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

Nina CANKI-KLAIN

Hrvatski institut za istraZivanje mozga i Katedra za medicinksu biologiju
Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu

SaZetak.Naziv pojasne miSiine distrofrje potjede iz engl.limb-girdle muscular dystrophies

(LGMD) Sto je opisni naziv za mi5i6ne distrofrje koje su povijesno zajedno svrstane zbog

klinidkih karakteristika koje preteZno zahvataju pojasni obrud tj. muskulaturu zdjelice i

ramena s pojavom u djedje ili rano odraslo Zivotno doba, a razlikuju se od de5iih mi5idnih

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

LGMD predstavljaju razlidite bolesti mi5i6a koje karakterizira slabost i propadanje preteZno

proksimalnih mi5i6a ramenog i zdjelidnog podrudja. Klinidka slika i tijek bolesti znadajno

variraju ovisno o genetskom uzrodniku, a mogu6e su velike individualne razlike unutar istog

gena i mutacije. Obzirom na nadin nasljedivanja, za sada poznamo rjedu grupu (8 gena) s

autosomno dominantnim i deSiu (16 gena) s autosomno recesivnim nadinom nasljedivanja

Dijagnostika LGMD se danas osniva na komplementarnom klinidkom, genetskom,

proteinskom i DNA pristupu Sto je najudinkovitije u okviru specijaliziranih neuromi5i6nih

centara za rijetke bolesti

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

lr.larija ZaGIR

Klinika za neurologiju, KBC Zagreb
Medicinski lakultet SveudiliSta u Zagrebu

Miopatije su primame bolesti miSi6a. Dijelimo ih na nasljedne (mi5i6ne distrohje) i stedene

mlopatue.

Stedene miopatije mogu imati razlidite uzroke:

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

- Toksidne: statini, steroidi, itd.

- Infektivne: paraziti

- Endokrinolo5ke:hipotireoza

Tu su joi metabolidke miopatije

miopatije, kongenitalne miopatije.

npr. glikogenske i lipidne miopatije, mitohondrijske

Ako se izuzmu rijetke distalne misiine distrohje i distrofidna miotonija tip I, miopatije se

prezentiraju zahvaianjem proksimalnih misiia, a kod nekih miopatija i drugih misidnih
skupina. Za neke miopatije postoji specifidna distribucija zahvaienosti misiia.

Termin pojasna mi5idna distrofija (eng. timb girdle muscurar distrophy - LGMD) nije jedna
bolest, ovaj termin ukljuduje razlidite poremeiaje proksimalnih misi6a, preciznije - miliia
zdjelidnog i ramenog pojasa, koja uzrokuje razvoj slabosti i hipotrofrje misi6a zdjelidnog i
ramenog pojasa. Kakoje borest progresivna, simptomi se sire i na ostale dijerove tijela.

sinonimi za pojasnu misiinu distrorrju (LGMD) su: proksimalna misi6na distrofrja, pelvo-
femoralna miSi6na distrofrja, Leyden-Moebius miiiina distrohja.

Sinptomi i znaci bolesti:

l5

Prvi simptomi su obidno gegav hod koji je posljedica slabosti zdjeridnih mi5i6a. Boresnici se
tuze na teie ustajanje iz sjede6eg poloZaja, teie dizanje iz dudnja, tezi hod stepenicama.
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Slabost u mi5iiima ramena dovodi do teZeg rada s uzdignutim rukama, teZeg odizanja ruku,

teze nosenje tereta. Kod ovih vrsta miSiinih distrohja je svijest uredna, uglavnom nema

bolova u miSiiima osim u zglobovima zbog oteZane poketljivosti ili nepokretnosti.

Dob

dob pojavljivanja simptoma varira obzirom na razr,e mutacije.

dob poietka moZe varirati i unutar iste obitelji s istom mutacijom.

dob pojavljivanja LGMD je izmedu l- 50 godina, a neki mogu biti i asimptomatski.

Kliniike k0rakteristike LGMD:

tipidna distribucija zahvaienih mi3i6a: zdjelidni i rameni pojas, simetriano

Walton i Natrass su jo5 1954.9. opisali LGMD. Glavne karakteristike su:

javlja se u oba spola

podetak obidno u kasnoj prvoj ili drugoj dekadi Zivota (ali i u srednjoj Zivotnoj dobi)

nasljetluje se obidno autosomno recesivno, rjede autosomno dominantno

zahvaieni miSi6ni ramenog i zdjelidnog pojasa s razliditom brzinom progresije

te5ka nepokretnost unutar 20-30 godina

miSi6ne pseudohipertrofrj e i/ili kontrakture nisu uobidaj

Walton 1964. godine sumira klinidke znadajke LGMD:

Javlja se u oba spola

Poietak obidno u drugoj ili tre6oj dekadi, ponekad u kasnoj prvoj dekadi ili u srednjoj

Zivotnoj dobi

Nadin nasljedivanjaje obidno autosomno recesivno, rjede autosomno dominantno

Prvo zahvaia zdjelidni ili rameni pojas, s progresijom u druge mi5i6e, vrijeme

varijabilno

Mi5idne pseudohipertrofrje listova i drugih mi5i6a su u malom broju blesnika

Abortivni oblici su rijetki, ali postoje

TeZina i brzina progresije variraju , dosegnu te5ki klinidki nalaz nakon 20 godina

Te5ko stanje u srednjoj Zivotnoj dobi, laa6i Zivotni vijek

Kontrakture i skeletne abnormalnosti, ako se jave, su u kasnijoj fazi bolesti.
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Nlorbiditet/mortalitet

morbiditet i mortalitet variraju.

Kod ranog podetkaje obidno i tijek bolesti brzi.

Bolesnici mogu postati yezani uz kolica i u tinej<lerskoj dobi i umiru od respiratomih

komplikacija

Bolesnici sa sporo progresivnom LGMD mogu biti poketni i viSe od 30 godina. Neki

bolesnici s potvrdenom mutacijom mogu imati skoro normalni Zivot.

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

D I FERENCIJA LNA D IJAGNOZA

Duchenne and
Becker Types

Emery-Dreifuss
Type

Limb Gidle
TyP e

Facioscap
hurn€ralT

ulo-
ype

Oculopharyngeal'lype

Slika 1. (s intemeta) prikazuje razne vrste miSi6nih distrofrja koje zahva6aju proksimalne

mi5i6e

Distrofinopolije:

Kod distrofinopatij a, narodito kod Duchene-ove distrofije se simptomi javljaju ranije.

Zahva6enost mi5i6a je slidna, ali su ovdje tipidni hipertrofidni listovi. CK je kod DMD i

t7
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BMD znatno viSi. obotjevaju muski, alije potreban oprez kod Beckerove misiine distrofrje i
Zenskih nositelja!!l

Emery-Dreiffus MD;

Zbog ranih pojava kontraktura i smetnji srdane provodljivosti se rijetko zamjeni s LGMD

Focios kap uloJt umera ln a MD

O k ulofo ri n ge al n a m iii hr a distffi a

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

Miotonitka distrofijo tip II PROMM

Bolesnici imaju miotone fenomene, ali manje nego kod miotonidke distrof,rje tipa I. TuZe se

na brZi umor i slabost miSiia. Podetak moZe biti kasniji, a slabost blaze do umjerenog stupnj a,

uglavnom proksimalnih mi5iia. ovdje je vaina dobra EMG analiza, da se ciljano traze

miotona izbijanja.

aPALNE AUTOIMUNE MIOPATIJE: polimiozitis, dermatomiozitis, ,,inclusion body..

miozitis

Polimiozitis (PM) je autoimuna upalna bolest miiiia koja zahvata proksimalne misiine
grupe. Anamneza je kaia nego kod nasljednih miopatija. Takoder su povisene vrijednosti

cK, ali i ostali upalni parametri, posebno imunoloski parametri. ova bolest se moze lijediti 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 zahva(ene uglavnom proksimalne misi6e ima i tipidno crvenilo

koZe na licu, Sakama i dijelovima tijela koji su vise izlozeni svjetlu. potrebno je iskljuditi
malignom, bolest je desto paraneoplastidka.

,,Inclusion body" miozitis je vrlo rijetka miopatija s inkluzijskim tjelescima vidljivim i na

elektronskom mikroskopu.
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Zahvaienost mi5i6a lica se ne nalazi kod LGMD.



Razvoj klinidke slike Tjedni-mjeseci

Distribucija Proksimalni mi5iii, 30% faringealni

Osip Da, osjetlj iv na sunce

Djedja dob Da, dermatomiozitis

Drugi organi Intersticijska bolest plu6a, aritmija

PridruTene bolesti Malignitet, skleroderma

Imunoterapija

NovoSTI U KLINICKoJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, terapija iprevencta pojasnih mi!iinih distrofija
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.1l. i 0l.12.2012.

Tabela l. Upalne miopatije: miozitis i dermatomiozitis

U razlikovanju upalne brzo progresivne miopatije i sporije progresivnih miopatija moZe

pomo6i EMG analiza. Naime, kod upalnih miopatija, a ponekad i kod brzo progresivnih

mi5i6nih distrofrja tipa Duchene, moZe se uz miopatski uzorak naii i denervacijske potencijale

kao npr fibrilacije i pozitivne valove.

BOLESTI NAKUPLJANJA. Pompeova bolest

Pompeova bolest ili glikogenoza tipa II je rijetka nasljedna, progresivna neuromiSi6na bolest

koju uzrokuje nedostatak enzima o-glukozidaze, a odituje u dojenatkoj, djedjoj i 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

lizosomima razliditih tkiva, ponajviSe u miSiiima skeletnog i diSnog sustava te srca.

Najde5ii simptom Pompeove bolesti u odrasloj dobi je proksimlana mi5i6na slabost.

Dijagnostika Pompeove bolesti je sada vrlo jednostavna i dostupna. Radi se tzv.,,suha kap" u

Laboratoriju za metabolidke bolesti KBC Zagreb. lako je ova bolest rij etka, vaZno ju je otkriti,

jer se moZe lijediti nadomjesnom terapijom.

M I OPATIJE UZ RO KOVA NE STATI NIMA

Statini su danas jako upotrebljavani lijekovi koji sniZavaju vrijednosti masno6a u krvi. Manji

broj osoba moZe imati smetnje s mi5i6ima; neki samo bolove, neki imaju i umjereno povi5ene

l9

Dobar odgovor
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vrtesnosti CK, neki imaju slabost proksimalnih mi5i6a, a vrlo rijetko

rabdomioliza s renalnom insufi cijencijom.

se moze javiti

Tabela br 2. Miopatija uzrokovana toksidnim djelovanjem statina:

Miopatija o5teienje mi5i6a, miSi6na napetost, slabost, poviSen CK

Mialgija bolovi u rniSiiima, CK nonnalan

Myositis upalna miopatihja, poviSen CK

Rabdomioliza sve naveden, teSko oSte6enje mi5iia, jako visok CK, renalna insuf.

Dana5nja podjela LGMD bazira se na klinidkim i molekulamim karakteristikama. Opisano

je 5 autosomno dominantnih (LGMD I ) i I 5 autosomno recesivnih (LGMD2) oblika i

otkrivaju se novi.

Te5ka klinidka slika nalazi se kod Duchene-ove miSi6ne distrohje, sarkoglikanopatije (LGMD

lC,2D,2E,2F), kod nekih bolesnika s LGMD 2A

Umjerenija klinidka slika nalazi se mi5i6ne distrofrje tipa Becker, LGMD lG,

Slika 2. Kalpainopatija, prikaz bolesnika
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(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.11. i 01.12.2012.

Slika 3. Kalpainopatija, stariji brat
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ULOGA NEUROLOGA U DIJAGNOSTICI, ZBRINJAVANJU I
,RAdENJU B.LESNTKA s poJAsNrM msrcNinr nriiriririJanra

Davorka VnANffS

Klinika za neurologiju, KBC Zagreb

Pojasne miSiine distrofrje (LGMD) su heterogena skupina primamih bolesti mi5i6a sa

dominantnim zahvadanjem proksimalnih misiinih skupina, dok su distalne misiine skupine u

ranoj fazi bolesti, facijalni te ekstraokulami mi5iii po5tedeni. Prevalencija bolesti se kre6e

izmedu ovisno o razliditim populacijama od 7-80 na 1.000. 000 stanovnika. Javljaju se kod
oba spola, nasljetluju se autosomno dominantno (LGMD 1) ili autosomno recesivno (LGMD
2), ali ima isporadiCnih sludajeva.

walton i Nattraas 1954 god. izdvojili su pod nazivom pojasne misi6ne distrofije odnosno

Limb-Girdle MD, grupu primamih bolesti miiiia sa slijedeiim karakleristikama:

L javlja sekod oba spola,

2. u dobi 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 zahvatajt proksimalne miiidne skupine (miliie ramenog obruda i
zdjelidne mi3iie), brzina progresija misiine slabosti varira, ali najdes6e dovodi do

teSkog invaliditeta u dobi izmedu 20 i 30 god. Zivota.

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

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

lokusima.

Toje genski vrlo heterogena grupa bolesti slidnih fenotipskih karakteristika. Dijeli se u dvije
skupine prema tipu nasljeclivanja: tip r autosomno dominatni, tip 2 autosomno recesivni, te

niz podtipova ovisno o genskim lokusima, te defektu proteina kojeg od kodira. Udestalost
pojedinih tipova varira u razliditim populacijama i etnidkim skupinama. u nasoj populaciji
najdesia je LGDM 2 A kalpainopatija, a u Europi su jos raiirene LGMD 28 disferliniopatija,
LGMD2(C-F) sarkoglikanopatije. patofizioloski radi se o genskom poreme6aju koji uzrokuje
kodiranje defektnog proteina remete6i tako funkcije misi6ne stanice. Takvi proteini su

22



NOVOSTI U KLINIaKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostik4 terapija i prevencija pojasnih miliinih distrofrja
(LGMD), HIIM, Zagreb, l0.l l. i 01.12.2012.

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

m.gastrocnemiusa (preuzeto sa intemeta)

23

locirani u sarkolemi, kontraktilnom aparatu miSiine stanice ili su sastojci enzima neophodnih

za funkciju miSiine stanice.

Pojasne miSi6ne distrohja sa autosomno dominatnim nadinom nasljedivanja su rjede ( oko

I 0% PMD). Javljaju se najdeie u adolecentoj ili mlailoj odrasloj dobi, klinidka slika je blaZa,

a spora progresija. To su LGMDIA ( miotilin) LGMDIB lamin A./C LGMDIA kaveolin-3.

Kod LGMD1B lamin A/C neophodno je znati da za desti razvoj kardiomiopatije sa

poreme6ajem srdanog ritma te posljedidnim embolidkim incidentima i opasnosti od nagle

smrti.

PMD 2B (disrferlinopatiie) deste u Juinoj Americi. Uzrokovane su mutacija gena koji

kodira protein disferlin koji je sastojak stanidne membrane. Klinidki se prezentira: pojasni

(LG) fenotip i distalna miopatija Miyoshi. Kod pojasnog oblika dominira slabost miSiia

zdjelidnog pojasa i m. quadriceps femoris, miSiii ramenog obruda znatno kasnije. Slabost i

atrofija m. gastroqnemius moZe biti dominantna. Kod distalna miopatija (Miyoshi) dominira

slabost m. gastrocnemiusa i m.soleusa, te mi5iia podlaktica uz saduvane mi5iie Sake. Slabost

zahvata zdjelidne mi5iie, mi5iie ramenog obruda, trbu5ne stjenke, izraZene hipeffohja m.

gastrocnemiusa, CK izuzetno visok. U jednoj obitelji mogu se naii oba oblika.
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PMD 2c-F sarkoslikanopatiie: Uzrokovane su mutacijom sarkoglikan gena sto dovodi do

nedostatka ili manjka sarkoglikan kompleksa. Sarkoglikan kompleks sastavljen od detiri pod

jedinice a, 0, 0 y, 6.i sastojak je stanidne membrane, a ima ulogu u odrZavanju mehanidke

stabilnosti stanidne membrane. Kliniika slika i histopatolo5ki nalaz slidan misi6noj distrofrji

tip Duchene. Slabost zahvada zdjelidne misiie, misiie ramenog obruda, trbusne stjenke,

izraiene hipertrofija m. gastrocnemiusa. Prisutne su boli u misi6ima, bolni krampi. progresija

mi5i6ne slabostije te je bolesnik nepoketan u dobi od 12- l6 god. iestaje i kardiomiopatija.

Po asna miSidna distro fii
^ 

tfi) 2Al. je najde5da u na5oj populaciji. To je autosomno recesivna

nasljedna bolest miSiia uzrokovana muracijama gena koji kodira kalpain 3 (cApN3). Gen je

lociran na kromosomu l5-regiji l5q 15.1-q21. Karakterizira je veliki broj mutacija (oko 2g0).

spektar mutacija prisutan u nekoj populaciji ovisan o njezinom etnidkom i geografskom

porijeklu. Kalpain 3-je nelizozomska kalcij ovisna neutralna cistein proteaza. Sastavljen je od

jedne velike podjedinice i nalazi se gotovo iskljudivo u skeletnim misi6ima. u misiinoj

stanici je lociran u miofibrilima i jezgri. Sastoji se od 821 aminokiseline molekulame teZine

94k. UdruZen je sa konektinom (ili titin) kojijejedan od glavnih sastojaka sarkomere.

Bolest se javlja u dobi od 3 do 30 godine Zivota, najde56e izmedu 10-20, nesto de56e kod

muSkaraca. (3:1) Tijek progresivan i moZe se podijeliti na tri stadija.

I stadij: teikoie trdanja, u klinidkom nalazu prisutna je slabost m. gluteus max. i misiia bedra,

dok je m. quadriceps femoris saduvan koz duZe vrijeme. Postoji blaga hiperlordoza

kraljeSnice uz slabost abdominalnih mi3i6a.

II stadij: nemogu6nost penjanja uz stepenice, ustajanja iz dudnja, slabost periskapulamih

mi5i6a.

III stadij: slabost zahvaia m. quadriceps femoris i distalne mi5iie skupine. Mi5i6i ruku,

posebno Saka su dugo po5tedeni, kao i miSiii [ica. Nemoguinost hoda javtja se u u dobi oko

30 godina. iesti je razvoj kontraktura zglobova kukova koljena i zglobova lakta. Nema

zahv atanja srdanog miSiia. Intelektualni razvoj saduvan.

Uloga neurologa u dijagnostici pojasnih miSi6nih distrofija

Bolesnik se javlja neurologu kada slabost proksimalnih miSiinih skupina udova koja se vrlo

postupno razvija podinje ga ometati u svakodnevnim aktivnost kao 5to je penj anje uz

stepenice, ustajanje iz dudnja, rad rukama podignutim iznad ramena. Neurologu je danas na

raspolaganju niz biokemijskih testova, neurofiziolo5kih tehnika, genska analiza te

patohistolo5ka obrada mi5i6a svjetlosnim i elektonskim mikoskopom uz histokemijsku i

munohistokemijsku obradu. Pri izboru dijagnostidkog postupka se treba rukovoditi
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dijagnostidkom procjenom temeljenoj opseZnoj anamnezi, obiteljskoj anamnezr s

genealogilom te detaljnom kliniEkom neurolo5kog pregledu i mi5idnom statusu uzimajuii pri

tome u obzir poltednu primj enu agresivnih i skupih dijagnostidkih postupaka. Osnovni

biokemijski parametar koji se odreduje kod bolesti mi5i6a je kreatinin kinaza. CK upu6uje na

akutno propadanje mi5idnih vlakana .i moZe pomodi otkrivanju bolesti miSiia u pred

ktinidkoj fazi, ali nije specifiian. Kod primamih bolesti miSiia, ali i kod upalnih miopatija

do 100x iznad normalne vrijednosti. Klinidko znadenje 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 neuromuskulamih bolesti, pa tako i

kod pojasnih miopatija. Detekcijskom EMG registrira se u zahva6enim miopatski

pseudointerferirajuii inervacijski uzorak sa nisko voltaZnim polifazidkim akcijskim

potencijalima. Neurograhjja je uredna. EMNG obrada prvenstveno omogu6uje dif. dg. prema

neuropatijama i neuronopatijama (SMA).

Slika 2. Pojasna mi5i6na distrofrja LGMD tip.2A.
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O.1 mvldiv

Slika. 3 miopatski uzorak.

Radiolo5ke tehnike kao Sto je MR kod nas se jo5 uvijek manje koriste u obradi bolesnika s

pojasnim miopatijama, iako je u nekim zemljama postala metoda izbora. Ovom tehnikom

moZe se pokazati distribucija distrofidkih promjena na udovima, kao i stupanj o5te6enja

proiirenost nekroze i masne degeneracije unutar miSiia. Kako se radi o neinvazivnoj metodi

postori mogu6nost ponavljanja odnosno praienja napredovanja procesa.

PatohistoloSka analiza bioptiranog miSiia svjetlosnim i elektronskim mikroskopom te

imunohistokemijskom analizom znatalna je za postavljanje dijagnoze primame bolesti

mi5i6a te dif. Dg nasuprot sekundamih upalnih ili toksidnih miopatija. Imunohistokemijskim

analizama istovremenim kori5tenjem razliditih primamih protutijela (distrofin, disferlin,

kalpain 3, merozin, a i B sarkoglikan) moZe se utvrditi manjak pojedinih proteina ukljudenih

ih u patologiju miSidnih distrofrja te tako postaviti dijagnozu tipa pojasne mi5idne distrofrje.

Neurolog postavlja indikaciju za izvodenje biopsije mi5i6a te odabire mi5ii koji ie biti

bioptiran. Pravilan odabir mi5i6a je bitan jer u atrofiian mi5i6u vlakna su zamijenjena

vezivom i masnim tkivom dok u klinidki urednom mi5iiu desto se ne mogu detektirati

specifidne patolo5ke promjene. Potrebno je napomenuti da je biopsija mi5iia za bolesnika

neugodan i agresivni dijagnostidki postupak.

Molekulama genetika i DNA analiza omogu6uje decidirano postavljene dijagnoze tipa PMD

Sto je cilj svakog dijagnostidkog postupka. Za bolesnika je to jednostavna metoda, ali je

obzirom na gensku heterogenost i veliki broj pod tipova bolesti postupak desto dugotrajan i

nedostupan.

Klinidkim slikom pojasne mi5idne slabosti kod odraslih bolesnika prezentira se i ditav niz

sekundamih bolesti mi5i6a razliditog uzroka koje je danas mogu6e lijediti (upalne miopatije)

ili eliminacijom uzrodnog faktora zaustaviti njihovu progresiju (toksidne i jatrogene

miopatije). Stoga bolesnik sa novo otkrivenom miopatijom pojasne distribucije i negativnom

obiteljskom anamnezom u prvom redu treba biti obratlen s osvrtom na autoimune bolesti,
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bolesti Stitnjade i druge stedene bolesti odrasle dobi koje u okviru klinidke slike mogu imati

miopatiju.

Klinidkom slikom pojasne miSidne slabosti prezentira se i adultni oblik M. Pompe. To

multisistemska bolest uzrokovana manjkom ili nedostatkom lizozomskog enzima o.

glukosidaze (GAA, maltaze) zbog dega dolazi do nakupljanja glikogena u razliditim tkivima

posebno u skeletnim i glatkim mi5iiima, uzrokovama je mutacija gena o glukozidaze (GAA)

na dugom kaku komosoma 17. Spada u grupu metabolidkih miopatija, ali je je potrebno u

dijagnostidki postupka obzirom to je za sada jedina primama bolest mi5i6a za koju postoji

mogu6nost lijedenja- enzimska nadomjesna terapija (Myozyme). Potvrda dijagnoze

Pompeove bolesti dobiva se vrlo jednostavno odredivanjem aktivnosti enzima o glukozidaze

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

Uloga neurologa u pradenju i skrbi pojasnih miSi6nih distrofija

Pojasne mi5iine distrofrje su joS uvijek neizljedive bolesti progresivnog tijeka koje dovode do

te5kog invaliditeta vei u ranoj Zivotnoj dobi. Neurolog ima primamu ulogu prepoznavanju

simptoma bolesti, planiranju i provodenju dijagnostidkog postupka i postavljanju dijagnoze.

Neurolog mora na prikladan nadin upoznati bolesnika sa prirodom i odekivanim tijekom

njegove bolesti, a u suradnji sa klinidkim genetidarom nadinom nasljedivanja odnosno

mogu6nosti prijenosa bolesti na potomke.

Nakon postavljanja dijagnoze neurolog najde56e prati bolesnika niz godina. Lijedenje je za

sada simptomatsko i zahtjeva kompleksan rehabilitacijski tretman te timski pristup bolesniku,

te se treba provoditi multidisciplinamo po psiho-socijalnom modelu s ciljem podizanje

kvalitete Zivota bolesnika. Tim se uz neurologa sastoji od fizijatra, psihoterapeuta, (psihijatra),

okupacionog terapeuta, socijalnog radnika te strudnjaka za profesionalno usmjeravanje.

Neurolog treba prepoznati mogu6e komplikacije bolesti u smislu zahvatanja drugih organskih

sustava te na vrijeme uputiti bolesnika odgovaraju6im specijalistima-pulmologu, kardiologu,

kirurgu ili psihijatru. Neophodna je dobro suradnja sa fizijatrom obzirom da fizikalna terapija

i rehabilitacija ima osnovno znadenje za usporavanje razvoja tjelesnog o5teienja i odrZavanje

preostalih motoridkih sposobnosti bolesnika.

Obzirom da su bolesnici iesto osobe mlade 2ivotne dobi neophodno je misliti o njihovoj Sto

boljoj psihosocijalnoj integraciji za 5to danas postoje razne mogu6nosti. U tome znadenje

imaju udruge bolesnika i dlanova njihovih obitelji u dijem rado volonterski sudjeluje i

neurolog kroz rad na edukaciji bolesnika putem predavanja, savjetovali5ta, te druZenjem s
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bolesnicima na njihovim susretima, sudjelovanjem u organizaciji i boravku rehabilitacijsko

okupacijskim kampovima odnosno ljetovaliSta.
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ULOGA PATOLOGA U DIJAGNOSTICI LGMD

Antonija JAKOVCEVIC i Kamelija ZaRXOVIC

Klinika za patologiju i citologiju, KBC Zagreb

Postupci pri dobivanju i obrada bioptiikog uzorka mi5ida

Biopsija mi5iia koja se radi u dijagnostici pojasnih mi5idnih distrofija treba biti u korelaciji s

klinidkim i anamnestidkim podacima te klinidkim i laboratorijskim nalazima. Biopsija miSiia

se radi u lokalnoj anesteziji te moZe biti otvorena biopsija ili biopsija iglom. Kod nas se radi

otvorena biopsija. Na osnovi klinidke slike te distribucije miSidne slabosti klinidar odretluje

koji mi5ii bi bilo dobro bioptirati za morfoloSku analizu. Nije poZeljno da se bioptira mi5i6

koji je dosta zahvaten bole5iu te je proZet vezivnim i masnim tkivom kao niti onaj koji je

malo zahvaien patolo5kim procesom. U odabiru miSiia za biopsiju uveliko pomaZe ultrazvuk.

Za adekvatnu patohistoloSku analizu potrebna su najmanje dva uzorka skeletnog miSiia

velidine oko 0,5x0,5 cm. Potrebno je paziti da se uzme dio mi5i6a koji nije infiltriran

anestetikom zbog posljedidnih arteficijalnih oStedenja istog. Tkivo mi5i6a se transportira do

laboratorija na patologiji u zatvorenoj posudici u kojoj se na'lazi gaza lagano navlaZena

fiziolo5kom otopinom da se sprijedi su5enje. PoZeljno je da se transport obavi odmah po

biopsiji zbog enzimatske degradacije mi5i6nog tkiva. Jedan uzorak miSiia se smrzne u

izopentanu i rashladi u tekuiem duSku na -160'C te se koristi za histokemijske i

imunohistokemijske metode, dok se drugi fiksira u l0 % formaldehidu i dio preuzme za

svjetlosno mikroskopsku, a mali dio za elekronsko-mikroskopsku analizu.

Sva histolo5ka, histokemijska i imunohistokemijska bojanja vrie se na smrznutom materijalu.

Fiksacija i uklapanje u parafin poreme6uje arhitekturu mi5iinih vlakana te na njemu nisu

mogu6e enzimatske i metabolidke srudije. Popredni rezovi pruZaju mnogo vi5e informacija

nego uzduZni rezovi kod svjetlosno mikroskopske analize.

Rutinsko histolo5ko bojanje je hematoksilin i eozin (HE), dok su druga bitna histokemijska

bojanja Gomori trichrome, PAS, Oil Red O, NADH, menadion, SDH i COX.
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Pojasne mi5iine distrofije (LGMD) su heterogena skupina miSidnih distrohja koje se

nasljecluju autosomno dominantno ili autosomno recesivno. Dominantni oblici se klasificiraju

kao LGMDI, a recesivni kao LGMD2. Do sada je otkriveno 8 dominantnih i l6 recesivnih

oblika uzrokovanih mutacijama u razliditim genima.

Svi oblici pojasnih mi5iinih distrofrja su klinidki karakterizirani progresivnim slabljenjem

zdjelidne i ramene muskulature. Muskulatura lica obidno nije zahvadena. Progresija i

distribucija muSiine slabosti znadajno varira izmedu pojedinaca i genetskih podtipova.

Koncentracija keatinin kinaze u serumu je obidno pove6ana.

Biopsija mi5iia pokazuje distrofidne promjene s varijacijama u velidini mi5iinih vlakana,

nekozom i regeneracijom, pukotinama i grananjem vlakana, intemalizacijom jezgara i

umnaZanjem veziva te promjene same arhitekture. eesto stupanj patohistoto5kih promjena ne

korelira s klinidkom slikom.

HistoloSke promjene

Kad se gledaju promjene velidine vlakana ona mogu biti ovalnog oblika te pokazivati

varij acije u velidini samih vlakana (Slika I .). Hipertrofija vlakana je desta.

U longitudinalnim rezovima hipertofidna vlakna desto pokazuju pukotine i izgledaju kao da se

granaju. Kao i u veiini mi5i6nih distrofija nalazi se predominacija vlakana tipa l.

Promjene jezgri kao Sto su intemalizacija i mulltiplost u nekim sludajevima mogu biti izraZeni

(Slika 2.). Promjene jezgre desto su udruZene s pukotinama u vlaknu (Slika 3.). Nakupine

jezgara vide se u kroni6nim sludajevima. Jezgre vlakana u regeneraciji mogu biti velike i

vezikulame s prominentnim nukleolima.

Nekrotidna i regenerirana mi5iina vlakna desto se vide u nakupinama ili pojedinadna.

Fagocitoza je udruZena s nekrozom. Upalne stanice su narodito karakteristika LGMD2B

(disferlinopatije) te se moZe pogre5no dijagnosticirati kao miozitis.

Upalne stanice su rijetke u drugim oblicima pojasnih mi5iinih distrofrja, ali podrudja nekoze

mogu se doimati celulama zbog regeneracije i prisutnosti mioblasta. UmnaZanje

endomizalnog vezivaje uobidajeno, ali kolidina umnoZenog vezivaje varijabilna (Slika 4.).

Arhitekturalne promjene kao Sto su prstenasta i vrtloZasta vlakana su desta pojava ali one nisu

specifidne za pojasne miSiine distrofrje.

Sve opisane histoloSke promjene nisu specifidne za pojasnu mi5i6nu distrofiju te se nalaze u

Sirokom spektru mi5i6nih distrofrja. Promjene u ekspresij i primamog proteinskog defekta u

nekim oblicima pojasne mi5i6ne distrofije mogu se prikazali imunohistokemijskim bojanjem
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Imunohistokemijska analiza

Autosomno dominatne pojasne mi5idne distrofije

LGMDIA (miotilinopatija): histologija mi5i6ne biopsije pokazuje vlakna razlidite velidine s

centralno smje5tenim jezgrama. Na imunohistokemiji normalan miotilin, a smanjen laminin.

Komercijalni biokemijski testovi nisu dostupni.

LGMDIB: histologija miSi6ne biopsije pokazuje miopatske promjene. Biokemijsko testiranje

nije dostupno.

LGMDIC (caveolinopatija): histologija mi5i6ne biopsije pokazuje miopatske promjene.

Caveolin-3 smanjen na imunoflorescenci i westem blotting. Disferlin reduciran na

imunohistokemiji i normalan na westem blotting-u.

LGMDID: histologija mi5iine biopsije pokazuje miopatske promjene s endomisijalnom

fibrozom i vakuolama. Biokemijsko testiranje nije dostupno.

LGMDIE: histologija mi5iine biopsije pokazuje vlakna razlidite velidine te poveiano

endomizijalno vezivo. Biokemijsko testiranje nije dostupno.

LGMDIF: histologija mi5iine biopsije pokazuje vlakna razlidite velidine te poveiano

endomizijalno vezivo. Biokemijsko i genetsko testiranje nije dostupno.

LGMDIG: histologija mi5i6ne biopsije pokazuje vlakna razlidite velidine te nekrozu i

vakuole. Biokemijsko i genetsko testiranje nije dostupno. Normalno imunohistokemijsko

bojanje na distrofine, sarkoglikane, calpain i disferlin.

LGMDIH: histologija mi5idne biopsije pokazuje miopatske promjene i subsarkolemlane

nakupine mitohondrija. Biokemijsko i genetsko testiranje nije dostupno.

Autosomno recesivne forme pojasnih miSi6nih distrofija

LGMD2D (Alfa-sarkoglikanopatij a)

LGMD2E @eta-sarkoglikanopatija)

LGMD2C (Gama -sarkoglikanopatija)
LGMD2F ( Delta-sarkoglikanopatija)

Sve sarkoglikanopatije na histologiji mi5i6ne biopsije pokazuju miopatske promjene. postoje

komercijalna profutjela za imunohistokemijsko bojanje. Na imunohistokemiji nalazimo

3l

dok ih se vedina dijagnosticira ili potvrduje genetskim testiranjem. Kad je dostupno rezultati

imunohistokemije na miSiiu trebali bi se potvrditi genetski.

Prikaz imunohistokemijske proteinske ekspresije je vaZan nadin za identifikaciju gena koji je

najvjerojatnije defeklan.
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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 (kalpainopatij a) histologija miSiine biopsije pokazuje degeneraciju i regeneraciju

vlakana, varijabilnost njihove velidine te endomisijalnu fibrozu. Biokemijsko testiranje koje

se vrSi je westem blotting.

LGMD2B (disferlinopatije): histologija miSiine biopsije pokazuje uz distrofidne promjene

nalaz upalnih stanica. Na imunohistokemiji i westem blottingu potpuna ili parcijalna

odsutnost disferlina (Slika 6.). Westem blotting za disferlin se smatra senzitivnim i

specifidnim za potvrdu dijagnoze, dok je imunohistokemijsko bojanje senzitivno, ali nile

specifidno.

LGMD2G (telethoninopatija): histologija mi5idne biopsije pokazuje miopatske promjene s

vakuolama. Biokemijsko testiranje nije dostupno.

LGMD2H: histologija mi5iine biopsije pokazuje varijacije u velidini vlakana s

degeneracijom i regeneracijom, intemalizacijom lezgara i endomizijalnom fibrozom.

Biokemijsko testiranje nije dostupno.

LGMD2I: histologija miSiine biopsije pokazuje varijacije u velidini vlakana s prdominacijom

tipa I te nekrotidnim i regeneriranim vlaknima. Biokemijski testovi imunohistokemija i

westem blotting za alfa- distroglikan. Na imunohistokemiji varijabilno odsusttvo alfa-

distroglikana.

LGMD2J: histologija mi5iine biopsije pokazuje miopatske promjene. Biokemijski testovi

nisu dostupni.

LGMD2K: histologija mi5idne biopsije pokazuje blagu fibrozu, varijacije u velidini vlakana

te nekrozu i regeneraciju. Hipertrofidna vlakna s multiplim centralnim jezgrama. Na

imunohistokemiji odsutnost bojanja na alfa distroglikan.

LGMD2L: histologija mi5i6ne biopsije pokazuje miopatske ili distrofidne promjene.

Biokemijski testovi nisu dostupni.

LGMD2M, LGDM2N, LGMD2O : histologija mi5iine biopsije pokazuje promjene za

mi5idnu distrofiju dest s upalnim infiltratom. Na imunohistokemiji smanjeno bojanje na alfa-

distroglikan.

LGMD2Q: histologija na miSii pokazuje distrofidne ili miopatske promjene. Biokemijski

testovi nisu dostupni.
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Elektronsko mikroskopska analiza

Ultrastruktuma analiza nije specifidna te se opisuju promjene koje se opienito mogu naii kod

mi5iinih distrohja. MoZe se na6i zadebljanje bazalne membrane vlakna s pojavom kolagenih

vlakana uz njenu unutarnju povr5inu. U nekim oblicima nalazi se filamentozna tijela uz

umnoZene mitohondrije i nabubreni sarkoplazmatski retikulum.

Razlikovanje izmedu pojedih oblika LGMD je vaZno u klinidkoj obradi i pra6enju pojedinih

pacijenata kao i u njihovom genetskom savjetovanju. Zlatni standard u dijagnostici pojasnih

mi5i6nih distrofija je otkrivanje mutacije u odredenom genu.

U dijagnostidkom procesu potrebna je korelacija klinidkih podataka, proteinskog testiranja i

genetske analize.

Slika l. Varijabilnost velidine mi5iinih vlakana s nekrozom (zvjezdica), intemalizacijom
jezgara (velika strelica) te blago umnoZeno endomizijalno vezivo. (HE X 200)
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Slika 2. Razlidito velika miSiina vlakna s multiplim jezgrama (velika strelica) (HE x 400)

Slika 3. Ovalno, hipertrofidno mi5idno
pukotinama. (HE x 400)

vlakno s intemalizacijom jezgre udruZeno s

34

at

I
f.

'tl
?

,

aB r,,

t
{

,
* tr,r

*

r.e. {

t

,

T

"u zip'

/
\ a



NOVOSTI U KLINIdKOJ GENETICI: Molekularna dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih miSidnih distrofija
(LGMD), HIIM, Zagreb,30.ll. i 01.12.2012.

Slika 4. UmnoZeno endomizijalno vezivo (velika strelica) izmedu mi5iinih vlakana
varijabilne velidine. Intemalizacija jezgara. (HE X 200)

Slika 5. Imunohistokemijsko bojanje na alfa-sarkoglikan gdje se vidi parcijalna odsutnost
bojanja. (X 400)
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Slika 6. Imunohistokemij sko bojanje na disferlin (hamlet) s parcijalnom odsutnosti boja
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DIJAGNOSTI.KA I PROGNOSTIIKA VRIJEDNOST MAGNETSKE
REZONANCIJE U ANALIZILEZIJAMISICA BOLESNIKA S LGMD

DraZen LO\IRI6

Poliklinika Sunce, Zagreb

Iako je mi5i6na biopsija jo5 uvijek zlatni standard u dijagnozi nasljednih bolesti mi5i6a,

mi5iino oslikavanje, osobito magnetska rezonancija je postala metoda izbora u

dijagnostidkoj obradi pacijenata u smislu otkrivanje i kvantifikacije distrofidnih promjena za

vrijeme klinidkog pra6enja pacijenata sa nasUednim miSi6nim bolestima.

Udno pojasna mi\itna distroJija (LGMD) je uop6en termin koji 1e rezerviran za

miSiine distrofrje kod djece i odraslih kako bi ih se razlikovalo od puno udestalijih X vezanih

distrofinopatija (Duchennove mi5i6ne distrofrje (DMD) i Beckerove mi5i6ne distrofrje

(BMD).

Toje grupa klinidki i genetski heterogenih bolesti koje zahvadaju predominantno proksimalne

miSi6e udova.

Osnovna podjela MD:

Udno pojasna MD(LCMD): Kongenitalne MD (CMD):

. Distrofinopatije: . CMD bez malformacija mozga:

- Duchenne MD - merosin deficit CMD

- Becker MD - CMD

. Autosomno dominantne LGMD - Ullrich miopatija

- LGMD 1A do 1C . CMD sa malformacijama mozga

. Autosomno recesivne LGMD - Fukuyama CMD

- LGMD 2A do 2N - miSi6no-okularne-moZdane CMD

Walker Warburg sindrom

Ostale MD:

. facioskapulohumeralna MD

. Emery Dreifuss MD

- okulofaringealna MD

. miotonidka distrofij a
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Obzirom na heterogenost udno pojasnih MD u literaturi se nalazi nekoliko procjena

prevalencija LGMD, a procjena prevalencije za sve oblike LCMD se kre6e od l/14500

do I /123,000 van Kooi et Urtasun et al 19981.

Pojedinci sa udno pojasnom mi5i6nom distrofrjom uglavnom pokazuju slabost i gubitak

mi5i6nog tkiva ogranidenog na mi5i6e udova, izraZenije proksimalno nego distalno.

Proksimalno podrazumijeva slabost mi5i6a bliZe centru tijela ukljudujuii rameni pojas,

zdjelidni pojas, gomji dio natkoljenica i nadlakrica. Distalno podrazumijeva slabost miSiia

dalje od centra tijela ukljudujuii donji dio ruku, podlaktice i Sake, te donji dio nogu,

potkoljenice i stopala.

Biokemijskim testiranjem nakon miSidne biopsije moZe se odrediti subtipove udno pojasnih

MD: sarkoglikanopatija, kalpainopatija i disferlinopatija...

Kod pacijenata s LGMD, kao i pacijenata s drugim mi5i6nim distrofrjama nema pomate

efikasne metode lijedenja ve6 je lijedenje simptomatsko, ovisno o svakoj klinidkoj slici i

specifidnom subtipu te se svodi na produZavanje duljine i kvalitete Zivota.

Isto tako, jo5 ne postoje objektivni i kvantitativni neinvazivni biomarkeri za procjenu teZine i

progresije mi3i6ne degeneracije. Razvoj takvih biomarkera bi mogao pobolj5ati razumijevanje

bolesti i istovremeno povedati mogu6nost uspje5nog i efektivnog terapijsko/terapeutskog

pristupa.

Magnetska rezonancij a

38

Magnetska rezonancija (MRI) je neinvazivna dijagnostidka slikovna metoda koja za

dobivanje slikovnog prikaza tijela koristi snaZan magnet i radiovalove.

Glavni dio uredaja za magnetsku rezonanciju je magnet koji stvara magnetsko polje koje je i

do 10000 puta jade od magnetskog polja Zemlje. Magnetsko polje usmjerava atome vodika u

nalem tijelu u istom odredenom smjeru (slidno kao Sto se igla kompasa okreie prema

magnetskom polju Zemlje).
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Drugi vaZan dio ureilaja 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 s ima kolidina energije radiovalova koja se oslobada prilikom povratka atoma vodika u

osnovno stanje. Razlidita tkiva daju razlidit signal te se na osnovu tog signala stvara

dijagnostidka slika.

Zbog visoke kontrastne rezolucije koja je bolja nego kod ultrazvuka i kompjuterske

tomografije te obzirom da je neopasna za zdravlje jer ne koristi ioniziraju6u energiju za

stvaranje dijagnostidke slike, magnetska rezonancija je zadnjih godina postala metoda izbora

u dijagnostidkoj obradi pacijenata u smislu otkrivanja i kvantifikacije distrofiinih promjena te

za klinidko pra6enje pacijenata sa nasljednim mi5iinim bolestima Sto je, iako ponekad uz

potrebnu sedaciju, izuzetno vaZno kod dijagnostidke obrade djece.

Razvoj protokola pretrage na magnetskoj rezonanciji

Od podetka se u dijagnostici neuromuskulamih bolesti primjenjivalo multisekvencij sko

oslikavanje najde5ie u transverzalnoj ravnini i uz primjenu T1 mjerenih slika (Tl -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 razlitite razmake izmetlu 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 obruda i kukova sada su nam za analiztt dostupni i

gornji ekstremiteti, paraspinalna muskulatura, trbuini zid te donji ekstremiteti.

Takoder, po potrebi se mogu dodati i presjeci tijela u ostalim ravninama (koronamoj,

sagitalnoj).

To nam olakiava analizu distrofidnih promjena pojedinih mi5i6a te distribuciju zahva6enih

miSiia gotovo cijelog tijela.
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Slika 1. Priprema protokola na radnoj stanici za,,whole-body MRI" pacijenta

Distrofidne promjene kao Sto su masna infiltracija i degeneracija te atrofij a misi6a na T1

mj erenim slikama se prikaZu porastom intenziteta signala zahva6enogiih miBiia dok se upalne

promjene kao Sto je mioedem, koji moZe biti prvi znak miliine distrofije, prikaZu povi5enim

intenzitetom signala mi5i6a na T2 i STIR mjerenim slikama.

Magnetska rezonancija u pradenju bolesnika sa klini6kom slikom LGMD

Magnetska rezonancija je visoko senzitivna no nisko specifidna dijagnostidka metoda te treba

imati na umu da opisane distrofidne promjene i mioedem pojedinadnog miiiia koje prikaZemo

iako slijede neke karakteristike u distribuciji kod pojedinih LGMD ipak nisu apsolutno

specifidne za LGMD kao niti za druge miSiine distrofrje.

Zbog loga se na uzorku distrofidnih promjena misi6a i misidnih skupina raznim

semikvantitativnim i kvantitativnim metodama pokusava pronaii promjene koje bi bile

specifidne za pojedine tipove miSiinih distrofrja.
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Prikaz MRI karakteistika u distribuciji distroJiinih promjena kod pojedinih

subtipova LGMD:
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Distroftnopatije:

Duchennova/Bekerova miSidna distrofrja (DMD/BMD)

X vezani nadin nasljedivanja

Predominantno zahva6eni donji ekstremiteti, pseudohipertrofrja mi5i6a lista, deltoideusa.

Brza progresija mi5iine slabosti u Duchenne-ovoj mi5i6noj distrofrji, blaZi simptomi kod

BMD

SIika 2.

Slika 3. Slika 4.

Slika 2.

Slike 3. i 4.

Transverzalni presjek mi5i6a zdjelice, dominantno zahvaten m.gluteus

maksimus.

Presjek kroz natkoljenicu i potkoljenicu; natkoljenica: m.kvadriceps/aduktori,

potkoljenica: obje glave m. Gastroknemijusa

Autosomno recesivne LGMD :

Kalpainopatija (LGMD 2A)
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Novosrl u KLINItKoT GE"ttc;#1r"h'iiil?#:il'Jffl5'ilija iprwencija pojasnih miiiinih distronja

NajdeS6a autosomno recesivna udno pojasna misiina distrofrja, slidna FSHD bez facijalne
afekcije.

Kombinacija skapule alate, teske slabosti aduktora kuka i fleksora lakta, normalna

respiratoma funkcija.

Slika 5. Slika 6.

Transverzalni presjek misi6a natkoljenice pokazuje zahvaianje straznje loze,

m. vastus medialis i m. vastus intermediusa, relativna po5teda: m.sartorius, m.

gracilis, m. vastus lateralis i m. rectus femoris.

Transverzalni presjek lista pokazuje zahvaianje medijalne glave m.

gastroknemijusa (lateralna po5tedena) i nejednako zahvalanje m. soleusa i
peronealnih mi5i6a.

Disferlinopatij a (LGMD 28, Miyoshi miopatija)

Kod disferlinopatija najies6i fenotip (25-35%) ima mijesanu sliku sa slabosiu proksimalnih i
distalnih miSiia. Karakterizirana je zahvaianjem prednjeg i straZnjeg odjeljka natkoljenidne
muskulature i deSie straZnjeg odjeljka potkoljenidne muskulature dok su m. sartorius i m.
gracilis poSteileni.

Kod pacijenata s MM desie je zahva6ena muskulatura ramena i ruku te potkoljenica uz
asimetriju u stupnju zahvaienog miSiia lijevo/desno.

Slika 6.
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Slika 7.

Slika 8.

Slika 9.
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Sarkoglikanopatije (LGMD2C-LGMD2F)

Sarkoglikanopatije su desti uzroci udno pojasnih MD sa visokim u jelom teskih sludajeva

slidno Duchenne MD no dosta je i sludajeva blaZeg oblika slidnih Becker tipu MD

za razliku od DMD de56e je zahvaiena skupina hamstringa i abduktora kuka nego kvadriceps

Promjene zahvaiaju zdjelidni i rameni pojas, skapula alata je de56a u LGMD2C-2F nego u

Duchenne MD.

Slika 10., ll. i 12

Potencijalna uloga magnetske rezonancije kao objektivnog biomarkera u FSHD

Progresiju bolesti i stupanj zahva6enosti pojedinog mi5iia je te5ko evaluirati klinidki te se od

podetka upotrebe magnetske rezonancije u dijagnostici misi6nih distrofrj a pokusava

kvantificirati i objektivizirati distrofidne promjene miSi6a i uzorak distribucije distrofidnih

promjena zahvaienih miSiia i miSi6nih skupina.

Zbog visoke senzitivnosti i kontrastne rezolucije magnetska rezonancija se pokazala kao

izrazito uspjesna i neopasana dijagnostidka metoda za evaluaciju distrofidnih promjena

mi5i6a.
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Recentne studije su pratile korelaciju izmetlu mi5i6ne snage i stupnja hiperintenzivnog signala

na Tl mjerenim slikama kao pokazatelja masne infiltracije mi5iia (kod FSHD i drugih

distrofrja).

Jednu od prvih takvih semikvantitativnih metoda predloZio je Mercuri et al. 2002.9. sa

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

Ve6 je spomenuto da STIR sekvenca otkriva upalnu komponentu bolesti ranije videnu samo

kod biopsije mi5i6a te je vaZan indikator podetnih promjena kod mi5i6ne distrofrje pa tako i

LGMD, i time objektivni biomarker.

Razvojem protokola za magretske rezonancije cijelog tijela (whole-body MRI protocols)

postalo nam je dostupno identificirati promjene u mi5i6u i kvantificirati stupanj distrofidnih

promjena. Premda nalaz promjena na mi5idima kod pacijenata sa mi5iinim distrofijama nije

uvijek specifidan uzorak i distribucija distrofidnih promjena mi5i6a mogu suziti diferencijalnu

dijagnozu i uputiti klinidara todnoj dijagnozi dak i prije invazivne dijagnostidke pretrage kao

Sto je biopsija mi5i6a.
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Potencijalnu ulogu novijih MR tehnika kao 5to su MR perfuzija i MR difuzija te MR

spektroskopija, mjerenje T2 relaksacijskog vremena, kvantifikacija mi5i6nog masnog tkiva

upotrebom 3-point Dixon tehnikom tek treba vidjeti.
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I
Rodena sam 1979. godine kao treie dijete u obitelji u kojoj mi5idna distrohja nije bila strani

pojam. Naime u obitelji su od iste bolesti bolovala moja dva strica, (edan je umro prije l5

godina) kao i moj stariji brat. Kao Zensko dijete obitelj je vjerovala, uz uvjeravanja doktora,

da ja ne mogu oboljeti od miSidne distrofije. No, sa nekih 8 godina podeli su se javljati

simptomi koji su sve viSe upu6ivali na mi5iinu distrofrju i pobili tada5nju teoriju koju su

doktori govorili mojim roditeljima. Naravno da je to bio jo5 jedan Sok za njih, ali ne toliko i

za rnene. Ja sam uvijek govorila da iu jednog dana biti kao i moj brat i mi3i6na distrofrja kao

bolest nije mi bila strana i zastraSuju6a u to vrijeme. Naravno bila sam mala i nisam bila

svjesna Sto ona todno znadi. Nisam bila svjesna da to znadi da ie se moje djetinjstvo svesti na

posjete bolnicama, raznim pregledima, medicinskim nepotrebnim zahvatima i odvajanje od

svojih roditelja i braie po nekoliko tjedana kada to djeca najteZe prihva6aju. Roditelji su

naravno htjeti probati sve Sto su mislili da bi moglo pomoii zaustaviti bolest. Vrijeme je

prolazilo, bolest se sve vi5e manifestirala, ja sam pohatlala Skolu u svojem mjesru Gomje

Jesenje (nedaleko od Krapine) i Zivjela djetinjstvo kao i svi moji vr5njaci, igranjem na

igraliStu, druZenjem s prijateljima, pisanjem zada6e i pomaganjem u kuianskim poslovima.

Tako je sve to bilo do zaw5etka mog 6. razreda. Tada je postalo sve teZe, sve teze sam se

penjala uz brdo koje je vodilo do moje Skole, sve teZe sam svladavala stepenice i torbu na

ledima i moji roditelji su odludili da bi bilo bolje da svoje Skolovanje nastavim u Osnovnoj

Skoti pri bolnici Krapinske toplice, gdje sam bila i smje5tena preko tjedna, uz svakodnevne

vjeZbe i ostalu rehabilitaciju. Koliko se sje6am, a i po pridi mojih roditelja, vrlo brzo sam se

priviknuta na novu sredinu i nove prijatelje, iako mi je bilo te5ko ostaviti dotada5nje Skolske

prijatelje i oti6i u novu Skolu i maknuti se od svoje ku6e.
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Tijekom Skolovanja u Toplicama slijedile su opet i bolnice. Imala sam dvije operacije tetiva,

svaku nogu posebno, kako bi se moje hodanje Sto vi5e olak5alo i produZilo. Nakon operacija

slijedili su i 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 odludila da su

zawlili moji boravci po bolnicama, da prestajem biti bolesnik i postajem tinejdZer kao i svako

drugi u mojim godinama kojega zanimaju razne stvari, o demu sam razgovarala sa roditeljima

i oni su prihvatili moju odluku.

Od samog podetka ukljudila 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 dj evojaka u kolicima Sto nam je donijelo

mnogo raznih nastupa, pa dak i izvan Hrvatske

(ltalija, Slovenija), kao i medijske nasrupe 5to je

svima nama tada puno madilo i davalo nam je jedan poseban osjetaj. Za sve to bilo je

potrebno mnogo odricanja svog slobodnog vremena, ali vrijedilo je, jer doZivljaji koji su

proiza5li iz na5ih nastupa i sudjelovanja na raznim dogadajima ne mogu se zaboraviti i

spadaju u jedan dio mog najdraZeg vremena livota. Uz sve te aktivnosti i Skolske obaveze

rodila su se i prijateljstva koja su i danas neraskidiva i sa kojima sam doZivjela puno

dragocjenih i nezaboravnih trenutaka. Negdje u tom razdoblju, oko 15. g. Zivota podela sam

koristiti i kolica zbog sve teZeg i nestabilnijeg hodanja. Ispodetka sam dak posudivala kolica

od prijateljica kada je to bilo mogu6e kako bi oti5la na kaw sa prij atelj ima u slobodno

vrijeme ili do grada, jer nisam mogla prijedi neku duZu relaciju i iskreno jedva sam dekala da

dobijem svoja kolicajer sam bila svjesna da ie mi ona poboljSati i olak5ati kretanje. Tako je i

bilo.

Naravno da su se dogatlale i neke moZda malo teZe situacije s kojima sam se morala sama

nositi i sama ih rje5avati, ali smatram da upravo iz tog razloga Sto me moji roditelji nisu mogli

stalno Stititi i 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 5to je to razdoblje mog Zivota zaw5ilo watila sam se ku6i i u podetku nisam mala Sto

6u raditi, kojim putovima 6e krenuti moj Zivot, no mala sam da Zelim da bude ne5to kroz Sto

6u modi ispunjavati svoje ciljeve, Zelje i razvijati se bez obzira na moj invaliditet. Ono 5to mi
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je jako teSko palo bila je razdvojenost od mojih prijatelja, imala sam osjedaj da sam izgubila

jedan dio sebe. Nakon skoro dvije godine provedene kod kuie,ja i moja tada, a i sada najbolja

prijateljica odludile smo otiii zajedno Zivjet u Zagreb. Bioje to pothvat za koji se ne bi mnogi

odludili, ali eto mi jesmo. Bio je to joS jedan od mnogih izazova koje sam prihvatila i

dokazala si da i ono naizgled nemoguie je moguie. lznajmile smo mali standii od 25

kvadrata, ona se bacila u potragu za poslom, aja sam vrijeme provodila s prijateljima koji su

takoder ostali u Zagrebu zbog studiranja i sl.

To je potrajalo oko godinu dana i tada smo odluEile da se ona treba useliti kod svog

dugogodi5njeg dedka, a ja se vratiti ku6i u potragu za novim izazovima.

Ubrzo sam se ukljudila u Dru5tvo distrofidara Zagreb, iz razloga Sto u na5oj Zupaniji nije bilo

nikakve udruge u kojoj bi mogla biti aktivna. Niti u udruzi u Zagrebu nisam mogla biti

previSe aktivna zbog udaljenosti, ali posje6ivala bi neke dogadaje zabavnog karaktera, i5la na

putovanja, posebno pamtim put u svetiSte Lurd i ljetna rehabilitacija. S vremenom sam se na

poziv sadaSnje predsjednice SDDH Marice Miri6 ukljudila u SOIH mreZu Zena s

invaliditetom, koja se bavi SOS telefonom za lene s invaliditetom Zrtve nasilja i

osnaZivanjem Zena s invaliditetom za Sto ve6u ulogu u lokalnoj zajednici i samo-zastupanje. i

to su bili moji ozbiljniji podeci ukljudivanja u pokret osoba s invaliditetom.

2007.9. gospoda Marica Mirii 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

mi5i6ne distrofije na podrudju KZL. Predloleno je da ja preuzmem ulogu predsjednice

udruge. Prihvatila sam taj prijedlog iako tada nisam niti bila svjesna Sto to sve donosi i da ie

to uvelike promijeniti moj Zivot. U travnju 2007. godine osnovana je Udruga distrofidara

Krapina i od tada podinje neko drugo poglavlje mog Zivota.

Ispoietka sam bila moZda i malo izgubljena, nisam znala odakle krenuti jer sam se u kratkom

vremenu nalla pred novim zadacima, ali i problemima kojih do tada nije bilo u mom Zivotu i

sa kojima nisam bila do tada previ5e upoznata. Bilo je i trenutaka kada sam se zapitala da li

sam ja dovoljno snaZna da vodim jednu takur organizaciju i realiziram ciljeve koji se od mene

odekuju. No shvativ5i da ljudi oko mene vjeruju u mene, da moja obitelj vjeruje u mene, moji

prijatelj i i dlanovi koji su zajedno sa nrnom pokrenuli osnivanje udruge vjeruju u nas, bio mi

je veliki vjetar u leda i veliki motivator da napravimo neito Sto 6e doprinositi u na5oj kvaliteti

Zivljenja i senzibilizirati zajednicu o na5im potrebama i mogudnostima, te da postanemo Sto

ukljudenij i u aktivnosti zajednice.

GledavSi unatrag kroz proteklih pet godinajako sam ponosna na cijeli tim s kojim suratlujem,

a koji su isto osobe koje boluju od mi5iine distrofije, jer smo napravili i vi5e od odekivanog.
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Jedan od glavnih ciljeva nam je pruZanje izvaninstitucionalne potpore i socijalno ukljudivanje

u druStvenu zajednicu. Trenutno okupljamo 26 osoba koje boluju od mi5iine distrofije ili

srodnih neuromuskulamih oboljenja s podrudja Zupanije, od dega nas je skoro 90o% posto u

invalidskim kolicima. Zapo5ljavamo l2 osobnih asistenata, Sto znadi da l2 naSih dlanova koji

svakodnevno ovise o tudoj pomodi ima osobne asistente koji su ima na raspolaganju 4 sata na

dan. I ja sam jedna od dlanova 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 siruacijama 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

dlanovima besplatan prijevoz kada i gdje je to njima potrebno, provodimo razne Kampanje

kroz koje lobiramo za naie potrebe kao Sto su smanjenje barijera isl., mnogim dlanovima

pomogli smo kod nabavke ortopedskog pomagala koje ne pokriva HZZO, a kojeje preskupo,

organiziramo ljetnu rehabilitaciju, imamo kreativne radionice kao oblik radne i psihofizidke

terapije, trenutno provodimo i rehabilitaciju u Udruzi pomo6u uretlaja Thera vital i Compex te

niz ostalih aktivnosti.

Pokretanjem Udruge zapodelo je i moje daljnje udenje, usavr5avanje i osnaZivanje jer koz

aklivnosti udruge i aktivnosti srodnih organizacija pro5la sam mnoge seminare, skupove,

edukacije i tedajeve koji su mi pomogli idalje pomaZu 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 uspje5ni, kada dujete rijedi

zadovoljnog dlana i kada to prepoznaje druStvo i zajednica koja nas okruZuje i vide se pomaci

za koje smo i mi jednim dijelom zasluZni.

U zadnje dvije godine postala sam i dlanica PredsjedniStva SDDH Sto mi je omogu6ilo

ukljudivanje u nove aktivnosti kao Sto su medunarodni skupovi i konferencije, pa sam tako u

zadnjih godinu dana posjetila Beograd, Budimpe5tu i Brisel, sto je doprinijelo u mom razvoju

5l

t-, I
I

I
d

I

j\

,



NovosTI U KLINIe*o, o."'t%.'H]:[ililii:.:fl$1il 
[Tpijaj 

prevencija Pojasnih misi6nih distrof,a

kao predsjednice Udruge, ali i u ispunjenju mojih osobnih ciljeva i Zelja, a to je proputovati

svijet i upoznati ga Sto je viSe moguie.

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.

Jos uvijek Zivim u svom mjesru Gomje Jesenje u obiteljskoj kuii sa svojim roditeljima,
bra6om, Sogoricom i imam dvije prekrasne nedakinje i jednog nedaka sa kojima sam jako

vezana i koji su moja velika radost. Imam dedka sa kojim sam pet godina u vezi, koji Zivi u
Zagrebu i svoje slobodno vrijeme pokusavam provesti kod njega tako da desto putujem na

relaciji Gomje Jesenje - Zagreb. Imam prijatelje koji me ispunjavaju i imaju vaznu ulogu u

mojem Zivotu sa kojima desto izlazim na koncerte, u kina i sl. i bez kojih moj Zivot ne bi bio
tako ispunjen.

cijeli moj zivotjednaje velika avantura, puna raznih dogarlaja, i lijepih i manje tijepih, ali
vrijedna svakog proZivljenog dana i trudit iu se da tako bude i dalje.
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PSIHI.KI PROBLEMI BOLESNTKA S OTEZANOM
POKRETLJTVOSCU @cMD)

NataSa JOKIC-BEGIC

Odsjek za psihologiju, Filozofski fakultet, SveudiliSte u Zagrebu

Pojasne miSiine distrofrje (LCMD) su heterogena skupina primamih bolesti mi5iia s

dominantnim zahvaianjem proksimalnih mi5iinih skupina. Bolest se najde56e javlja izmetlu

10. i 20. godine, oko tri puta udestalije u mu5karaca (Vranjei i Canki-Klain, 2009). Tijek

bolesti je spor, ali progresivan. Zapodinje s nemoguino5iu trdanja (Vranj ei i Canki-Kalin,

2009), a u dobi oko tridesete godine bolesnici nisu u moguinosti hodati. Mi5i6i lica te ruku,

posebice 5aka, uglavnom nisu zahva6eni (Griggs i sur., 1995, Harper, 1985, Sttibgen i Stipp,

199'7).

Bolesnici oboljeli od mi5i6ne distrofrje se suodavaju sa spoznajom o neizljedivosti bolesti,

emocionalnom i tjelesnom boli te poremedajima u funkcioniranju u svakodnevnim Zivotnim

aktivnostima. Suodavanje s kronidnom boteiiu je zahtijevan proces koji je odreden

individualnim dimbenicima (dobi u kojoj je postavljena dijagnoza, osobinama lidnosti,

karakteristikama socijalne mreZe oboljelog, vrsti i tezini bolesti i slidno). Ishod suodavanja s

bole5iu 6e gotovo u potpunosti odrediti kvalitetu Zivota i pra6enj e lijednidkih uputa. Stoga je

vaZno da pristup bolesniku ukljuduje razumijevanje psihosocijalnih znadajki obotjelih i

njihovih obitelji.

IstraZivanja koja se bave psiholoSkim posljedicama pojasne mi5iine distrohje su rije&a.

IstraZivadi se uglavnom bave patogenezom bolesti, a ukoliko se bave psiholoSkim

posljedicama onda su u Zari5tu paZnje uglavnom djeca i njihove obitelji (Natterlund, 2001).

Takoder je zamjetno da su veiu istraZivadku paZnju zaokupile psihosocijalne posljedice teZih

oblika miSi6ne distrofrje, primjerice Duchenova distrofija (Grootenhuis i sur., 2007).

Dosada5nja istraZivanja su pokazala da se kod osoba oboljelih od mi5i6ne distrofije desto

uodavaju razlidite emocionalne pote5ko6e (prvenstveno anksioznost, apatija, manjak energije i

motivacije, socijalno izbjegavanje, pasivnost, nisko samopo5tovanje, iritabilnost) i promjene u

lidnosti (desto izbjegavaju6e, ovisne, opsesivno-kompulzivne i pasivno-agresivne crte
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lidnosti). Neki autori smatraju da su te smetnje dio (obiljeZje) bolesti, ali ima puno dokaza da

su odraz prilagodbe na kronidnu, progresivnu bolest (Grootenhuis i sur., 2007). Pacijenti s

miSiinom distrohjom se suodavaju s oteZanom pokretljivo5iu i ostalim tjelesnim

ogranidenjima. Osim toga, suodavaju se s financijskim i emocionalnim posljedicama bolesti

(gubitak posla, smanjeni prihodi, sniZeno samopo5tovanje, mogud skraieni Zivotni vijek...) pa

je desto vrlo te5ko razjasniti porijeklo tih simptoma (koliko su povezani sa samom bole5iu

odnosno primami, a koliko reflektiraju prilagodbu, odn. sekundami).

Najde5ie reakcije na priopiavanje dijagnoze razodaranje, agresija, odaj i tjeskoba (Natterlund,

2001; Ahlstrdm i Sjdd6n, 1996; Brunnback, 1987; Faulkner i Kingston, 1998). Ljudi

uglavnom s nevjericom prihva6aju informaciju da boluju od nasljedne i progresivne bolesti. U

jednom kvalitativnom istraZivanju koje je obuhvatilo osobe koje boluju od razliditih oblika

mi5idne distrofrje nisu uodene razlike u prihva6anju 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 priop6ila na ito je

mogu6e vi5e prilagoden nadin. Djeca su nakon otkrivanja bolesti desto ljuta na cijeli svijet,

saZalijevaju sama sebe ili su u otporu spram dinjenice da su bolesna. Zabrinutost, ljutnja i

frustriranost uobidajeni su osjeiaji na podetku bolesti i treba ih razumjeti i dopustiti djetetu da

ih izrazi. Reakcije su najdelie katkotrajne i prolazne jer se djeca zbog svoje usmjerenosti na

sadasnjost mnogo brze i lakse prilagodavaju bolesti nego roditelji. Zanimljivo je istrazivanje
koje su provele Nereo i Hintonova (2003). primijenile su projektivnu tehniku,,Tri Zelje.,(od
sudionika se traze rri zelje koje bi zelio ispuniti kada bi imao darobni stapii) na djedacima
oboljelim od Duchenove misiine distrofij e (n=7 4), njihovoj zdravoj bra6i (n=32) i zdravim
djedacima (n=43). protivno odekivanjima, djedje ielje se nisu razrikovare niti su b e
povezane s poteskoiama uzrokovanim boleSiu oboljele djece.

stav prema bolesti ireakcije djeteta verikim su dijelom odretreni pona.anjem roditelja. Akojeroditelj tjeskoban, prestrasen, napet, poveiava se do2ivljaj neugode u djeteta. Treba imati naumu da niti jedan roditelj nije psihidki pripremljen imati bolesno dijete. veiina roditelja uprocesu prilagodbe na bolest prolazi kroz nekoliko fazr
oznad,ava nedosratak emocija i neprihvaianje stvamosti. ;;;il:f:jfl:j"1..,11,
1",':::,::;:'r"J::,,X'#l 

u rodnosr dijagnoze. ro je posebno izrnenoako simpromi

Rodite,j vjeruju da * * ;:l"l;:;, ;H,ijJ[::f ffil::.?,X*::i:;koje se bave altemativnom medicinom, arugitr foles]dka,-'znanaca.Ako 
im iostali potvrde
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dijagnozu, roditelji nerijetko podinju osjeiati srdZbu, krivnju, gubitak i depresiju. preplavljeni

su osjeiajima tuge, mogu imati smetnje spavanja ili psihosomatske smetnje. desto se povlaEe,

ne mogu se usredotoditi na posao i obveze, dini im se da viSe nikada ne6e biti sretni. pritom

mogu biti bijesni na sudbinu, jedno na drugo, dijete, medicinsko osoblje. ve6ina roditelja koji
postanu depresivni nakon otkrivanja bolesti psihidki se oporave nakon sest do devet mjeseci.

Naposljetku slijedi posljednja faza prilagodbe koja uktjuduje promjenu nadina Zivota. Tada se

roditelji konadno pomire sa djetetovom bole56u i usmjere se ka budu6nosti. Utvrdeno je da

nadin na koji lijednik reagira na te osjeiaje i ponasanja udede na sposobnost roditelja da

apsorbiraju prvotni Sok i da se podnu prilagorlavati na djetetovu bolest (Grubii i sur., 2012).

Prije svega, lijednik treba uvaZavati razlidite nadine suodavanja roditelja sa spoznajom o

djetetovoj bolesti i pri tome dati primjerene informacije koje su usklatlene s trenutadnim

emocionalnim stanjem roditelja. Ako je roditelju posebno tesko i lijednik procijeni kako je

prevladan emocionalnom reakcijom tada ga treba uputiti psihologu (Grubii i sur.,2012).

Roditeljima uvijek treba ulijevati nadu, datijasne upute kako postupati s djetetom, ohrabriti ih

i osnaZiti, te ih usmjeriti na sada5njost (Grubi6 i sur.,20l2). Napetost izabrinutost roditelja

najlak5e se smanjuje dobrom edukacijom o bolesti Sto omogu6ava usvajanje definirane rutine

te predvidljivost i sigumost za dijete i roditelje.

Nakon prvotnog Soka, ve6ina osoba se na aktivan nadin suodava s boleSiu. Poku5ava saznati

Sto vi5e informacija o bolesti i nadinima pomo6i, Zivi u sada5njosti (Natterlund, 2001) i na taj

nadin doprinosi zadrLavarlt subjektivne kvalitete Zivota. Natterlundova i suradnici (2000) su

pratili obotjele odrasle osobe s razliditim formama misidne distrofrjom 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 Sto doprinosi emocionalnom distresu. Bihevioralne, emocionalne i kogritivne

promjene pojadavaju i psihosocijalne probleme te oteZavaju prilagodbu na svakodnevni Zivot'

Kod miSiinih distrofija koje sporije napreduju osobe imaju vi5e vremena za prilagodbu pa su

de56e usmjerene na ono Sto mogu, nego na ono Sto ne mogu udiniti' Zanimljivo je da se

bolesnici koji su ,,borbeno.. usmjereni prema svojoj boresti loiije s njom nose i imaju nizu

kvalitetu zivota (Ahlstrdm , 1gg4). Ovaj nalaz je upravo suprotan od onog dobivenog na

oboljelima od karcinoma (Lampic i sur'' 1994)' Nemogu6nost prihvadanja i "pomirenja" 
s

boles6uusludajumi5idnedistrofijenijekorisnastrategijasuodavanja,jerpridonosiloSijoj

kvaliteti Zivota' IstraZivanja pokazuju da je kvaliteta Zivota osoba oboljelih od razliditih

oblika miSicne distrofije ne5to niZa nego zdravih ispitanika (Antonini i sur'' 2006;
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Grootenhuis i sur.,2007). Do pada kvalitete Zivota dolazi prije svega radi otezanja kretanja i

tjelesne nesposobnosti (Antonini i sur., 2006). Problemi o kojima izvje5tavaju pacijenti s

razliditim vrstama mi5iine distrofije su dominantno povezani s mobilnoSdu, transportiranjem i

poslom (Niitterlund i sur., 1999.) Osim toga, dolazi do suZavanja socijalne mreZe, te osjedaja

da su na ,,teret drugima". Do suZavanja broja osoba s kojima ostvaruju kvalitetno druZenje

dolazi i radi osje6aja umora i manjka energije. Bostr<lm i sur. (2004) su proveli kvalitativno

istraZivanje na 46 osoba s mi5i6nom distrofijom koje su pra6ene l0 godina. Gotovo svi su

izvijestili o deterioraciji fizidkih kapaciteta - poketljivost postaje sve ogranidenja, pojadavaju

se umor i slabost. Unatod velikom distresu, nekoliko ispitanika je izvijestilo o poboU5anju

psiholoSke prilagodbe tijekom vremena. Vedini ispitanika buduinost se dinila mradnom

(ogranideni kapaciteti, ovisnost o drugima, pasivnost, institucionalizacija, nedostatak

autonomije, leZanje u kevetu, nemoguinost brige o vlastitoj higijeni), no nekoliko ih se

fokusiralo na sadainjost i izbjegavalo je razmi5ljanje o buduinosti. Neki ispitanici izvijestili

su da nisu bili svjesni psiholo5kih posljedica Zivota s boleliu i dinjenice da pomo6 i podr5ku

ne6e trebati samo za fizidke aspekte bolesti. U intervjuima su govorili o emocijama poput

ljutnje, iritabilnosti, anksioznosti, panike, te skionosti povladenja u sebe. Dio ih se osjeiao

manje vrijednim radi nesposobnosti za rad, pa su sebe opisivali kao ,,bezvrijedne", ,,niStavne"

i ,,beskorisne". Prijateljstva s ljudima koji imaju sliEne probleme bila su izvor zadovoljstva i

samopoltovanja. Sto se tide 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 bolestjoS ne vidi drugi ih ,,smatraju lijenima", a kada se bolest podinje

oditovati onda su predmet stigme i saZaljenja.

S obzirom na relativno mali broj istraZivanja koja se bave psihiikim posljedicama pojasne

mi5iine distrofrje ne moZemo jo5 donositi konadne zakljudke o rizidnim i za5titnim

dimbenicima prilagodbe na bolest. Kako su kronidne bolesti sve deiie u populaciji, brojni su

istraZivadi pokuSali razumjeti prediktore uspje5nog i neuspje5nog suodavanja. Kao jedan od

aktualno vaZeiih modela suodavanja se istide tzv. Integrativni model prilagodbe na konidnu

bolest (Slika l.; Samson i Habib, 2008) koji moZe posluZiti kao konceptualni model

razumijevanja prilagodbe na miSi6nu distrohju, te moZe predstavljati teorijski okvir za budu6a

interdisciplinarna istraZivanja.
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Slika l. lntegrativni model suodavanja s kronidnom boleiiu (Samson i Habib, 2008).

Izvor stresa
(postavljanje
d'j oze

Osobne
karakteristike

Karakteristike
bolesti

Fizidki i
psihosocijalni

Primama procjena (teZina i opasnost bolesti)

Sekundama procjena (osobni resursi za suodavanje

Proces prilagodbe

PsiholoSki
- uspostava
emocionaln
e ravnoteze
- pozitivna
slika o sebi

Socijalni
- traZenje
socijalne
podr5ke
- uspostava
kvalitetnih
odnosa

Spiritualni
- na6i
smisao i

nadu
ukljudivanje
u
odgovarajudi
radni proces

Radni1j elesni
- pona5anje
prema
lijednidkim
uputama

Vjeitine suodavanja
(suodavanje usmjereno na problem, suodavanje usmjereno

na emocije, izbj egavanj e)

Pozitivan ishod
- nova psihosocijalna
ravnoteza

Negativan ishod
PsiholoSke smetnje i
poreme6aji
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Zakljudno, moZe se reii kako se uvida kronidni nedostatak empirijski dobivenih spoznaja o

psiholoSkim posljedicama pojasne miSi6ne distrofije. Dosada5nji nalazi govore kako je

prilagodba bolesti individualna i ovisna o brojnim dimbenicima (osobnim, povezanim s

bole5iu i povezanih s okolinom). Ako dotle do nepovoljne prilagodbe tada se moZe odekivati

da ie se pojaviti smetnje u vidu anksioznosti, depresivnosti, moguie iritabilnosti i opienito

sniZene kvalitete Zivota. Povoljnim ishodima doprinosi dobra socijalna podr5ka prij e svega od

ljudi koji trpe od istih pote5ko6a, orijentacija na sadaSnjost, manje tjelesnih ogranidenja, blaZi

tijek bolesti te prihvadanje bolesti koz informiranje i ukljudivanje u procese rehabilitacije

koj i pomaZu olak5avanju tegoba.
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ULOGA PULMOLOGA U PRAEENJU I LIJE'ENJU BOLESNIKA S

LGMD

Specijalna bolnica za pludne bolesti, Zagreb

Pojasne mi5i6ne distrofije (engl. limb girdle muscular dystrophy, LGMD) su genetski i

klinidki heterogena skupina progresivnih primamih bolesti mi5i6a s dominantnim

zahvadanjem proksimalne muskulature ramenog i zdjelidnog pojasa.

Bolest se javlja u oba spola, dob nastupa bolesti moZe varirati od prve do pedesete godine

(najdesie izmedu 10.-30. godine), a neki bolesnici mogu biti i asimptomatski. Rani nastup

bolesti op6enito uzrokuje brZu progresiju bolesti. U svojoj najteZoj formi simptomi LGMD 2C

slide Duchenne mi5iinoj distrofrji, a sposobnost hoda bolesnici izgube od desete do dvanaeste

godine Zivota. Prema tipu nasljeclivanja dijele se na autosomno dominantnitip I i autosomno

recesivni-tip 2, te na niz podtipova ovisno o genetskim lokusima te defektu proteina koji

kodira. Bolest se nasljetluje uglavnom autosomno recesivno, a rijetle autosomno dominantno

(10%).

Komplikacije bolesti su kontrakture, skolioza, respiracijska insuficijencija, kardiomiopatije i

kardijalne aritmije. Respiracijska insuficijencija, kardiomiopatije i kardijalne aritmije su

najde5ii uzroci smrtnosti bolesnika s LGMD. Stoga od trenutka dij agnosticiranja bolesti u tim

koji skrbi o takvim bolesnicima uz genetiEara i neurologa treba ukljuditi pulmologa,

kardiologa, ortopeda, frzijatra i fizioterapeuta. Kako u ovom trenutku nema etiolo5ke terapije

kod bolesnika s LGMD, jedino terapijski postupci navedenih specijalista mogu poboljiati

kvalitetu Zivota i produZiti Zivot tih bolesnika.

Kod LGMD osim progresivne slabosti muskulature ramenog i zdjetidnog pojasa moZe se

javiti stabost respiracijske i srdane muskulature. Bulbama muskulatura je kod LGMD rijetko

zahvatena, a zahva6enost srdane muskulature je desta (50-60%) u autosomno dominantnom

sindromu (LGMD 1A i 1B).

Ve6ina bolesnika s LGMD razviju umjerenu slabost respiracijske muskulature uz urednu

konstelaciju respiracijskih plinova, ali s obzirom na veliku varijabilnost klinidkih

manifestacija odekivatije i ozbiljne plu6ne komplikacije (slika l).
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Slika 1

Probability of developing respiratory failure in neuromuscular disease

Hight probrbility

Duchenne muscular dystophy

TWe l, intcrmediale SMD

Merosin-negaiive CMD

Motor neurone disease/Als

Early onest scoliosis

Spinal cord lesion above C6

Variebilc probrbility

Limb girdle MD

Myopathies nemieline metabolic

Fascioscapulohu'ncralna MD

Low€r probtbility

Type UI SMD

Low thoracic spinal codre lesion

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

Plu6ne komplikacije bolesnika s neuromuskulamim bolestima (NMB) ukljuduju respiratome

infekcije, atelektaze i respiracijsku insuficijenciju (RI) kao najozbitjniju komplikacija.

Ako se razviie RI. uzroci. mehanizmi nastanka i klinidke manifestaciie RI su iste neovisno o

koioi se NMB radi.

RI definiramo sniZenim parcijalnim tlakom kisika u arterijskoj krvi (PaO2 <60 mmHg i

urednim ili pove6anim parcijalnim tlakom ugljidnog dioksida arterijske krvi (PaCOz).

Parenhimske bolesti pluia uzrokuju dominantno hipoksemidku RI, dok kod NMB slabost

respiracijske muskulature i posljedidno zatajenje respiracijske pumpe uzrokuju hipoventilaciju

pluia i hiperkapnidku RI (PaCO2 >45 mmHg).

Nemoguinost dostatne ventilacije pluia zbog slabosti inspiratome muskulature, nemoguinost

iskalljavanja ako je dominantno zahvaiena ekspiratoma muskulatura (rizik atelektaze i

pneumonija), rizik od aspiracije hrane zbog slabosti bulbame muskulature, te pludne

komplikacije uzrokovane ovim stanjima su osnovni uzrok RI. U veiine NMB slabost

inspiratomih i ekspiratomih mi5iia je podjednaka i javlja se istovremeno. Kod nekih NMB

prije su zahvaieni ekspiratorni mi5iii, pa udestale respiratome infekcije prethode nastanku

alveolame hipoventilacije i RI.

Izgleda da je zahvaienost ekspiratome muskulature kod bolesnika s LGMD dominantnija.

Ako se slabost respiracijske i vertebralne muskulature javi prije kompletnog zavr5etka rasta,

sekundarno se javlja torakalna skolioza, koja dodatno pogor5ava plu6nu funkciju. Smanjena je

popustljivost (compliance) prsnog ko5a (ovisno o Cobb-ovom kutu), a u blizini konveksnog

dijela skoliotidne kralje5nice smanjena je ventilacija i klirens sekreta iz diSnih putova, Sto

6l
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dovodi do alalektaza, recidivirajuiih upala i u konadnici fibroznih promjena preegzistentno

zdravih plu6a.

Kod bolesnika koji su vezani za kolica dolazi do niza struktumih promjena miSiinoskeletnog

sistema, pa tako zbog smanjene potrebe za ve6im disnim radom dolazi i do ankiloze

kostostemalnih i kostovertebralnih zglobova, Sto dodatno smanjuje popustljivost prsnog koSa

i pridonosi razvoju RI.

Razvoju RI pridonose kardiomiopatija i poremeiaji disanja u spavanju. Poreme6aji disanja u

spavanju su desti u bolesnika s NMB i opisani su kod bolesnika kod Duchenn, miotonidke i

limb girdle miSidne distrofrje (slika 2.)

Slika 2.

UZROCI RESPIRACIJSKE INSUFICIJENCIJE KOD BOLESNIKA S NI\,lB

SLAEOST IITISPIRATORt.E lgi'SNU!IIUBE sLABoSl EhS?lRAIOFll€ litrShULAlUR€
.rE,ra€' :,,r rr :. .5,.r:u a.r:} j E

stABost 8u!3ARN€ AnSTUtATURE
r5P Pii rr:

!TORAhAINA SXOLIOZA - 
- '

RESPIRACIJSKA I},ISUFICIJENCIJA I

PO REI,IEC AJI O ISA NJA
U

IfihtLozA h osrovESl ESRA LrltH I
hosTosrEiNAtuH z6f oaovA

P8IO8U?€IIA SRCANA 8OLE5I

RI se najprije javlja tijekom spavanja i moZe mjesecima i godinama prethoditi dnevnoj RI.

Stoga dnevni poremeiaj respiracijskih plinova arterijske krvi implicira kasnu i poodmaklu

slabost respiratomih mi5i6a.

I kod zdravih ljudi tijekom spavanja smanjena je ventilacija plu6a i promijenjen je tip disanja

Sto dovodi do pada (ne klinidki znadajnog) PaO2 i porasta PaCO2. Mogu6nost bolesnika s

NMB da odgovori na izmijenjeno fiziolo5ko stanje tijekom spavanja ogranideno je njihovim

kapacitetom ventilacije i slabosti respiratomih mi5iia. U REM fazi spavanja jedini aktivni
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Procjena pludne funkcije kod bolesnika s NMB

Svaki pregled zapodinje iscrpnom anamnezom i fizikalnim pregledom (tip disanja, upotreba

pomoine muskulature, paradoksno disanje). Posebno je potrebno pitati bolesnika o kvaliteti

spavanja, no6nom znojenju, jutamjim glavoboljama, dnevnoj pospanosti, umoru,

razdraZljivost i anoreksiji. Bolesnici koji nemaju madajno poremeienu pluinu funkciju, a

imaju simptome koji upuiuju na RI tijekom spavanja, kandidati su za cjelonoinu

polisomnografrju.

Tipidna metoda za procjenu slabosti perifeme muskulature, kao Sto je elektromiografrja, telko

se moZe primijeniti za procjenu slabosti respiracijske muskularure. Osnovna neinvazivna,

reproducibilna i standardizirana metoda pra6enja bolesnika s NMB je spirometrija. VC

(vitalni kapacitet) je pokazatelj snage respiracijske muskulature. Tek kada je snaga

respiracijske muskulature <50% predvitlene, biljeZi se pad VC. Pad VC iz sjedeieg u leZe6i

pololaj za vi5e od 25% upu6uju na slabost dijafragme.

Mjerenje maksimalnog inspiratomog (MIP) i ekspiratomog tlaka (MEP) takoder je

jednostavna metoda za ispitivanje snage inspiratomih i ekspiratomih mi5iia. MIP> od 80 cm

HzO kod mu5karaca i > od 700/o kod Zena iskljuduje slabost respiracijskih miSiia i ima veliku

negativnu prediktivnu vrijednost.

Odre<livanje vr5nog protoka pri manevru ka5lja direktno korelira s moguinosti iskaSljavanja.

Protok manji od 270 Lls ukazuje na neadekvatno iska5ljavanje i potrebu za asistiranim

iska5lj avanj em .
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respiracijski miSii je dijafragma. Ako je u tijeku NMB slaboS6u zahva6ena dijafragma,

upravo o stupnju slabosti dijafragme zavisi pojava i teZina RI. Ako je snaga dijafragme

oduvana, a slaboliu su zahva6eni mi5i6i gomjih di5nih putova, nastaje opstruktivna apneja u

spavanju.

Simptomi RI tijekom spavanja su desta buclenja tijekom noii, noine more, no6no znojenje,

bifrontalne jutamje glavobolje, pretjerana dnevna pospanost, umor, razdraZljivost i anoreksija.

Ti su simptomi nekarakteristidni, desto se previde i ne povezuju se s RI. Stoga je potrebno da

svi koji skrbe o bolesnicima s NMB znaju prepomati rane simptome RI. Dispneja kao

dominantni simptom RI najprije se javlja u naporu, 5to je desto prekriveno slabom

pokretljivosti bolesnika s NMB. Kada se dispneja pojavi u mirovanju to je vei znak

uznapredovale RI prisutne i tijekom dana.

Posljedice RI su policitemija (sklonost trombozi), plu6na hipertenzija, hipertrofrja desnog i

lijevog srca, te konadno srdano popu5tanje.
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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 unatod RI tijekom

spavanja. Dnevni poreme6aj di5nih plinova arterijske krvi implicira kasno i te5ko o5teienje

plu6ne funkcije.

Lijedenje RI

Lijedenje RI kod botesnika s intrizidnom bolesti plu6a kao Sto su teofilin, inhalacijska terapija

i dugotrajno lijedenje kisikom, kod bolesnika s NMB ne samo da nije udinkovito ve6 moZe

biti i Stetno. Lijedenje RI kisikom kod bolesnika s NMB moZe biti opasno po Zivot zbog

dodatne retencije uglj idnog dioksida.

Terapijski postupci kod bolesnika s NMB ovise o simptomatologiji i wijednostima

parametara plu6ne funkcije (slika 3).

ALGORITAM PRACENJA BOLESNIKAS NMB

DETALJNAA}lAMNEZA I

FIZIKALNIPREGEO
I.ASORATORIJSI(A EVALUACIJA
CKS. K, CA, MG
SPTRoMETRUA sJEDEcr. LEzEcl, PcF,
MIP. MEP. PLINSXA ANALIZA ART KRVI

NOCNA OKSIMEIRIJA
POLISOMNOGRAFIJA

PCF<270us

ASI
I

Iv

TSKI

IE

sli.,l TSKI

J

NE

PLINSKA ANALIZA ART (RVI

RAZIIOTRITI

INDIXACIJU

ZA NIV

PADVC DA
u LEZECEM PoLoZAJU >40% 

--)

AsISTIRANO
tSKASLJAVANJE

PaCO2> 45 mmHg ilr
ETCO2,50mmHg

DA..--}

I
POIISOMNOGRAFIJA OA

TUEXOM SPAVAI*JA SpO, <88%
KOITTINUIRANO TIJEKOM 5 MINUTA

J ara! poumol 2l)07;3:):81-92

Vc-vilalni kapacitet, MlP-maksimalni inspiratomi dak, MEP-maksimslni ekspiratomi tlak, PCF-vrSni protok pri manewlr iskasljavanj4

PaCOr ,arcijalni dak ugljianog dioksida andijske krvi, ETCO, ugljiani diokid na kraju izdaha, Spq -saturacija krvi kisikom mjerena

pulsnim oksimetrom, NIV- ncinvaziva ventilacija.

Respiratoma terapija ukljuduje asistirano iska5ljavanje, neinvazivnu venrilaciju (NIV) ili
invazivnu ventilaciju preko traheostome. Prednost ima NIV koji se u podetku provodi tijekom

no6i, a kako RI napreduje i tijekom dana.

VC>151650%!.ed i MIP50% >pr6d VC < 1.2'1 5 lrli<40%-50% r MIP<50%prEd

64

Slika 3.

PERtoDCNE
KONTROLE

t
I

I

I

INE



NOVOSTI U KLINIaKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih miSi6nih distrofrja
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.1 l. i 01.12.2012.

lert

asistirano iska!ljavanje

neinvazivna ventilacija invazivna ventilacija preko traheostome

ZakljuCak:

Pluine komplikacije bolesnika s NMB su o5tedena ventilacija zbog slabosti respiracijske

muskulature, neadekvatno iska5ljavanje zbog slabosti ekspiratome muskulature i rizik od

aspiracija zbog slabosti bulbame muskulature. NajteZa komplikacija i najde56i uzrok smrti

bolesnika s NMB je RI. Razvoj RI (najprije se javlja u spavanju) je podmukao, simptomi su

nespecifidni i desto se previde.

Po dijagnostici NMB potrebno je uputiti bolesnika pulmologu. Provodenjem preventivnih

mjera, periodidkim praienjem, te pravovremenim terapijskim postupcima preveniramo te5ke

kardiopulmonalne komplikacije, poboljSavamo kvalitetu Zivota i produZujemo Zivot bolesnika

sNMB.
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Ida KOVAC

Klinidki zavod za rehabilitaciju i ortopedska pomagala, KBC Zagreb

Uvod: Udinkovita rehabilitacija, usprkos dinjenice da je veiina miSi6nih distrofija jo5

uvijek bez etioloike etrapije, moZe doprinjeti kvaliteti Zivota bolesnika i postizanju njegove

najveie fizidke i psihosocijalne neovisnost. Isto tako rehabilitacijom se moZe umanjiti

sekundami medicinski komorbiditet, prevenirati ili umanjiti fizidke deformacije te pomoii da

se bolesnik integrira u dru5tvo.

Pojasne mi5i6ne distrofije (LGMD) su genski vrlo heterogena skupina bolesti sliinih

fenotipskih karakteristika, sa primamim bolestima mi5i6a koje se javljaju u oba spola, ali

udestalije u muSkaraca (3:l). Javlja u dobi od 3. do 30.god. Zivota, najdeS6e izmedu 10. i 20.

godine. LGMD tip I nasljeduju se autosomno dominantno, a tip 2 autosomno recesivno.

Udestalija je pojavnost tipa 2, a najra5irenije su LGMD2A kalpainopatija, LGMD2B

disferlinopatija i LGMD2(C-F) sarkoglikanopatije. U klinidkoj slici je dominantno

zahvatanje proksimalnih mi5i6nih skupina ekstremiteta, zdjelice i ramenog obruda, dok su

distalne mi5i6ne skupine manje zahvaiene a facijalni te ekstraokulami mi5iii po5tedeni.

Klinidku sliku karakterizira ramolikost u stupnju zahva6enosti distrofidnih mi5iia, i to dak i

kod dlanova iste obitelji. Progresija bolesti je umjereno te5ka ali moZe dovesti do telke

onesposobljenosti, gubitka samostalne pokretljivosti pa i do smrti. Neki oblici pojasne

distrofije LGMD kod mladih osoba imaju dramatidni tijek dok drugi imaju tako sporo

progresivan tijek da se uodavaju tek u kasnijoj Zivotnoj dobi (Nigro).

U prvom stadiju, bolest se odituje te5kodama bolesnika kod trdanja, a u klinidkom nalazu

dominira slabost m. gluteus maksimusa i mi5i6a bedra dok je m. kvadriceps femoris relativno

duZe vrijeme saduvan. InaLena je i slabost abdominalnih miSiia, a desta je umjerena

hiperlordoza. Zbog slabosti miSiia zdjelidnog pojasa bolesnik ima tipidan gegav hod,

poteskoce kod izvodenja dudnjeva i podizanja sa poda pa se uspravlja hvataju6i se za vlastita

koljena (Gowersov znak. Razvija se i slabost periskapulamih misida sa skapulom alatom.

Pseudohipertrofrja listova je rijetka.
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U kasnijoj fazi, radi pro$esle slabosti zdjeliino natkoljenidnih mi5iia dolazi do daljnjih

pote5koia do nemogu6nosti penjanja uz stepenice i ustajanja iz dudnja pa se bolesnik ne

moZe uspraviti bez pomoii druge osobe ili i prihva6anja za okolne predmete. Progresijom

bolesti i mi5iine slabosti, ukljudujuii i m. kvadriceps femoris ( a manje i distalnih mi5iinih

skupina), bolesnici sve teZe hodaju a u dobi oko tridesete godine desto gube moguinost

samostalnog hodanja. Neki bolesnici s LGMD pak imaju bolju dugorodnu prognozu i

oduvanu pokretljivosl do starije dobi.

Osim mi5iine slabosti, desti je razvoj kontraktura i to na kukovima, koljenima ili na

laktovima dok se na kraljeZnici moZe biti ogranidena poketljivost po tipu,,rigid spine" (npr.

kod kongenitalne mi5iine distrotije (SEPNI), LGMD 2A, Emery-Dreifuss MD: I (Emerin:

variant); 2 Llamin A/C). Tipidan je fenotip bolesnika sa LGMD slika osobe sa pojadana

lumbalnom lordozom i reklinacijom trupa uz nagnutu, antekliniranu zdjelicu sa Sirom bazom

oslonca radi abdukcij e i fleksije kukova, desto sa hodom na prstima. Na gornj im udovima je

radi slabosti ramenom pojasu oteZana abdukcija do onemogu6enog podizanje ruku iznad

horizontale. Radi selektivne slabosti pjedinih mi5i6a u ramenom pojasu izraZena je slika tzv.

padaju6ih ramena ili skapula alata ili ramena poput onih kod facioskapulohumoralne

distrofije. Mi5i6i Saka su relativno dugo saduvane snage kao i manipulativnost Saka.

Pseudohipetrofrja nije karakteristitan znak za zahvaiene mi5i6e.

Medicinska rehabilitacija se provodi metodama fizioterapije, radne terapije, primjenom

pomagala, a ponekad i kirur5ki. Primjena medicinske rehabilitacije bi trebala dio

kompleksnog, holistidkog rehabilitacijskog tretmana, multimodalnog i interdisciplinamog i

multidisciplinamog pristupa, a provodenog po bio-psiho-socijalnom modelu.

Psihosocijalna i profesionalna rehabilitacija mora biti dio kompletnog rehabi litact skog

tretmana. Ciljani postupci fizioterapije su temeljeni na dobrom pomavanju klinidkih simptoma

i funkcionalnog statusa bolesnika koji su razliditi za razlitite NM bolesti ali su i , nadelno,

slidni, obzirom na stadij bolesti tj: l. stadij odrZanog samostalnog h odanja, 2. stadij- oteZanog

hoda uz povremenu primjenu invalidskih kolica te 3. Stadij trajne poketljivosti pomo6u

invalidskih kolica ili nepokretnosti bolesnika.

Specifidni ciljevi fizioterapije kod bolesnika sa neuromuskularnim bolestima su: l. poboljlati,/

zadrtatt/ usporiti gubitak mi5i6ne snage, 2.sprijeditil smanjiti kontrakure , 3. razvija/til

poboljlati/ produZiti poketljivost bolesnika, 4.pove6ati fizidke mogudnosti i neovisnost u

aktivnostima svakodnevnog Zivota i radnih aktivnosti, 5. provoditi edukaciju bolesnika i obitelji

te 6. poboljiati kvalitetu druStvenog Zivota.
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Medicinska rehabilitacija je jo5 uvij ek preteZno simptomatska . Ipak, primjena razliditih

oblika terapije koji ukljuduju fizioterapiju, prvenstveno kineziterapiju (vjeZbe pokretljivosti

zglobova i vjeZbe za snaZenje miSiia), zajedno sa primjenom oftoza illli kirur5kim

intervencijama, mogu6eje produZiti samostalno ketanje bolesnika. Pokretljivosti bolesnika i

postizanju Sto veie neovisnosti bolesnika, danas znadajno doprinosi i primjena raznih

tehnidkih pomagalo, baziranih na komjuterskoj tehnologiji ( kolica i yozlla za kretanje,

liftova i slidno).

Ve6ina bolesnika s LGMD se rehabilitira koz poliklinidki oblik. Postupak zapodinje

upudivanjem bolesnika fizijatru koji se usmjereno bavi problematikom neuromskulamih

bolesti ito na preporuku neuropedijatra ili neurologa, koji postavljaju dijagnozu LGMD.

Klinidkim pregledom fizijatar dini procjenu aktualnog klinidkog stanja na temelju anamneze,

dijagnoze, detaljnog neurolo5kog pregleda i statusa muskuloskeletnog sustava s procjenom

distribucije i stupnja miSiine slabosti, pokretljivosti zglobova, statusa kraljeZnice, skapula

alata te analize mobilnosti kao i patobiomehanike hoda. Nakon klinidkog pregleda fizijatra,

fizioterapeut iz ,,neuro tima" provodi funkcionalna mjerenj a kojima se objektivizira

funkcionalni status bolesnika: procjena mi5iine snage (manuelnim mi5i6nim testom i

dinamometrijski), mjerenje pokretljivosti zglobova ( goniometrij ski), mjerenje brzine hodanja,

procjene funkcionalnih moguinosti bolesnika klasifikacijom po Vignosu i Archibaldu te pp.

analizre ravnoteZe na kompjuteriziranoj stabilometrijskoj platformi. Nakon uvida u udinjena

mjerenja, planira se program rehabilitacije, primamo fizioterapije i radne terapije te pp.

indicira primjena pomagala. Kinezioterapija se planira i provodi individualno, za svakog

bolesnika ponaosob, na temelju funkcionalne evaluacije i udinjenih 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

obude, pomagala za kretanje (Staka, hodalica, kolica) te ortoza (AFO ili KAFO) sa

prethodnim testiranjem. U suradnj i sa ortopedima kirurzima indiciraju se i postoperativno

rehabilitiraju bolesnici nakon korektivnih zahvata kontraktura ili skolioze.

Poliklinidka, timska provedba rehabilitacije i fizikalne terapije u Zavodu se provodi vei duZi

niz godina. Dobro pokretni NM bolesnici provode intermitetntno poliklinidku fizioterapiju, sa

redovitim kontrolama radi evaluacije statusa i uspjeinosti vjeZbi koje, u meduvremenu,

bolesnici samostalno provode nakon edukacije u Zavodu. Za bolesnike koji su teZe poketni

ili samostalno nepokretni, fizijatar daje preporuku za obavljanje kineziterapije u ku6i
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bolesnika, uz fizioterapeuta . Za ostale bolesnike iz razliditih kraj eva Hrvatske u dogovoru sa

bolesnikom odabire se opcija koja 6e omoguiiti Sto bolju realizaciju planiranog reha

programa, pri demu je vrlo vaZna dostupnost / nedostupnost fizioterapijskih ustanova. U

ruralnim sredinama one desto nisu dostupne pa roditelji samostalno provode vjeZbe s djetetom

stoga provodimo njihovu edukaciju u Zavodu uz ,,osvjeZavanje" znanja i uvotlenja novih

vjeZbi koje prate promjene klinidkog statusa, vezano uz kontrolne preglede fizijatra svakih 6

mjeseci. VaZnu nadopunu kontunuiranoj kineziterapiji dini stacionama rehabilitacija za koju

nadleZni fizijatar daje prijedlog na temelju klinidke i funkcionalne evaluacije Barthelovim

testom. Tijekom svih faza rehabilitacije, nuZno je pruZati i psiholo3ku podr5ku botesniku i

obitelji, osobito t fazama pogorSanja bolesti. Kontrolni klinidki pregledi, sa procjenom

miSi6ne snage i funkcionalnom evaluacijom se provodi barem jednom godiSnje.

Tretman mi5idne slabosti se provodi kineziterapijom. Nadela kineziterapije kod pojasnih

MD ista su kao i kod ostalih miopatija. Kineziterapija obuhvada vjeZbe snage i izdrZlj ivosti za

skeletnu muskulaturu, posebno zdjelidnog pojasa i trupa, ramenog pojasa, dorzifleksora stopala

te vjeZbe istezanja. Ve6 od podetka rerapije, kod bolesnika s LGMD posebna se paZnja

posveiuje snaZenju zdjelidnonatkoljenidne muskulature. Znatajna je i kineziterapija koja se

provodi radi poboljSanja poketljivosti ramena tj. glenohumeralnog zgloba kao i poboljSanja

snage muskulature ramenog pojasa. Kod podetnog stadija su vjeZbe aktivne, sa ili bez o@ora,

a kod teZih pareza, aktivno potpomognute i pasivne. Drugi, wlo madajni 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 mogu6ih oite6enja miiiia neadekvatno

doziranom kinezioterapijom pa je intenzitet i traj anje vjezbi potrebno dobro planirati. Stanje

mi5iia moze se pratiti klinidkom pojavom krampa a biokemijski sa mjerenjima kreatinin

kinaze, mioglobinurije (Reimann J 2000). udinak kineziterapije je ovisan o podetnoj misiinoj

snazi na podetku treninga, a najbolji su udinci kineziterapije kod mlade djece i kod bolesnika

sa slabije progresivnim miopatijama, te su bolji sto je podetna snaga misiia oduvanija dok kod

vrlo slabih bolesnika nema odekivanog pozitivnog udinka vjezbi. Aerobne vjezbe (setnja,

voznja bicikla, vjezbe u vodi) mogu doprinjeti funkcionalnom oporavku i veioj neovisnosti

bolesnika u akrivnostima svakodnevnog zivota. - Kod bolesnika s NM B koji vise nisu

sposobni za aktivne vjeZbe, potrebno je redovito provotlenje aktivno asistiranih i pasivnih
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vjeZbi kojima se odrZava integritet zglobova i mekih tkiva, usporava progresija kontraktura,

pobolj5ava cirkulacija i pozitivno djeluje na smanjenje bolova (Lewis 2007).

Kontrakture zglobova nogu kod bolesnika s LGMD (najde56e fleksijskih na kukovima t

koljenima uz skraienja Ahilovih tetiva) u kombinaciji s slabo5iu zdjelidne muskulature

(ekstenzora kuka) i natkoljenidnih mi5i6a, uzroci su progresivnih pote5koia u hodu. Slabost

mi5i6a udruZena sa kontrakturama zglobova nogu oteZava stajanj e i hod, izaziva umor radi

pojadanih napora pri hodu, provocira nestabilnost te sklonost padanju, do moguieg gubitka

samostalnog hodanja. Kompenzatome modifikacije u posturi ( prominencija trbuha uz

hiperlordozu) dovode do dodatnog pogor5anja kontraktura. Kod Emery Dreiffirs miopatije

karakteristidne su fl eksijske kontrakhrre laktova.

Fizioterapijski tretman kontraktura ovisi o stadiju bolesti i uznapredovalosti kontraltura. Za

prevenciju ili tretman umjerenih kontraktura, provode se aktivne vjeZbe i pasivne vjeZbe

istezanja zglobova nogu. Prije podetka vjeZbi istezanja poZeljna je primjena termoterapije

(krioterapije ili oprema primjena topline). Primjena ortoza tijekom noii, hodanje i stajanje

bolesnika ( samostalno ili u stalku za verlkalizacljtt) po barem nekoliko sati dnevno, kao i

potrbrbuSno leZanje vrlo su korisne metode u tretmanu ili prevenciji kontraktura.

U kasnijoj, uznapredovaloj fazi bolesti kada kontrakture postaju fiksirane, a fizioterapija viSe

nema udinka, postavlja se indikacija za operativnu korekciju kontraktura. Kada se korekcija

kontraktura provodi op. zahvatima na mekim okozglobnim strukhrama, tj. kod tenotomija

postoperacijski se provodi imobilizacija plastidnim ortozama u trajanju do 6 tjedana uz ranu

vertikalizaciju i intenzira.ru rehabilitaciju (kineziterapiju). Kod op. zahvata na koitanim

strukh:rama, zahtjevi za imobilizaciju su rigoromiji. Noviji klinidki stavovi o operacijskom

tretmanu kontraktura smatraju da je kiruriko lijedenje kontrakhra indicirano samo kod

odretlenih bolesnika, na temelju strogo individualne procjene za svakog bolesnika.

Fizioterapija ima svoje mj esto u postoperacij skom tretmanu i kod drugih kirur5kih zahvata

koji se provode radi ublaZavanja deformacija muskuloskeletnog sustava kao npr. kod

stabitizacija skapula (torakoskapularne fuzij e) iii korekcije skolioze, sa izdainom

spondilodezom. Sa vjeZbama disanja se zapodinje odmah nakon operacije dok se intenzivnija

kineziterapija provodi uz placet operatera nakon postignute stabilizacije.

O udinkovitosti vj eZbi kod LGMD postoji mali broj studija. Analiza turskih autora izvjestila

o dobrom udinku vj eZbi disanja kod bolesnika s LGMD i Backerovom distrofijom na

pobolj5anje respiratomog kapaciteta @dnnemann CG ).
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Primjena ortoza radi slabosti dorzalnih fleksora stopala odnosno pareze stopala korisna je

primjena ortoza za stabilizaciju stopala i gleZnjava (Aro - Ankle Foot orthosis) koje

poboljsavaju stabilnost i preveniraju padove kod osoba s parezoma stopala. Rjede se koristi

KAFO ortoze kod slabosti natkoljenidnih mi5i6a. odluka o eventualnoj primjena ortoza je

dosta delikatna jer se u ielli da se poboljsa stabilnost nogu mora izbjeii siruacija da

primjenom ortoza naruSimo kompenzacijske posturalne mehanizme, ito bi moglo dovesti do

gubitka moguinosti stajanja i hodanja.

Kada je radi slabosti i/ili kontraktura samostalni hod bolesnika vise nije siguran ili mogu6

indicira se primjena pomagala za kretanje u rasponu od Staka, hodalice ili invalidskih kolica.

Fizikalna terapija i radna terapija kao i primjena raznih suvremenih tehnidko-rehabilitacijskih

pomagala te adaptacija stambene i radne okoline bolesnika, pomoii ie i olaksati bolesniku

sa LGMD koji ima brojna funkcionalna onesposobljenja, obavljanje aklivnosti

svakodnevnog zivota, radnih i okupacijskih sadrZaja, komunikaciju i mobilnost te omogu6iti

bolju kvalitetu Zivljenja i psihosocijalnu reintegraciju.
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Pojasne mi5i6ne distrofrje su heterogena skupina bolesti. Nasljetluju se autosomno

dominantno i autosomno recesivno. Fentotipska obiljeZja pojasnih mi5i6nih distrofrja je vrlo

slidna proksimalnim spinalnim miSiinim atrofijama a pojavljuju se u oba spola od djetinjstva

do mladosti. Manifestiraju se najprije u podrudju zdjelidnog obruda a zatim ramenom.

Pojadava se lumbalna lordoza uz inklinaciju zdjelice a zatim,, krilaste lopatice", navedena

nestabilnost lopatica moZe onemoguiarti antefleksiju i abdukciju ruku uz gegav hod sa

trupom prema nazad i desto vanjskom rotacijom donjih ekstremiteta, fleksijskom

kontrakturom koljena uz ekvinus stopala, ponekad se razvija uz lordozu i spondilolisteza i

skolioza. Osnova" neuzrodne" terapije je kineziterapija kojom se usporava progresija

kontraktura diji je uzrok fibroza miSiia i prilagodba u kinematidkom lancu. Ortoze za

ekstremitete i kraljeZnicu su u pravilu neudinkovite. Uputreba noinih ortoza koje usporavaju

razvoj kontraktura je kontraverzna. Pri indiciranju kirur5ko ortopedskog lijedenja treba imati

na umu daje dio kontraktura prilagodba na slabost mi5iia u kinemastidkom lancu. Korekcij a

lumbalne lordoze spondilodezom moZe dovesti do prestanka hodanja, isto vrijedi i za

operaciju skolioze. Pri rje5avanju kontraktura i ekvinusa stopala treba Sto kra6a

imobilizacija. Izrazito nestabilne lopatice se mogu stabilizirati skapulotorakalnom

artrodezom. Kod bolesnika koji su prestali hodati a razvijaju progresivnu neuromuskulamu

skoliozu uz kosinu zdjelice koja ugroZava pluia indicirano je ukodenj e kraljeZnice-

spondilodeza u koju ponekad treba ukljuditi i zdjelicu u fuzionu masu. Navedeni zahvati

spondilodeza i skapulotorakalna artrodeza nose poveianu moguinost ozbiljnih komplikacija.



CURRENT CHALLENGES IN LIMB GIRDLE MUSCULAR
DYSTROPHIES

Head, Summer School of Myology, Institut de Myologie
H6pital de la Salp6tridre, 75651 PARIS Cedex-France

Praticien Hospitalier, MPR, Centre de R6ference Neuromusculaire
GNMH, H6pital 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 pattem, raised serum CK levels, and an involvement of proximal muscles of both

lower and upper limbs. Autosomal recessive LGMDs (LGMD 2A ro 2C.) 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 28 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 (TRlM32-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 18 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 f C 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 lD and LGMD lE 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 ofconditions.
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KLINICKA SLIKA I GENETIKA NAJdESCIH LGMD U HRVATSKOJ

CLINICAL, GENETIC AND EPIDEMIOLOGICAL STI]DY 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 SveudiliSta u Zasrebu

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 conceming LGMD2 obtained

during 10-years long prospective study on clinical, genetic and epidemiological aspects of muscular

dystrophies (MD$ in Croatia. Specific diagnostic strategy \ as used to speed genetic study up.

Emphasis was on: l.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 of36 apparently unrelated families with 52 patients discovered

eight different ClPly'3 mutations: 550delA, R54lW, P82L, delFWSAL, R49H, y537X, 2242C>T and

1696G>A including 95% of CAPN3 chromosomes in the studied population. 550delA was the most

frequent mutation found on 53172 (73,3olo) chromosomes. other seven mutations ranged from 8, 3%

to 1, and 3%o. 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 of6, and P82L in one ofalleles. The second,

most common LGMD2 seems to be type 2l caused by mutation in FKRp- Direct analysis of only one

mutation (c826A) allowed us to identifr six unrelated families. one of six homozygous cg26A
probands was in addition heterozygote for 550delA. Dysferlinopathy was found in three patients fiom

two unrelated, informative families. Diagnosis was based on clinical features (LGMD2B / MM),

haplot)?e analysis and non-invasive monocyte Westem blotting. Motecular analysis finally confirmed

diagnosis discovering two novel DrsF 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 fiequency 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 R?e 2A and 21. 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. Conceming study of natural

history of any LGMD2, 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.

Ke)ryords: LGMD2, clinical characteristics, genetics, epidemiology, Croatia

Supported in part by Ministry of Science and Technology Republic of Croatia research gand 108-

0000000-3435

Invited presentation at THE 9th BALKAN CONGRESS OF MEDICAL GENETICS, 15-17

September 201 I , Timisoara, ROMANIA
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MOLEKULARNA OSNOVA I MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA
LGMD

Astrid MILIC

Galapagos istraZivadki centar, Zagreb

Pojasne miSiine distrofije (engl. limb girdle muscular dystrophies, LGMD) predstavljaju

klinidki i genetidki heterogenu skupinu neuromuskulamih oboljenja. Medusobno se razlikuju

po nadinu nasljedivanja, tezini bolesti, dobi podetka bolesti, te grupama mi5i6a koje su

primamo zahvaiene distrofitnim procesom.

Pojasne mi5iine distrofije se, prema nadinu nasljetlivanja, dijele na dvije velike skupine, pri

demu se distrofije tipa 1 nasljetluju autosomno dominantno, a one koje ubrajamo u tip 2

autosomno recesivno. Trenutno je u literaturi opisano 8 podtipova dominantnih, odnosno 16

podtipova autosomro recesivnih pojasnih miSiinih distrofija.

U daljnjem 6e tekstu u viSe detalja biti opisana molekulama osnova i dijagnostika tri podtipa

recesivnih pojasnih mi5iinih distrofrja: LGMD2A, LGMD2B i LGMD2I.

Pojasna nri5iina distrofija tip 2A (LGNID2A)

Molekulorna osnova

Mutacije u CAPN3 genu (OMIM#I14240) uzrok su nastanka pojasne mi5i6ne distrofije tip

2A ili katpainopatije. Spomenuti gen kodira kalpain3, mi5idno specifidni protein iz obitelji

kalpaina.

LGMD2A smatra se najdeS6im oblikom autosomno recesivnih pojasnih miSi6nih distrofrja, pri

demu udestalost varira od l0-50% u odredenim regijama/populacijama (Fanin i sur'' 2003).

CAPN3 gen smjeSten je na dugom kraku kromosoma 15 u podrudju l5ql5.1-q21.1. Velidine

je 45 kb i sadrZi 24 kodirajude jedinice (Richard i sur., 1995).

CAPN3 gen sadrzi i tri specifidna slijeda, NS, IS I i IS2. Oni odgovaraju istoimenim

specifidnim slijedovima u kalpainu 3, po kojima ga razlikujemo od ostalih dlanova

kalpainske obitelji proteina. Sva tri slijeda omedena su intronima, a unutar jednog (IS2) nalazi
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se kratki slijed koji prepisan u odgovarajuii peptidni slijed omogudava \lazak kalpaina 3 u

jezgru.

Trenutno je opisano oko 300 razliditih CAPN3 mutacija u bolesnika iz razliditih geografskih

podrudja. Kao 5to je prikazano na slici L, identificirane su gotovo sve vrste mutacija, od dega

veiina (>50%) otpada na todkaste mutacije. Mutacije su rasporedene uzduZ cijelog gena i

op6enito je prihvadeno da ne postoje mjesta na kojima se mutacije udestalije pojavljuju (tzv.

"hot spot"). Metlutim, Kramerova i sur. (2007) su drugadijim prikazom mutacija (slika I )

ukazali da ipak postoje mjesta u kojima se mutacije de56e pojavljuju. To su mjesta koja

odgovaraju podrudjima domena IIa, IIb i III. Za razliku od toga specifidni slijedovi NS, a

pogotovo ISl I IS2 su mjesta sa manje identificiranih mutacija (tzv. "cold spot").

Ako se izuzmu izolirane populacije u kojima je udestalost pojedinih mutacija veia, generalno

se moZe reii da CAPN3 mutacije ne pokazuju veiu udestalost pojavljivanja u razliditim

populacijama, te je spekmr mutacija u svakoj od njih drugadij i Sto predstvalja svojevrsni

dijagnostidki izazov. Ipak, pregledom baze podataka CAPN3 mutacija uodljivo je da dvije

mutacije pokazuju ve6u udestalost: 55OdelA i 2362 2363d,elinsTCATCT.

Za nas je posebno zanimljiva prva mutacija, a zbog dinjenice da je rijed o najdeSioj mutaciji u

LGMD2A obitelji iz Hrvatske (CankiKlain i sur., 2004). Ista je mutacija opisana kao

najde56a ujo5 nekoliko, ve6inorn slavenskih populacija (Fanin i sur.,2005; Chrobakova i sur.

2004; Pogoda i sur.,2000; Todorova i sur.,2003; Meznaric i sur.,2002). Osim spomenute

najde56e mutacije, u hrvatskih LGMD2A obitelji otkriveno je jo5 5 mutacija: R54lW, P82L,

delFWSAL, R49H, Y537X. Dok se 550delA javlja sa udestlo5iu od 7 4Vo, preostalih je 5

mutacija zastupljeno sa svega 2-9%. Ukupno svih 6 mutacija obuhvaia 95% CAPN3

kromosoma (Milic i Canki-Klain, 2005).

CAPN3 gen kodira kalpain3, proteolitidki enzim koji se ubraja u proteinsku obitelj kalpaina.

Za razliku od najopisanijih kalpaina I i 2 koji su ubikvitami, glavno je obiljeZje kalpaina3 da

je rijed o miSidno speicifidnom dlanu kalpainke obitelji proteina.

Todna uloga kalpaina3 u stanici nije poznata, no dinjenica da spomenuti enzim ima 5irok

spektar substrata govori u prilog da je kalpain3 ukljuden u niz razlidith i vaZnih fiziloikih

procesa. Neki od tih procesa su apopotoza, diferencijacija mi5idnih stanica, stvaranje

sarkomere, regulacija citoskeletona, itd (Baghdiguian i sur., 1999; Taveau i sur., 2003.;

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

Molekularna dijagnostika

Zabolje usmj eravanj e diferencijalne dijagnostike kalpainopatija, indirektna genska analiza (tj.

analiza genske povezanosti), kao i proteinska analiza mogu biti korisni pristupi. No, valja

napomenuti da indirektna analiza ne govori o kakvoj se mutaciji radi i gdjeje ona smje5tena,

te podrazumjeva istovremenu analizu viSe dlanova obitelji uz dobro odabrane (intra)genske

markere. Metodolo3ki, indirektna genska analiza ukljuduje landanu reakciju polimeraze za

svaki od minimalno 3-5 markera, potom razdvajanje PCR produkata elektroforezom u

poliakrilamidnom gelu, te na kraju viztalizacilt DNA fragmenata najde56e bojanjem gela

srebrom.

Protienska analiza kalpaina3 iz miSi6nog tkiva je moguda i relativno desto kori5ten

dijagnostidki pristup, no nije uvijek pouzdana jer su opisani sludajevi sekundamog smajnjenja

izraZenosti kalpaina3, a koji se javljaju u nekih drugih podtipova pojasnih mi5iinih 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 velidine gena dugotrajan i sloZen proces identifikacije novih

mutacija. Podrazumjeva umnaZanje cijelog CAPN3 gena (u nekoliko landanih reakcija

polimerazom), a potom detaljno sekvencioniranje dobivenih produkata. No kada je spektar

mutacija unutar neke populacije poznat, kao Sto je sludaj u na5oj populaciji, onda se vrlo brzo

koriStenjem jednostavniih DNA tehnika poput PCR-a, RFLP-a moZe analizirati svaki novi

DNA uzorak i potvrditi klinidki postavljena dijagnoza.

Pojasna mi5idna distrofija tip 28 (LGMD2B)

Molekularna osnova

Pojasna mi5i6na distrofija tip 28 (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. Rijed je o skupini autosomno recesivnih mi5iinih distrofija

u koje uz LGMD2B ubrajamo i Miyoshi miopatiju (Liu i sur., 1998), a koje karakterizira

degeneracija i slabost proksimalnih i/ili distalnih miSiia ekstremiteta Sto je posljedica

djelomidne ili potpune odsutnosti disferlina (Bushby, 1999).

DYSF gen smje5ten je na kraiem kraku komosoma 2 u podrudju 2p13, a obuhvaia podrudje

od oko l50kb raspodjeljeno na 55 kodirajuie regije, odnosno egzone.

Trenutno je opisano viSe od 300 varijanti DNA slijeda u DYSF genu koje ukljuduju i mutacije

kao i nepatogene polimorfizme. Ve6inom je rijed o todkastim mutacijama, tj. promjenama

slijeda jednog nukleotida, odnosno malim insercijama,/delecijama (Leiden Muscular

Dystrophy pages database: www.dmd.nt). DYSF mutacije rasporeilene su uzduZ cijele duZine

gena i uglavnom je rijed o tzv. 'privatnim" mutacijama koje se ne pojavljuju veiom

udestaloSdu 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 diji naziv podede od fer- I 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 srdanom mi5i6u, u kojima je lokaliziran na plazma membrani misi6nih vlakana.

uz to, disferlin nalazimo i u krvi, todnije monocitima, mozgu, pluiima i placenti @ashir i sur,

1998; Liu i sur., 1998; Anderson LV i sur., 1999; vandre i sur., 2007). Glavna strukfi-rma
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karakteristika ferlina je posjedovanje transmembranske domene kao i nekoliko C2 domena

(od 4 do 7, pri demu disferlin ima 7) koje su ukljudene u razlidite bioloSke procese (slika 2;

Lek i sur., 2010). Iako joS uvijek nije razja5njena uloga disferlina u stanici niti kako njegov

djelomidni ili potpuni nedostatak dovodi do distrofidnog procesa, najnoviji podaci iz literature

ukazuju da bi disferlin imao ulogu u procesu popravka miSiinih vlakana, kao i u procesu

diferencijacije mioblasta, T-tubulogenezi, fagocitozi monocita, odnosno miSiinoj regeneraciji

(Bansal i sur.,2003 & 2004: Han i sur., 2007; De Luna i sur., 2006; Klinge i sur.,2007;

Nagaraju i sur., 2008; Chiu i sur., 2009).
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Slika 2, Struktume karakteristike disferlina i ostalih proteina iz obitelji ferlina (preuzeto iz McNeil P and

Kirchhausen T, 2005)

S obzirom na prije navedene karakteristike DYSF gena i proteina, postoji nekoliko pristupa u

molekulamoj dijagnostici LGMD2B. Iako direktna genska analiza predstavlja jedinu todnu i

definitivnu dij agnozu LGMD2B, pretraZivanje cijelog gena za uzrodnim mutacijama vrlo je

skupo, predugo i u potpunosti nepraktidno za rutinske dijagnostidke 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 smjemice za daljnje dijagnostidke

postupke. Nadalje, proteinska se analiza u sludaju LGMD2B pokazala pouzdanom tehnikom
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za diferencijalnu dijagnozu, a ponajprije zbog izraienosli disferlina u monocitima i dinjenice

da za analiztt nije nuZno potrebno raditi bolnu i pacijentima neugodnu biopsiju mi5iia.

Na temelju svih navedenih dinjenica, kao i viSegodiSnjeg iskustva sa hrvatskim LGMD2B

obiteljima razvijena je specifidna dijagnostidka strategija koja ukljuduje analizu genske

povezanosti, koju u sludaju dobivene povezanosti nadalje slijedi proteinska analiza u

monocitima dobivenim iz uzorka pune krvi. Na kraju, u sludaju pozitivnog rezultata

proteinske analize, detaljno se analizira DYSF gen u cilju identifikacije uzrodnih mutacija

(Mili6 i sur,201l).

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 ukljuduje nekoliko koraka:

' izolaciju monocita izpune krvi

. lizu monocita

. razdvajanje proteina lizata monocita SDS-PAGE tehnikom elektroforeze

. prijenos razdvojenih proteina na membranu (engl westem blotting)

. identifikacijadisferlinakori5tenjem specifidnihprimamihprotuttela

Svi navedeni koraci u vi5e su detalja opisani u tekstu vjeZbi.

Pojasna mi5idna distrofija tip 2I (LGMD2I)

Molekularna osttoya

Pojasna mi5i6na distrofija tip 2I (LGMD2I) jedna je od l6 autosomno recesivnih pojasnih

mi5iinih distrofrja, ali je i jedna od nekoliko bolesti koje se ubrajaju u grupu tzv.

distroglikanopatija, tj. bolesti koje nastaju kao posljedica onemogudene glikozilacije o-

distroglikana (o-DG) (Muntoni i sur., 2008). LGMD2I se u literaturi moZe prona6i i pod

nazivom/kraticom MDDGC5 (engl muscular dystrophy-dystrglycanopathy, limb girdle, tlpe

C5; OMIM #607155).

Pojasna mi5i6na distrofrja tip 2I nastaje kao posljedica mutacija u FKRP genu koji kodira

istoimeni FKRP protein, tj. fukutinu srodni protein (engl. fukutin related protein; OMM

#606596) (Brockington i sur., 2001a). Uz LGMD2I, mutacije u FKRP genu uzrok su i

kongenitalne mi5idne distrofije tip lC s ili bez mentalne retardacije (MDC 1C,
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OMIM#606612; er?gl muscular dystrophy-dystrglycanopathy, limb girdle, type 85,

MDDGB5) (Brockington i sur., 2001b), odnosno kongenitalne mi5i6ne distrofije koja

ukljuduje abnormalnosti odiju i mozga (engl. muscular dystrophy-dystrglycanopathy,

congenital with brain and eye anomalies, type A5, MDDGA5, OMIM#613153) koja ukljuduje

Walker-Warburg sindrom-te5ku kongenitalnu formu sa abnormalnostima mozga i odiju, kao i

neito lakiu formu koja se u literaturi moZe na6i i pod nazivom muscle-eye-brain bolest

(Brockington i sur., 2001b).

FKRP gen smjeSten je na komosomu 19 (19q13.3) i velidine je 12 kb. SadrZi 4 egzona, no

samo je posljednji, egzon 4, kodirajuda regija dije prepisivanje rezultira istoimenim, FKRP,

proteinom (slika 3; Brockington i sur.,200la).

conugrirfir16l

r2Dt

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

Trenutno je okarakterizirano vi5e od 70 razliditih FKRP mutacija. Metlu njima, 826C>A

(Leu276lle) predstavlja najdeiiu mutaciju u vi5e razliditih populacija, posebice onih iz

zapadne i sjeveme Europe. Spomenutu mutaciju prvi je opisao Brockington i sur. (2001a) i to

na uzorku od 17 obitelji u kojih je spomenuta mutacija nadena u obotjelih iz 15 obitelji.

Mutacija c.826C>A potom je opisana u populaciji Njemadke gdje je identificirano 20

LGMD2I bolesnika iz 19 nesrodnih LGMD2I obitelji pri demu su svi oboljeli bili ili
homozigoti ili sloZeni heterozigoti za c.826C>A mutaciju (Walter i sur., 2004). U Italiji je

opisano 20 oboljelih iz l3 razlliditih obitelji. Mutacija 826C>A je i u ovoj populaciji dosta

desta i dini 35% mutiranih komosoma (Boito i sur.,2005). Sveen i sur. (2006) objavili su da

LGMD2I dini 38% danskih LGMD sludajeva, od dega su svih 38 danskih LGMD2I pacijenata

bili ili homozigoti ili sloZeni heterozigoti za c.826C>A mutaciju. Nedavno su obajvljeni i

rezultati istraZivanja u Norve5koj gdje je identificirano 88 oboljelih iz 69 obitelji. Pronadeno
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je 7 razliditih FKRP mutacija, pri demu c.826C>A u homozigotnom obliku u 77 oboljelih

(Strensland i sur., 20ll). Osim u Europi, c.826C>A opisana je i u Brazilu gdje je

identificirano l3 LGMD2I obitelji (10% svih LGMD2 obitelji u Brazilu). Mutacij a c.826C>A

pronadena je u 30% mutiranih LGMD2I alela (de Paula i sur, 2003 ). Isto tako, Frosk i sur.

(2005) prona5li su da je LGMD2I drugi tip LGMD po udestalosti u Huterita-

sjevemoameridkoj populaciji europskog porijekla, gdje je upravo homozigotnost c.826C>A

uzrok nastanka ove distrofrje. Ovdje je vaZno i zanimljivo spomenuti da preliminami rezultati

istraZivanja prvih LGMD2I obitelji iz Hrvatske upu6uju da je c.826C>A najde56a mutacija i u

naSoj populaciji.

FKRP protein velidine je 495 aminokiselina i predominantno je izraZen u skeletnim mi5i6ima,

placenti i srcu dokje 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. lako je rijed o pretpostavci, smatra se da FKRP

doista tako i djeluje u stanici, a tome u prilog ide saznanje da i kongenitalne forme mi5iinih

distroftja i LGMD2I karakterizira sekundarno smanjenje glikozilacije alfa-distroglikana

(Hewitt,2009).

Moleku I u rn a dij agnosti ka LGMD2 I

S obzirom na dinjenicu da je FKRP gen relativno mali, identifikacija novih mutacija nije

previ5e zahdevna, te je rijeE o relativno brzom i katkom postupku. Direktna genska analiza

podrazumijeva, nakon izolacije DNA, umnaZanje egzona 4 landanom reakcijom polimeraze

diji se produkt potom podrvgava sekvencioniranju i identifikaciji novih mutacija. Kao i u

sludaju LGMD2A, pomavanje mutacija u odretlenoj populaciji omogu6ava razvijanje brzih

dijagnostidkih 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 smjemice za nastavak dijagnostidkog procesa direktnom

genskom analizom.
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PATIENTS' PRESENTATIONS WITH DISCUSSION

Progresivna udno- pojasna slabost u ekstremitetima:
velika pote5koda za bolesnika , odgovornost i izazov za lijednika

Biserka KovaE

Odjel za neurologiju , OZB Vukovar

Bolesnikova spoznaja o nemoguinosti izvodenja svakodnevnih rutinskih aktivnosti zbog

progesivnog razvoja slabosti u miSi6ima nogu i rukuga dovodi lijedniku od koj eg odekuje

razumijevanje, tumadenje razloga njegovih smetnji, prognozu i informaciju o moguinosti

izljedenja. Sve se to dogada ve6 kod prvog pregleda.Lijednikov prvi korak je odvajanje

dovoljno vremena za razgo.vor i pregled bolesnika s ciljem uspostavljanja odnosa povjerenja.

Svjestan je da ie stedeno povjerenje odrZati ukoliko upotrjebi sveraspoloZive i suvremene

tehnike u pregledu, dijagnostici i praienju takvih bolesnika. Pri tome su od neprocjenj ive

koristi sva dosadaSnja znanj a i iskustva navedena u opisima takvih i slidnih bolesnika s

hereditamim bolestima miSiia.

Konkretno, ukoliko postoji sumnja da sekod bolesnika radi o hereditarnoj udno pojasnoj

mi5iinoj distrof,rji, lijednik zapodinje nejednostavan posao u postavljanju todne dijagnoze

bolesti svjestan da se radi o klinidkim entitetima u kojihse podetak, napredovanje,distribucija

mi3iine slabosti i gubitka miSi6ne mase mogu matno razlikovati medu pojedincima i

genetskimpodtipovima.

Upravo prikazom tri bolesnika s postupno napredujuiom udno-pojasnom slabo5iu skleletne

muskualture ekstremiteta Zelimo ukazati na varijabilnost izraZaja klinidkih karakleristika

bolesti, a nekima od prikazanih bolesnika omoguditi pravi put do postavljanja todne

dijagnoze.

U Domu za stare i nemo6ne osobe ZiveM.P. u dobi od 63 godine i F.M. u dobi od 72 godine.

Obje boluju od progresivne mi5iine distrofrje udno-pojasnog tipa. M.P. je u Domu 26 godina,

od mi5i6ne distrofije boluje 50 godina, a F.M. je u Domu 19 godina, od mi5i6ne distrofrje

boluje ve6gotovo 60 godina. One imaju malajne slidnosti u klinidkom izraZaju bolesti i to

prema nastanku simptoma bolesti, progresiji miSi6nih slabosti, u obje postoji pojava bolesti u

dlanova bliZe obitelji. Detaljnim pregledom se ipak uodavaju razlike u distribiciji udno-

9l
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pojasnih misiinih slabosti, izraLajnosti misiinih atrofrja, kostanih deformiteta i stupnju

pokretljivosti ekstremiteta i trupa.

Bolesnica M.P. (rotlena 1949. godine) ie zamijetila svoje prve smetnje u trinaestoj godini

zivota u vidu otezanog ustajanja iz dudnja do te mjere da se morala pomagati rukama

Istovremeno je kod trdanja osjedala jaku bol u preponi zbog dega je prestala trdati. odveli su

ju lijedniku misleii da nesto s njezinom nogama nije u redu. Dijagnozu misi6ne distrofrje joj
je postavio osjedki ortoped dr Marojevii kojega se tadasnji bolesnici rado sje6ajujer ihje u to

vrijeme, kada se nije bas puno znalo o mi5idnim distrofrjama razuvjerio da nema potrebe

podvrgavati se nepotrebnim operacijskim zahvatima, a niti kupovati razne skupe i

neudinkovite lijekove objasnivii im prirodu nj ihove postupno napreduju6e bolesti misi6a.

Osnovnu Skolu je zavrSila boraveii u bolnicama i rehabilitacijskim ustanovama. Kroz

nekoliko mjeseci lijedila se lijekom pod nazivom ,,Stanoplex" (anabolidki androgeni steroid),

ali nije bilo odekivanog pove6anja miSiine mase i snage, nego naprotiv, bolest je postepeno

napredovala. Dok je mogla samostalno hodati provodila je stacionama rehabilitacijska

lijedenja, medutim u 27-oj godini je slabost miSiia zdjelidnog pojasa i nogu toliko

napredovala da vi5e nije mogla samostalno hodati i od tada je u invalidskim kolicima (sl.l).

Od tada ima i postepeno napreduju6u slabost u rukama prvenstveno u ramenima.

Slika l. Bolesnica s

(kalpainopatija)

razvijenom klinidkom slikom udno-pojasne milidne distrofrje
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Bolesnica M.P. je od konca treieg desetlje6a svog Zivota potpuno ovisna o tudoj pomo6i.U

njezinoj obitelji postoji joS jedna bolesnica koja ima udno pojasnu mi5idnu distrofrju. Ona je

unuka od majdine 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 mi5i6ima, ne Zali se na smetnje

disanja. Povremeno ima osje6aj lupanja srca, Zali se na zamor kod dugotrajnog sjedenja i

depresivno raspoloZenje.

U klinidkom nalazu na miiiiima lica nema vidljive slabosti niti hipotrofrje voljne

muskulature. Postoji blaZa hipotrofrja straZnje muskulature wata, kojaje mogu6e inaktivitetna

kao posljedica viSegodiSnje neaktivnosti aksijalne muskulature trupa uz klinidki jasnu slabost

odizanja glave kod ustajanja iz lele5eg poloZaja. Vidljiv je i asimetridan poloZaj ramena

vjerojatno usljed skoliotidkog poloZaja kralje5nice mada je i cijela lijeva ruka ne5to slabija od

desne (slika2.).

Slika 2. Mi5i6i lica su dobre snage i tonusa dok postoji blaZa hipotrofija straZnje skupine

muskulature vrata
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lzrazita je slabost muskulature ramenog pojasa uz hipotrofrju mi5i6a, izraZena je skapula

alata, i uz vidljiru asimetriju (slika 3.), a opseg pokreta reduciran je i u podlakticama i

Sakama, dok je u ramenima i nadlakticma bez voljne poketljivosti (sl. 4).
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Slika 3. Scapulaealatae s asimetrijom netipidnom za kalpainopatiju ( LMGD 24)

Slika 4. Pokretljivost u bolesnika s poodmaklom LMGD je oskudna i na podlakticama i

Sakama

lzrai'ena je hipotrofrja i podlaktica i malih mi5iia Saka (s1.5). Bolesnica se moZe sluZiti

rukama kodjela, premda postoji oslabljen stisak Saka, te reducirana pokretljivost podlaktica.

Slika 5. U poodmaklom stadiju LGMD2A je izraZena hipotrofrja i distalne muskulature ruku
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Donji ekstremiteti bolesnice M.P. su potpuno nepoketni, uslijed inaktivnosti i edematozmi,

lz vrlo izralene kontrakture osobito na stopalima (s1.6.) Na potkoljenicama je uz edem

izraiena ipseudohipertrohja miSiia lista (s1.7.)

Slika 6. U bolesr.rika s LMGD na nogama su izraZene kontrakture

Slika 7. Pseudohipertrofija mi5iia lista u bolesnice s LMGD

Bolesnica M.P. ima u laboratorijskim nalazima potpuno uredne vrijednosti KKS, u

biokemijskim parametrima registrirane su ne5to poviSene vrijednosti GGT/42/, dok je

vrijednost CK (kreatinfosfokinaze) uredna 1861. 1999. godine nakon pregleda

neurogenetidarke s velikim iskustvom iz podrudja hereditamih miopatija, prof.N.Canki-

Klainpostavljena je klinidka dijagnoza udno pojasne mi5iine 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 najde5ia mutacija u Hrvatskoj u bolesnika s LGMD 2A.

95

v4'

A

{ I
I

7
Ir--Anlfl#ts



Bolesnica F.M. rodena 1940. god. u malom mjestu na hrvatskom otoku. Imala je dva brata

N.M. (rotlen 1935. god.) i I.M. (roden 1937. god.) koji su takoder bolovali od udno pojasnog

oblika progresivne mi5idne distrofije. Oba su umrla od infarkta srca u 71. godini, a mi5i6na im

je slabost udno pojasne distribucije zapodela u kasnijoj Zivotnoj dobi. Stariji od brade,N.M. je

bio po zanimanju tokar, radio administrativni posao. Imao je l5 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 I.M. bolest je nastupila u dobi od 30 godina,

postepeno je napredovala tako daje bio nepoketan tek u dobi od 68 godina.

F.M. je zamijetila slabost u nogama joS u dobi ranijeg djetinjstva (nakon tre6e 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

treieg desetljeda ima i slabost u rukama u podrudju ramena i nadlaktica.

U neurololkom statusu kod bolesniceF.M na gornj im ekstremitetima je izraZena teSka slabost

mi5iia ramenog pojasa, nadlaktica, djelomice i slabost podlaktica (s1.8. i 9.).

Slike 8. i 9.Hipotrohja mi5i6a ramenog pojasa, nadlaktica, slabostproksimalne muskulature

ruku i izraZene simetridnekrilaste skapule u bolesnice s udno-pojasnom miSiinom distrofrjom

Bolesnica F.M. se u kolicima pokreie uz pomoi nogu, odizanjem stopala u manjoj mjeri i

potkoljenica iakoima izraZenu i manju kontrakturu Ahilovih tetiva. Muskulatura potkoljenica

je hipotrofidna bez izraZene pseudohipertrofrje mi5iia listova. Mi5i6no tetivni refleksi su na

nogama odsutni, a na rukama su simetridno oslabljeni (sl.l0. i sl.l l.)
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NOVOSTI U KLINIaKOJ GENETICI: Molekulama dijagnosrika, rerapUa i prevencUa pojasnih miSidnih dishofrja
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.1 l. i 01.12.2012.

Slike 10. i I 1. Hipotrofrja malih mi5i6a stopala i potkoljenica uz oduvanu pokretljivost

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

F.M. ima uredne laboratorijske nalaze kompletne krvne slike, te biokemijskih parametara.

Vrijednost kreatinfosfokinaze je uredna (67- gomja granica 153). U elekromiografskom

nalazu postoji miopatski uzorak u prorjedenom uzorku akcijskih potencijala distalne

muskulature ruku a na miSi6ima ramena i natkoljenice, uzorak od jednog polifazidnog

akcijskog potenctala niske amplitude i ubrzane frekvencije izbijanja. Bolesnica je testirana

samo na 55ldelA u mutaciju na kalpain genu, nalaz je bio negativan. Budu6i da nadin

nasljetlivanja i klinidka slika bolesnice govore za kalpainopatiju genetska analiza je

nastavljena s do sada joS nepotvrdenim rezultatom.

Bolesnica F.M. ima rano nastale simptome progresivne mi5i6ne distrofije, koji su i sporije

napredovali u usporedbi s prethodno opisanom bolesnicom. Kod F.M. LGMD ima ne5to

blaZi klinidki oblik koji joj omogudava osim manju poketljivost i pokretanje u kolicima s

nogama i sluZenje rukama u jednostavnijim aktivnostima ( sl.12.)

Tegoba sa srcem nema kao niti pote5koda s disanjem.

Sl. 12. Bolesnica s poodmaklim stupnjem LGMD ima oduvanu pokretljivost distalne

muskulature ruku
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NOVOSTI U KLINIaKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih miSiinih distrofrja
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.1 l. i 01.12.2012.

Bolesnik M.U. je rotlen 1981. godine,a upuien je neurologu u dobi od 18 godina kad su na

rutinskom laboratorijskom pregledu kod novadenja za vojsku otkrivene povi5ene vrijednosti

kreatinfoslokinaze (CPK- 3228) Sto je bilo 2l puta vi5e no Sto je gomja granica normalne

vrijednosti. Imao je povi3ene vrijednosti transaminaza AST 138, ALT 80, LDH 46l,aldolaza

80,6 (ref. vrijednost do 3,1); u DKS je bila izraLena blaZa eozinofilija 8%. Bolesnik.je tada

bio bez ikakvih simptoma; nije imao poviSenu tjelesnu temperaturu, nije imao slabost niti

bolove u mi5i6ima, znatnijih ogranidenja 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 povi5ene vrijednosti CPK i do 6860 , kao

i poviSene vrijednosti AST,ALT,LDH do 2 puta viSe od gomje granice normalnih vrijednosti.

OpseT-nom imunoloSkom i infektoloSkom obradom nije naden infektivni niti imunoloski

dimbenik koji bi govorio u prilog polimiositisu. Tada je udinjena i UZ / jetre, te obrada

Stitnjade koji su bili uredni U dobi od 19 godina zamjeiuje se blaZa slabost proksimalne

muskulature nogu, asimetridan poloZaj skapula, a ponovljeni elektromiografski nalaz uputi na

miopatski uzorak upravo u ispitivanim mi5iiima natkoljenice i nadlakrice i oba ramena.

Bolesnik se uputi u neurogenetsku ambulantu prof.dr.sc.N.Canki-Klain koja postavlja sumnju

na udno pojasnu mi5i6nu distrofrju tipa 2B-disferlinopatiju. Tada je udinjen i CT mi5i6a koji

je uputio na selektivno zahva6anje mi5iia proksimalnog dijela donjih ekstremiteta

distrofidnim procesom: m. rectuslemoralis i m. vastusmedialis, te na djelomidno zahva6anje

m. gastrocnemius uz po5tedu mi5i6a ramenog pojasa.

Prema heteroanamnestidkim podatcima se saznaje da u obitelji bolesnikaM.U. nije bilo

slidnih bolesti, da se on u dobi od 6 godina znao tuLiti na bol u mi5i6ima natkoljenica kad je

dolazio s kupanja. U dobi od 14 godina se nije mogao uspeti na konopac, trdao sporije od

svojih vr5njaka u dobi od 16 godina. U 21. godini je zamijetio pojadanu zamorljivost kod

penjanja stepenicama, povremeno su mu ,,propadala koljena... Vrijednosti

kreatinfosfokinazesu se u daljnjem tijeku bolesti smanjivale, ali su jos uvijek znadajno

poviSene i do 6 puta, a porast ovisi o bolesnikovoj fizidkoj aktivnosti. pregled srca;

klinidki,rentgenoloski,elektrofizioloiki i UZV je pokazao uredan nalaz kao i nalaz

spirometrije.

Progresivna miSi6na bolest u mladog bolesnika polagano napreduje tako da se sada u dobi od

3 1 godine Zali na slabost u nogama,bolove u ledima kod dugotrajnog stajanja. Nema tegoba s

rukama (s1.13.).
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NOVOSTI U KLINIaKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih miSidnih distrofija
(LGMD), HIIM, Zagreb,30.l l. i01.12.2012.

S1.13. Potpuni opseg pokreta rukama u bolesnika s LGMD s hipotrofijom m. biceps femoris i

slaboiiu predominantno proksimalne muskulature donjih ekstremiteta.

lzrazitiji simptomi mi5iine slabosti su se oditovali u dobi od 22 godine; nemogu6nost

ustajanja iz dudnja ili iz sjede6eg poloZaja bez pomoii ruku (s1.14. i 15.).

Slika 14. i 15. Slabost proksimalnemuskualture nogu (Gowersov znak) u bolesnika s LGMD
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NOVOSI U KLINIaKOJ CENETICI: Molekulama dijagnostik4 terdpija i prcvencra pojasnih misidnih distrofija
(LGMD), HllM, Zaereb, 30.1 1. i 01.12.2012.

Slabost muskulature natkoljeni ca je izrazila, blago asimetridna (s1.16.), ima se utisak

pseudohipertrofije miSiia potkoljenica kojaje zapravo relativna (sl. 17.) .

Slika 16. i 17. Hipotrofijam.quadricepsfemoris (blago asimetriana) uz relativnu hipertrofiju

muskulature potkoljenica u bolesnika s LGMD

Elektromiografski nalaz na muskulaturi natkoljenice pokazuje miopatski uzorak u

prorjetlenominervacijskom obrascu shodno slabijoj snazi m. quadricepsfemoris tijekom voljne

aktivacije (sl. 18.).

03. studenl 2012r a.tvltat

Slika 18. Miopatski uzorak u nalazu detekcijske elektromiografrje 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.l9.)
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NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekularna dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih miSidnih distrofrja
(LOMD), HIIM, Zageb,30.1l. i 01.12.2012.

Stike 19. i20. Mi5i6na slabost na potkoljenicama u bolesnika s LMGD moZe biti selektivna:

hod na petama je nemogui, na prstima je uredan

U klinidkom statusu kod bolesnika M.U. uodava se gegav hod, a na muskulaturi ramenog

pojasa je izraLena tek diskretna hipotrofrja, diskretna je hipotofija pektoralne muskulature,

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

Slika 21. BtaZa hipotrofrja muskulature ramenog pojasa i skapule alatae uz bolesnika s

LGMD

S ciljem postavljanja dijagnozegenetidkog podtipa kod novootkrivenih mladih bolesnika s

klinidkom slikom LCMD potrebno je ukljuditi iskusne i visoko specijalizirane strudnjake iz

podrudja hereditamih miSi6nih bolesti. S idejom postavljanja dijagnoze LGMD tip 28 -
disferlinopatije prof.Canki-Klain analiziralaje disferlin iz monocita perifeme krvi bolesnika
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NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, terapija i prcvencija pojasnih miliinih distrofrja
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.1 I. i 01.12.2012.

M.U. Pozitivan nalaz disferlina u M.U. prema njezinom mi5tjenju, ne iskuuduje postojanje

genske mutacije (na kratkom kraku kromosoma2 /2p12-l4pl). Toje te5ko dokazati buduii da

se radi o velikom genu dij esekvencioniranje je vrlo zahtjevno i radi se u malom broju

laboratorija u inozemstvu. Udinjen je MR mi5iia obih natkoljenica na kojem su vidljive

atrofidne promjene uz masnu infiltraciju gotovo svih mi5i6a do distalne tre6ine natkoljenica

te asimetrija u zahva6anju m. semitendinosusa. Na MR mi5i6a ramenog obruda je masna

infiltracija m.teres major i m. latisimusdorsi. Vrijednosti kreatinfosfokinaze u serumu su 800

(gomja granica 177) i nakon 13 godina praienja bolesnika je konstantno vi5estruko povi5ena.

Za sada se bolesnik M.U. lijedi provodenjem mjera fizikalne rehabilitacije koje mu uvelike

pomaZu pri odrZavanju mi5iine snage i kondicije.Nadamo se da 6emo kod njega i mnogih

mladih bolesnika s hereditamim miSi6nim bolestima stjecanjem klinidkog iskustva i uvjeta za

molekulamu dijagnozu do6i do moguinosti ispravka genetskog deficita i zaustavljanja

distrofidnog procesa.
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NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, terapija i prevencija pojasnih milidnih distsofija
(LGMD), HIIM, Zagreb, 30.1l. i01.12.2012.

Sanja Kovaiid, Odjel neurologije OB Zabok, Zabok

Diferencijalna dijagnoza udno-pojasnih miSidnih distrofija - Prikaz sluiaja

Uvodni dio
Diferencijalna dijagnoza udno-pojasnih miSi6nih distrofija ukljuduje poremedaje u kojima je
slabost proksimalnih miSiia udova, poglavito nogu, glavna klinidka odrednica. Ono Sto dini
postavuanje ispravne dijagnoze teSkim jest da je slabost miSiia proksimalne muskulature
karakteristika velikog broja nasljednih i stedenih miopatija. Osim toga, laboratorijski nalazi
udno-pojasnih miSiinih distrohja nisu specifidni i mogu se na6i i u mnogim drugim vrstama
miSiinih distrofrja. Takoder, veliki broj autosomno recesivnih obrazaca nasljedivanja se moze
na prvi pogled zamijeniti s izoliranim klinidkim sludajevima. U prvom redu klinidki dolaze u
obzir Duchenne i Becker mi5i6ne distrohje, potom moZda manje, no svakako vaZne Emery-
Dreifuss i facioskapulohumeralne miSiine distrofrje. Mnoge kongenitalne miopatije, kao
centronukleama miopatija, nemalinska miopatija, bolest srediSnje srZi, dezminska miopatija te
miopatija tubulanih agregata mogu se prezentirati slaboSiu proksimalne muskulture u
djetinj stru ili odrasloj Zivotnoj dobi. PaZljiva histokemijska pretraga uzorka misiia ie pomoii
u postavljanju dijagnoze kongenitalne miopatije i njene vrste.
U nekim sludajevima moZe biti teSko razlikovati spinalne miSi6ne atrofije od miSi6nih
distrofija. U prvom redu Kugelber-Welander mi5iina spinalna atrofij a moZe nalikovati na
udno-pojasnu miSi6nu distrofiju. Medutim, prisutnost fascikulacija, generalizirana miSi6na
slabost, normalni serumski enzimi i karakteristidan elektromioneurografski nalaz mogu
pomo6i u dijagnozi.
Osim izuzeia drugih vrsta mi5iinih distrofrja, u terapijskom smislu je vrlo vaZno u iskljuditi
polimiozitis i dermatomiozitis. U ve6ini sludajeva, specifidni klinidki i laboratorijski nalazi
mogu identificirati upalnu miSiinu bolest. Miopatija i miozitis kao dio sistemskog lupusa se
tipidno manifestiraju upravo slabo56u proksimalne muskulature te, ako se promatra miSi6na
slabost kao izolirani klinidki sindrom bez uvida u ostale klinidke zna(,ajke, ponekad se moZe
zamijeniti s udno-pojasnim distrofijama. Miozitis inkluzijskih tijela je upalna miopatija koja
se moZe zamijeniti s udno-pojasnom miSi6nom distrofijom. Tipidno zahvaCa distalnu
muskulaturu, no moZe se javiti i u proksimalnoj muskulaturi udova. Karakteristidan
patohistoloiki nalaz potvrtluj e dijagnozu miozitisa.
Isto tako, pojedine endokrine i toksidne miopatije dine potencijalno izljedivu skupinu
bolesnika koja se takoder moZe zamijeniti s udno-pojasnim distrohjama. Miopatija kao
posljedica lijedenja 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 mi5i6a iznimno. Zbog sve veieg koriStenja
kortikosteroida u lijedenju, danas je u epidemiolo5kom smislu vaZna miopatija uzrokovana
steridima koja, ne samo da se moZe zamijeniti s udno-pojasnim distrofijama, nego se ponekad
te5ko razlikuje od miopatije kao dio sistemskog lupusa u bolesnika koji se uobidajeno lijede
kortikosteroidima.
Glikogenoze i lipidne miopatije mogu se takoder prezentirati slabo56u proksimalne
muskulature u raznim dobnim skupinama, no obidno se mogu razlikovati od udno-pojasnih
distrofija histololkim i biokemijskim pretragama uzorka mi5i6a.
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NOVOSTT U KLINICKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostik4 terapija i prevencija pojasnih miSiinih distrofija
(LGMD), HUM, Zagreb, 30.1l. i 01.12.2012.

Mitohondrijske miopatije predstavljaju veliku i heterogenu grupu oboljenja koja moZe imati
razlidite morfolo5ke i biokemijske karakteristike. Iako neke od njih mogu podsjeiati na udno-
pojasne miSiine distrofrje, mnogi mitohondrijski sindromi su multisistemski u prezentaciji Sto
olak5ava diferencijalnu dijagnozu.
Prikaz bolesnika
Bolesnica,49 godina, unatrag godinu danaje razvila simetridnu slabost i atrohju zdjelidnih
mi5iia i proksimalnih mi5i6a nogu.
Unatrag nekoliko godina se u bolesnice prati te5ka mitralna insufrjencija. Unatrag dvije
godine se bolesnica lijedila imunosupresivima zbog verificirane imunotrombocitenije.
Unatrag neSto viSe od godinu danaje zbog te5ke mitralne insuficijencije implantirana umjetna
mehanidka valvula. Bolesnicaje naknadno na antikoagulantnoj terapji. Nekoliko mjeseci
nakon operacijskog zahvata bolesnicaje zaprimljena na odjel inteme medicine zbog visoke
temperature (viSe od 39 C), zimice i tresavice pra6eno bolovima u nogama uz negativnu
epidemiololku anamnezu. Udinjena kardiolo5ka obrada je verificirala perikardni izljev te je
bolesnici empirijski uveden u terapiju kloksacilin i gentamicin, a potom, nakon Sto nije
postignut zadovoljavaju6i klinidki odgovor, vankomicin. Svi nalazi udinjenih mikrobioloSkih
kultura su bili negativni. U nalazima udinjenim u wijeme boravka na odjelu inteme medicine
se navodi porast serumskog kreatinina Sto je shva6eno kao nefrotoksidno djelovanje
gentamicina. Bolesnica je potom zbog perikardnog izljeva, odnosno perikarditisa kojije
shva6en kao autoimuni premjeStena u kliniku za kardiologiju gdjeje lijedena kortikosterodima
tijekom nekoliko mjeseci. Nakon nekoliko mjeseci bolesnica zamje6uje slabost i gubitak
mi5iine mase miSiia zdjelice i natkoljenice do stupnja te5ke pokretnosti uz pomod dvije Stake.

Bolesnica ne moZe izvesti dudanj, ne moZe se obuvati. Navedena miSiina slabostje shvaiena
kao miopatija uzrokovana steroidima te su ko(ikosteroidi iz'tzeti iz teraplje, na Sto ne dolazi
do klinidkog poboljSanja. Od patoloSkih laboratorijskih nalaza bolesnice izdvaja se uredan
nalaz kreatin kinaze, povi5en nalaz laktat-dehidrogenaze, ubrzana sedimetacija, poviSen CRP,
laboratorijski znaci o5te6enja funkcije jetre i bubrega. Elektromioneurografski nalaz upuduje
na miopatske promjene u oba gluteusa, obje natkoljenice, blaZe u obje nadlaktice. Osim
navedenog klinidkog entiteta, prema anamnezi, klinidkom nalazu, tijeku bolesti i udinjenoj
obradi dolaze u obzir i druge bolesti koji se prezentiraju slabo5iu proksimalnih mi5iia, u
prvom redu autoimune miopatije.
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, Klinka za djeije bolesti Zagreb, Klinika za pedijatriju, Zayod za djeiju neurologiju,
Klai6eva 16, 10000 Zagreb

Prikaz sludaja I

NaS pacijent je djedak, sada u dobi 12 godina, s molekulamo postavljenom dijagnozom
pojasne mi5i6ne distrohje (LGMD tip 2A), odnosno kalpainopatije. U dobi 1,5 godine su prvi
puta sludajno otkrivene povi5ene vrijednosti keatin kinaze (CK), koje su potom u vi5e
navrata kretale od 3600-10000 U/L. Rani razvojni miljokazi su opisani kao uredni. Prve
tegobe u smislu proksimalne mi5i6ne slabosti na nogama su zapodele u dobi 7 godina s
postupnom progresijom tegoba. Tada udinjenom dijagnostidkom obradom ne postavi se
etiolo5ka dijagnoza, a biopsija mi5i6a pokaZe nalaz upalne miopatije s eozinofilnim
infiltratom te je po konzultaciji imunoreumatologa postavljena dijagnoza eozinofilnog
polimiozitisa i zapo(,eta kortikosteroidna terapija. Kako ne dolazi do poboljSanja, a postupno
se razvio i obrazac pojasne mi5iine distrofije uz kontrakturu skodnog zgloba, prekine se
kortikosteroidna terapija te nastavi dijagnostidka obrada.Udinjeni se molekulama analiza nd
mutaciju kalpain3 (CAPN3) gena, te je dokazana mutacija5 50delA/550delA. Sada uz donje
ekstremitete ima i slabost proksimalne muskulature gomjih ekstremiteta te ramenog obruda,
skapule alate, izraient lumbalnu lordozu, nemogu6nost hoda na petama. Kardiolo5ka i
pulmoloSka obrada su uredni. Redovno provodi fizikalnu terapiju kod kuie, uz pra6enje
frzijatra. NaS pacijent je primjer varijabilnog fenotipa kod LGMD 2A, s moguiim podetkom
tegoba od djedje do odrasle dobi, te kako dij agnozu ne treba postavljati samo na temelju
patohistolo5ke dijagnoze, nego u korelaciji s klinidkom slikom.

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 physicatly 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 call 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 toDuchenneJike 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).

105

Goran Krakar, dr,med.spec.ped.

Prikaz sludaja 2
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GENETSKO SAVJETOVANJE, GENETSKO TESTIRANJE I
PRENATALNA DIJAGNOSTIKA LGMD

Nina CA),lKI-KLAIN

Hrvatski institut za istraZivanje mozga i Katedra za medicinksu biologiju
Medicinski fakultet Sveudiliita u Zagrebu

GENETSKO SAVJETOVANJE

Genetsko savjetovanje (l- ) je specijalizirani medicinski postupak koji u sebi sadrZi

racionalni i emocionalni dio, a obuhvaia proces komunikacije izmedu lijednika-savj etnika i

osobe ili para koji traZi savjet u vezi pojave ili ponavljanja genetskog o5te6enja u obitelj i.

Racionalni dio se odnosi na informaciju o prirodi, teZini, prognozi, etiologiji, vjerojatnosti

nastanka i moguinostima spredavanja pojave odredene bolesti. Emocionalni dio vodi raduna o

psiholo3kom stanju osobe koja treba razumjeti saopdenje kako bi mogla donijeti odluku koja

ie biti najbolja za nju. Posebna paLnja je posveiena emocionalnom aspekh: genetskog

savjetovanja Sto zahtijeva od genetskog savjetnika pomavanje tzv. procesa svladavanja

te5ko6a pacijenta ,,Coping process" (5):

l. Sok i poricanje

2. 'ljeskoba

3. Gnjev i krivnja

4. Depresija

5. Psihidka homeostaza

Nedovoljan broj educiranih medicinskih genetidara, uz neobidno nagli i sve sloZeniji razvoj

metoda koje omoguiuju postavljanje todne etiolo5ke dijagnoze idu6i od stanica blastociste do

klinidki jo5 zdrave osobe koja nosi smrtonosan gen za vi5e ili manje te5ku bolest nalaZu

multidisciplinami timski pristup strudnjaka razliditih profila od lijednika specijalista,

raznovrsnih znanstvenika do klinidkih psihologa i djelatnika socijalne skbi. Posebno je

potrebno naglasiti neophodnost bolje informiranosti lijednika specijalista u primamoj za5titi

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

dobiti genetsku informaciju.
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Osnovni preduvjet za genetsko savjetovanje je poznavanje todne etiolo5ke dijagnoze. U

sludaju LGMD to je nerijetko najve6i problem. Osim poznavanja nadina nasljedivanja ({ecle

autosomno dominantno l0% i de5ie autosomno recesivno 90% ), potrebno je voditi raduna i o

nekim drugim fenomenima poput penetrantnosti dominantnih gena, varijabilnosti klinidke

slike unutar iste i razliditih obitelji te posebno misliti na moguinost de novo nastalih mutacija

dija udestalost u sludaju dosad otkrivena pet gena: MYOT, LMNA, CAV3,DES i DNAJB6 nije

poznata. Na recesivu bolest treba posumnjati ako su roditelji u srodstvu ili iz istoga kraja te

ako postoji jo5 koji bolesnik u obitelji ili kraju odakle potjedu roditelji. U svakom sludaju,

najprije treba misliti na najdeSie tipove bolesti tj. na LGMD2A, LGMD2I, LLGMD2Bi 2L.

Ako se i posumnja na uzrodni gen od velike pomo6i je poznavanje najde5iih mutacija u

populaciji ispitanika. Zbog svega navedenog najbolje je uputiti osobu koja traZi savjet u

specijalizirano savjetovali5te za ZivdanomiSi6ne boleti

U sludaju LGMD postoji vi5e nadina kojima se moZe doii do dijagnoze i o demu je

prethodno bilo vi5e 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 rni5iia i analiza proteina iz zamrznutog mi5i6a (70"C) je vrlo korisna , ali nije

definitivna . Konadna dijagnoza bi trebala biti molekulama.

U sludaju deSiih autosomnih recesicnih LGMD npr.LGMD2A. moguie je testirati

partnere//partnerice bolesnika/bolesnica na prisutnost najde56ih mutacija u naSoj populaciji i

tako svesti na zanemaruju6i rizik ponavljanja bolesti u obitelji

TeZina mnogih od tih bolesti i nada u nove obe6avaju6e terapij ske pristupe nalaZu Sto ranije

otkrivanje njihovog todnog genetskog uzroka, Sto je preduvjet za:

. Sprjedavanje komplikacija

. Todniju prognozu bolesti

. Djelotvomo lijedenje

. Prevenciju

genetskim savjetovanjem: koje bi trebalo odrediti rizik ponavljanja i koje su mogu6nost

izbora (prenatalna ili preinplantacijska dijagrostika, heterologra inseminacija, donatorswo

oocite, adopcija, trajna kontracepcija itd)

:Percepcija rizika
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Bez obzira kako se iskazuje rizik u postocima ili relativno, par tu brojdanu todnost ,,prevodi"

u prihvatuiv ili neprihvatljiv rizik. Svi lijednici s iskustvom genetskog savjetovanja znaju da

je u istovjetnoj situaciji percepcija dva para ili osobe razlidita. Izuzev5i intelektualnu i

sociokultumu razinu pacijenata, odredeni dimbenici mijenjaju percepciju rizika. Ovdje treba

spomenuti:

o TeZinu bolesti i nadin na koji ju prihvaia okolina

. Moguii terapijski vidici i nadanje koje u njih daje obitelj

o Broj zdrave i /ili bolesne djece koju ve6 ima par

o Mogu6nostprenatalne dijagnostike

Ovisno o tome Sto su proZivjeli i ovisno o vlastitoj percepciji rizika, par 6e trebati donijeti

odluku da li da ima ili nema dijete. Nije rijetko da parovi traZe od lijednika direktivan stav,

istinski savjet. Medutim, genetski savjetnik mora dati najiscrpniju i najsuvremeniju

informaciju, ali bez utjecanja na odluku.

GENETSKO SAVJETOVANJE I GEITETSKO TESTIRANJE

Kako bi se osiguralo, da genetsko testiranje bude Sto djelotvomije i izvedeno na Sto

primjereniji nadin po najviSim standardima, potrebno gaje smatrati sveobuhvatnim procesom,

a nejednostavnim laboratorijskim postupkom. Taj se proces sastoji iz tri jednako vaZna dijela:

l.Priprema, informacija i privola

2.Laboratorijska analiza

3.Obja5njenje rezultata i pomo6 (medicinska,psiholo5ka, socijalna)

Pojedine od navedenih faza mogu razlidito dugo trajati, Sto ovisi o teZini bolesti i metodama

koje nam omoguiuju potvrdu ili iskljudenje.

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

testova?

Genetski teslje analiza nekog specifidnog gena, njegovog produkta ili funkcije, ili neka druga

analiza na razini DNK ili komosoma, koja ima za cilj da otkrije ili iskljudi neko o5tedenje
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koje je vjerojatno povezano s odredenim genetskim poremedajem. Genetski test se razlikuje

od ostalih vrsta medicinskih testova budu6i da ne izaziva iste emocionalne, etidke i socijalne

probleme poput drugih medicinskih testova zbog niZe navedenih razloga:

Privola nakon informacije o testu

Prethodno navedeni razlozi objaSnjavaju za5to je prije svakog genetskog testiranja potrebno

informirati potencijalnog ispitanika o koristi i Stetnim posljedicama testiranja. Odito je, da

vaZnost shva6anja informacije ovisi o vrsti bolesti i stanju ispitanika (bolesnik, potencijalni

bolesnik jer u obilelji postoji bolest , "znaliLeljna " osoba, itd). Osim toga potrebno je voditi

raduna, da upotrebom iste tehnologije tj. isti test moZe biti "dijagnostidki", "presimptomatski"

ili "prediktivan"(predvidajuii). Ako se ne razumiju osnovne razlike medu tim testovima moZe

doii do ozbiljnih posljedica.

Dijagnostidki genetski testje test koji se izvodi na bolesniku koji na osnovi klinidke 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 6e se pojaviti

jednom u buduinosti.

Prediktivan genetski test se odnosi na osobe koje su obidno zdrave, ili na bolesnike koji

imaju simptome koji se ne odnose na bolest koja se testira. Medutim naziv prediktivan

genetski testje bolje upotrebljavati za sludajeve u kojima je rizik za pojavu bolesti znatno

poveian ili smanjen u odnosu na op6u populaciju, ali bez bilo kakvog srupnja sigumosti

da 6e do6i do bolesti.

Presimptomatski genetski test bi se trebao upotreblj avati za sludajeve u kojima 6e

abnormalni rezultat testa imali za posljedicu gotovo neizbjeZan nastanak bolesti u nekom

kasnijem periodu Zivota.
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YJEZBE U LABORATORIJU

Astrid MILIC

Galapagos istraZivadki centar, Zagreb

Proteinska analiza jedan je od pristupa u dijagnostici pojasnih miSidnih distrofija. Istovremena

analiza vi3e proteina dini ovaj pristup desto prvim dijagnostidkim izborom, a s ciljem brze

potvrde klinidki postavljene dijagnoze. To je posebice korisno kada je na temelju klinidke

slike teSko odrediti podtip pojasne mi5iine distrofrje ili kada je analiza odgovarajuieg gena

dugotrajna.

Rezultat proteinske analize oditava se kao prisustvo (normalno stanje) ili
smanjenje/nedostatak proteina (patoloiko stanje).

Analiza proteina podrazumjeva koriStenje slijede6ih metoda:

- denaturirajuda poliakrilamidna gel elektroforeza

(engl. sodium-dodecyl sulphate polyacrylamide gel elctrophoresis, SDS-PAGE)

- prijenos elektroforetski razdvojenih proteina na membranu

(engl. Westem blotting)

- inkubacija prenesenih proteina s odgovaraju6im protutijelima

Gore navedenim metodama prethodi priprema uzoraka za SDS-PAGE, Sto u sludaju kori5tenja

mi5i6nog tkiva podrazumjeva smrzavanje miSiia dobivenog biopsijom, te potom

homogenizaciju mi5i6nog tkiva. U sludaju disferlina (LGMD2B) izvor proteina mogu biti i

monociti iz pune krvi, pa u tom sludaju priprema uzorka ukljuduj e razdvajanje limfocita i

monocita od ostalih krvnih stanica, potom daljnje razd,tajanje monocita, te na kraju njihow

lizu.

Analiza proteina iz mi5i6nog tkiva

Priprema proteinskog uzorka za analizu, a nakon obavljene mi5idne biopsije, ukljuduje:

- smrzavanje mi5i6a

- homogenizaciju mi5idnog tkiva

lll



Smrzavanje miiida

Smrzavanje mi5iia prvi je i jedan od najvaZnijih koraka u analizi proteina mi5iinog tkiva.

Nepravilno smrzavanje dovodi do razgradnje proteina, te se rezultat dobiven za takav mi5i6 ne

moZe interpretirati na pravilan nadin.

Pravilno smrzavanje za potrebe Westem blot analize zna(,i da se mi5i6 odmah nakon biopsije

stavlja u termootpomu epruvetu i uranja u posudu sa tekuiim duSikom. Poslije tridesetak

sekundi, koliko je potrebno za smrzavanje mi5iia, epruveta se izvadi iz tekuieg duiika i do

analize pohranjuje na -80"C.

H om o ge n il,ac ij a m ii i d n o g I kiva

Homogenizacija se izvodi neposredno prije elektroforeze proteina, a sastoji se od dodavanja

20 volumena pufera za homogenizaciju izvaganom mi5iiu. Kori5tenjem homogenizatora

uzorak miSiia homogenizira se 2-3 puta po 5 sekundi. Dobivena smjesa se potom zagrijava 5

minuta na 95"C, te centrifugira 5 minuta. Po zavr5enom centrifugiranju nadtalog koji sadrZi

proteine odvaja se od taloga i koristi u daljnjoj analizi.

Uz mi5i6 ispitanika, uvijek je poZeljno pripremiti i kontrolni uzorak, tj. mi5i6 osobe za koju se

pouzdano ma da ne boluje od mi5i6ne distrofrje.

Analiza proteina iz uzorka pune krvi

Priprema proteinskog uzorka za analint iz pune krvi ukljuduje:

- 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 gusto6e fikola. Ova metoda ukljuduje nadslojavanje krvi sa fikolom i

centrifugiranje, a temelji se na razlici u gustoii izmedu mononukleamih stanica (limfociti i
monociti) i ostalih krvnih stanica./elemenata.Nakon centrifugiranja na dnu epruvete zaostati 6e

granulociti i eritrociti (veia gustoia od fikola), dok ie prvi sloj (prsten) iznad frkola biti
upravo sloj mononukleamih stanica.

Dobiveni sloj mononukleamih stanica se prenosi u distu 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 i proteinsku analizu nastaviti iskljudivo sa monocitima. Za razdvajanje limfocita

i monocita moZe se koristiti nekoliko pristupa, medu kojima je najbolje kori5tenje tzv.

magnetskih kuglica. U tom postupku mononukleame stanice inkubiraju se sa CDl4-

magnetskim kuglicama koje ie se vezati za monocite, a s obzirom da je CDl4 specifidan

marker za monocite. Propu5tanjem suspenzije monoukleamih stanica na magnetskoj koloni

uz magnet 6e ostati vezani iskljudivo monociti sa vezanim CDl4-magnetskim kuglicama, dok

6e limfociti nesmetano pro6i kolonu.

Liza mononukleomih stanica

Prodi5ieni monociti nadalje se inkubiraju s odgovaraju6eg puferom za lizn, a potom

centrifugiraju pod istim uvjetima kao uzorci mi3idnog tkiva. Dobiveni nadtalog sadrZi

proteine spremne za daljnju analizu.

Uz kv 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 miSi6ne distrofije.

Denaturiraju6a poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je denaturirajuia elektroforeza koja se provodi u poliakrilamidnom gelu. Rijed 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 vezujuii se na protein razbija njegow

kvartemu strukturu i proteinskoj molekuli daje viSestruki negativni naboj. Kolidina vezanog

natrij dodecil sulfata proporcionalna je molekulskoj masi proteina, a neovisna o

aminokiselinskom slijedu. To znadi i da je ukupan negativan naboj proteina proporcionalan

njegovoj velidini, na osnovu koje ie se proteini razdttajati tijekom elektroforeze.

Razdvajanje SDS-proteinskih kompleksa provodi se u poliakrilamidnom gelu koji nastaje

umreZenjem akilamida i N,N'-metilenbisakrilamida. UmreZenjem se swaraju pore za prolaz

SDS-proteinskih kompleksa, a njihova velidina (ovisna o gustodi, tj. postotnosti gela) odabire

se prema velidinama proteina koje Zelimo razdvojiti. Kako kod proteina mi5i6nog tkiva

postoji velika razlika u molekulamoj masi razdvajaju6i gel mora biti gradijentni (gradijent

gusto6e gela, najlel& 4-7%), a da bi se svi spomenuti proteini mogli dovoljno razdvojiti.
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otopina za iztadr gela izlijeva se izmedu dva vertikalno postavljena stakla. Umetanjem deslja

izmedu dva stakla nakon polimerizacije zaostaju tm. jalice, tj. udubine u koje se nanosi

odredeni volumen proteinskog uzorka. za postizanje Sto boljeg razdvajanja proteina koristi se

tzv. diskontinuirana elektroforeza, u koj oj se poliakrilamidni gel sastoji od gomjeg

sabijajuieg i donjeg razdvajaju6eg gela (slika l). U sabijajuiem gelu dolazi do koncentriranja

tj. sabijanja proteina u tanki sloj, a ulaskom u donji, razdvajajuii gel, proteini se razdvajaju na

osnovu svoje velidine.

SDS-proteinski kompleksi su negativnog naboja, pa putuju prema anodi i zbog prije

navedenih karakteristika gela njihovaje pokretljivost, tj. udaljenost koju prijedu u odredenom

vremenu obmuto proporcionalna logro njihove molekulske mase. Ta dinjenica omoguiava da

se koriStenjem proteina poznate molekulske mase (tzv. standardi) moZe odrediti (ili provjeriti)

molekulska masa svakog proteina iz na5eg uzorka.

I

;

Slika l. Prikaz aparature za denaturiraj6u poliakrilamidnu gel elektroforezu

Prijenos proteina na membranu (eagl. western blotting)

westem blot analiza je postupak prijenosa elektroforetski razdvojenih proteina sa

poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu, najlonsku ili polivinitidendifluoridnu (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 sraganje tzv.
<sendvida> u kojem se poliakrilamidni gel i membran a nalaze izmedu filter papira. Dno
sendvida dini odrecleni broj filter papira, zatim membrana, poliakrilamidni gel, te ponovno isti
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broj filter papira. PoloZaj sendvida u aparaturi, u odnosu na elektrode, mora biti takav da

omoguii da negativno nabijeni proteini sa gela prijedu na membranu. Trajanje prijenosa ovisi

o velidinama proteina koje analiziramo, pa je tako kod proteina ukljudenih u nastanak

razliditih tipova mi5i6nih distrohja potrebno odrediti optimalno vrijeme za prijenos i malih

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

3. frlter D6[iti natqtitn pd..u,

d filtotpa4n natoplixi p eron

E. /fijesta spaioaja s izvogn .t. struj.

B

1. toutur. in r Daot
5 q.tut z,Ntub.@ts

.,.tda ni.h 2, s,lljutic ca Evavr

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

prijenos; B. Moki prijenos prote ina na membranu

Za provjeru uspje5nosti prijenosa na membranu koristi se Coomassie Briliant Blue boja pri

demu se eventualno zaostali proteini na gelu oboje plavo. Ovo bojanje je ujedno i nadin

detekcije najzastupljenijeg proteina u miSiinom tkivu, miozina. Usporedba kolidine miozina u

kontrolnom uzorku i uzorku miSi6a koji ispitujemo je ujedno provjera da li je mi5i6 dobro

smrznut. Uslijed nepravilnog smrzavanj a dolazi do razgradnje proteina 5to se uodava

smanjenjem kolidine miozina, te rezultat dobiven za takav uzorak nije mogu6e interpretirati.

VaZno je spomenuti da smanjenje kolidine miozina moZe biti i posljedica uznapredovale

miSi6ne distrofrje, pa je i tada nemogu6e interpretirati dobiveni rezultat.

Inkubacija s specifidnim protutijelima

Nakon zavrSenog prijenosa proteini su vezani za povr5inu membrane, te se inkubiraju sa

specifidnim primamim protutijelima (edno ili vise njih), a u nastavku i sa sekundarnim

protutijelom. Uvjete inkubacije (trajanje, temperatura) propisuje proizvotlad protutijela.
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Sekundamo protutijelo je najde56e obiljeZeno enzimom peroksidazom ili alkalnom

fosfatazom, pa se nakon inkubacije na membranu nanosi otopina koja sadrZi pufer i supstrat

za odgovarajuii enzim. Jedan od mogu6ih nadina detekcije je da na mjestima reakcije enzima

i suspstrata proteini postaju vidljivi kao ljubidasto (alkalna fosfataza) ili smede (peroksidaza)

obojene rrpce (slika 3).

sekundarno prorutij.lo obil.,.r.no
Perokidazom (HRP)

l
A
/t
A
DAB

Prctei4i ii ithog tkiva wzdni :d e bt t

Slika 3. Prikaz postupka inkubacije membrane sa protutijelima i krajnja detekcija proteina sa enzimskim

supstratom. U prikazu je sekunadamo protutijelo obiljeZeno peroksidazom, pa su wpce protein iz mi5i6nog

tkiva smede boje.
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SEMINAR IZ GENETIKE
Direktna i indirektna genska analiza u dijagnostici pojasnih mi5i6nih distrolija

Astrid MILIC

Galapagos istraZivaiki centar, Zagreb

Klinidki postavljenu dijagnozu pojasne miSiine distrofije moguie je, osim proteinske analize,

potvrditi i analizom odredenog gena koristenjem razliditih DNA metoda. Pritom, genska

analiza mole biti direktna ili indirektna. Potrebno je naglasiti da je direktna molekulama

analiza mutacija defi nitivna dijagnoza.

Direktna genska analiza

Direktna genska analiza podrazumjeva analizu odredenog gena na prisutnost mutacije kojaje

vet poznata unutar populacije ispitanika ili ju tek treba otkriti. U drugom sludaju, analiza

podrazumjeva umnaZanje svakog pojedinog dijela gena landanom reakcijom polimeraze

(engl. polymerase chain reaction, PCR), te potom DNA sekvencioniranje svakog PCR

produkta. Kada je poznat smje5taj i tip mutacija, za njihovo otkrivanje u novih pacijenata

koriste sejednostavnije metode detekcije kao Sto su:

- laniana reakcija polimerazom,

- alel-specifiini PCR (engl. allele specific polymerase chain reaction, ASA-PCR), te

- cijepanje DNA restrikcijskim enzimima (engl. restriction lragment lenght

poll.rnorphism, RF LP).

Laniana reakcija polimerazom brza je i specifidna metoda ,z vitro sinteze nukleinskih

kiselina kojom se specifidni odsjedak DNA moZe umnoZiti u velikom broju kopija. Preduvjet

umnaZanja je pomavanje nukleotidnog slijeda regije koju Zelimo umnoZiti, jer to omogudava

odabir pravih oligonukleotidnih podetnica. Reakcijska smjesa sadrZava genomsku DNA, par

oligonukleotidnih podetnica, smjesu sva detiri deoksiribonukleotida, PCR pufer i Taq DNA

polimerazu. Reakcija umnaZanja izvodi se u stroju za landanu reakciju polimerazom, a uvjeti
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pod kojima se reakcija odvija ovise o karakteristikama regije koju Zelimo umnoZiti. Op6enito,

jedan reakcijski ciklus se dijeli na tri dijela: denaturaciju (razdvajanje DNA lanaca),

lijepljenje podetnica (engl. annealing) i sintezu DNA. Trajanje svakog dijela, temperatura na

kojoj 6e se svaki dio odvijati, te broj reakcijskih ciklusa ovise o regiji koja se umnoZava.

Nakon zavr5etka reakcije, uspje5nost rekacije, tj. provjera produkata najde5ie se provodi

elektroforezom u agaroznom gelu.

Alel specifiina Ianiana reakcija polimerazom omoguiava brzu i direktnu detekciju

todkastih mutacija. To se postiZe kori5tenjem dva para oligonukleotidnih podetnica, tzv.

vanjskih i unutamjih podetnica. Vanjske podetnice umnaZaju regiju koja je njima omedena

(kao kod klasidnog PCR-a). Jedna unutamja podetnica ima normalan slijed nukleotida, dok

druga ima slijed "mutirane" DNA. Ovisno o svoj stvu ispitivane DNA (normalna ili mutirana)

ovisiti ie da li 6e se i koja ie se od unutarnjih podetnica vezati za DNA i umnaZati odredenu

regiju. Alel specifidni PCR je, u usporedbi sa klasidnim PCR-om, brZa metoda jer je

provjerom rezultata alel specifidnog PCR-a elektroforezom u agaroznom gelu odmah mogu6e

detektirati prisutnost mutacije.

RFLP metoda temelji se na kori5tenju restrikcijskih endonukleaza, bakterijskih enzima koji

cijepaju molekulu DNA ukoliko sadrZi odgovarajuii nukleotidni slijed, specifidan za svaki

enzim. Osnova ove metode je dinjenica da mutacija moZe stvoriti novo restrikcijsko mjesto za

odredenu endonukleazu, odnosno ukloniti do tada postoje6e mjesto djelovanja restrikcijskog

enzima. RFLP metoda podrazumjeva inkubaciju PCR produkta sa enzimom i odgovaraju6im

puferom pod uvjetima (trajanje, temperatura) koji su optimalni za kori5teni enzim.

Primjeri direktne genske an alize:

Diiasnostika poiasne miSiine distrofiie tin 2A (kaloaiqopatiie): analiza CAPN3 eena

Pojasna mi5iina distrofrja tip 2A (LGMD2A) je autosomno recesivna mi5i6na bolest

uzrokovana mutacijama u CAPN3 genu koji kodira kalpain 3. Danas je poznato viSe od 300

CIPN3 mutacija rasprostranjenih uzduZ cijelog gena. CAPN3 rutacije prisutne u nekoj

populaciji ovise o njezinom geografskom i etnidkom porijeklu.

Upotrebom specifidne strategije i direktne genske analize hrvatskih LGMD2A obitelji

prona<leno je 6 razliditih CAPN3 mutacija u naSoj populaicji kojima se otkriva oko 95%

patoloskih GIPNJ 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 l-3).

t23 45
I

-rr-i*{G

I 3

I 2 3 4

Slika l. Odredivanje 550delA mutacije alel specifiEnom lanEanom reakcijom polimerazom. Prikaz

agaroznog gela u kojem su DNA fragmerti vizualizirani etidij bromidom. Stupac l: biljeg molekulame

mase; stupac 2: kontrola divlji tip DNA (rlt/wt)- gomja vrpca odgovara regiji umnoZenoj vanjskim podetnicama,

a donjaje umnoZenajednom vanjskom i "normalnom" unutamjom potetnicom; stupac 3: kontrola heterozigot za

ispitivanu mutacijui stupac 4: kontrola homozigot za ispitivanu mutaciju - gomja vrpca odgovara regiji

umnoZenoj vanjskim podetnicama, a donja je umnoZena pomodu "mutirane" poaetnice; stupac 5: gledajuii

kontrole mo2e se zakljuditi da ovaj uzorak ne nosi analiziranu mutactu, tj. daje wt / wt.

Slika 2. Odreilivanje R54tW m[tacije (stvara restrikcijsko mjesto) larEanom reakcijom polimerazom i

inkubacijom sa restrikcijskim enzimom. Prikaz agaroznog gela u kojem su DNA fragmerti vizualizirani

etidij bromidom. Stupac l: biljeg molekulame masel stupac 2: kontrola divlji tip DNA (wt/wt)- detektirana

vrpca odgovara nepocijepanom PCR produktu; stupac 3: kontrola heterozigot za ispitivanu mutaciju - uz gomju

trpcu prisutne su i dvije donje vrpce koje nastaju cijepanjem PCR produlta zbog prisutnosti mutacije; stupac 4:

gledajuii kontrole moZe se zakljuditi daje rijed o divljem tipu DNA (wt/wt) za analiziranu mutaciju.

Slika 3. Odrealivanje lsbp delecije (delFWSAL) lantanom reakcijom polimerazom. Prikaz nativnog

poliakrilamidnog gela u kojem su DNA fragmenti vidljivi nakon bojanja gela srebrom. Stupac l: biljeg

molekulame mase; stupac 2: kontrola za divlji tip DNA (\Itlwt)- oba alela imaju normalnu velidinu; stupac 3:

kontrola heterozigot za ispitivanu mutaciju- uz "normalnu" lrpcu, prisutna je i "mutirana" vrpca smanjena za l5
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pb zbog prisutnosti delecije (oznadena strelicom); stupac 4: prema kontrolama moze se zakljuditi da uzorak u

shrpcu 3 odgovara normalnoj DNA.

Indirektna g€nska analiza

Analiza genetske povezanosti (engl. lir*.age analysis) je indirektna metoda genske analize

koja predstavlja vrlo koristan dijagnostidki pristup u sludajevima kada je direktna genska

analiza dugotrajna i zahtjevna (najde5ie zbog velidine gena), a proteinska analiza nije moguda

(npr. zbog nepostojanja specifidnih protutijela).

Glavni preduvjet za kori5tenje analize genetske povezanosti u dijagnostidke svrhe

istovremena je analiza najmanje dvije generacije, gdje je obavezno uz bolesnika sa sigumom

klinidkom dijagnozom ipo mogu6nosti potvrdenom molekulamom ili proteinskom

dijagnozom potrebno analizirati i zdravog brata ili sestru kako bi se odredio kromosom (faza)

koji nosi mutirani gen. Osim u dijagnostidke svrhe, analiza genske povezanosti moZe posluZiti

u istraZivanju starosti i porijekla odredene genske mutacije. Todnije, usporedba haplotipa

osoba koje nose istu mutaciju na nekom kromosomu moZe u sludaju istih haplotipa ukazati na

isto porijeklo i postojanje tzv. efekta osnivata (engl. founder effect).

Analiza genske povezanosti temelji se na praienju nasljetlivanja biljega, a to su najde5ie

mikosatelitni markeri. Mikrosateliti su jedan od tri tipa uzastopno ponavljajuiih DNA

slijedova dija velidina osnovne jedinice (2-5 nukleotida), te broj ponavljanja moZe biti vrlo

varijabilan u opioj populaciji. Analizom dlanova jedne obitelji moZe se pratiti njihovo

nasljedivanje. Pritom, mikrosatelitni markeri moraju biti smjeSteni s obje strane iSto bliZe

genu koji se ispituje, da bi se izbjegao proces rekombinacije, tj. crossing-over i da bi se

njihovom analizom i pra6enjem njihovog nasljedivanja moglo pratiti nasljeclivanje odredene

bolesti u obitelji.

Za izvodenje analize genetske povezanosti potrebno je pomavati mikosatelitne markere koje

iemo koristiti u analizi. Poznavanje markera podrazumjeva poznavanje njihovog smje5taja na

odredenom kromosomu, posebice u odnosu na smjeStaj gena od interesa. Osim njihovog

smje5taja bitno je znati da li su jedinice ponavljanja dva-, tri- ili detirinukleotidi kako bi se

tome prilagodila metoda razdvajanla DNA fiagmenata (elektroforeza DNA u

poliakrilamidnom gelu). Vrlo vaZan podatak predstavlja i poznavanje broja jedinica

ponavljanja, odnosno poznavanje konadne velidine DNA fragmenta za svaki analizirani

marker. Svi navedeni podaci o mikrosatelitnim markerima dobiveni su analizama velikog

broja humanih DNA uzoraka i dostupni su u literaturi i na intemetu (ylury.gdb.als;
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www.cephb.fr). Uobidajeno se prilikom analize genske povezanosti koristi 4-5 mikrosatelitnih

markera koji se nalaze Sto bliZe mjestu gena od interesa.

Metode koje koristimo prilikom analize genske povezanosti su:

- laniana reakcija polimerazom i

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

electrophoresis, DNA PAGE).

Landanom reakcijom polimeraze svaki se marker umnoZi uz pomo6 pravilno izabranih

oligonukleotidnih podetnica. Dobiveni DNA fragmenti se potom razdvoje u poliakrilamidnom

gelu. Karakteristike poliakrilamidnog gela i uvjeti elektroforeze moraju biti takvi da omoguie

razdvajanje 2 DNA fragmenata u svakom ispitivanom uzorku (edan alel nasljeden od majke,

drugi od oca) koji se eventualno razlikuju u svega 2, 3 lli 4 bazna para. Na istom gelu mogu6e

je analizirati i vi5e od jednog markera, ovisno o njihovim velidinama. Nakon zavrlene

elektroforeze, poliakrilamidni gel se oboji srebrom pri demu postanu vidljivi DNA fragmenti

ili se rezultati oditaju kompjuterski ako je kori5ten DNA sekvenator. Velidine DNA vrpci

<oditaju> se za svaki analizirani uzorak, odnosno za svaki analizirani mikrosatelitni marker.

<Oditanim> velidinama mirkosatelitinih markera dogovomo se pridruZi odgovaraju6i

jednoznamenkasti broj poznat iz literature. Takav nadin obiljeZavanja velidina mikrosatelitnih

markera koristi se radi lakSeg pisanja haplotipa i mogu6nosti usporedbe rezultata izmedu

razliditih laboratorija. Tek kada su <oditani> rezultati DNA elektroforeze za svaki pojedini

marker, moZe se pristupiti konstruiranju haplotipa. Todnije, rezultati za svaki marker poredaju

se jedan ispod drugog prema redoslijedu markera na kromosomu i pritom dobiveni niz

brojeva predstavlja haplotip ispitivanog tzorka za koriStene mikosatelitne markere. Opisani

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

Primjeri indirektne genske analize:

Diiasnostika ooiasne miSiine distrofiie tio 2B (disferlinooatiia)

U indirektnoj genskoj analizi LGMD2B koriste se 4 mikrosatelitna markera: D2S21 13,

Cy172-H32, 104-sat i D2S29l . Navedeni su prema svom smjeltaju na komosomu 2 (od

telomere prema centromeri), pri demu su marker Cyl72-H32 i 104-sat intragenski markeri.
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Na osnolu rezultata dobivenih za svaki pojedini marker, idntificirani su haplotipovi za svakog

pojedinog dlana obitelji, te konadni rezultati ukazuju na postojanje povezanosti za LGMD2B .
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Zadatak l: Direktna genska analiza LGMD2A-mutacija R49H

R49H mutacija smjeStena je u egzonu I CAPN3 gena. Rijed je o mutaciji u kojoj je jedan

nukleotid zamjenjen drugim: CGC > CAC. Na proteinskoj razini aminokiselina arginin

(kodirana trinukleotidom CGC) zamjenjenaje histidinom (kodirana trinukleotidom CAC).

Dijagnostika R49H mutacije osniva se na kombinaciji landane eakcije polimeraze (PCR), te

potom cijepanja PCR produkta specifidnim restrikcijskim enzimom ItaI.

Velidina PCR produkta iznosi 438bp.

Unutar umnozenog slijeda postoje dva restrikcijska mjesla za Ital enziin'.
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2. prisutno samo u ,,normalnom" slijedu; prisutnost R49H mutacUe ,,bri5e"

restrikcijsko mjesto

ovo

GCNGC
CGNCG

GCNAC
CGNTG

,,normalni" slijed R49H mutirani slijed

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

Na osnovu navednih podataka, kao i onih na slici 4. odredite velidine DNA fragmenata koje

mozemo pronadi u:

- zdravog homozigota (wt/wt)

- zdravog heterczigota (R49fvwt)

- bolesnog homozigota (R49FUR49H)

105 bp 102 bp 230 bp

1 2
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332bp

23Obp

l05bp

l02bp

Zadatak 2: Indirektna genska analiza LGMD2I

Pojasna miSiina distrofrja tip 2l (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 D195606.

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

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

ZADATAK JE (O.ITATI) REZULTATE ZA SVAKI MARKER, ODREDITI

HAPLOTIP ZA SVAKOG IIANA OBITELJI, TE NA TEMELJU DOBIVENIH

HAPLOTIPA ODREDITI DA LI POSTOJI MOGU.NOST DA DRUGO DIJETE (II,2)

BOLUJE OD LGMD2I!
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POJASNE MISICNE DISTROFIJE (LGMD):

Definicija, klasifikacija, genetika
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misica kd! lralleri2iu slabosi i r0rdanj. pr.t lro Foksimdnih misiaa larenog
, zqdd'og poduqa Kcxtt. suka i uj.k b&sri liaagno vanaju 0*rn0 0
g€r'€Erm uzlolriku. a moguc€ s! v€lik! individldn. ..iike unuE islog g€n. i

mui3.jj.. obziroo na naan nadj€dy,i:r za sada poznaio deor 9tu8, {8 gs'a) s
a&sonno dorimnhin i teii! (16 gda) s Mosomno rc.lsiynim natlnon
ndj€nyatF Dijagnditk, LGi,!D se d6l.s osnvd na lofldemedanon klinicron.
ge.sbkom, plLinslom i oNA gistpu tto i6 iquaink@itje u otriru spccijdanldnih

mu'lmisicnih c8it ra 2a rijetc bdesli.

POJASNE MISICNE DISTROFIJE
Limb Girdle Muscular Dystrophies (LGMD)

. opisni naziv za misicne distrofije koje su povije$o zajedno sv6tane
zbog klini&ih karakterislika kqe preterno 2ahvac"ju pqasniobrua t.j
muskulat!ru zdjdice i ramena

. S pqavom u djeqe li odraslo iivotno doba

Razlikuiu se od aescih miiitoih dislrofija loje aine

- X-vezana DMD/BMD (disbofnopaliie) i

' autosomno dorninantna FSHD.

Predltariaju raridle bdestimrSiaa kqe karaherizira slabosl r

propadanie pretelno Foksimalnih miiiaa ramenog i zdjdihog podruqa.

Histdoski distofi&n proces (nekrozaJegeneradja)

. Klini&a s/ika r tiiek bdesti znacajno vanraju ousno o genelskom
uzro&rku. a moguie su vel,ke indiv'dualne radike unutar istog gena i

mulaoje

. obzirom na na&n naslietlivanla po6tq qeda grupa (8 gena)s
aulosomno do.ninantnim r aesca (16 gena)s aulosomno recesivnim
nafjnom nasliedivania

Klasifikacija

1

Osnovne karakteristike LGMD
. PoEetak u prvim dekadama iivota

' slmptomi misiine slabosti u ramenom i /ili zdjeliEnom

obruau

. Relativno polagan tijek, koji ipak moie dovesti do

teEkog trajnog invaliditeta i desto do preuranjenog kraja

' Autosoman recesivan (AR) naiin nasljeilivanja





1884. Erb uveo naziv

"Dystrophia muscularis
progressiva"

Erb (1891)prvi pokuiao
klasificirati miSi6ne distrofije

Smatrao da se ne radi o jedroj bolesti ved o
grupt poremeca,a

ERBOVA KLASIFTKAC'JA (r 891 )

PRoGREStvNE MtStcNE DtSTRoFUE

oPlS sod. BoLEST GLAVNI SIIVPTOIVI

Duchenneova MD

"Palalysie musculaire
pseudohyperfophique
ou fiyescl6rosique"

' Poaetak u dietinjstvu
. Progresivna misianr slabost

' Znaaajno povecani listovi

1881 Landouzyleva i

oeierineova
" l'ryopathie atrophique
progressive"

. Poaetak u dletanjstvu ili
adolescenciji

. Preteina slabost miai6a
lica i6mena

E6ov "Juvrnile Form"

des prog.eisiven
Muskelatrophie

' Poaelak u adolesceniji
. Poiteda lica iselektivna

slabost proksimalnih mi5i6a

KLASIFIKACIJA PROGRESIVNIH

MrsrcNrH DTSTRoFTJA (PMD)
Nastavak

8dt.J.1943 Kesifik.rij. P 0 n. oriovikliniak.slir.i nrain.
s.n.tstor n.sljtdivanj.: ).,R. AD, AR

Lairoi,H.rgs1 Prcdl.t. .uiv poj.rn! miaiai. disrofj.
( Limtclrdllilu!cular Dlstrophy (LGMD) ra AR
oblik. PMo

19

Pr.d.Iu d.3. r.!d!iri velit! rtuplic PilD:
. xR.r. Dod..ncov opi! {Dtto)
. ,'D r. nloD.liiu roju 3u oplsdlL.ndoury loq.unn. --t

,.dolc.pulohumr.ln.d 5ltr. dHofij.
. An.lr [Gf,O (W&m eI.tF.!! !u tn.uJl d. v.ain.

Cua.jd. lcl*) otsrd. n. ouir rol F odsar rro E6ov
"d.drr'.&i oDlil' P D

GENETIKA LGMD
Otkricedistrofinskog gena(strategi,a obmute genetike) i

njegovog oSteaenog proteina u 0M0iBM0 otvorilo je novi
put razjasnjenju drugih miaianih distrofiia

Pdmjen. analizo genetskog povezivanja nate obitelji
(geretski homogene i informatiyne) imale su za posljedicu:

.ldentifi cir.nje mnogih razliiitih lokus.

. 0tkri6e gene,tske heterogenosti

Nagli razvoj naieg razumijevanja

molekularnih mehanizama mnogih

od tih bolesti velikim dijelom

dugujemo napretku molekularne

tehnologije od 80. i pod. 90. god.

pro5log stoljeia.

2

1868

1881

ldentilikaciia skupina bolesnika izzajednic, s visokim
srodstvom (amigi, lnenonhi, obitelji iz Tun isa, otoka
Reunionl iAR M0 koje su odgovarale postavUenim

kiterijima Waltona i Natuassa (i954)





NAJZNACAJNIJA GENETSKA OTKRICA ZA

RAZUMIJEVANJE I DIJAGNOTIKU LGMD

l.ldentifikaciia dishofinskog gena

2.0lkri6e proteina vezanih za distrofin (DAP)

3. Projekt humanog genoma

Kasnile je naziv zamijenjen novim

todnijim i opisnim terminom
pozicijsko kloniranje

(Collins F. Positional cloning: let's not

call it reverse anymore.Nature

Genet.'1992; 1 :3-6) .

1. Otkriie distrofinskog gena i njegovog
o5te6enog proteina u DMD/BMD bolesnika

bilole odluiujuie u dva pogleda:

. Pokazaloje mo6 strategile pozicijskog kloniranja

- Dalo novo dijagnostidko sredstvo.analizu proteina

U sluiaju DMD nisu bili poznati niti funkcija niti
produk gena. Zbog toga je trebalo najprije smjestiti
gen na odredeno podruije na X kromosomu. Po

naainu nasljedivanja seznalo da se radio X
kromosomu, ali nije bilo znano gdjer dugi ili kratak
krak, regija, pruga, itd. Zatim se na osnovite
informacije uz pomoa raznih metoda molekulame
biologije trebalo identificirati lraieni gen, Takav pristup
kojim se geni kloniraju na osnovi istraiivanja genoma.

a ne produkta gena najprije se nazivao
invezna, reverzna ili obrnuta genetika

r'-'lr*r.i*
( )'**

3

POZICIJSKO KLONIRANJE

oznadava postupak koji ima za cilj
identifikaciju gena ,d'rja funkcija i produkt

nisu poznati, a sastoji se od:

l.Smjeitala gena na odrealeni kromosom

2. Molekularne analize odgovarajudeg genomskog
podrudja (Collins,'1992)

F rrc\ox





SMJESTAJ DMD gena -prvi korak u
pozicijskom kloniranju DMD

p21

x
VerellenDumoulinC LindenbaumR CankiN

t (X;2.l)(p2l ) t(X;l)(pll06or2l t (X;3) (p2'l;ql3)

Hum Genet,1984 J Med Genet,1979 Ann Genet,1979

/t

'l

n

t
o

l,r

r!'
lt-

t!0
"t

MontaZa nornralnih i
preinatenih kromosoma 3 i
X upotrebom RIIA* pruga
(R-pruge nakon obrade
BrdU-om i bojanja
naranEastim akridinom).

A- Kasna replikacija (lj. inaktivnost)
normalnoS X komosoma.

B i C. Knsna replik.cija tanslociranog
X kromosoma i Sirenje ka!no8" izgleda
na rranslocirani dio komosoma 3

Prekretnicu u razumijevanju nastanka i

medusobnog razlikovanja miSi6nih

distrolija predstavlja otkriie i kloniranje

najvedeg poznatog gena u dovjeka -

distrofi na(Monaco i sur. 1 986)
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Normalna sekvenca

e9 eJ e9 1519
lys sq 116 thr lys

Promiienjene sekvence

AAG GAG TAT CAC T AA Ot-J l-Jt-Jl-Jt-J

ts glu rl. hlr srop

AAG AGT ATC ,TAA6
t-J t-l l-J t-J

lys ss il6 stop

'Flame-shifi' mulacij€ m0sniaju okvi atanja l4r€la kodorB lijekom

rrarEhcij€ mRNA

WESTERNBLOTS IMUNOHISTOKEMIJA

I

ir-19

lstt

Okriie DAP(Campbell KP;

Ozawa E 1989190)na sarkolemi,
bazalnoj lamini, citoskeletu...

I
a

I
(D

(Myolln., SeDtember1999)

Uvodenje specifidne pretrage distroflna u klinidku
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

distrofrje (DMD/BMD) te potvrdu manifestnih

nositeljica DMD/BMD gena medu bolesnicama s

dijagnozom LGMD (Hoffman i sur. 1989)

5

0tkri6e distrofinskog gena i njegovog
oiteienog proteina u DMDi BMD

od epohalnog je znaienja:

l.MoC strategije pozicijskog kloniranja u

identilikaciii gena op6enito

2.Novi pristup dijagnostici.proteinsku analizu
(primarni ili sekundarni nedostatak ili smanjenje
proteina koli su direkno ili indirektno
povezani s distrofinom

2.NOVO DIJAGNOSTIdKO SREDSWO
Primamoilisekundamo smanjenjeproteina neposrednoili posredno
povezanih s disuofnom

(D

/x

Gugll.ri !t .1. CCA (2005) 36i: 5+79





WESTERN BLOT

't2N3a

.)

--

--l--'
KAPLAN et a1.,1995

GENETSKA PODJELA LGMD

. Recesivni oblici(LGMD2), mnogo de56i (prevalencija
'l:15 000), s geografskim/ etnidkim razlikama

. 8+16 podgrupa -vedina vrio rijetka

BUSHBY

. Molekulame genetske studije su pokazale

razlidite mutacije koje uzrokuju bolesti gena koji

kodiraiu posve razliditu zbirku proteina koji su
obuhva6eni u svim bioloSkim aspektima
mi5iCne stanice.

. Ovi novo otkrivenigeni skeletnih miiiia kodira1u

vrlo razlidite proteine s razliditim smjeStalem

unutar ili na povrsini niti skeletnog mrSica

0znaka bolesti tvtM Smjeataj gena oznaka gena / protein

2.LGMD1B r59001

0Es

7q36.3

609115

I, LGMD1H 513530 1025,1.p21

GENETSKA KLASIFIKACIJA.l 995
AUTOS0MNE D0MTNANTNE (LGMD1) -8

b

NOVA DIJAGNOSTICKA SREDSTVA

2. Proteinska analiza (primarno ili sekundarno smanenje

Representative Lanes from Multiplex Blots

-

. Dominantni oblici (LcMDl )obidno blaZe i rjede,
<'10% svih PtulD i

5,LOMO1E

50!1?3





GENETSKA KLASIFIKACIJA
AUTOSOMNE RECESIVNE (LGMD2).16

0znaka bolesti Smiealajqena oznaka qena / protein

2.10,'rD?8 25360r

3.LGUD?C 253700

tclP / UUF.+ (d.rno.ln)

tBLjz / rrt rnh. oUl@nrrlnlnl32

507155 FXRP I tukuni d.r.d pDl.ln

1O,LGMD2J

PMD (LGMD) najbolje ilustriraju

. Klinidku, genetsku i patogenetsku heterogenost

mi5i6nih distrofrja

. Te5koie u postavljanju todne dg.

. Potrebu za dijagnostidkom strategijom
prilagodenom ispitivanoj populaciji

. Potrebu za multidisciplinarnim dijagnostidkim i

terapijskim pristupom

GENETSKA HETEROGENOST

LOKUSNA

. LGMD.8+,l6 razliiitih

lokusa (gena)

7

0znaka
bolesti

Oznaka gena / protein

i1.LGXo2X

(xooccr)
Porrt,!El.h on...olyftratls.t. 1

r2. LGlt02L 511307

oroocc2)

PofllpEl.in Gm..oryl Erirr.nr. 2

!5. LGM020 PolcrilDr.in oll.t.d m.iio.. bn.
i,2.F$.ryiCu@r.ninyl.l,..r,.nt. 1

501232

AUToS0MNE ECESTVNE (LCM02)

DIJAGNOSTICKE ZAMKE.
GENETSKA HETEROGENOST

1.lstu ili slidnu kl.sliku odreduje viSe gena

Viie ne vrijedi poiednostavljena,jednadiba:

1 bolest =1 gen i

lgen=lbolest

zbog dva istovremena fenomena tj :

Fenotipske konvergencije (1 bolest:vi5e gena
GENETSKA HETEROGENOSTnpT : LGMD, itd.)

' Fenotipske divegencije (1 gen = vi5e bolesti-
FEN0TIPSKA HETEROGENOST, npr:DMD/BMD

O aka

bolesti
oznala
bolesti

2.TeZinu klinidke slike odreduje priroda
mutacue istog gena (DMD/BI,|D) koja

moZe biti odgovorna i za razlitil
nadin nasljedivanja istog gena (opMD)

ALELSKA

LGMD2SMM (dysferlin)

LGMD2!.M0C1C (FKRP)

LGMD2J.TMD.CMDIG
(TTN





PREMA PODACIMA
GENETEBLE OF NEUROMUSCULAR DISORDERS

http t/www. m u scle g en et a b I e.f r/
29.10.2012,

POZNATO JE
16 Razliditih grupa NM bolesli

681 Bolesti

319 Razliaitih gena

319 Razliaitih proleina od kojih su

24 miiohondijska
93lVapirana lokusa ieka identifikaciju gena

Danas se osniva na komplementamom
. Klinidkom

. Genetskom

. Proteinskom

. DNA pristupu

sto je najudinkovitije u okviru specijaliziranih

neuromiSiinih centara za rijetke bolesti.

MOLEKULARNE GENETSKE ANALIZE

l.Bolesti s identiflciranim genom-

OIREKTAN PRISTUP

2.Bolesti s poznatim lokusom alijoS
neidentifi ciranim genom-

INDIREKTAN PRISTUP

DIREKTAN PRISTUP

B

INDIREKTAN PRISTUP

B.C

INTRA

GENSKI

JIJKSTA.

GENSKI

ANALIZA UZ POMOC EILJEGA
,MARXERA'

POTREBAN SAIVO
BOLESNIK

POTREBNA INFORMATIVNA

OBITELJ

ANALIZA POVEZIVANJA
Uspiesnost (toinost)ovisi o vi5e faktora

Todnost dijagnoze

Poznavanje lokacije gena na kromosomu

Dostupnost blizih polimorfnih markera

Bolesnici bi morali biti "informativni' t.j. heterozigoti za
polimorfne markere

Ne bismjela postojati genetska heterogenost t.j.vise od

iednog lokusa za klinidki fenotjp

Siguran patemitel

Vrste mutacUa:

"klasidne"
nestabilne ili dinamiine

PREDN0STI pred INDIREKTNOM ANALIZOM
I. NE OVISI O OBITELJSKOM SASTAVU

2. PRIMJENLJIVA NA SPORADIENOG BOLESNIKA

o

RAzJASNJENJE
uzRoeNE
GENETSXE

POGRESKE

DIJAGNOSTIKA LGMD

DIREKTNA ANALIZA
iti

ANALIZA MUTACIJE





3.Projekt humanog genoma

. Mogu6nost lokalizacije bilo kojeg gena gene

ukoliko je informativna obitelj

I

Racionalan dijagnostidki pristup ovim bolestima je

multidisciplinaran:

' Misliti na genetsku bolest

. Klinidki podaci

. Nadin nasljedivanja

. Najde5da vjeqatna bolest

. Usmjeriu pretrage kako bi se dobila najtodnija
informacija, po mogucnosti DNA analizom

ZAKLJUCAK
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Prevalence of the 550delA Mutation in
Calpainopathy (LGMD 2A) in Croatia
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Mutations in the calpain 3 (CA?NB) gene
are responsible for limb-girdle muscular
dystrophy (LGMD) type . We report five
causal mutations: 550deIA, AFWSAL, R54fW,
Y357X and R49H found on 45150 of alleles
studied in25unrelated families from Croatia.
The 550delA mutation was present on 76Vo of
CAPNB chromosomes that led us to screen
general population for this mutation; 532
raldom 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 theAdriatic Sea. These findings conbined
with haplotlpe 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 mutatiou found in some neigh-
boring Europea.n 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. Our results,
combined with published haplotylre stu-
dies suggest that 550delA originated in the
Eastern Mediterrarean 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 Iack 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 maybe helpfuI in estab-
lishing diagnostic screening strategy.
o 2003 Wiley-Liss, Inc.

KEY ItrORDS: Iimb-girdle muscular dys-
trophy tlpe 2A; calpain 3
(CAPIVB) gene; 550deIA muta-
tion; epidemiolog5 screening

IIYIRODUCTION
The limb-girdle muscular dystrophies (LGMD) are a

group of muscular diseases with great clinical varia-
bility and genetic heterogeneity. In 1999, Beckmann





et al. [1991] linhed a recessive form (LGMD2A, OMIM
253600) to chromosome 15 in a genetic isolate from the
Isle ofLa R6union. Confirmation ofthis localisation was
subsequently reported in northern Indiana Amish
[Young et a1., i992] and Brazilian families [Passos-
Bueno et al., 19931. 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 ofthis condition [Richard et al., 1995].
The most extensive mutation study published so far
LRichard et al., 19991 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
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isolates such as the Amish community [A.llamand et al.,
19951, communities from the R6union Island [Fardeau
et al., 19961 or from the Basque country [Urtasun et a].,
19981.

In September 1998, our group initiated a genetic and
epidemiological study ofmuscular dystrophies (MDs) in
Croatia. The objective of this 5-year long prospective
study was to determine the different types of MDs and
theirrespective frequencies in the population ofCroatia
(4,381,352 people, census, April 2001, lReskovic, 200U).
Lack of similar previous studies and the possibility of
molecular analysis of only two t1rces of muscular dys-
trophy in this country (Duchenne/Becker muscular
dystrophy and Steinert myotonic dystrophy) led to the
development of a specific diagnostic stratery [Canki-
Klain et al., 20001 based on the selection offamilies with
at least two affected individuals in order to speed up
genetic studies.

1955 1970

Faoily 4

91

Family 5

1969

1961

1973

Family I

Pamily 6

19?1

6tb
1981

F.mity 3 Frmil, 2

19'78

I O Noe*.-oraAlfected: 550deIA / 550ddA

Not lffEcted: 550ddA /N @ Not affected: ro 55odeLl

IO
ZO

1.944 1934-95

Fia l. Pedigee a[slysis of first Eix studied faEilies flom one small ruiaf coEmunity demonstrates li.Is between certsid larnilies although
con$nguinity wa! found in only one family.

\
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Our attention was drawa by several male and female
patients from a small community in Nodhwestern
Croatia a{Iected by a muscular dystrophy similar to
that in patients described in the inbreed community in
the southern part of R6union Island lFardeau et al.,
19961, aswell as tothe original description by Erb [1884]
ofjuvenile 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 of550delA in exon 4 ofcalpain3 gene [Canki-Klain
et al., 19991 in a homozygous state. The 9th patient, from
family 3, died in 1991, but his three children were
unallected 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 hllgothesised that
LGMD2A was the most prevalent autosomal recessive
muscular dystrophy in Croatia with a high frequency
ofthe 550deIA mutation [Milic et al., 2001]. To validate
our h3pothesis, we began to screen simultaneously the
general population for the 550delA mutation lCanki-
Klain et al., 20021.

MATERIALS AND METIIODS

LGMD Patients
During a 3-year period we selected 25 LGMD2A

families using multiple sources of ascertainment (data
from Neurolory 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
CAPNB mutations [Mfic, 2002] is presented in Table I.
Rapid screening for the above mentioned mutations
combined with a specific clinical diagnostic stratery has
permitted the identification of 907o of CAPN3 mutated
alleles in our population. A high prevalence of 550delA
mutation (767o) became evident.

Study Population
After informed consent, 532 random blood samples,

that is 0.017a of the 4,381, 352 people of Croatia

TABLE I. Molecular Analysis of 25 LGMD2A Families
(50 CAPNS Chromosomes) in the Population ofCroatia

Mutations
No. of CAPNS chromosomes

Exon (no. of homozygous probands)
Frequency

(%)

Fig- 2. GeogEphical distribution of lh.ee blood donor's centres.
Concentration of healthy 550 delA csrriers is found on one islsnd and
mountain region close to Split.
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lReskovic, 2001], were collected from healthy blood
donors from three different regions ofCroatia (Fig. 2).

Mutation Analysis

Genomic DNA was prepared from peripheral blood
samples (K-EDTA) by standard salting-out procedure
Miller et al., 19881. Detection of the 550deIA 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-gl volume containing
10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCL, 1.5 mM MgCl2,
200 pM ofeach dNTP, 1U ofTaq 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'-1TC CTG TGA GTG AGG
TCT CG-3' [Richard et at., 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 amplificationofa mutated allele [Pogoda et al.,
20001. After 5 min denaturation at 94'C, thermocycling
was performed as follows: first 5 initial cycles of 93'C
(1'), 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 27o horizontal agarose
gel stained with ettlidium bromide or on 87c polyacry-
lamide gel stained with silver.

RESULTS

Figure 3 illustrates the detection ofthe S5OdelAmuta-
tion by allele-specific amplification (ASA). Close to the
full-size band of292 bp, a 142 bp band was amplified in
the presence ofa 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

550delA 4
AFWSAI 4
R541W 13
Y357X 13
R49H I
Undefiled one

of 2 alleles
Total

38/60(14)
2t50
3/60
1/60
1/50
5150

4
6
2
2
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50/50 100
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TABLE II. Frequency ofHealthy 550delA Heterozygotes on 532
Random Blood Samples Collected From February 7 to September

19,2001

City
No. (7a)

No. of samples 550dew\rt
957a confidence

interval (7,)
292b9 )n l- l-,, LJ

69
265
198

0/69 (0)
41265 (1.52)
0/198 (0)
4153210.75)

0.00-5.34
0.41-3.86
0.00-1.86
0.20-1.92

Fi8. 3. Det€ction of 550delA nul.ation by alele specific eplifcation
(A5A) on silver stained polyacrylamide gel. La.ne l: DNA Molecular Weight
Marker v (Roche); Oane 2) ASA-PCR product of wild type DNA (wrwt);
{lslro lt) ASA-PCR p.oduct of5sodelA heterorygote (550delA.Art); {lalie 4):
ASA-PCR product of 550deLA homoryspt€ 1650deW550deIA. Arows
indicate: a tu[-siz€ band of 292 bp; a 142 bp amplified band of mutatld
atlele, and a u8 bp band of normal allele.

North-East region ofOsijek. All four carriers were from
the pool of 265 blood donors (1 in 66). Three of them
originate from one island and the Iast 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
lRichard 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 lChou et al., 1999; Minami et al., 1999; Chae
et al., 2001; Milic et al., 20021, two of them in patients
from Croatia. According to Richard et al. [1999] most
mutations 68197 (705c) represent private variants,
although certain mutations were found moreliequently.
Among these pafiicular mutations 71197 (L17") are
associated with a founder effect, and 7197 (77"\ arereally
recurrent. Among the 114 distinct calpain three muta-

tions published so far world-wide [Chou et a1., 1999;
Minami et al., 1999; Richard et al., 1999; Chae et al.,
2001; Milic et al., 20021, the 550delA mutation, the most
prevalent in Croatia, was found in patients originating
from 10 different European countdes (Table III). The
h ighest frequency alter Croatia isin Italy fPolitano et al.,
20011 where six of 14 non-related families carry the
same mutation if! 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 a1.,20021; three unrelated families with
compound heterozygotes living in Croatia are originally
from Bosnia and Herzegovina and the same mutation
is found in 50% LGMD2Aof patients in consanguineous
Turkish families [Topalogulu et al., 1997].

Several authors [Dincer et al., 1997; Richard et a].,
1997; Pogoda et a1.,20001 have suggested that this
mutation may be an old mutation since the marker
haplotypes flaaking the disease locus in some available
families ftom France, Sicily, T\rrkey and Russia sug-
gested a single mutational event rather than a recur-
rent coincidental mutation. To test this hypothesis we
performed haplotlpe analysis of all available Croatian
families (data not shown) using five microsatellite
markers: D15S514, D15S779, D15S782, D15S780 and
D15S778. These markers are flanking the C, PNJ 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 ofthis mutation. Nevertheless, these findings

TABLE III. Incidence of 550deLA Mutation in Different Countries

Family origin
No- ofLGMD2A families including /

homozygous probands/ References

Bosnia and HelzegoYina
Croatia
France
Greece
Italy
Netherlalds
Poland
Russia
Sloveuia
Turkey

Canki-Klain lthis issue]
Canki-Klain et al. [1999, 2000, 2002];Milic et al. [2001]
Richard et al. [1995, 199?, 1999]
Bushby [personal communication]
Politano [this issue]
MGC Leiden (cit. Richard et al. [1999]; Ginjaar et al. [2002])
Girfaar et al. [2002]
Pogoda et aI. [2000]
Meznaic-Peetrusa et al. [2002]
Dincer et al. [1997]; Topaloglu et al. [19971

'Ons afiected compound heterozygous patient without 550delA is Dot included, that makes dilte.ence in total number ofLCMD2A families in Tables I and III
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have practical implications: we would propose that a
rational first step in the diagnosis ofsuspected calpaino-
pathy in patients originating from the eastern Mediter-
ranean would be to test for this 5S0delAmutation, 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 ofthe patients harbouring the 55OdelA 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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Galpainopathy (LGMD2A) in Croatia: Molecular and Haplotyrpe
Analysis

Astrid Mili61, Nina Canki-Klainr'2

l Croatian lnstitute for Brain Research, Zagrcb lJniversity School of Medicine, Zagreb: and
2Division of Neurogenetics, Department of Neurology, Zagreb university Schoot of Medicine,
Zagreb, Croatia

Aim To determine types and f.equency of CAPN3 mutations in 29 unrelated Croatian families, analyzed
during 6year p.ospective and onSoinS genetic and epidemiological study of m uscu lar dystroph ies in
Croatia.
Mutation analysis included allele-specific polymerase chain reaction (PCR) orcombination ofPCR and
restriction fragment length polymorphismr (RFLP) methods. Haplotweanalysis was performed by PCR

and DNA electrophoresis using 5 highly polymorphic markers flanking CAPN3 gene locus.
Mutation analysis revealed the presence of 6 different CAPNS murations (55odelA, R541W, P821,
delFWSAt, R49H, Y537X), accounting for94.8% ofCAPN3 chromosomes in the studied population.
5sodelA was the most frequent mutation, found in 43158 \74"L1CAPNS chromosomes, whereas the
frequency of other five mutations ranged fiom 2-9%. Haplotype analysis of 38 chromosomes carrying
550delA mutation showed the presence of fie same haplotype on 66% ofanalyzed chromosomes.
The present data, together with our previously published resuls, explain the frequency and the dinri-
bution ofthe 5sodelA mutation in Croatia by fou nder effect and genetic drift. Results ofhaplotype study
are in favor of the hypothesis that 550delA is an old, rather than a recurrent mutation. The findings are
imponant for effective diagnostic screening of CAPNS gene in Croatia and neighboring countries, as
well as for accurate genetic counselinB.

Methods

Results

alrtarraaatatraraar

Calpainopathy, limb girdle muscular
dystrophy type 2A (LCMD2A; 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 LCMD2A dates

from 1995 when Bushby and Beckmann (2) pro-
posed a locus-based classification of LCMDS. ln
1991, this muscular dystrophy was linked to chro-
mosome l5q in patients from Reunion lsland (3).

Further linkage analysis defined '15q15.1.15.3 in-
terval as the one containing LCMD2A disease lo-
cus (4), The analysis of genes from this region led

Moleculan Meorcrre

to the identification of CAPN3 Bene mutations as

the cause of LGMD2A (5). CAPN3 gene encodes
calpain 3 {p94, OMIM 114240), musclespecific
member of the calpain family, which made
LCMD2A the first described muscular dystrophy
caused by enzymatic, rather than structural pro-
tein defect. Calpainopathy i5 considered to be the
most frequent autosomal recessive limb girdle
muscular dystrophy (6) and accounts for 39o/o of all
LCMDs (7).

Since 1995, more than '150 different
CAPN3 mutations of all types have been found
worldwide (G'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 ori8in of the studied popula-
tion. These findings, together with uncertainty of
calpain 3 protein analysis (13,14), show how im-
portant accurate knowled8e of mutation spectrum
in some populations is for developing fast, cheap,
and non-invasive diaBnostics of LCMD2A.

The aim of our study was to determine
the CAPNS mutation spectrum in Croatia, theirfre-
quency, and geographical distribution, as well as

to speculate on the origin of some mutations by
haplotype analysis.

Materials and Methods

Patients

During a Gyear period, 40 patients from
29 unrelated LCMD2A 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 participatin8 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 ofthem beinE
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
mutations, 7 with unknown mu
wild type chromosom

DNA was isolated pen-

dNTP (Eppendorf, Hamburg. 6ermany), 1 U Taq
polymerase (Eppendorf), 1 pmol of each external
primer (5), and two shon 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'-ACC ACC AAA ACC TAC AT-3' for the amplifi-
cation of normal size allele (l pmol) and s'-TCC
CCC ATG TTG ATT TA-l' 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 (l'),
65"C(45"), and 72oC (l ') were followed by 25 cy-
cle5 of 93oC (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 oC in the remaining 25 cycles).

R541W, R49H, P821, and delFWSAL.
First, 250 ng of DNA were amplified by PCR in a
25-pL volume containing l0 mM Tris-HCl, pH
8.3, 50 mM KCl, 't .5 mM MgClr, 200 pM of each
dNTP (Eppendorfl, 1 Unit of Taq polymerase

lEppendorf), and 3 pmol of each primer (5). After
5-minute denaturation at 94oC, thermocycling
was performed in 35 cycles as follows: 93"C (l'),
62oC 145"), and 72"C (1'). Subsequently, PCR
products were incubated with 8sp IU L , (Roche,

Mannheim, Cermany) for R54lW, lta I (Roche) for
R49H, or Msp / restriction enzyme {Promega,
Mannheim, Cermany) for P82L detection, according
to manufacturer's recommendations. DeIFWSAL
PCR product was electrophoresed on 8% polyacry-
lamide gel and stained with silver.

Haplotype Analysls

Haplotype analysis was performed using
5 highly polymorphic microsatellite markers,
flanking CAPN3 on chromosome
l5q D15S514, Or 779. D155782,

S780, and s77B @).\h marker genotyp-
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of 92.C (30"), 58oC (D15S514, D1s5779, and
Dl55780) or 60'C (Dl55782 and Dl55778)
(30"), and 72"C (3O').

Results

The following mutations were detected
in the study sample: 550delA, R54lW, P821,

delFWSAL, R49H, and Y5l7X (Table 1, FiB. 1).

Thirty-eight 55odelA chromosomes ;n-

cluded in the haplotype study belonged to 12

homozygotes, 1'l 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 3ll38 chromosomes with
550delA mutation (Table 2, Fig. 2). ln 7/38 chro-
mosomes belonging to 5 solitary compound het-
erozygous probands (55odelA./R541W; 55OdelA'/
R541W; s50delA,/R49H; 5 50de lA,/de IFWSA L; 550
delA./unknown mutation) and 2 healthy 55odelA
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,/R4gH) 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 matket 12-944-2 and
5-9-4-4-2). ln additional two families, presented by

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

Haplotypes obtained for delFWSAL,
P821, and Y5l7X, 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. ln l0 of them, haplotype
phases could be established (tig. 2). Their analysis
enabled us to compare wild type haplotypes with
the most frequent 550delA haplotype.

Discussion

Mutation analysis of 29 Croatian
LCMD2A 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. ln Bulgaria, 550delA was found in 9 out of
12 LCMD2A families (19). ln Russia, 8 out of 14
families had 550delA homozy8ous patients 1'18),

whereas in Turkey 55odelA mutation was re-
po(ed on 36% of 44 CAPN3 chromosomes (20).

ln ltaly, 550delA was found on 2390 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. gPN3 mutationsfound on 58chromosomesfrcm 29 unrelated lamb grdle muscula r dystrophy type 2A{LMGD 2A)families
lrom Croatia

Numb€, of C.qPN3 chromoGo.n€s

R49H (!t6G>A)
Pa2L (2,t5OT)
5sodetc
derf r,lAAf, {594612der)

Y537X (161tc>A)
R541W (1621C>T)

Total

1.7
5.2

74.'t
3.5

L,7

8.6
5.2

100.0
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Table 3. Results of haplotype studiestor 550delA mutation in other European countries

raly l8) rurkey (23)
Number of chronGom€s

o155514
o155779
o155782
o15S780
o15S77a

2

6

4
2

1

2
I

2
9

3

2
9

3

2

5
9
3

3

1

2
9
3

2

2
9

2

1

2
9
5

3

11 3 1 1822
59222
99939
//464
44435
L2577

those from previously population study (16), sug-

Sest and favor the hypothesis that Croatian popula-
tion is rather closed, with founder effect in some
parts of the country.

As we have used the same markers as

several previous ltudies (8,18,23), we were able to
compare haplotypes from ourand other geograph-
ical and ethnic origins. lt is evident that differences
exist, but the core haplotype was preserved in the
majority of cases (Table 3). Therefore, our results
support the hypothesis that 550delA is an old
mutation.

Small number of chromosomes bearing
other 5 mutations does not permit any conclusion
concerning haplotype. However, it is interesting
to mention that in 5 R54lW chromosomes from 5
unrelated families almost the same haplotype
\2/5-944-2) has been obtained, suggesting a poe
sible founder effect-
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graphical distribution of the mutation should be
important in determininB the diagnostic approach
for these "rare' mutations.

Screening for 6 mentioned mutations,
using rapid and simple methods described here,
enabled the identification ofalmost 95% ofpathe
logical CAPN3 chromosomes in Croatia. Results

of this study are important not only for our popula-
tion, but show the strategy for developing fast,

cheap, and non-invasive diaSnostics of LCMD2A.

Haplotype study was used to determine
the origin of 55OdelA and other CAPN3 mutations
found amongour LCMD2A patients. Linkage anal-
ysis of 550delA patients from 8 different counkies
was found to be associated with the same
haplotype, which has su8gested 55odelA muta-
tion as a representative of the ancestral mutational
event (8). Besides on results from Croatia and sev-

eral other countries, we sugSest that 550delA is

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 LCMD2A families
was performed. The 5 polymorphic markers were
used: Dl55514, D155779, D1557A2, D]55780,
and Dl55778, where distance between the first
and fifth marker is less than I cM. CAPN3 gene lo-
cus is located between Dl55779 and the third
0155782, D155779 being the closest one to
CAPNS gene (4).

Results of our haplotype study showd
the presence of 5 different haplotygxJirrktil"to
550delA. The same h-qplotyp{*z-9-3-4-'1, was

:

I

\ttt-lo. )





Croat Med J 2005;46(4):657-663

5

6

8

20
9

Richard l, Broux O, Allamand V, Fougerousse F,

Chiannilkulchai N, BourS N, et al- Mutaiions in the
proleolylic enzym€ calpain 3 cause limEsndle murcu-
lardyst.ophy type 24. Cell. r995;81:27-40.
Fanin M, Nascimbeni AC, rulizio t, Ang€liniC. The lre-
quency of limb Sirdle muscular dyrtrophy 2A in nodh-
eastern ltaly. Neuromuscu I Disord. 2005; I 5:2 I 8-24.
Fanin M, Fulizio L, Nascimb€ni AC, Spinazzi M, Piluso
C, Ve.rri8lia VM, ct al. Mole(uldr dia8nosis in
LCMD2A: mutation analysis or protein testin8i Hum
Mutar.2OM124:52-62.
Richard l, BrenSuier L, Dincer P, Roudaul C, Bady 8,
Bur8under ,M, et al. Multipl€ indep€ndent molecular
eliology for limb-Sirdle musco lar dystrophy typ€ 2A pa-

ti€nts lrom vaious Seographical origins. Am J Hum
Genet. 1997;60:l l2&38.
Richard l, Rouda ul C, 5aen2 A, Pogue R, CrimberSen lE,
AndeEon LV. er .1. Calpainopathy-a survey of mula-
tions and polymonhisms. Am, Hum Cenet. 1999;64:
15244r]
Chae J, Minami N, lin Y, NakaSawa M, Murayama K,
lgarashi f, et al. Calpain 3 gene mulalionsr genetic and
clin ico-patholoSic ,ind ings in limEgirdle mus.ulardye
trophy. Neurcmuscul Disord. 20Ol;l I :547-55.
Milic A, Piluso O, Ventriglia V, D'Amico F, Kovac B,
Trlaja A, et al. Muiarion spedrum o, CAPNI gen€ in
LCMO 24 patients in Croatia. [urJ Hum Oenet_ 2002;
10 Suppl 1:l8l.
Chrobakova T, Hemanova M, Kroupova l, Vondracek
P, Marikova T, Maz:nec R, et al. Mutations in Cze.h
LCMD2A patients revealed by analysir ol calpajn3
mRNA and their phenotypic outcome. Neuromuscul
Disord. 2004;14;65965.
Anderson [V, Oavison K, Moss rA, Richard l, Fardeau
M, Tome FM, er al. Charact€rization o, rnonoclonal .n,
tibodies to calpain 3 and prctein expression in mus.le
from patients with limb€irdle murcular dystrophy typ€
2A. Am J Palhol. 1998;153:1169-79.
Talim B, OSnibene A, Ma[ioli t, Richard t, AndeBon
tV, Merlini L. Normalcalpain expression in 8enetically
confirmed limb-Birdle muscular dystrophy type 24.
NeuroloSy. 2001;56:692'3.

Canki-Klain N, Zurak N. Straregy ofgenetic and epide"
miological sludy of muscular dystrophies in Croatia.
Pedialrica Croalica. 1997;41 :75-9.

t6

1i

t8

t9

21

22

..1

Cao&i-Klain N, MilicA, Kovac 8, Trlaja A, CrSicevic D,
Zurak N, et al. Preval€nce of the 550delA muration in
calpainopalhy (LCMO 2A) in Croatia. AmlMed Cener.
2004;125:1526.

Miller SA, Dyles DD, Polesky HF. A simple sahin8 our
proc€dure for extracting DNA from human nucl€at€d
cells- Nucleic Acids Res. 1988;16:1215.

PoSoda TV, Krakhmaleva lN, Lipatova NA,
Sha&hovskaya Nl, Shishkin SS, Limborska 5,\. HiSh in-
cidence ol550d€lA mutation ofCAPN3 in LCMD2 pa,
tienls from Russla. Hum Mutat. 2000;15:295.
Todorova A, Ceorgieva 8, Toumev l, Kremensky l.
ICMD 2A in Eulgarian patientemutations and poly-
moehisms in CAPNI gene. EurJ Hum Cenet. 2OOl;t I
Suppl l:206.
Balci B, Talam 8, Haliloglu C, Aurino S, Akcor€n Z,
Leturcq F, el al. Calpain-3 mutations in Turkey: lO yea6
exp€rien(e. Neurom uscul Drsord. 2004; 1 4:606.

Meznaric-Petrusa MM, Zidar r, Zupancic N, Fanin M,
Angelini C, Piluso c, et al- Clinical, molecular and ge,
nelic fualures of calpainopathy in Slovenia. Neuro,
muscul Disord. 2002;l 2:731.

de Paula F, VainzofM, PassoeBueno MR, de Cassia M
Pavanello R, Matioli SR, V I Anderson t, et al. Clinical
variability in calpaanoFthy: what makes lhe d ifferencea
tur, Hum Cenel. 2002;10:825,32.

TopaloSlu H, DincerP, Richard l, AkcorenZ, Alehan D,
Ozme S, ei al. Calp3in-l deficiency caules a mild mue
cular dystrophy in childhood. Neuropediarrics. 1997;
2412124.

t0

tl

r2

rl

14

l5

ReceivedrMay 5,2005
Accepied: June 14,2005

Corrcapondence to:
Astrid Milia

Za8reb Universily School of Medicine

Croalian lnstitute for Brain Research

Salata 12

10 000 Zagreb. Croatia

astti dm i I ic@hotm a i l.com

c ''1 | 663

\

t
.E

\
\t{

i!

o

o

o

o

-=l





n€re.,(hA.t'.|.. DOI lo2473tl3l3e0l1'0o2&r.T,.nn.bn.lN.!rck..(..2(r).2!ll.lal.2a5

VERS ITA @ spa.tg".

Nina C.. ki-l<lain'

Crootion lnstilute fot Brcin BeseoKh,
University of Zagreb School of Medicine,

Soloto 12, 10 000 zogteb, Ctootio

Ab6tracl
Mutation. i. hum.n dytf. in {OYsR gen. cur both limb gi.dle mus<ular dyrtrophy typ. 28 (LGMO2B) and
Miyoshl myop.thy lMM), alro nahed dyderlinopathy. Th€y .l. aurorcmal rccGriv. hu3(ular drlrophies
chara<teii2.d bydegeneration and lrealn€$ of proximaland/o, dirtallimb girdle mutder..ur€d by Fnlalor
conpiete abB€n(. of . tarcolcmmal protein dyde in. The eiz. and larg. mur.lional lp.<trum of DrJr impoea

a muhinep diagnorit fielegy be{ore gene anatFis. He.e we repon the 6rn fire p.ti!nl! rrom lrc unrelaled
Croatian f.milie! i. wti<h diaqhoir of dysfedinop.thy war sugqened on th. barit ot <lini<al pidure. famaly

hirto,yand lihkag..nalyeir.ln ode.to.oniim the prerumed di.g.ositwe Frtoh€d a blood-bai.d.Bay in
whi(h dyrfe.lin expesion lt s<reded in blood mono<ytes. Allrhre. tened p.tie.B rhowed (omplere.bknce
of dylte in exp.e$ion, giving rtrong €vid€nce of dysfedinop.thy th.t war re(€n y (onflm€d by hdation
analyris. ln (on.lueion, re would 3u99en the preserted diagnoni( 3valegy a, . r.liaue and non-inva3,ve
melhod lo b€ ueed .s .n .lter.aiv. lo mur(le ti3rue protein :natri3 in routine dragnostica of dysfe inopathiee,
prior lo lhe more (omplex ahd dem.ndinq 5eard for cau5ative DYsf mutanont.Ihir non'aggreseiv. approach
teemterpecially utefulin 5ituation ihwhich muhiplex Westeh blot (WB) an.lyrir ofdifferent mus(ul.r dynrcphy
prcteanr on lnuscl. t.mpl. is not avail.bl..

LGMO28 . MM . DviF. oyrG.lln . Mono.ylcr . w€ndn blotting . Link q. an.tri!

1. lntrod uction

The term idysferlanopathy' []l ls related to

autosomal recesrive muscular disorders

involved in at leait two clinically dirtinct
murcular dystrophi€s due to mutations in

the rame gene (phenorypi( heterogenei9:
proxamal disease designared LGMD2B (OMIM

,253601) [2], affecting limb girdle muscles

and the distal Mayoshi myopa$y (MM;

OMIM *254130) I3l. They Bre both caused by

mutationr in the DySF gene (OMIM *601009),

located on chromosome2pl3, spanning region

of more than l50kb and (ontaining 55 exons

(4,51. DySF mutations are distributed along

the entire length of the gene, with no obvious

hol spots and where the majority of more

than 300, so far reported, sequence vaiants
(includang digeare-causing mutations and

non-pathogeni( polFophisms) represent

single nucleotide (hanges and rmall inse(ion

and/or deletions [Leiden Muscular Dystrophy

pages daraba5e: www.drnd.nll.

DYSF gene encodes dysferlin, a 217 kDa

transmembrane protein belonging to a ferlin

family of proteins, named after homology ro

C elegonJ 5permatogenesis factor Fer-1. The

main charaateraslic of this protein family is

the pres€nce ofmuhiple C2 domains (ranging

from four to seven, la[er being the number
pre5ent in dysferlin), wha(h are implacated in

various biologi(al procesres [6]. Recent data

suggest a role ofdysferlin in the muscle fiber
repair proces5 [7-9]. myoblast differentlatlon

[]01, T-tubuloqenesls Il]l, monocyte
phagocytosis l12l and muscle reqeneration

[]31. Dysferlin is predominantly expresled in
skeletal and heart muscle, where it loc.llzes

to the plasrha membrane of mu5<le fibers

lt4,l5l. ln addition, dysferlin is also found in

a..€Pr.d II sept€mbe.20ll

blood monocytes, brain, lung and placenla
(2,1,1s-r 71.

Ahhough a((urate and definitive dragnorit

of dysferlinopalhies relier on da.ect gene

mutation analyri' sseening ofthe whole gene

for mutations is laborious, expensive, time-

consuming and an inappropriate approa(h
for routine laborato er. Protein analysis,

on fte other hand, proved to be reliable for

differential diagnostics of muiaular dyJtrophles

[],181. Moreover, above mentioned dyrferlin

expression in blood monocytes enabled the
development of a blood-based assay that
analyses dysferljn expression from a peripheral

blood sample 6l. Ihis assay is a relatively

dmple and quick melhod of dysferlin analyris,

resembling the usual protein analysis from
mulde. However, it is a !igni6(antlyless invaslve

and painless approach that overcomes the
problemsassociated with handllng and storage
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of mus(le sampler. Therefore il reprelents a

valuable alternative to mus(le tassue protein

analysis, as well as an important and de(i5ive

step prior to the start of demanding gene

mutational analysis.

Herein, we present the applicaton of the

5pe(i6( diagnostic irategy [19]adapted to our

population of 4,29 milion people, followed by

hnkage dnaylris and mono(yle protein analysis

ofdysferlin that has pe.mitted us to confrm the

6rst diag nosis of dysferlinopalhy in twofamilies

from Croatia.

2. Materials and Methods

2.1. Patients
A total ol three patrentJ from two unrelaled

families \ /ere induded in the trudy (Figure l). ln

Family Nol, two siblinqs (brother and younqer

sister) were born to non-affecled, apparently

non-related parents from close villager Borh

patientt aged 39 and 28 yeart respectivdy,

showed characteristic dinical feaNrea {both were

good in sporti in childhood and adoles(en(e;

rhey had ea y adult onset with mas5ive elevaiion

of serum CK levelt asFmetry of legl, idysferlin

qait' and showed relatrvely rlow proqretrion)

wha(h, together with genealogical data, directed

us to the diagnosis of LGMO28. On the olher

hand, a 3zl-year old male patient from FamiiyNo.2

with tlvo year older, heahhy brother was boan

to unrelated parents originating from the same,

small geoghphic region. ln thlg family, dlnical

data together with disease cour5e during lGyear

follow-up (active in spo't in chaldhood and early

adole5(en<e; was a<<identally found to have high

transaminases at the age ol I 9 years; seven years

later his slender right leg was noticed and CK

wa9 21x normal; low progressioi of sFptoms
wilh bilateral asyrnmetric musde wastlng and

weakness.n the lower legt) tuggened adiagnois

of Miyoshi myopathy (Mll).

Protein analysis of dysferlin was done in
monocytes for all three patients and one

healthy individual who wa5 u5ed a5 a po5itive

contrd oI dysterlin expression. A rnus(le

biopsy sample obbined from an individual

not affected by any mlrcle dilorder lerved a5

another positive control,

Hoplotype onolytis. Haplotypa analysis

was performed usanq two intraqene markers

{Cyl72-H32 and 104-sal), as well as four
polymorphic microsatellite markers lo(ated

in the dose vicinity of DYSF locus: D2S292,

D2S2113, D25291 and D2S2ll1. The marker

genotyping (onsisted of PCR readion for

each marker and DNA-PAGE followed by

polyacryiamide gel silver staining. P(R

amplifi(ation of DNA (200 n9) was performed

in a 25 pl reaction mrx conlainrng l0 mM Tris-

HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 200 Ut!,t of each dNTP

(Eppendori Germany), 1 lJ Taq polymerase

(Eppendorf, Germany) and 3 pmol of each

primer. lnitial denaturation (5 min at 94'C)

was lollowed by 30 cycles consasting of
denaturation (30 sec al 92'C), annealing (30

sec), and elongation (30 5e< at 72'C).Annealing

temperatures were as follows: 52 C (D25292),

56'C lcyt72-H32 ahd l0+5ar), f,()'C (D2S291

and D2S2ll3) and 64'C {D2S2ll1). The

primer 5equen(e5 and marker allele size5 were

obtained ftom literature [2,]l and from www.

9db.org and www.(ephb.fr, respectivelt
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2.2. Methods
Following informed conient, peripheral blood

samples were used for DNA extra(tion of
patlenti and family memb€rs (presented in

Fiqure l) and monGyte irolation of the ftree
patlmts. DNA was extra(ed using rtandard

saltinq-outand pro<edure [20], while monoryte

isolation is described laterin the text.
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Figute l . Pedigr.B ot two Crc.ti.n d$. inopathy familier and 6ulri of haploryp€ anatris. Bl..l rqu.rcr .hd
circles represent .ffeded m.ler aod females, rcrpe<tively. H.akhy individu.l as rep.esented by wfiite
rqu.@ whih h.lt bl.(k rquar.r and d<les rcpres€nr h..khy h.tercrygoter. Ma*er loci ar€ tirr.d
from telom.r. to c.nt.omere .nd alc pres€nted in frcnr ot F:mily No I . H.plotyp.r carying dydedin
mut taonr ar. rhoM within th. grey bot, while unboxed h.ploryp.r r€plerent wild rypc chrcmosomes.
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Musde biopty. Th€ muscle biopsy sample,

fiozen in liquid nitrog€n, was homogenized

in 20 volumes of Treatment buffer (75mM T.ir,

l5% 5D5,20% glycerol.5%p-mercaptoethanol

and bromophenol blue solution). After

denaturation at 95'C for 5 minutes,

homogenate was centrifuged for 5 minutes a!

14000 rpm.

Monocyte itolotion. Peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) were obtained

from whole blood sample of patients by

Ficoll-Hypaque gradient centrifugation. ln

con nua on, PBMCs were separated into

mono(yte5 (CDl4') and lympho(ytes (cDl4)

using CDl4-coated microbeads {Mikeny

Eiote(h, Germany) and MACS separator

aacording to manufadurert instructions

and as previously des(ribed [16,2]1. Bolated

monoayrer were then lysed with a lysis buffer

consisting of 20mM Tris-HCl (pH 7.5), 150mM

NaCl, lmM NaTEDTA, lmlv EGTA, 1% Triron

X-]00, 2.5mM sodium-pyrophosphate, I ml\,4

F-9ly(erolphoephate, lmM NarVO.. l!g/ml
leupeptin and lmM PMSF-

Prctein onolysis. Protein concentration wa5

determined using the 8radford proGin alsay.

Approximately 20 U9 of protein5 ifrom muscle

homogenale and (ell lysate, respedively)

were separated on a +7% gradient sD9PAGE.

lmmunoblotling was performed as previously

dessibed [22], using anti-dysferlin primary
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mono<lonal antibodies (Hamlet, Novocastra,

Newcastle upon Tyne, UK). Protein bands were

detected with (hemiluminescence 5ystem

Super Signalnwest Pico Chernilumines(ent

Substrate (Pier(e, Rockford, tlsA).

3. Results

4. Discussion

confirmatjon of a clinically suspected

dlagnosis of dysferlinopathy. Such an accurate

diagnoiir of a geneti( defect is nowdays

prerequirite lor padcipation in gene [23] and/

or pharmacological I24-26I therapytreatments.

However, in rome disorders including

dysferllnopaihy, fie si2e ofthe gene, a5well a5

the large mutational spectrum imposethe need

for a different, usually multistep diagnostic

approa(h prior to gene tdeening.

ln our first family, clinical and genealogicat

data (two of three afleded children of ditrerent

gender born to apparently non-related parentt

originating from the same village), together

with (haracterlstl( clinical features and disease

course in the second famil, directed us to the

diagnoses of LGMD2B and MM, resp€ctively.
'Ihe avaalabilaty of the patients' parents and a

healthy sibling in Iamily No. 2 permi$ed the

fir5t 5tep in confrming th€ 5u5p€cted diagnoris

i.e. linkage analysis using tlvo intragene

(Cy]72-H32 and 1o+sat)and four polymorphic

markers lo<ated in a close vicinity of DYSF gene

(D2S292, D2S2ll3, D2S29l dnd D2S)lll).
lntragene markers are lo<ated in intron 2

(Cy172-H32) and invon 29 (|fi-rio of DvSF,

re5pe<ively. While rhe firn is a CCAT repeat,

the laner as characterised by a CA dinucleotide

repeatlng unlt [2,3]. The s3me repeatr are

also found an four polynorphic microsatellite

markers used an this 5tudy.fhey are positioned

Diagnosis suggested by clinical features was

followed by linkage analysis and then by

protein analysir on isolated monocytes from

peripheral blood.

Hoplotype onalysit.'fhe rcsults of haplotype

analysis are pre,ented in Figure 1. In both

familier affeded members are homozygous for

two invagene and four polymorphi( markers

flanklng the DYSF gene. However, haplotypes

are diffe.ent in ea(h family: 6/4/214/3/2 in

Family No.l and 6/7/61411011 in Family No.2.

respec vely,

Prcaein onolysis. Western blot analysis of
monoaytesfrom all three patientsdemonstrated

the absence of dysferlin expression, when

compared with lhe two (ontrols: skeletal

muscle sample and mono(yte's cell lysate from

lwo heakhy and ivid uals, respectively (Faqure 2).

on (hromotome 2p as listed in the texl,

D2S2ll3 and 025291 being the (losert to

the DyiF gene 127l- Retults of linkage anal)sis

(Figure l), suggested rhe existence of linkage

for dysferlinopathy in both families. Oifferent

haplotypes were obtained in each family, but

intereitingly an bofi families haplotypes of
aftected persons were in a homozygous state,

both for intragene dnd exlrdgene markers.

This mighr indicare rhe exisren.e of the sam€

mutation on both alleles in each of the tlvo

5tudied families. These findings could be

usefulin future testangs of new dysfe inopathy

familierfrom the same region ofCroatia.

A5 llnkage analyd5 wa5 in accordan(e with

dysferlinopath, our next diagnostic step was

to check dysferlin expression, as previoudy

published studies showed the.eliabilityof thls

approa(h ih confirming LGMD28 diagnosi5

[18,28]. ln order to avoid the more anvasive

method of muscle biopsy we fo<used on a

recenlly developed blood based assay, that

analyres dysferlin expression in non-muscle

tit5ue, l.e. a blood sample. Western blotting
(Wg) on monoq,tes was done according to

the proto(ol delcribed 6r5t by Ho €t dr. [16]

and later improved by de Luna etol. [2]1. This

improved proto<ol emphasi2e5 the imponance

of monocyte separation from other peripheral

mononu(lear cells. As western blot of total
peripheral mononuclear cells can raise false

negative resuhs, mono()te separation makes

the as5ay more reliable and effective [2]1. ln

our erperien(e the main advantage of this

improvement was a significant deoea!€ in

the exp.erlion of an additional protein band
(mostly present in non{onocyte <ells), whi(h

reacted very 5lronglywirh u5ed antibodiesand

therefore made difficuk the interprelation of

obtained resuht.

Analysis of blood samples of all 3 patients

revealed the total absence of dysferlin

expre55ion (Figure 2) providing 5trong

eviden(e of the clinically suggested diagnosis-

Nevertheless, conf rmatory mutational analysis

(done, but not shown here) is nowadays

mandatory ln orderto ensure a((urategen€tia

counselinq and future therapy.

There are several pudications containing

data $at suggest that dysferlin analy5is from

a blood sample is a major improvement in

Direcl g€ne analysis, with identifr(ation of

causatjve mutation(s), represents definitive

5a

A

I

3 41 2

B

;**

Eigurc 2. Wen.m blotanalysis of dyrfe ih expre$ion. a- Column I r.pree.hrr .on$ol mus<le, while cotumht 4
.nd 5 corespond to monocyte <ell lyrle from a heahhy individual. Columne 2 ahd 3 rcprerent two
LGMO2Bpatients (family No.l ) with compl.reab*n<. ofd)5fe in .xpr.ssion. b. Column 1 cotreepond s

to th. <o.trol mue.l€ s.mple, while no rampl. w.s lo.dld to <olumn 2 (empty); column 3 rep,e5ents
monoqt. (€ll lyrate ot patient from FamalyNo.2 i. which @mplete abien<e of dyrferlin exprestion wat
obi.ined; column,t @nepondtto mono(yt. <.lllyrat. trom rh. (onrrclheahhy individual.

Translational Neuroscience

@

21 4

I





@ sp.lng"t VERSITA

the diagnostic of dysferlinopathy, with the
poslibility of routine use. ln almost all of them,

lack and redu.tion of dysferlin expression

was followed by molecular confirmation

of dysferlinopathy 116,21,29,301. ln the iirst
published article based on 12 patients with

dysferlinopathy (L6l\4D28, MM, distal anterior

compartment myopathy) ti6l blood-based

assay proved to be as r€liable as previou5ly

performed protein analysis from musde

sample, showing dysferlin absence in all 12

studied patients. Moreover, in 3 of them the

causative DYSF mutation was identified. ln

another article [29], concerning two dysferlin

gene mutation cafiiers, significant reduction

ofdylferlin expression both in monocytes and

muscle was also confirmed by DySF mutition
found on one allele bygeneticanalysis. De Luna

et a/. l2ll performed WB on monocytes in 25

initialstep in the analysis ofpatjents with limb-
girdle muscular dysvophy in (enters equipped

wiih numerous antibodies available for direct

testing of proteins encoded by LGI$D2 genes.

On the other hand, in cdres where e(onomic

or other circumstances do not permit such

study, dysf€rlin blood-based assay seems to be

more suitable as it ha! proven to be a reliable

inilial orienta(ion pllor to the final dragnosis

aonfirmation bygenemutational analysis.

patients, and all of them displayed absence of
dysferlin, These results were confrmed several

times and were compared either by dysferlin

analysis in skeletal muscle and/or by genetic

analysit giving rhe 100% reproducibility of
the used blood based assay. Just recendy,

Meznaric et o/. [30] described the first two

d ysferlanopathy patients in Slovenia, in which a

severe reduction ofdysferlin was found both in

mus(le samples and rn monocytes and finally

confrm ed by DySF causative mutations.

However, iI should be emphasized that the

use of blood-based assay is still limited, i.e. the

majority of routine laboratories are 5till giving

priority to common dysferlin analysis from

muscle. This (an be explained by routine work

in which onlymuscle lamples permit muhiplex

western blot analyses of different muscular

dystrophy proteins {221, which is a very useful
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