LGMD 2A) in Croatia
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Mutations in the calpain 3 (CAPN3) gene
are responsible for limb-girdle muscular
dystrophy (LGMD) type 2A. We report five
causal mutations: 550delA, AFWSAL, R541W,
Y357X and R49H found on 45/50 of alleles
studied in 25 unrelated families from Croatia.
The 550delA mutation was present on 76% of
CAPN3 chromosomes that led us to screen
general population for this mutation; 532
random blood samples from three different
regions were analyzed using allele-specific
PCR. Four healthy 550delA heterozygous
were found suggesting a frequency of 1 in
133. All four carriers detected originated
from an island and mountain region close
to the Adriatic Sea. These findings combined
with haplotype analysis confirm that our
general population is rather “closed” with a
probable founder effect in some parts of
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the country. In addition, the high frequency
of 550delA mutation found in some neigh-
boring European countries together with
the easy detection of the 550delA mutation
should streamline genetic analysis, espe-
cially bearing in mind the geographic and
ethnic origin of the patients. Qur results,
combined with published haplotype stu-
dies suggest that 550delA originated in the
Eastern Mediterranean from which it has
probably spread widely across Europe.
Extending this study to other areas would
help to address this epidemiological ques-
tion. Our data are relevant to accurate
genetic counseling and patient testing since
we lack sensitive and specific biopsy screen-
ing methods for detecting patients with
calpainopathy. Thus, detection of patients
relies on the direct detection of gene muta-
tion and our findings may be helpful in estab-
lishing diagnostic screening strategy.
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et al. [1991] linked a recessive form (LGMD2A, OMIM
253600) to chromosome 15 in a genetic isolate from the
Isle of La Réunion. Confirmation of this localisation was
subsequently reported in northern Indiana Amish
[Young et al., 1992] and Brazilian families [Passos-
Bueno et al., 1993]. The identification of causal muta-
tions in the proteolitic enzyme, calpain 3 cosegregating
with the disease in LGMD2A families, confirmed its
role in the cause of this condition [Richard et al., 1995].
The most extensive mutation study published so far
[Richard et al., 1999] was based on the analysis of 181
families from diverse ethnic or geographic origins in-
cluding 19 countries (Brazil, Bulgaria, Canada, France,
Greece, Israel, Italy, Japan, Lebanon, the Netherlands,
Poland, Portugal, Russia, Spain, Switzerland, Turkey,
United Kingdom, United States and Vietnam). It de-
monstrated a world-wide distribution of the disease.
Special attention was also given to particular genetic

A7y
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isolates such as the Amish community [Allamand et al.,
1995], communities from the Réunion Island [Fardeau
et al., 1996] or from the Basque country [Urtasun et al.,
1998].

In September 1998, our group initiated a genetic and
epidemiological study of muscular dystrophies (MDs) in
Croatia. The objective of this 5-year long prospective
study was to determine the different types of MDs and
their respective frequencies in the population of Croatia
(4,381,352 people, census, April 2001, [Reskovic, 2001]).
Lack of similar previous studies and the possibility of
molecular analysis of only two types of muscular dys-
trophy in this country (Duchenne/Becker muscular
dystrophy and Steinert myotonic dystrophy) led to the
development of a specific diagnostic strategy [Canki-
Klain et al., 2000] based on the selection of families with
at least two affected individuals in order to speed up
genetic studies.
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&

@ Not affected : no 550dela

Fig. 1. Pedigree analysis of first six studied families from one small rural community demonstrates links between certain families although

consanguinity was found in only one family.
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Our attention was drawn by several male and female
patients from a small community in Northwestern
Croatia affected by a muscular dystrophy similar to
that in patients described in the inbreed community in
the southern part of Réunion Island [Fardeau et al.,
1996], as well as to the original description by Erb [1884]
of juvenile LGMD. A detailed clinical and genealogical
study of the nine patients from six apparently non-
related families (Fig. 1) enabled us to identify links
between the different nuclear families. Sequence ana-
lysis of eight available patients demonstrated the pre-
sence of 550delA in exon 4 of calpain3 gene [Canki-Klain
et al., 1999] in a homozygous state. The 9th patient, from
family 3, died in 1991, but his three children were
unaffected 550delA heterozygotes. In addition to these
550delA homozygous patients, we found several other
LGMD2A families in which one or both mutated alleles
were 550delA.

Based on these findings, we hypothesised that
LGMD2A was the most prevalent autosomal recessive
muscular dystrophy in Croatia with a high frequency
of the 550delA mutation [Milic et al., 2001]. To validate
our hypothesis, we began to screen simultaneously the
general population for the 550delA mutation [Canki-
Klain et al., 2002].

MATERIALS AND METHODS
LGMD Patients

During a 3-year period we selected 25 LGMD2A
families using multiple sources of ascertainment (data
from Neurology Departments, Specialised Divisions,
Associations of Muscular Dystrophy families, records
of muscle biopsies, DNA analysis, and family photo-
graphs), clinical assessment, mode of inheritance and
molecular confirmation of at least one CAPN3 allele.
Special emphasis was on individual family studies with
intensive search for new secondary cases in the families
of the propositi. Analysis of 50 chromosomes for 5
CAPN3 mutations [Milic, 2002] is presented in Table L.
Rapid screening for the above mentioned mutations
combined with a specific clinical diagnostic strategy has
permitted the identification of 90% of CAPN3 mutated
alleles in our population. A high prevalence of 550delA
mutation (76%) became evident.

Study Population
After informed consent, 532 random blood samples,
that is 0.01% of the 4,381, 352 people of Croatia

TABLE I. Molecular Analysis of 26 LGMD2A Families
(50 CAPN3 Chromosomes) in the Population of Croatia

No. of CAPN3 chromosomes Frequency

Mutations Exon (no. of homozygous probands) (%)
550delA 4 38/50(14) 76
AFWSAL 4 2/50 4
R641W 13 3/50 6
Y357X 13 1/50 2
R49H 1 1/50 2
Undefined one 5/50 10
of 2 alleles
Total 50/50 100

HUNGARY
SLOVENIA

@®7AGREB .

CROATIA cpee Y UGOSLAVIA

BOSNIA and
HERZEGOVINA

Fig. 2. Geographical distribution of three blood donor’s centres.
Concentration of healthy 550 delA carriers is found on one island and
mountain region close to Split.

[Reskovic, 2001], were collected from healthy blood
donors from three different regions of Croatia (Fig. 2).

Mutation Analysis

Genomic DNA was prepared from peripheral blood
samples (K-EDTA) by standard salting-out procedure
[Miller et al., 1988]. Detection of the 550delA mutation
was performed by allele-specific amplification (ASA)
[Ye et al., 1992]. Two hundred fifty nanograms of DNA
were amplified by PCR in a 25-ul volume containing
10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCL, 1.5 mM MgCl,,
200 uM of each dNTP, 1 U of Taq polymerase (Eppendorf,
Germany) and 1 pmol of each primer (except 3 pmol of
the inner primer for the amplification of the mutated
allele). Beside the usual primers: 5-GAG GAA TGT
GGA GGA AGG AC-3' and 5'-TTC CTG TGA GTG AGG
TCT CG-3' [Richard et al., 1995] the amplification
mixture also contained two short inner primers: 5'-
TGA CTG CCT GCC AAC-3/, for the amplification of
normal size allele and 5'-GTT GAT TGT TGT ACG TG-
3', for the amplification of a mutated allele [Pogoda et al.,
2000]. After 5 min denaturation at 94°C, thermocycling
was performed as follows: first 5 initial cycles of 93°C
(11, 65°C (45") and 72°C (1') were followed by 25 cycles
of 93°C (1"), 55°C (45") and 72°C (1'). After PCR, the
product was electrophoresed on a 2% horizontal agarose
gel stained with ethidium bromide or on 8% polyacry-
lamide gel stained with silver.

RESULTS

Figure 3 illustrates the detection of the 550delA muta-
tion by allele-specific amplification (ASA). Close to the
full-size band of 292 bp, a 142 bp band was amplified in
the presence of a mutated allele and a 178 bp band in the
presence of a normal allele. Table II summarises the
results of the study. The detection of four healthy
550delA heterozygous individuals makes the frequency
of 1 in 133 (0.75%) in our general population. When
analysed by region (Table II; Fig. 3), there is striking
variability. In 198 blood donors from the capital city
(Zagreb) no carrier was found. Similarly, no carriers
were found in a small sample of 69 donors from the
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Fig. 3. Detection of 550delA mutation by allele specific amplification
(ASA) on silver stained polyacrylamide gel. Lane 1: DNA Molecular Weight
Marker V (Roche); (lane 2) ASA-PCR product of wild type DNA (wt/wt);
(lane 3) ASA-PCR product of 550delA heterozygote (550delA/wt); (lane 4):
ASA-PCR product of 550delA homozygote (550delA/550delA). Arrows
indicate: a full-size band of 292 bp; a 142 bp amplified band of mutated
allele, and a 178 bp band of normal allele.

North-East region of Osijek. All four carriers were from
the pool of 265 blood donors (1 in 66). Three of them
originate from one island and the last one from a moun-
tainous region close to the Adriatic Sea in the vicinity of
Split. All four carriers were examined and were found
unaffected.

DISCUSSION

Mutations in the calpain 3 gene of LGMD2A patients
were first identified by Richard et al. [1995]. In 1999
[Richard et al., 1999], a total of 114 variants were
described in the CAPN3 gene: 97 distinct causal
mutations, 12 polymorphisms and 5 variants that could
not be classified as either mutation or polymorphism.
Since then, at least 17 novel mutations have been
identified [Chou et al., 1999; Minami et al., 1999; Chae
et al., 2001; Milic et al., 2002], two of them in patients
from Croatia. According to Richard et al. [1999] most
mutations 68/97 (70%) represent private variants,
although certain mutations were found more frequently.
Among these particular mutations 11/97 (11%) are
associated with a founder effect, and 7/97 (7%) are really
recurrent. Among the 114 distinct calpain three muta-
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TABLE II. Frequency of Healthy 550delA Heterozygotes on 532
Random Blood Samples Collected From February 7 to September

19, 2001
No. (%) 95% confidence
City No. of samples  550delA/wt interval (%)
Osijek 69 0/69 (0) 0.00-5.34
Split (+islands) 265 4/265 (1.52) 0.41-3.86
Zagreb 198 0/198 (0) 0.00-1.86
Total 532 4/532 (0.75) 0.20-1.92

tions published so far world-wide [Chou et al., 1999;
Minami et al., 1999; Richard et al., 1999; Chae et al.,
2001; Milic et al., 2002], the 550delA mutation, the most
prevalent in Croatia, was found in patients originating
from 10 different European countries (Table III). The
highest frequency after Croatiaisin Italy [Politanoetal.,
2001]) where six of 14 non-related families carry the
same mutation in a homozygous state, and in Russia
were 8 of 14 unrelated families were homozygous for
550del A [Pogoda et al., 2000]. In addition, one of two
families in Slovenia was homozygous [Meznaric-
Petrusa et al.,, 2002]; three unrelated families with
compound heterozygotes living in Croatia are originally
from Bosnia and Herzegovina and the same mutation
is found in 50% LGMD2A of patients in consanguineous
Turkish families [Topalogulu et al., 1997].

Several authors [Dincer et al., 1997; Richard et al.,
1997; Pogoda et al., 2000] have suggested that this
mutation may be an old mutation since the marker
haplotypes flanking the disease locus in some available
families from France, Sicily, Turkey and Russia sug-
gested a single mutational event rather than a recur-
rent coincidental mutation. To test this hypothesis we
performed haplotype analysis of all available Croatian
families (data not shown) using five microsatellite
markers: D15S514, D15S779, D15S782, D15S780 and
D15S778. These markers are flanking the CAPN3 gene,
and were used in previous haplotype studies by Richard
et al. [1999]; Topalogulu et al. [1997]; and Pogoda et al.
[2000]. Comparison of our and other published data
showed complete core haplotype identity suggesting
that the 550delA may have arisen on an ancestral
chromosome in the Mediterranean population in the
past. Unfortunately, the lack of further published ob-
servations does not permit any certain conclusion as to
the origin of this mutation. Nevertheless, these findings

TABLE III. Incidence of 550delA Mutation in Different Countries

No. of LGMD2A families including /

Family origin homozygous probands/

References

Bosnia and Herzegovina 4/1/
Croatia 20/13/*
France 5
Greece 1
Italy 14/6/
Netherlands 2
Poland 1
Russia 14/8/
Slovenia 2/1/
Turkey 5/5/

Canki-Klain [this issue]

Canki-Klain et al. [1999, 2000, 2002]; Milic et al. [2001]
Richard et al. [1995, 1997, 1999]

Bushby [personal communication]

Politano [this issue]

MGC Leiden (cit. Richard et al. [1999]; Ginjaar et al. [2002])
Ginjaar et al. [2002]

Pogoda et al. [2000]

Meznaric-Peetrusa et al. (2002]

Dincer et al. [1997]; Topaloglu et al. [1997]

*One affected compound heterozygous patient without 550delA is not included, that makes difference in total number of LGMD2A familiesin Tables I and III.
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have practical implications: we would propose that a
rational first step in the diagnosis of suspected calpaino-
pathy in patients originating from the eastern Mediter-
ranean would be to test for this 550delA mutation, which
is relatively easy and quick to detect using the methods
described here.

Our study of the carrier frequency of this mutation,
and the data on the geographic concentration of the
origin of the patients harbouring the 550del A mutation,
(mainly in closed mountainous regions and surround-
ing islands) are highly suggestive of the formation of a
genetic isolate. A combination of this founder effect
and genetic drift may explain the distribution of the
mutation. This point is very important to consider for
accurate genetic counselling and testing patients.
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Aim To determine types and frequency of CAPN3 mutations in 29 unrelated Croatian families, analyzed

Methods

Results

Conclusions

during 6-year prospective and ongoing genetic and epidemiological study of muscular dystrophies in
Croatia.

Mutation analysis included allele-specific polymerase chain reaction (PCR) or combination of PCR and
restriction fragment length polymorphisms (RFLP) methods. Haplotype analysis was performed by PCR
and DNA electrophoresis using 5 highly polymorphic markers flanking CAPN3 gene locus.
Mutation analysis revealed the presence of 6 different CAPN3 mutations (550delA, R541W, P82L,
delFWSAL, R49H, Y537X), accounting for 94.8% of CAPN3 chromosomes in the studied population.
550delA was the most frequent mutation, found in 43/58 (74%) CAPN3 chromosomes, whereas the
frequency of other five mutations ranged from 2-9%. Haplotype analysis of 38 chromosomes carrying
550delA mutation showed the presence of the same haplotype on 66% of analyzed chromosomes.
The present data, together with our previously published results, explain the frequency and the distri-
bution of the 550delA mutation in Croatia by founder effect and genetic drift. Results of haplotype study
are in favor of the hypothesis that 550delA is an old, rather than a recurrent mutation. The findings are
important for effective diagnostic screening of CAPN3 gene in Croatia and neighboring countries, as
well as for accurate genetic counseling.

Calpainopathy, limb girdle muscular
dystrophy type 2A (LGMD2A; OMIM 253600), or
Erb’s muscular dystrophy is an autosomal reces-
sive muscular disorder characterized by symmetri-
cal and selective atrophy of proximal limb mus-
cles. The clinical features have been described by
Erb in 1884 (1) as juvenile progressive muscular
dystrophy, whereas the name LGMD2A dates
from 1995 when Bushby and Beckmann (2) pro-
posed a locus-based classification of LGMDs. In
1991, this muscular dystrophy was linked to chro-
mosome 15q in patients from Reunion Island (3).
Further linkage analysis defined 15q15.1-15.3 in-
terval as the one containing LGMD2A disease lo-
cus (4). The analysis of genes from this region led

to the identification of CAPN3 gene mutations as
the cause of LGMD2A (5). CAPN3 gene encodes
calpain 3 (p94, OMIM 114240), muscle-specific
member of the calpain family, which made
LGMD2A the first described muscular dystrophy
caused by enzymatic, rather than structural pro-
tein defect. Calpainopathy is considered to be the
most frequent autosomal recessive limb girdle
muscular dystrophy (6) and accounts for 39% of all
LGMDs (7).

Since 1995, more than 150 different
CAPN3 mutations of all types have been found
worldwide (6-12). Although the majority of muta-
tions represent private variants, some mutations
have been found more frequently. However, fre-
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quencies and types of CAPN3 mutations found in
different populations vary according to the geo-
graphic and ethnic origin of the studied popula-
tion. These findings, together with uncertainty of
calpain 3 protein analysis (13,14), show how im-
portant accurate knowledge of mutation spectrum
in some populations is for developing fast, cheap,
and non-invasive diagnostics of LGMD2A,

The aim of our study was to determine
the CAPN3 mutation spectrum in Croatia, their fre-
quency, and geographical distribution, as well as
to speculate on the origin of some mutations by
haplotype analysis.

Materials and Methods

Patients

During a 6-year period, 40 patients from
29 unrelated LGMD?2A families (25 male, 15 fe-
male) and their 34 healthy relatives were selected
for CAPN3 mutation analysis. The selection of pa-
tients was done using a specific strategy based on
detailed clinical features, progression of disease,
creatine phosphokinase (CPK) values, electromyo-
graphy, computerized transverse tomography (CT
scan) of muscles, and genealogical study. Special
emphasis was put on intensive search for new sec-
ondary cases in the family of the proband in order
to determine the mode of inheritance (15,16).
Each patient participating in the study signed the
informed consent before giving the blood sample
for molecular analysis.

Eighty seven individuals were selected
for haplotype analysis: 35 patients from 25 fami-
lies; 32 healthy family members, 25 of them being
heterozygous for one of CAPN3 mutations; 2
healthy 550delA heterozygotes (children of de-
ceased homozygous proband) and; 18 healthy in-
dividuals from a population study (16), 2 of them
being 550delA carriers. A total of 174 chromo-

somes were analyzed: 92 with one of 6 CAPN3-
mutations, 7 with unknown mutati ““and 75

wild type chromosomes, ..«

enﬁﬁ'nﬁNA was isolated fr m peri-
pheral blgod samples by standard salting%gro—
cedure (17). .

e

A KCI, 1.5 mM

_-3-5'|<s~f,§ 0.5 mM MgCl,
JE péendorf) 1UTag§ﬁonmerase(Eppendorﬂ and

in case on537X) 200 pM of each eEatgﬁatlon o

dNTP (Eppendorf, Hamburg, Germany), 1 U Taq
polymerase (Eppendorf), 1 pmol of each external
primer (5), and two short inner primers. For
550delA mutation, the previously described inner
primers were used (18), whereas in case of Y537X,
internal primers were generated by our group:
5-AGG AGC AAA ACC TAC AT-3 for the amplifi-
cation of normal size allele (1 pmol) and 5-TCC
CGC ATG TTG ATT TA-3’ for the amplification of
a mutated allele (3 pmol). After 5-minute denatur-
ation at 94°C, 550delA thermocycling was per-
formed as follows: first 5 initial cycles of 93°C (19,
65°C(45"), and 72°C (1) were followed by 25 cy-
cles of 93°C (1), 55°C (45"), and 72°C (1'). The
Y537X thermocycling conditions differed only in
annealing temperatures (62°C in the first 5 cycles,
52°C in the remaining 25 cycles).

R541W, R49H, P82L, and delFWSAL.
First, 250 ng of DNA were amplified by PCR in a
25-uL volume containing 10 mM Tris-HCl, pH
8.3, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 200 uM of each
dNTP (Eppendorf), 1 Unit of Taq polymerase
(Eppendorf), and 3 pmol of each primer (5). After
5-minute denaturation at 94°C, thermocycling
was performed in 35 cycles as follows: 93°C (1),
62°C (45"), and 72°C (1'). Subsequently, PCR
products were incubated with Bsp LU11 I (Roche,
Mannheim, Germany) for R541W, Ita | (Roche) for
R49H, or Msp | restriction enzyme (Promega,
Mannheim, Germany) for P82L detection, according
to manufacturer’s recommendations. DelFWSAL
PCR product was electrophoresed on 8% polyacry-
lamide gel and stained with silver.

Haplotype Analysis

Haplotype analysis was performed using

5 highly polymorphic microsatellite markers,
flanking CAPN3_gene~Tocus, on chromosome
1515,1-153: D155514, 0155779 D155782,
DTSS?BO and D155778 (4). The marker genotyp-
ing consisted of PCR reaction for each marker,
DNA-PAGE and silver staining. Pé:R amplification
of DNA (200 ng) performed in 25 pl reaction
ix containing 10 mM Tris-HCI, p"t_j 8.3, 50 mM

200 pM oi each dNTP

3 pl‘l_fgl of each primer. The primer sequences for
each mlcrosatelllte marker, as well as marker al-

ere‘found on
“ .l itial 5-minute

P’éaso

M






@M

Croat Med J

2005;46(4):657-663

of 92°C (30"), 58°C (D155514, D155779, and
D155780) or 60°C (D155782 and D155778)
(307), and 72°C (30").

Results

The following mutations were detected
in the study sample: 550delA, R541W, P82L,
delFWSAL, R49H, and Y537X (Table 1, Fig. 1).

Thirty-eight 550delA chromosomes -in-
cluded in the haplotype study belonged to 12
homozygotes, 11 compound heterozygotes, 1
healthy heterozygote (child of deceased homozy-
gous proband), and two 550delA carriers from
population study (16). Five different haplotypes
were obtained in 31/38 chromosomes with
550delA mutation (Table 2, Fig. 2). In 7/38 chro-
mosomes belonging to 5 solitary compound het-
erozygous probands (550delA/R541W; 550delA/
R541W; 550delA/R49H; 550delA/delFWSAL; 550
delA/unknown mutation) and 2 healthy 550delA
heterozygotes, haplotype phases could not be es-
tablished. However, in 4 solitary patients and both
carriers, it was possible to theoretically construct
the most frequent haplotype. One patient (550
delA/R49H) did not show any of the analyzed
haplotypes.

Three families with R541W showed two
different haplotypes (Table 2, Fig. 2), with differ-
ence only in the first marker (2-9-4-4-2 and
5-9-4-4-2). In additional two families, presented by

solitary probands, we were able to theoretically
construct a 2-9-4-4-2 haplotype.

Haplotypes obtained for delFWSAL,
P82L, and Y537X, as well as 2 haplotypes for 2
chromosomes carrying unknown mutation(s) are
presented in Table 2 and Figure 2.

Haplotype analysis also included 75
wild type chromosomes. In 30 of them, haplotype
phases could be established (Fig. 2). Their analysis
enabled us to compare wild type haplotypes with
the most frequent 550delA haplotype.

Discussion

Mutation analysis of 29 Croatian
LGMD2A families revealed the presence of 6 dif-
ferent mutations with the predominance of
550delA (16), accounting for 74% of the analyzed
CAPN3 chromosomes. The same mutation was
described in a few families from France and Neth-
erlands, but its higher frequency was observed in
Slavic populations and in several neighboring
countries from eastern Mediterranean part of Eu-
rope. In Bulgaria, 550delA was found in 9 out of
12 LGMD2A families (19). In Russia, 8 out of 14
families had 550delA homozygous patients (18),
whereas in Turkey 550delA mutation was re-
ported on 36% of 44 CAPN3 chromosomes (20).
In ltaly, 550delA was found on 23% mutated al-
leles from 56 families (7), but it is worth mention-
ing that a large proportion of mutant alleles (40%)
in one of the northeastern regions of the country

Table 1. CAPN3 mutations found on 58 chromosomes from 29 unrelated limb girdle muscular dystrophy type 2A (LMGD 2A) families

from Croatia
Mutation Consequence Number of CAPN3 chromosomes Frequency (%)
R4SH (146G>A) missense mutation Arg (R) — His (H) 1/58 AT

P82L (245C>T) missense mutation Pro (P) - Leu (L)
550delA frameshift mutation

delFWSAL (598-612del) 5 aminoacid deletion (in frame) Phe(F),
Trp(W), Ser(S), Ala(A) and Leu(L)
nonsense mutation Tyr (Y) — STOP(X)
missense mutation Arg (R) — Trp (W]

Y537X (1611C>A)
RS41W (1621C>T)
Unknown

Total

Table 2. Results for.
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Figure 1. Six CAPN3 mutations found in Croatia. Roman numbers indicate: 1) DNA molecular weight marker (Roche,
Mannheim, Germany); Il) Wild type sample (wt/wt); Ill) Heterozygous sample (mutation/wt); IV) Homozygous sample (muta-
tion/mutation). A. 550delA: beside the full-size band of 292 bp, a 142 bp band was amplified in the presence of a mutated
allele and a 178 bp band in the presence of normal allele. B. Y537X: close to full-size band of 337 bp, a 214 bp band was am-
plified in the presence of a normal allele and 152 bp band in the presence of a mutated allele. C. P82L: wild type PCR product
was cut on 168 and 115 bp bands, in the presence of mutated allele 231 and 115 bp bands were observed. D. delFWSAL:
polyacrylamide gel separation of the wild type polymerase chain reaction (PCR) resulted in one normal (292 bp) band,
whereas in the presence of mutation, additional band of 277 bp was detected. E. R541W: in the presence of mutated allele
PCR product was cut on 194 and 143 bp bands, whereas wild type allele remained the same. F. R49H: in the presence of mu-
tation PCR product was cut on 330 and 230 bp bands, in case of normal allele only 230 bp band was present.
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(Friuli) were due to 550delA mutation (6). In addi-
tion, 550delA mutation was reported in one family

from Greece (8), 2 families from Slovenig (212

Czech compound heterozygous.patients (12), and
in3 compound heterozvg'ér—és from Croatia origi-
nating from Bosnia and Herzegovina. As far as we
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Table 3. Results of haplotype studies for 550delA mutation in other European countries

Country (ref.)

Parameter France (8) italy (8) Russia (18) Turkey (23)
Number of chromosomes 1 1 1 2 11 3 1 2 1 1 8 2 2
Marker:

D155514 2 2 2 5 2 2 2 6 5 9 2 2 2

D15S779 9 9 9 9 9 9 9 3 9 9 9 3 9

D155782 5 4 3 3 / / / / / / 4 6 4

D155780 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3 s

D155778 3 2 2 3 3 3 4 2 1 2 5 7 7
graphical distribution of the mutation should be those from previously population study (16), sug-
important in determining the diagnostic approach gest and favor the hypothesis that Croatian popula-
for these “rare” mutations. tion is rather closed, with founder effect in some

Screening for 6 mentioned mutations, parts of the country.
using rapid and simple methods described here, As we have used the same markers as
enabled the identification of almost 95% of patho- several previous studies (8,18,23), we were able to
logical CAPN3 chromosomes in Croatia. Results compare haplotypes from our and other geograph-
of this study are important not only for our popula- ical and ethnic origins. It is evident that differences
tion, but show the strategy for developing fast, exist, but the core haplotype was preserved in the
cheap, and non-invasive diagnostics of LGMD2A. majority of cases (Table 3). Therefore, our results
Haplotype study was used to determine suppqn the hypothesis that 550delA is an old

the origin of 550delA and other CAPN3 mutations fiagen,
found among our LGMD2A patients. Linkage anal- Small number of chromosomes bearing
ysis of 550delA patients from 8 different countries other 5 mutations does not permit any conclusion
was found to be associated with the same concerning haplotype. However, it is interesting
haplotype, which has suggested 550delA muta- to mention that in 5 R541W chromosomes from 5
tion as a representative of the ancestral mutational unrelated families almost the same haplotype
event (8). Besides on results from Croatia and sev- (2/5-9-4-4-2) has been obtained, suggesting a pos-
eral other countries, we suggest that 550delA is sible founder effect.

the typical mutation of eastern Mediterranean and
southeastern Europe, from which it had probably
spread across Europe (16). To test this hypothesis,
haplotype analysis of Croatian LGMD2A families
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NON-INVASIVE PROTEIN
ANALYSIS IN THE FIRST
DYSFERLINOPATHY CROATIAN
FAMILIES

Abstract
Mutations in human dysferlin (DYSF) gene cause both limb girdle muscular dystrophy type 28 (LGMD2B) and
Miyoshi myopathy (MM), also named dysferlinopathy. They are autosomal recessive muscular dystrophies
characterized by degeneration and weakness of proximal and/or distal limb girdle muscles caused by partial or
complete absence of a sarcolemmal protein dysferlin. The size and large mutational spectrum of DYSF impose
a multistep diagnosis strategy before gene analysis. Here we report the first three patients from two unrelated
Croatian families in which diagnosis of dysferlinopathy was suggested on the basis of clinical picture, family
history and linkage analysis. In order to confirm the presumed diagnosis, we performed a blood-based assay in
which dysferlin expression is screened in blood monocytes. All three tested patients showed complete absence
of dysferlin expression, giving strong evidence of dysferlinopathy that was recently confirmed by mutation
analysis. In conclusion, we would suggest the presented diagnostic strategy as a reliable and non-invasive
method to be used as an alternative to muscle tissue protein analysis in routine diagnostics of dysferlinopathies,
prior to the more complex and demanding search for causative DYSF mutations. This non-aggressive approach
seems especially useful in situation in which multiplex Western blot (WB) analysis of different muscular dystrophy
proteins on muscle sample is not available.

Keywords
- LGMD2B - MM - DYSF - Dysferlin - Monaocytes - Western blotting - Linkage analysis
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1. Introduction

The term “dysferlinopathy” [1] is related to

autosomal recessive muscular disorders
involved in at least two clinically distinct
muscular dystrophies due to mutations in
the same gene (phenotypic heterogeneity):
proximal disease designated LGMD2B (OMIM
#253601) (2], affecting limb girdle muscles
and the distal Miyoshi myopathy (MM;
OMIM #254130) [3]. They are both caused by
mutations in the DYSF gene (OMIM #603009),
located on chromosome 2p13, spanning region
of more than 150kb and containing 55 exons
[4,5]. DYSF mutations are distributed along
the entire length of the gene, with no obvious
hot spots and where the majority of more
than 300, so far reported, sequence variants
(including disease-causing mutations and

non-pathogenic  polymorphisms) represent

* E-mail: nina.canki-klain@mef.hr

single nucleotide changes and small insertion
and/or deletions [Leiden Muscular Dystrophy
pages database: www.dmd.nl].

DYSF gene encodes dysferlin, a 237 kDa
transmembrane protein belonging to a ferlin
family of proteins, named after homology to
C. elegans spermatogenesis factor Fer-1. The
main characteristic of this protein family is
the presence of multiple C2 domains (ranging
from four to seven, latter being the number
present in dysferlin), which are implicated in
various biological processes [6]. Recent data
suggest a role of dysferlin in the muscle fiber
repair process [7-9], myoblast differentiation
[10], [11),
phagocytosis [12] and muscle regeneration

T-tubulogenesis monocyte
[13]. Dysferlin is predominantly expressed in
skeletal and heart muscle, where it localizes
to the plasma membrane of muscle fibers
[14,15]. In addition, dysferlin is also found in
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blood monocytes, brain, lung and placenta
[2,3,15-17).

Although accurate and definitive diagnosis
of dysferlinopathies relies on direct gene
mutation analysis, screening of the whole gene
for mutations is laborious, expensive, time-
consuming and an inappropriate approach
for routine laboratories. Protein analysis,
on the other hand, proved to be reliable for
differential diagnostics of muscular dystrophies
[1,18]. Moreover, above mentioned dysferlin
expression in blood monocytes enabled the
development of a blood-based assay that
analyses dysferlin expression from a peripheral
blood sample [16]. This assay is a relatively
simple and quick method of dysferlin analysis,
resembling the usual protein analysis from
muscle. However, itis a significantly less invasive
and painless approach that overcomes the
problems associated with handling and storage
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of muscle samples. Therefore it represents a
valuable alternative to muscle tissue protein
analysis, as well as an important and decisive
step prior to the start of demanding gene
mutational analysis.

Herein, we present the application of the
specific diagnostic strategy [19] adapted to our
population of 4,29 milion people, followed by
linkage anaylsis and monocyte protein analysis
of dysferlin that has permitted us to confirm the
first diagnosis of dysferlinopathy in two families
from Croatia.

2. Materials and Methods

2.1. Patients

A total of three patients from two unrelated
families were included in the study (Figure 1). In
Family No.1, two siblings (brother and younger
sister) were born to non-affected, apparently
non-related parents from close villages. Both
patients, aged 39 and 28 years, respectively,
showed characteristic clinical features (both were
good in sports in childhood and adolescence;
they had early adult onset with massive elevation
of serum CK levels, asymmetry of legs, “dysferlin
gait” and showed relatively slow progression)
which, together with genealogical data, directed
us to the diagnosis of LGMD2B. On the other
hand, a 34-year old male patient from Family No.2
with two year older, healthy brother was born
to unrelated parents originating from the same,
small geographic region. In this family, clinical
data together with disease course during 10-year
follow-up (active in sport in childhood and early
adolescence; was accidentally found to have high
transaminases at the age of 19 years; seven years
later his slender right leg was noticed and CK
was 21x normal; slow progression of symptoms
with bilateral asymmetric muscle wasting and
weakness in the lower legs) suggested a diagnosis
of Miyoshi myopathy (MM).

2.2. Methods

Following informed consent, peripheral blood
samples were used for DNA extraction of
patients and family members (presented in
Figure 1) and monocyte isolation of the three
patients. DNA was extracted using standard
salting-outand procedure [20], while monocyte
isolation is described later in the text.

Protein analysis of dysferlin was done in
monocytes for all three patients and one
healthy individual who was used as a positive
control of dysferlin expression. A muscle
biopsy sample obtained from an individual
not affected by any muscle disorder served as
another positive control.

Haplotype analysis. Haplotype analysis
was performed using two intragene markers
(Cy172-H32 and 104-sat),
polymorphic microsatellite markers located
in the close vicinity of DYSF locus: D25292,
D252113, D25291 and D252111. The marker
genotyping consisted of PCR reaction for
each marker and DNA-PAGE followed by
polyacrylamide gel PCR
amplification of DNA (200 ng) was performed

as well as four

silver  staining.
in a 25 yl reaction mix containing 10 mM Tris-
HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 200 uM of each dNTP
(Eppendorf, Germany), 1 U Taq polymerase
(Eppendorf, Germany) and 3 pmol of each
primer. Initial denaturation (5 min at 94°C)
was followed by 30 cycles consisting of
denaturation (30 sec at 92°C), annealing (30
sec), and elongation (30 sec at 72°C). Annealing
temperatures were as follows: 52°C (D25292),
56°C (Cy172-H32 and 104-sat), 60°C (D25291
and D2S2113) and 64°C (D252111). The
primer sequences and marker allele sizes were
obtained from literature [2,3] and from www.
gdb.org and www.cephb.fr, respectively.

Family No.1
DID2eZ 2 2
D252113 4 1
Cyl72 32 [ 2{2 2
184t 4 4
ms291 3 3
D2S2111 1 4

s

Translational Neuroscience

Muscle biopsy. The muscle biopsy sample,
frozen in liquid nitrogen, was homogenized
in 20 volumes of Treatment buffer (75mM Tris,
15% SDS, 20% glycerol, 5% p-mercaptoethanol

blue solution). After
95°C  for 5 minutes,
homogenate was centrifuged for 5 minutes at
14000 rpm.

Monocyte

and bromophenol
denaturation  at

blood
mononuclear cells (PBMCs) were obtained

isolation.  Peripheral
from whole blood sample of patients by
Ficoll-Hypaque gradient
continuation, PBMCs were separated
monocytes (CD14%) and lymphocytes (CD14)
using (D14-coated microbeads (Milteny
and MACS separator
to manufacturer’s

centrifugation. In
into

Biotech, Germany)
according instructions
and as previously described [16,21]. Isolated
monocytes were then lysed with a lysis buffer
consisting of 20mM Tris-HCl (pH 7.5), 150mM
NaCl, TmM Na,EDTA, TmM EGTA, 1% Triton
X-100, 2.5mM sodium-pyrophosphate, 1TmM
B-glycerolphosphate, 1mM NaVO,, 1ug/ml
leupeptin and 1mM PMSF.

Protein analysis. Protein concentration was
determined using the Bradford protein assay.
Approximately 20 ug of proteins (from muscle
homogenate and cell lysate, respectively)
were separated on a 4-7% gradient SDS-PAGE.
Immunaoblotting was performed as previously
described [22], using anti-dysferlin primary

Family No.2

4
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3
4
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Figure 1. Pedigrees of two Croatian dysferlinopathy families and results of haplotype analysis. Black squares and
circles represent affected males and females, respectively. Healthy individual is represented by white
square, while half black squares and circles represent healthy heterozygotes. Marker loci are listed
from telomere to centromere and are presented in front of Family No 1. Haplotypes carrying dysferlin
mutations are shown within the grey box, while unboxed haplotypes represent wild type chromosomes.

pLY)






monoclonal antibodies (Hamlet; Novocastra,
Newcastle upon Tyne, UK). Protein bands were
detected with
Super Signal®*West Pico Chemiluminescent
Substrate (Pierce, Rockford, USA).

chemiluminescence system

3. Results

Diagnosis suggested by clinical features was
followed by linkage analysis and then by
protein analysis on isolated monocytes from
peripheral blood.

Haplotype analysis. The results of haplotype
analysis are presented in Figure 1. In both
families affected members are homozygous for
two intragene and four polymorphic markers
flanking the DYSF gene. However, haplotypes
are different in each family: 6/4/2/4/3/2 in
Family No.1 and 6/7/6/4/10/1 in Family No.2,
respectively.

Protein analysis. Western blot analysis of
monocytesfromallthree patientsdemonstrated
the absence of dysferlin expression, when
compared with the two controls: skeletal
muscle sample and monocyte’s cell lysate from
two healthy individuals, respectively (Figure 2).

4. Discussion

Direct gene analysis, with identification of
causative mutation(s), represents definitive

Translational Neuroscience

confirmation of a dinically suspected
diagnosis of dysferlinopathy. Such an accurate
diagnosis of a genetic defect is nowdays
prerequisite for participation in gene [23) and/
or pharmacological [24-26] therapy treatments.
However, in some disorders including
dysferlinopathy, the size of the gene, as well as
the large mutational spectrum impose the need
for a different, usually multistep diagnostic
approach prior to gene screening.

In our first family, clinical and genealogical
data (two of three affected children of different
gender born to apparently non-related parents
originating from the same village), together
with characteristic clinical features and disease
course in the second family, directed us to the
diagnoses of LGMD2B and MM, respectively.
The availability of the patients’ parents and a
healthy sibling in family No. 2 permitted the
first step in confirming the suspected diagnosis
i.e. linkage analysis using two intragene
(Cy172-H32 and 104-sat) and four polymorphic
markers located in a close vicinity of DYSF gene
(D25292, D252113, D25291 and D252111).
Intragene markers are located in intron 2
(Cy172-H32) and intron 29 (104-sat) of DYSF,
respectively. While the first is a CCAT repeat,
the latter is characterised by a CA dinucleotide
repeating unit [2,3]. The same repeats are
also found in four polymorphic microsatellite

markers used in this study. They are positioned

~a— Dysferiin

Figure 2. Western blot analysis of dysferlin expression. a. Column 1 represents control muscle, while columns 4
and 5 correspond to monocyte cell lysate from a healthy individual. Columns 2 and 3 represent two
LGMD28 patients (Family No.1) with complete absence of dysferlin expression. b, Column 1 corresponds
to the control muscle sample, while no sample was loaded to column 2 (empty); column 3 represents
monocyte cell lysate of patient from Family No.2 in which complete absence of dysferlin expression was
obtained; column 4 corresponds to monocyte cell lysate from the control healthy individual.

S

4
VERSITA &) Springer

on chromosome 2p as listed in the text,
D252113 and D2S291 being the closest to
the DYSF gene [27]. Results of linkage analysis
(Figure 1), suggested the existence of linkage
for dysferlinopathy in both families. Different
haplotypes were obtained in each family, but
interestingly in both families haplotypes of
affected persons were in a homozygous state,
both for intragene and extragene markers.
This might indicate the existence of the same
mutation on both alleles in each of the two
studied families. These findings could be
useful in future testings of new dysferlinopathy
families from the same region of Croatia.

As linkage analysis was in accordance with
dysferlinopathy, our next diagnostic step was
to check dysferlin expression, as previously
published studies showed the reliability of this
approach in confirming LGMD2B diagnosis
[18,28]. In order to avoid the more invasive
method of muscle biopsy we focused on a
recently developed blood based assay, that
analyses dysferlin expression in non-muscle
tissue, i.e. a blood sample. Western blotting
(WB) on monocytes was done according to
the protocol described first by Ho et al. [16]
and later improved by de Luna et al. [21]. This
improved protocol emphasizes the importance
of monocyte separation from other peripheral
mononuclear cells. As Western blot of total
peripheral mononuclear cells can raise false
negative results, monocyte separation makes
the assay more reliable and effective [21]. In
our experience the main advantage of this
improvement was a significant decrease in
the expression of an additional protein band
(mostly present in non-monocyte cells), which
reacted very strongly with used antibodies and
therefore made difficult the interpretation of
obtained results.

Analysis of blood samples of all 3 patients
total

revealed the absence of dysferlin

expression (Figure 2) providing strong
evidence of the clinically suggested diagnosis.
Nevertheless, confirmatory mutational analysis
(done, but not shown here) is nowadays
mandatory, in order to ensure accurate genetic
counseling and future therapy.

There are several publications containing
data that suggest that dysferlin analysis from

a blood sample is a major improvement in
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the diagnostics of dysferlinopathy, with the
possibility of routine use. In almost all of them,
lack and reduction of dysferlin expression
was followed by molecular confirmation
of dysferlinopathy [16,21,29,30]. In the first
published article based on 12 patients with
dysferlinopathy (LGMD2B, MM, distal anterior
compartment myopathy) [16] blood-based
assay proved to be as reliable as previously
performed protein analysis from muscle
sample, showing dysferlin absence in all 12
studied patients. Moreover, in 3 of them the
causative DYSF mutation was identified. In
another article [29], concerning two dysferlin
gene mutation carriers, significant reduction
of dysferlin expression both in monocytes and
muscle was also confirmed by DYSF mutation
found on one allele by genetic analysis. De Luna
et al. [21] performed WB on monocytes in 25

patients, and all of them displayed absence of
dysferlin. These results were confirmed several
times and were compared either by dysferlin
analysis in skeletal muscle and/or by genetic
analysis, giving the 100% reproducibility of
the used blood based assay. Just recently,
Meznaric et al. [30] described the first two
dysferlinopathy patients in Slovenia, in which a
severe reduction of dysferlin was found both in
muscle samples and in monocytes and finally
confirmed by DYSF causative mutations.
However, it should be emphasized that the
use of blood-based assay is still limited, i.e. the
majority of routine laboratories are still giving
priority to common dysferlin analysis from
muscle. This can be explained by routine work
in which only muscle samples permit multiplex
western blot analyses of different muscular
dystrophy proteins [22], which is a very useful

Translational Neuroscience

initial step in the analysis of patients with limb-
girdle muscular dystrophy in centers equipped
with numerous antibodies available for direct
testing of proteins encoded by LGMD2 genes.
On the other hand, in cases where economic
or other circumstances do not permit such
study, dysferlin blood-based assay seems to be
more suitable as it has proven to be a reliable
initial orientation prior to the final diagnosis
confirmation by gene mutational analysis.
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