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Skroty uzywane w tekscie:

AD - autosomalnie dominujacy sposob dziedziczenia.

AMPs - nadsiarczan amonowy (ang: amonium persulphate).

AR - autosomalnie recesywny sposob dziedziczenia.

AT - temperatura asocjacji starterow.

bp - para zasad (ang: base pair).

BSA - albumina osocza krwi bydlecej (ang: bovine serum albumine).

CANPS3 - aktywowana wapniem neutralna proteaza 3, kalpaina 3 (ang: calcium -
activated neutral protease 3) - synonimy - p94, nCL - 1.

CK - kinaza kreatyny (ang: creatine kinase).

¢M - centymorgan (ang: centiMorgan).

CMD - dystrofia mig$niowa wrodzona (ang: congenital muscular dystrophy).
DAP - ang. dystrophin associated proteins; biatka zwiazane z dystrofina.

DAG - glikoproteiny zwigzane z dystrofing (ang: dystrophin associated
glycoprotein).

DGC - glikoproteinowy kompleks dystrofiny (ang: dystrophin glycoprotein
compe ).

DLMD - ang. Duchenne - like muscular dystrophy.

DMB - dystrofia migsniowa Becker a.

DMD - dystrofia migsniowa Duchenne’a.

DMSO - dwumetylosulfotlenek (ang: dimethyl sulpho ide).

ECM - zewnatrzkomorkowa matriks (ang: e tracellular matn ).

EDTA - wersenian dwusodowy.

EMG - badanie elektromiograficzne.

FSHD - dystrofia twarzowo - fopatkowo - ramieniowa (ang: Facioscapulohumeral
muscular dystrophy).

HET - analiza heterodupleksow (ang: heteroduple analysis).

II - iloraz inteligencji.

kb - tysigc par zasad (ang: kilobase).

kD - kilodalton.

LGMD - dystrofia obreczowo - konczynowa (ang: Limb - girdle muscular
dystrophy).

lo us - miejsce.

Mb - milion par zasad (ang: megabase).

MDE - ang. mutation detection enhancement.

MM - miopatia Miyoshi (ang: Miyoshi myopathy).

PA - sekwencja sygnatu poliadenylacji.

PIC - zawarto$¢ polimorficznej informacji (ang: polymorphic information
content).

PCR - reakcja fancuchowa polimerazy (ang: polymerase chain reaction).

PVP - poliwinylpyrrolidon.

RFLP - polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych (ang: restriction
fragment length polymorphism).

SCARMD - ci¢zka dziecieca autosomalnie recesywnie dziedziczaca si¢ dystrofia
migsniowa ( ang: severe childhood autosomal recessive muscular  dystrophy).

s.d. - sterylna, destylowana.

s.k. - stezenie koncowe.



SSCP - analiza polimorfizmu konformacji pojedynczych nici DNA (ang: single
stranded conformational polymorphism).
STRs - krotkie tandemowe powtorzenia (ang: short tandem repeats).
- Hind HI - DNA faga trawione enzymem restrykcyjnym Hind IIL.
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Niejednorodnosé¢ kliniczna i genetyczna dystrofii obreczowo -

konczynowej.

Dystrofia obreczowo - konczynowa (limb girdle muscular dystrophy-LGMD)
zostata po raz pierwszy zdefiniowana przez Waltona i Nattrassa [Walton 1 Nattrass
1954]. Terminem tym okreslano przypadki dystrofii gléwnie o dziedziczeniu
autosomalnie recesywnym, w ktérych objawy postepujacego ostabienia migsni
ksobnych (bez zajecia migsni twarzy) pojawialy si¢ w drugiej lub trzeciej dekadzie
zycia i prowadzily do unieruchomienia chorego po uptywie okoto 20 lat. Grupa
ta, jest niejednorodna pod wzgledem genetycznym jak i klinicznym, posiada
jednak pewne wspolne cechy. Sg to, podobne objawy kliniczne:

- ostabienie 1 zanik poczatkowo dotyczy miesni ksobnych obregczy biodrowe;,
nastepnie lub rownoczesnie, obreczy barkowej. Zanik i ostabienie mig$ni moga
by¢ niesymetryczne.

- pogtebienie lordozy ledzwiowe;,

- zniesienie odruchéw przede wszystkim kolanowych,

- przykurcz sciggien Achillesa; przykurcze w innych stawach oraz skrzywienie
kregostupa pojawiajg si¢ najczesciej po unieruchomieniu chorego,

- prawidtowy rozwoj umystowy chorych.

Niejednorodnosé kliniczna wyraza sie: réznym wiekiem wystepowania pierwszych

objawow ostabienia migéni oraz réznym przebiegiem procesu chorobowego, ktory

moze by¢ wzglednie tagodny lub szybki 1 ztosliwy. Kardiomiopatia moze naleze¢
do obrazu chorobowego, ale jest rzadka [van der Kooi i wsp. 1997, Fang 1 wsp.

1997, Ng i Lau 1997].



Dystrofia obrgczowo - konczynowa zostata po raz pierwszy wyodrebniona w
klasyfikacji Stevensona oraz Waltona i Nattrassa [Stevenson 1953, Walton i
Nattrass 1954]. Juz wtedy autorzy podkreslali prawdopodobna niejednorodnos¢
tej grupy miopatii. Poczatkowo LGMD dzielono na podstawie objawow
klinicznych, wyr6zniajac postacie o przebiegu szybkim lub tagodnym, réznym
wieku wystgpowania pierwszych objawow. Analiza rodowodow umozliwila
wytonienie przypadkow o dziedziczeniu autosomalnie recesywnym, obok rzadkich
postaci o dziedziczeniu autosomalnie dominujacym. Liczbe przypadkow
sporadycznych, w materiale warszawskim oceniano na okoto 60% [Stroinska -
Kusiowa, Jedrzejowska, Kope¢ 1966], natomiast w innych populacjach, na okolo
52% [Mahjneh 1 wsp. 1996b]. Czestos¢ wystepowania zespotu LGMD uprzednio
ocenianona 1 10 [Emery 1991]. Dane dotyczace czgstosci wystgpowania, po
uwzglednieniu przypadkow potwierdzonych badaniami genetycznymi, nie zostaly
dotychczas opublikowane.

Rozpoznanie dystrofii obreczowo - konczynowej stawiane bylo na podstawie:
obrazu klinicznego oraz nastgpujacych kryteridw:
1. badan biochemicznych: aktywnosci kinazy kreatynowej, aldolazy i transaminaz

W surowicy,

2. badan elektromiograficznych: celem wykazania zmian o charakterze pierwotnie
migsniowym,
3. biopsji migsniowej: stwierdzenie zmian tzw: dystroficznych,

4. analizy rodowodu i oceny sposobu dziedziczenia.



Z uwagi na to, ze przypadki miopatii metabolicznych, strukturalnych 1 zapalnych,
takze mogg przebiegaé jako zespo6l obreczowo - konczynowy, wykonanie biopsji
mig$niowej jest nieodzowne dla rozpoznania dystrofii obrgczowo - konczynowe;,
[Bushby 1995].

Po identyfikacji genu dystrofiny i jego produktu [Hoffman, Brown 1 Kunkel
1987], z grupy LGMD zaczely by¢ eliminowane przypadki, nalezace do zupetnie
innej grupy dystrofii, sprzezonej z chromosomem . Obraz kliniczny w dystrofii
obreczowo - konczynowej 1 w dystrofii mig$niowej Beckera/Duchenne’a
(DMB/DMD) jest czesto podobny [Beyenburg i wsp. 1994, Ben Jelloun - Dellagi
i wsp. 1990]. Wobec tego, sporadyczne przypadki DMB/DMD byly czasem
blednie rozpoznawane jako LGMD [Arikawa i1 wsp. 1991, Norman, Coakley,
Thomas, Harper 1989]. Dotyczy to takze kobiet z zespolem obrgczowo -
konczynowym, ktére moga by¢ objawowymi nosicielkami dystrofii migsniowej
Duchenne a [Bonilla 1 wsp. 1988, Hoffman i wsp. 1992, Minetti 1 wsp. 1991].
Dlatego waznym elementem procedury diagnostycznej w LGMD, stalo si¢
wylaczenie mutacji genu dystrofiny i ocena dystrofiny mig$niowe;.

W diagnostyce roznicowej LGMD, uwzglednia si¢ takze inne schorzenia o
fenotypie zespolu obrgczowo - konczynowego. Analiza DNA, umozliwia
dokonanie molekularnej diagnostyki roznicowej pomiedzy LGMD 1 dystrofia
twarzowo - topatkowo - ramieniowa (facioscapulohumeral muscular dystrophy-
FSHD), szczegdlnie w przypadkach, ze znacznym ostabieniem mig$ni obreczy

barkowej [Jardine i wsp. 1994, van der Koot i wsp. 1996].



Postep badan genetycznych umozliwit dalsza charakterystyke dystrofii
obreczowo - konczynowej 1 pozwolil na wyjasnienie heterogennosci tej grupy
miopatii. Wyraza si¢ ona obecnoscig kilku miejsc genomowych, ktérych mutacje
powoduja powstanie fenotypu LGMD. Analiza sprzgzen umozliwila
zlokalizowanie co najmniej siedmiu genéw dla LGMD, dziedziczacej si¢ w sposob
autosomalnie recesywny [Bashir i wsp. 1994, Beckmann 1 wsp. 1991, Ben
Othmane i wsp. 1995, Bonnemann i wsp. 1995, Lim i wsp. 1995, Noguchi i wsp.
1995, Passos - Bueno i wsp. 1996b, Moreira i wsp. 1997], oraz przynajmniej 2
loci dla LGMD, dziedziczacej si¢ w sposob autosomalnie dominujacy [Speer 1
wsp. 19921 1995, van der Kooi 1 wsp. 1997].

Na podstawie dostepnych danych molekularnych, opracowano nowe krytena
diagnostyczne oraz dokonano klasyfikacji dystrofii obrgczowo - konczynowe;
[Bushby i1 Beckmann 1995].

(Nowa klasyfikacja przedstawiona jest w tabeli 1.1).



Klasyfikacja LGMD

gen lokalizacja chromosomalna produkt genu
AD:

LGMDI1A 5q22.3-31.3 ?

LGMD B 1q11-21 ?

AR:

LGMD2A 15q15.1-21.1 CANP3
LGMD2B 2pl13 ?
LGMD2C 13q12 — sarkoglikan
LGMD2D 17q12-21.33 o — sarkoglikan
LGMD2E 4ql2 — sarkoglikan
LGMD2F 5q33-34 — sarkoglikan
LGMD2G 17q11-12 ?

Tabela 1.1 Klasyfikacja dvstrofii obrgczowo - konczynowe;.
AD-dziedziczenie autosomalnie dominujace,
AR-dziedziczenie autosomalnie reces e,

CANP3 - kalpaina 3.



Dystrofie obreczowo - korczynowe o dziedziczeniu autosomalnie

recesywnym.

Dystrofia obreczowo - koficzynowa przestata istnie¢ jako samodzielna
jednostka chorobowa. Jest to wynikiem badafn molekularnych, na podstawie
ktorych, wytoniono z LGMD kilka postaci, w ktdrych wykryto okreslone defekty
genetyczne.

Pierwsze dowody heterogennosci locus w LGMD:

Pierwszym dowodem na obecno$¢ wiecej niz jednego locus dla LGMD,
byly badania Passos - Buenos i wsp. [Passos - Buenos 1 wsp. 1993a]. Autorzy
wykazali mapowanie LGMD do chromosomu 15q w niektorych brazylijskich
rodzinach, a w innych wyltaczyli. Niejednorodno$¢ locus zostala dowiedziona
ponownie w badaniach Allamand i wsp. [Allamand 1 wsp. 1995a]. Wylaczono
mapowanie do chromosomu 15q w rodzinach grupy Amish, osiadtymi w
potudniowej Indianie. Rodziny te, spokrewnione byly z rodzinami osiadtymi w
poinocnej Indianie, u ktorych uprzednio wykazano sprz¢zenie z miejscem na
chromosomie 15 [Young i wsp. 1992, Allamand 1 wsp. 1995a). Jak podzniej
dowiedziono, LGMD wystepujaca w rodzinach z potudniowej Indiany, zostata
zidentyfikowana jako wariant LGMD2E, a gen kodujacy jeden z komponentow
glikoproteinowego kompleksu dystrofiny (dystrophin glycoprotein comple -
DGC)- - sarkoglikan, zlokalizowano na chromosomie 4q i [Lim 1 wsp. 1995].

Dystrofie obreczowo - konczynowe o dziedziczeniu autosomalnie
recesywnym dzieli si¢ na dwie grupy: te, w ktorych ekspresja elementéw DGC jest

prawidlowa (LGMD2A, LGMD2B, LGMD2G) oraz postacie, w kérych stwierdza



si¢ deficyt poszczeglnych komponentow DGC (LGMD2C, LGMD2D,

LGMD2E, LGMD2F).



Charakterystyka typu LGMD2A4, LGMD2B i LGMD2G.

LGMD2A i CANP3:

Mutacje genu kodujacego aktywowana wapniem neutralng proteaze 3
(calcium - activated neutral protease 3; CANP3), odpowiedzialne sa za wanant
LGMD2A. Jest to pierwszy przykiad dystrofii, w ktorej defekt genetyczny
dotyczy zaburzenia funkcji enzymu, a nie biatka strukturalnego.

Gen dla postaci LGMD2A, zostal przypisany do chromosomu 15 [Beckmann 1
wsp. 1991]. Badano wysoce wsobng populacje, rodzin zamieszkujacych wyspe La
Reunion, ktéra z powodu polozenia geograficznego, uwazana byla za grupe
genetycznie izolowana. Wobec tego, sugerowano, ze przypadki dystrofii
obreczowo - konczynowej w tym regionie, prawdopodobnie pochodza od
wspolnych nosicieli, zmutowanych alleli nieznanego genu. Ze wzgledu na
genetyczng homogennos¢, populacja La Reunion, stanowita szczegdlnie cenny
obiekt badan dla analizy sprzezen. Zastosowano metod¢ analizy sprzezen, z
markerami polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP), co
umozliwito przypisanie genu do ramienia dlugiego, chromosomu 15. Mapowanie
genu dla LGMD do chromosomu 15q, zostalo nastgpnie potwierdzone w
badaniach populacji Amish z pétnocnej Indiany [Young i wsp. 1992].

Wczesniej wykazano, ze uprzednio sklonowany gen kalpainy 3 (CANP3)
[Sorimachi i wsp. 1989], zostal przypisany do chromosomu 15 [Ohno 1 wsp.
1989]. Stat sie on kandydatem dla LGMD, po zmapowaniu go do krytycznego
regionu dla LGMD2A - 15q15.1 - g21.1 [Richard i wsp. 1994, Fougerousse 1
wsp. 1995, Allamand i wsp. 1995b] i po wykazaniu jego migSnilowo - swoiste]

ekspresji [Chiannilkulchai i wsp. 1995]. W wyniku dalszych badaf poznano



genomowa organizacje¢ genu CANP3 i zidentyfikowano poszczegdlne mutacje u
pacjentdw z dystrofia obreczowo - konczynowa, pochodzacych z populacji La
Reunion [Richard i wsp. 1995].

Gen kodujacy aktywowang wapniem neutralng proteaz¢ (CANP3), ma
ponad 40 kilozasad (kb). Skiada si¢ z 24 egzondw, o wielkosci od 12 do 309 par
zasad (bp). Rozmiary intronéw wahaja si¢ pomigdzy 86 bp a 10 - 16 kb (ryc. 1.1).
Trzy unikalne sekwencje: NS, 1S1, IS2 i sygnat jadrowej translokacji (wewnatrz
1S2) sasiaduja z intronami (ryc. 1.2). Zidentyfikowano cztery mikrosatelitarne
sekwencje. Dwie z nich zlokalizowane sa w pierwszym intronie 1 nie wykazuja
polimorfizmu. Trzecia mikrosatelitarna sekwencja, posiadajaca tylko dwa allele,
jest zlokalizowana w drugim intronie. Czwarta sekwencj¢ mikrosatelitarng (o
nieznanym polimorfizmie) stwierdzono w intronie dziewiatym. Ponadto
zidentyfikowano jedna sekwencj¢ MER2 i 14 z rodziny Alu ( gestos¢ Alu - 1

element na 2.5 kb) [Richard i wsp. 1995].

Ryec. 1.1 Genomowa organizacja genu CANP3. Egzony zaznaczone s3 przez ponumerowane linie
pionowe, wewnatrzgenowe sekwencje mikrosatelitarne przez gwiazdki. Strzatki wskazuja
orientacj¢ sekwencji Alu i MER2 ( Richard i wsp. 1995)
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cysteinowa domena domena wigzgca wapn
proteazy

Ryc. 1.2 Schematyczne przedstawienie bialka CANP3. (Richard i sp. 1995) I, II, II, IV -
domeny. NS. IS1, IS2 - sekwencje spe  czne dla mig$ni.

CANP3, jest biatkiem nalezacym do rodziny kalpain. Kalpainy podzielono
w zaleznosci od wystegpowania na: tkankowo - swoiste 1 te, ktore wystgpuja w
wigkszosci tkanek [Sorimachi i wsp. 1989, Sorimachi, Ishiura 1 Suzuki 1993,
Sorimachi, Saido i Suzuki 1994]. Kalpainy sa heterodimerami i skladaja si¢ z
podjednostek: duzej i matej (ryc. 1.3). Duza podjednostka ma cztery domeny.
[Ohno i wsp. 1984]. Domena II podobna jest do innych proteaz cystemowych, w
miejscach aktywnych zawiera reszty histydynowe, cysteinowe i asparaginowe.
Budowa domeny IV jest podobna do struktury kalmoduliny i zawiera cztery
struktury EF  hand structures-EF), co sugeruje, ze domena IV wiaze wapn 1 moze
by¢ odpowiedzialna, za zalezna od wapnia regulacj¢ funkcji kalpain. Domena I,
podczas aktywacji ulega procesowi autokatalizy, co moze wskazywac na to, ze
petni ona funkcje w regulacji aktywnosci kalpainy. Funkcja domeny III pozostaje
nadal nieznana. Mata regulatorowa podjednostka zawiera nastgpna, wiazaca wapn
domene i reguluje wrazliwos¢ na wapn [Cong, Thompson i Gol 1993].
n - kalpaina 1 (nCL - 1, p94 lub CANP3), sklada si¢ takze, z czterech domen
(ryc. 1.2). W biatku wystepuja trzy unikalne regiony: NS (wewnatrz domeny I),
IS1 (wewnatrz domeny II) i IS2 (wewnatrz domeny III). IS2 zawiera ponadto,
sekwencj¢ przypominajaca jadrowy sygnat translokacji [Sorimachi 1 Suzuki 1992].

10



Large Subunit Familv

Ryc. 1.3 Budowa izoenzyméw kalpain (Saido, Sorimachi, Suzuki, The FASEB Journal 1994; 8:
814 - uaktualnione).

Regiony te moga by¢ odpowiedzialne za jej nieznana jak dotychczas, swoista dla
miesni funkcje. Mala podjednostka kalpain, petniaca kluczows role w regulacji
aktywnosci tych enzymow, nie iaczy sie z CANP3 [Sorimachi 1 wsp. 1995].
Natomiast, konektyna (tinina), biatko, rozciagajace si¢ pomigdzy liniami M 1 Z
mie$niowego sarkomeru [Trinick 1996], wiaze si¢ z p94 poprzez region 1S2
[Sorimachi i wsp. 1995]. Przyjmuje sig, ze konektyna moze regulowa¢ aktywnosc¢
CANP3. Jak juz wspomniano, p94 wystepuje tylko w migsniach szkieletowych,
gdzie jej mRNA wystepuje w duzej 1losci. Produkt translacji obecny jest natomiast
w migéniach, w ilosci znacznie nizszej. Uwaza sig, ze wynika to z szybkiej,
autolitycznej degradacji (okres poitrwania biatka jest krotszy niz jedna godzina).
By¢ moze jest to zwiazane z koniecznoscia precyzyjnej regulacji aktywnosci

kalpainy 3 [Sorimachi i wsp. 1993]. Tak krétki okres poitrwnia, jest powodem
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trudnosci w wykrywaniu CANP3 w mig$niach, dlatego tez przeciwciata przeciwko
CANPS3, nie sa jeszcze rutynowo stosowane w diagnostyce tej postaci dystrofii.
Pojawily si¢ jednakze wstepne doniesienia, o probach wykrywania CANP3 w
tkance mig¢$niowej przy pomocy przeciwcial - wykazano brak CANP3 u trzech
pacjentéw z LGMD2A [Spencer i wsp. 1997].

Substraty dla CANP3 nie sa znane. W ostatnim okresie ujawniono ekspresj¢
kalpainy 3 w mig$niu serca, w okresie rozwoju embrionalnego [Beckmann 1997].
Biologiczne implikacje tego faktu, nie sa znane, zwlaszcza ze, pacjenci z
LGMD2A, nie wykazuja cech kardiomiopatii [Beckmann 1997].

Kalpainy sa nielizosomalnymi, aktywowanymi wapniem, neutralnymi proteazami,
[Suzuki i Ohno 1990] sa receptorami dla sygnatow wapniowych w biologicznych
systemach. Aktywacja kalpain prowadzi do nieodwracalnej, ograniczonej,
proteolitycznej przemiany bialek bedacych ich substratami. Peinia one funkcje
regulatorowe [Saido, Sorimachi i Suzuki 1994]. Fizjologiczne konsekwencje
aktywacji kalpain sa wynikiem modyfikacji substratu - biatka przez proteolize
[Saido, Sorimachi 1 Suzuki 1994].

Zaproponowano dwie hipotezy, dotyczace funkcji CANP3 w migsniach
szkieletowych. Sa one probami wyjasnienia patomechanizmu dystrofii typu
LGMD2A . Sugerowano, ze kalpaina 3 moze aktywowac enzym lub inne biatko
zaangazowane w metabolizmie migSniowym. Wobec tego brak aktywnoscl,
powodowatby akumulacje substratu i w wyniku tego, degeneracj¢ migsni [Richard
1 wsp. 1995]. Druga hipoteza wykorzystuje obecnos¢ sekwencji, przypominajacej
jadrowy sygnal translokacyjny wewnatrz 1S2. Sugeruje si¢, ze CANP3 moze

petni¢ role w okresie rozwoju migsni, podczas ich roznicowania, co mogtoby



nastepowaé, poprzez modyfikacje swoistych dla migSni  czynnikow
transkrypcyjnych; takich jak te, nalezace do rodziny MyoD [Saido, Sorimachi i
Suzuki 1994, Richard i wsp. 1995] . Te hipoteze potwierdzataby jadrowa
lokalizacja CANP3 [Sorimachi 1 wsp. 1993].

Mutacje w genie CANP3, zostaly zidentyfikowane przez grup¢ Beckmann a przy
uzyciu metody heteroduplekséw, bezposredniego sekwencjonowania, a takze
nieuprawnionej transkrypcji z limfocytow krwi obwodowej. Znaleziono okoto 60
roznych mutacji [Richard i wsp. 1995, Richard i Beckmann 1995, Restagno 1 wsp.
1996, Beckmann i wsp. 1996, Beckmann 1997, Richard i1 wsp. 1997].
Poczatkowo wydawalo si¢, ze sa one zlokalizowane giownie w egzonach
kodujacych domeny II i IV genu kalpainy [Richard 1 wsp. 1995], nastepnie jednak
zidentyfikowano je takze w pozostalych egzonach genu. Wigkszos¢ mutacji, to
mutacje punktowe, ktore moga powodowal (ale nie zawsze) zmiany ramki
odczytu, ponadto mate delecje lub insercje (przyklady podano w tabeli 1.2).
Ocenia si¢, ze okoto 50% zidentyfikowanych mutacji, to mutacje zmiany sensu
[Beckmann 1 wsp. 1996].

Nieoczekiwana obecno$é rdéznych, niezaleznych mutacji, we wsobnej populacji z
wyspy Reunion, nazwana zostata , paradoksem Reunion”. W celu wyjasnienia tego
znaleziska zaproponowano dwugenowy model dziedziczenia [Richard 1 wsp.
1995]. Sugerowano, ze istnieje drugi, nie zidentyfikowany gen, ktory moze
modyfikowaé fenotypowa ekspresje mutacji genu kalpainy. Hipotetyzowano, ze
ten drugi locus, moze by¢ genem kodowanym przez DNA jadrowe lub

mitochondrialne.
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Obraz kliniczny dystrofii obreczowo - konczynowej typu LGMD2A
[Jackson 1 Carey 1961, Passos - Bueno i wsp. 1991, Beckmann 1 wsp. 1991,
Young i wsp. 1992, Fardeau i wsp. 1996a i 1996b, Restagno i wsp. 1996].
Przebieg schorzenia jest powoli postepujacy, chociaz obserwuje si¢ takze
przypadki przebiegajace szybciej. Poczatek choroby przypada na ogét przed 20
rokiem zycia. Utrata zdolno$ci samodzielnego poruszania si¢ nastgpuje najczesciej
po 10 - 20 latach od pojawienia si¢ pierwszych objawow choroby. Ostabienie
przewaza poczatkowo w migsniach: posladkowym wiekszym, przywodzicielach
stawu biodrowego, najszerszym grzbietu i zebatym wielkim. Nie zaobserwowano
zajecia procesem chorobowym mieénia serca. Przerost miesni tydek wystepuje
rzadko. Stwierdza si¢ przykurcze, ktére we wczesnym okresie sg ograniczone do
sciegien Achillesa. Obserwuje si¢ wewnatrzrodzinng zmienno$¢  przebiegu
[Richard i wsp. 1995, Fardeau 1 wsp. 1996a].

Obecnie wykonuje si¢ juz diagnostyke prenatalng w dystrofii obreczowo -
konczynowej typu LGMD2A. Pierwszy przypadek takiej diagnostyki zostal

opisany w 1996 roku [Restagno 1 wsp. 1996].
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typ

mutacji
zmiany sensu
zmiany sensu
zmiany sensu
zmiany sensu
zmiany sensu
zmiany sensu
zmiany sensu
nonsensowna
nonsensowna
zerowa
zerowa
zerowa
zerowa
zerowa
zerowa

zmiana
nukleotydu
CTG-CAG
GGG-GAG
GTG-GGG
CGG-TGG
CGG-CAG
AGC-GGC
CGG-CAG
CGA-TGA
TGG-TAG
CAA-CA
CGG-CG
G-A

C-T

delecja AGAC
AG-TCATCT

pozycja
nukleotydu
545
701
1061
1468
1715
2230
2306
328
1079
550
945
946-1
1872
2313-2316
2362-2363

efekt mutacji

Leu - GIn

Gly - Glu

Val - Gly

Arg - Trp

Arg -Gln

Ser -Gly

Arg - GIn

Arg - stop

Trp - stop

zmiana ramki odczytu

zmiana ramki odczytu
nieprawidtowe sktadanie mRNA
nieprawidlowe sktadanie mRNA
zmiana ramki odczytu

zmiana ramki odczytu

Tabela 1.2 Przyklady mutacji zidentyfikowanych w genic kodujacym CANP3 (Richard i wsp. 1995).
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LGMD2B

Drugie miejsce genomowe dla dystrofii obreczowo - konczynowej
dziedziczacej si¢ w sposob autosomalnie recesywny (LGMD2B), zostato
zidentyfikowane przez Bashir i wsp. [Bashir i wsp. 1994], a nastgpnie
potwierdzone przez Passos - Bueno i wsp. [Passos - Bueno 1 wsp. 1995b]. Na
podstawie dalszych badan region zawierajacy gen zostal zawezony do 2pl3
[Bashir i wsp. 1996, Bushby i wsp. 1996]. Gen dla tej potaci dystrofii nie zostat do
tej pory zidentyfikowany, ale na podstawie mapowania, do /ocus tego przypisano
poszczegolne rodziny i ustalono fenotyp pacjentow z LGMD2B. Przebieg tej
dystrofii jest wzglednie fagodny [Mahjneh i wsp. 1996a]. Choroba ujawnia si¢ na
ogo6t w drugiej lub trzeciej dekadzie zycia (pomigdzy 13 a 35 rokiem zycia).
Pierwsze objawy dotycza zwykle migéni ksobnych obreczy biodrowej.
Najwcze$niejszemu zanikowi ulegaja migsnie odwodziciele 1 migsnie tylnej grupy
uda. Aktywnos¢ kinazy kreatynowej jest podwyzszona do 100 razy w stosunku do
wartosci prawidtowych.

Uwaza si¢, ze LGMD2B i inna postaé dystrofii - miopatia Miyoshi (MM)
moga by¢ allelicznymi wariantami mutacji tego samego genu [Bejaoui i wsp.
1995, Bashir i wsp. 1996]. Sugestie te wynikajg z faktu zmapowania obu tych
postaci dystrofii do tego samego regionu na chromosomie 2p13 [Bejaoui 1 wsp.
1995, Bashir i wsp. 1996]. Ponadto opisano wspotwystepowanie dwu postaci
dystrofii: o fenotypie miopatii Miyoshi i dystrofii obreczowo - konczynowej, w
jednej wysoce spokrewnionej rodzinie [Illarioshkin i wsp. 1996], a analiza
sprzezen wykazata mapowanie do /ocus 2B na chromosomie 2 [Illarioshkin i wsp.

1997]. Badania te potwierdzajg sugestie, ze obie formy dystrofii moga
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reprezentowac alleliczne warianty mutacji w tym samym genie. Ponadto pomigdzy
LGMD2B i MM istnieja pewne podobienstwa. Obie postacie dystrofii dziedzicza
si¢ w sposOb autosomalnie recesywny, poczatek wystepuje nie wczesniej niz w
drugiej dekadzie zycia, aktywnos$¢ kinazy kreatynowej jest wysoka. Jednak, w
MM zanik i ostabienie mig$ni obejmuje poczatkowo migsnie odsiebne konczyn
dolnych [Miyoshi i wsp. 1986, Meola i wsp. 1996], zas w LGMD, mig$nie ksobne.

Analiza sprzezen z uzyciem mikrosatelitarnych markerow, jest metoda z
wyboru, dla ustalania mapowania do chromosomu 2 w poszczegélnych rodzinach.
Umozliwia ona takze, ustalenie zaleznosci pomiedzy obiema tymi formami

dystrofii migsniowych postepujacych.
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Glikoproteinowy kompleks dystrofiny i dystrofie miesniowe 7
daficytem komponentow kompleksu dystrofiny.

Glikoproteinowy kompleks dystrofiny.

Dystrofina, glowne, wewnatrzkomérkowe biatko strukturalne komérki
migsniowej [Koenig, Monaco i Kunkel 1988], jest produktem genu, mutacje
ktorego, powodujg DMD i jej alleliczny wariant, DMB [Hoffman, Brown i Kunkel
1987] . Badania blony komoérkowej komorki migsniowej umozliwily poznanie
innych, blonowych i z blong komérkowg zwigzanych bialek, ktoére nazwano
glikoproteinowym kompleksem dystrofiny (dystrophin glycoprotein comple -
DGC, lub dystrophin associated proteins - DAP) [Campbell i Kahl 1989, Love 1
wsp. 1993].

Dystrofina jest zlokalizowana w sarkolemmie komorki mig$niowej [Zubrzycka -
Gaarn i wsp. 1988] i stanowi okoto 5% jej bialek [Ohlendieck i Campbell 1991].
Dystrofina jest Scisle zwigzana z duzym, oligomerycznym kompleksem DAP. DAP
sklada si¢ natomiast z: kompleksu dystroglikanowego (a - i - dystroglikan)
[Henry i Campbell 1996], sarkoglikanowego (ot -, -, -, - sarkoglikan), 25
DAP [Sunada i Campbell 1995] i syntrofin [Ahn i wsp. 1996] (ryc. 1.4). N -
koniec dystrofiny laczy si¢ z F - aktyng [Rybakowa, Amann, Ervasti 1996]. Triplet
wewnatrzkomorkowych biatek - syntrofiny, oraz homolog biatka torpedo,
dystrobrewina - o, [Helene i wsp. 1996], s zwiazane z C - koncowa domeng
dystrofiny. Blonowy kompleks glikoproteinowy faczy si¢ z domena dystrofiny
bogata w cysteing, przez s$roédblonowy - dystroghkan. Srodblonowy kompleks

glikoproteinowy laczy zewnatrzkomorkowo umiejscowiony o - dystroghkan z
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sarkolemma 1 skiada sie z szesciu biatek: - dystroglikanu, o -,
sarkoglikandw i 25 DAP. a - dystroglikan laczy si¢ z zewnatrzkomdérkowm
biatkiem, merozyng (lamining -2). Kompeks dystroglikanéw razem ze
srodblonowymi sarkoglikanami tworzy pomost pomigdzy wnetrzem komorki i
biong podstawna.

Uwaza si¢, ze kompleks dystrofina - DGC - ECM (e tracellular matri - ECM)
stabilizuje sarkolemme i ochrania komoérke mig$niowa przed urazami zwigzanymi
z jej skurczami [Michalak i Opas 1997]. Brak dystrofmy lub ktéregokolwiek z
elementow sarkoglikanowych moze powodowa¢ destabilizacj¢ calego kompleksu
doprowadzajac do zerwania polaczenia pomigdzy zewnatrz - i
wewatrzkomorkowa przestrzenia. Wynikiem tego moze by¢ zwigkszona
wrazliwos¢ sarkolemmy na uszkodzenia zwiazane ze skurczem migsni, co w
efekcie prowadzi do nekrozy komorki.

Wykazano, ze mutacje w niektorych genach kodujacych biatka nalezace do
DGC/DAP s3 powodem rdznych form dystrofii migsniowych postepujacych.
Mutacje w genach kodujacych - sarkoglikan, zwiazane s3 z
autosomalnie recesywnymi formami dystrofii obreczowo - konczynowej. Sa to
tzw: sarkoglikanopatie: LGMD2D, 2E, 2C, 2F [Roberds i wsp. 1994, Lim 1 wsp.
1995, Bonnemann i wsp. 1995, Nigro i wsp. 1996, Noguchi i wsp. 1995]. Brak
merozyny, obserwuje sie¢ w niektorych przypadkach klasycznej dystrofii
mig$niowej wrodzonej (congenital muscular dystrophy - CMD) [Tome 1 wsp.
1994]. Deficyt - dystroglikanu opisano jak dotychczas u jednego pacjenta z
ksobng miopatia [Sahh i wsp. 1996]. U pacjentéw z DMD, ktoérzy w wyniku
rozlegtej delecji utracili dwie koncowe domeny dystrofiny (odcinek bogaty w
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cysteing oraz C - koniec), wszystkie komponenty kompleksu dystrofiny mogg by¢
drastycznie zmniejszone. Ponadto, mutacje w ktorymkolwiek z genéw kodujacych
sarkoglikany, moga powodowa¢ nie tylko redukcje ilosci okreslonego biatka, ale
takze wtorny deficyt pozostatych komponentow, rzadziej zas, dystrofiny [Ozawa i
wsp. 1995].

Nie stwierdzono dotychczas, aby mutacje w genach kodujacych inne biatka DGC
(tabela 1.3), byly przyczyna schorzen u ludzi. Mozna si¢ jednak spodziewac, ze
niektore z tych genéw moga byé odpowiedzialne za inne formy dystrofii
miesniowych postepujacych. Dlatego podjete zostaly poszukiwania mutacji w
pozostalych genach DCG didate gene approach), u pacjentdéw z roéznymi

formami dystrofii mig$niowych postepujacych.

Ryc. 1.4 Glikoproteinowy kompleks dystrofiny (Nigro i wsp. 1996).
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Biatko Inne nazwy Cig¢zar (kD) lokalizacja genu

laminina 2 fancuch merozyna 400 6q22
a - dystroglikan 156 DAG 156 3p21
- dystroglikan 43 DAG 43 3p21
o - sarkoglikan 50 DAG, adhalina 50 17921
- sarkoglikan 43 DAG 43 4ql2
- sarkoglikan 35 DAG 35 13ql2
- sarkoglikan 35 5q33
25 DAP 25
o - syntrofina 59 DAPI 58 20ql1
1 - syntrofina 59 DAP2 59 16923
2 - syntrofina 59 DAP3 60 8q23
dystrobrewina 87 18ql2
dystrofina 427 p21

Tabela 1.3 Lokalizacja genéw kodujacych komponenty kompleksu DGC oraz wykaz bialek
nalezacych do DGC (z Cel 1995; 60: 676, Campbell K. P. - uzupelnione, pi$miennictwo w
tekscie).

DAG - dystrophin associated glycoprotein,

DAP - dystrophin associated protein,

kD - kilodalton.
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LGMD2

Nastepny gen dla LGMD zostal przypisany do chromosomu 13 [Ben
Othmane i wsp. 1992]. Mapowania dokonano w rodzinach tunezyjskich z
dystrofia, o cigzkim przebiegu (Duchenne - like muscular dystrophy - DLMD).

DLMD jest takze nazywana ciezka dziecieca autosomalnie recesywnie
dziedziczaca si¢ dystrofia miesniowa (severe childhood autosomal recessive
muscular dystrophy - SCARMD). Wystepuje najczesciej w krajach, gdzie
malzenstwa zawierane sa wsrod oséb spokrewnionych: Tunezja, Algienia, Kuweit
[Ben Hamida, Fardeau, Attia 1983, Azibi i wsp. 1991, Farag 1 Teebi 1990].
DLMD w innych czesciach $wiata jest wzglednie rzadka [Emery 1987]. Objawy
kliniczne w DLMD i DMD s3 podobne. W przypadkach SCARMD jednak,
kobiety i mezczyzni choruja réwnie czesto. W przeciwienstwie do DMD, gdzie
dystrofina w miesniach jest nieobecna [Hoffman i wsp. 1988] w przypadkach
DLMD dystrofina migéniowa jest prawidiowa [Ben Jelloun Dellagi i wsp. 1990].
W rodzinach o fenotypie SCARMD, w pierwszym etapie poszukiwania genu,
wylaczono mapowanie do zananych juz Joci: na chromosomie 15 [Passos - Bueno
i wsp. 1993¢] i 6q (gen merozyny, tabela 1.3) [Azibi 1 wsp. 1991]. Mapowanie do
chromosomu 13 zostalo potwierdzone w badaniach El Kerch 1 wsp. [El Kerch 1
wsp. 1994]. Sugerowano wiec genetyczng jednorodnos¢ SCARMD w po6inocnej
Afryce. Potwierdzily to dalsze badania [Ben Othmane i wsp. 1995], w ktérych
wykazano nierownowage sprzezen pomiedzy allelem o dlugosci 122 par zasad
markera D13S232 i badanym miejscem genomowym, co wskazywalo na efekt

zalozyciela w tym regionie geograficznym.
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U pacjentow z DLMD, pochodzacych z potnocnej Afryki wykazano deficyt 50
DAG (o - sarkoghkanu) [Matsumura i wsp. 1992 i Azibi 1 wsp. 1993], skladnika
DGC (ryc. 1.4, tabela 1.2). Poczatkowo uwazano, ze a - sarkoglikan moze by¢
produktem poszukiwanego genu [Azibi 1 wsp. 1993]. Jak p6zniej wykazano, gen
kodujacy a - sarkoglikan, przypisano do chromosomu 17 [Roberds i wsp. 1994]
ostatecznie udawadniajac, ze deficyt a - sarkoglikanu, w wyzej wspomnianych
rodzinach, byt wtérny do destabilizacji kompleksu DGC, ktéry nastapit w wyniku
mutacji w genie LGMD2C [Noguchi i wsp. 1995]. W innych badaniach wykazano
genetyczna niejednorodnos¢ SCARMD. Stwierdzono, ze fenotyp ten, moze by¢
wynikiem mutacji wigcej niz jednego recesywnego genu [Passos-Bueno 1 wsp.
1993b].

Dystrofia przypisana do chromosomu 13 zostala nazwana LGMD2C [Bushby i
Beckmann 1995] a produktem genujest - sarkoglikan [Noguchi i wsp. 1995].

- sarkoglikan nalezy do biatek $roédblonowych II typu. Sklada si¢ z trzech
domen: s$rodblonowej, cytoplazmatycznej 1 zewnatrzkomorkowej. Domena
cytoplazmatyczna zawiera potencjalne miejsce fosforylacji dla kinazy II kazeiny,
zewnatrzkomorkowa domena posiada miejsce glikozylacji [Noguchi i wsp. 1995].
mRNA - sarkoglikanu ulega ekspresji tylko w migsniach szkieletowych
poprzecznie prazkowanych 1 migsniu serca [Noguchi 1 wsp. 1995].
Zidentyfikowane mutacje, to glownie mutacje punktowe 1 pojedyncze delecje
kilkudziesieciu nukleotydéow [Noguchi 1 wsp. 1995]. Opisano rodziny z
potwierdzonym badaniami genetycznymi typem LGMD2C i dokonano préb
wstepnych korelacji kliniczno - genetycznych [Ben Hamida i wsp. 1996, Passos -

Bueno i wsp. 1996a, McNally i wsp. 1996, Sewry 1 wsp. 1996].
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LGMD2

Gen dla LGMD2D, przypisano do chromosomu 17q12 - q21.33 [Roberds 1
wsp. 1994].

Produktem genu jest o - sarkoglikan, uprzednio nazywany adhaling
[Roberds i wsp. 1993, Roberds 1 wsp. 1994]. a - sarkoglikan jest strukturalnym
biatkiem s$rodblonowym. Skiada si¢ z sekwencji hydrofobowej, domeny
srodblonowej, zawiera dwa potencjalne miejsca dla glikozylacji i;jedno miejsce dla
fosforylacji przez zalezng od wapnia i kalmoduliny kinazg¢ proteinowa. Domena
zewnatrzkomérkowa zawiera cztery reszty cysteinowe.

Dhugosé genu wynosi okoto 12 kb. i zawiera przynajmniej 9 intronéw [Roberds 1
wsp. 1994]. W intronie 6 zidentyfikowano polimorficzny mikrosatelitarny marker
- dwunukleotydowe powtérzenia (CA)n, wykorzystywany dla analizy sprze¢zen.
mRNA o - sarkoglikanu, obecne jest w migsniach szkieletowych [Roberds 1 wsp.
1993, Roberds i wsp. 1994] 1 serca oraz w mniejszej ilosci w tkance plucnej
[Roberds i wsp. 1994]. Diugos¢ transkryptu wynosi okoto 1.5 kb., ale krotszy 1 w
mniejszej ilosci mRNA, takze wystepuje w migs$niach szkieletowych. Uwaza sig,
ze mniejszy transkrypt powstaje w wyniku alternatywnego skladania, uzycia
alternatywnych miejsc inicjacji transkrypcji lub poliadenylacji.

Dotychczas zidentyfikowano mutacje w nastepujacych populacjach: europejskie;
[Roberds i wsp. 1994, Piccolo i wsp. 1995, Eymard 1997], japonskiej [Akaike i
Kawai 1997, Higuchi i wsp. 1997], poinocno - afrykanskiej [El. Kerch i wsp.
1994, Piccolo 1 wsp. 1995, Eymard 1997], brazylijskiej [Passos - Bueno 1 wsp.
1995a, Passos - Bueno 1 wsp. 1996a], argentynskiej [Taratuto 1 wsp. 1996].

Wiekszo$¢ mutacji, to mutacje punktowe: zmiany sensu, nonsensowne, mutacje
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zaburzajace skiadanie mRNA oraz mate duplikacje. Wielu chorych okazalo si¢
ztozonymi heterozygotami.

Wsrod pacjentow, u  ktorych rozpoznanie LGMD2D potwierdzono
badaniami genetycznymi, obserwuje si¢ przypadki tak o przebiegu ciezkim, o
fenotypie SCARMD [Romero i wsp. 1994, Roberds i wsp. 1994, Piccolo i wsp.
1995, Akaike i Kawai 1997, Higuchi i wsp. 1997, Duggan 1 wsp. 1997], jak i
fagodnym [Passos -Bueno i wsp. 1995a, Piccolo 1 wsp. 1995, Passos - Bueno i
wsp. 1996a). Poczatek objawdéw chorobowych przypada na pierwsza lub druga
dekade zycia. Uwaza sig, ze najciezszy przebieg ma miejsce przy petnym braku o -
sarkoglikanu w komorkach migsniowych oraz u pacjentéw homozygotycznych w
odniesieniu do mutacji, powodujacych zmian¢ ramki odczytu i1 skrocenie
powstajacego produktu genu [Piccolo i wsp. 1995]. W przypadku mutacji zmiany
sensu, przebieg schorzenia wydaje si¢ by¢ na ogot tagodniejszy [Passos - Bueno i
wsp. 1995a].

LGMD2E

Gen dla LGMD2E zostal sklonowany 1 przypisany do ramienia dlugiego
chromosomu 4q12 [Lim i wsp. 1995. Boonemann i wsp. 1995].

Produktem genu jest - sarkoglikan, srédblonowe biatko skiadajace sie z
318 aminokwasow. N - koniec jest umiejscowiony wewnatrzkomérkowo, a C -
koniec jest zewnatrzkomorkowy, ma trzy miejsca domniemanej glikozylacji [Lim 1
wsp. 1995, Bonnemann 1 wsp. 1995].

mRNA - sarkoglikanu obecne jest we wszystkich tkankach. Ekspresja
jest najwieksza w miesniach szkieletowych i serca, ale nizsze poziomy mRNA

wykrywane sa w mozgu, fozysku, ptucach, nerkach i $§ledzionie [Lim i wsp. 1995,
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Bonnemann i wsp. 1995]. Glowny transkrypt ma diugos¢ okoto 4.5 kb., chociaz
wykrywa si¢ takze dwa mniejsze .0 kb, 1.35 kb.). Uwaza si¢, ze zaréwno
najdluzszy jak i najkrotszy transkrypt, powstaja w wyniku alternatywnej
poliadenylacji [Lim i wsp. 1995]. Koniec 5 regionu kodujacego - sarkoglikanu
ulega alternatywnemu skiadaniu w roéznych tkankach [Lim 1 wsp. 1995].

W rodzinach z dystrofig typu LGMD2E, zidentyfikowano rézne mutagje:
powodujace zmiang sensu, typu nonsens i malte duplikacje powodujace zmiany
ramki odczytu [Bonnemann i wsp. 1995, Lim 1 wsp. 1995].

Rowniez w tej postaci dystrofii obserwuje si¢ przypadki o przebiegu tagodnym
[Lim i wsp. 1995] jak i o fenotypie SCARMD [Bonnemann 1 wsp. 1995, Angelini
i wsp. 1996, Duggan i wsp. 1997]. Opisano takze przypadki o znacznej
zmiennosci przebiegu klinicznego - mimo obecnosci tej samej mutacji u réznych
pacjentow, obserwuje si¢ roznie cigzki przebieg schorzenia. Przykladem jest
dystrofia typu LGMD2E, w wysoce wsobnej populacji z potudniowej Indiany
(USA), ktora jest homogenna pod wzgledem genetycznym [Lim 1 wsp. 1995].
LGMD2F

Gen dla dystrofii obrgczowo - konczynowej typu 2F przypisano do
ramienia dlugiego chromosomu 5, w prazku 33-34 [Passsos - Bueno 1 wsp.
1996b].

Produktem genu jest srodblonowe biatko, - sarkoglikan [Nigro 1 wsp.
1996], o budowie podobnej do innych sarkoglikanéw. Skiada si¢ z: malej domeny
wewnatrzkomorkowej, pojedynczej $rodblonowej domeny hydrofobowej i

zewnatrzkomorkowego C - konca.
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Gen LGMD2F sklada si¢ z 8 egzondéw, pomiedzy ktorymi znajdujg si¢ dlugie
sekwencje intronowe. Dlugos¢ catego genu oszacowana jest na okoto 100 kb
[Nigro i wsp. 1996].

Stwierdzono obecnos¢ dwoch transkryptéow w tkankach: gltowny transkrypt o
dtugosci 8 kb. i drugi, wystepujacy w mniejszej ilosci, o dtugosci 3.6 kb. mRNA
obecne jest w najwigkszej ilosci w migsniach szkieletowych 1 w migéniu serca, w
mniejszej natomiast ilosci, w migsniach gladkich, moézgu i ptucach [Nigro i wsp.
1996, Jung i wsp. 1996].

Obraz kliniczny dystrofii w rodzinach (dwoch), w ktérych stwierdzono
sprzezenie z locus LGMD2F, jest dos¢ cigzki i przypomina SCARMD [Passos -
Bueno 1 wsp. 1996a 1 1996b].

Do tej pory, zidentyfikowano tylko jedng mutacj¢ (w stanie heterozygotycznym),
u pacjenta z tagodna ksobna miopatig i podwyzszeniem aktywnosci CK, jedynie
trzkrotnym w stosunku do wartosci prawidtowych [Nigro 1 wsp. 1996]. Ustalenie
szczegbtowego obrazu klinicznego LGMD2F, wymaga dalszych badan i

obserwaciji.
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Korelacje kliniczno - genetyczne dystrofii obreczowo - koriczynowej
0 dziedziczeniu autosomalnie recesywnym.

Obraz kliniczny roznych typow dystrofii obreczowo - konczynowych o
dziedziczeniu autosomalnie recesywnym jest podobny [Bushby 1996a]. Uwaza sie,
ze w poszczegolnych przypadkach réznicowanie w obrebie tej grupy miopatii nie
jest mozliwe bez zastosowania badan genetycznych 1 immunohistochemicznych.
Podjete jednak zostaly juz proby ustalenia wstepnych korelacji kliniczno -
genetycznych 1 klipicznej charakterystyki poszczegdlnych typow (tabela 1.4)
[Fardeau i wsp. 1996a i 1996b, Mahjneh 1 wsp. 1996a, Ben Hamida 1 wsp.
1996]. Wydaje sie, ze dystrofie typu 2A i 2B przebiegaja na ogoét tagodniej niz
dystrofie bedace wynikiem mutacji gendw kodujacych komponenty kompleksu
sarkoglikanowego, tzw: sarkoglikanopatie. Natomiast obraz kliniczny
sarkoglikanopatii jest nie do odroznienia od obrazu klinicznego dystrofinopatii

[Duggan 1 Hoffman 1996].
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Typ LGMD Korelacje kliniczne

Prawidlowy kompleks sarkoglikanowy

LGMD2A Poczatek 8 - 15 r.z. Roznie szybki przebieg. Korelacja z rodzajem mutacji.

LGMD2B Poczatek 16 - 25 r.z. Przebieg zwykle powolny.

LGMD2G Opisana tylko jedna rodzina.

Deficyt komponentéw kompleksu sarkoglikanowego

LGMD2C Poczatek 2 - 10 r.z. Przebieg szybki lub powolny.

LGMD2D Poczatek w dziecinstwie lub w wieku dorostym. Roéznie szybki przebieg. Korelacja z

rodzajem mutacji.
LGMD2E Wstepne dane sugerujace zalezno$¢ migdzy cigzkoscig przebiegu a rodzajem mutaciji.

LGMD2F Tylko dwie rodziny opisane do tej pory.

‘Tabela 1.4 Korclacje kliniczne dystrofii obrgczowo - korczynowcj o dzicdziczeniu autosomalnic reccsywnym.
(zmodyfikowanc z Bushby 1996a, Ncuromuscular Disorders 6: 439)
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LGMD o dziedziczeniu autosomalnie dominujqcym:

Postacie te stanowia od 10% [Bushby i Beckmann 1995], natomiast
wedlug innych autoréw az do 28% [van der Kooi 1 wsp. 1996], ogolnej liczby
przypadkow LGMD. Dotychczas opisano niewiele rodzin o tym  sposobie
dziedziczenia [Schneidermann 1 wsp. 1969, Bacon i Smith 1971, De Coster, De
Reuck, Thiery 1974, Hastings, Groothuis, Vick 1980, Chutkow, Heffner, Kramer,
Edwards 1986, Gilchrist, Pericak-Vance, Silverman, Roses 1988, Marconi i wsp.
1991, Marconi, Pizzi, Arimondi, Vannelli 1991, Somer 1 wsp. 1991, Miller,
Beggs, Towfighi 1992, van der Kooi 1 wsp. 1996]. W poszczegodlnych rodzinach
obraz kliniczny moze by¢ rozny. Fenotypowo LGMD moze przypomina¢ dystrofi¢
miesniowa typu Becker a [Miller, Beggs, Towfighi 1992], objawom ostabienia
mig$ni moze towarzyszy¢ kardiomiopatia [Fang 1 wsp. 1997, van der Kooi 1 wsp.
1997], lub dysartria [Speer i wsp. 1992]. W niektérych rodzinach w obrazie
histopatologicznym migéni, poza zmianami o charakterze pierwotnie migsniowym,
opisano obecnos$¢ wodniczek ksztaltu nieregularnego lub okraglego tzw. rimmed
vacuoles [Marconi Pizzi, Arimondi, Vannelli 1991, Chutkow Hefiner, Kramer,
Edwards 1986].

W wigkszosci przypadkow, poczatek jest pozny; w 3 lub 4 dekadzie zycia,
przebieg wzglednie tagodny, a aktywnos$¢ kinazy kreatynowej jest nizsza niz w
przypadkach o dziedziczeniu autosomalnie recesywnym.

Gen dla postaci, w ktorej wystepuje ostabienie migéni twarzy 1 dysartria
oraz prawdopodobne zjawisko antycypacji, zmapowano do chromosomu S5q

(LGMDI1A) [Speer i wsp. 1992]; gen dla postaci, ktorej towarzyszy

30



kardiomiopatia, ;gusygissasfille.clmmusnms;il g ! I JEEMD | B )il Rl

wsp. 1997]



Diagnostyka roznicowa dystrofii obreczowo - koriczynowej w
oparciu o molekularne badania genetyczne.

Przed postawieniem rozpoznania dystrofii obrgczowo - konczynowej,
konieczne jest wylaczenie innych schorzen migsni, w ktérych w obrazie
klinicznym dominuje ksobne osiabienie mig$ni obrgczy biodrowej i barkowej
[Passos - Bueno i wsp. 1991, Arkawa i wsp. 1991, Hoffman i wsp. 1992,
Hausmanowa - Petrusewicz 1993, Hausmanowa - Petrusewicz i1 wsp. 1995,
Jardine 1994, van der Kooi 1996].

Po sklonowaniu genu dystrofiny i wprowadzeniu oceny dystrofiny
migsniowej przy pomocy przeciwcial, diagnostyka roznicowa pomigdzy
dystrofinopatiami i LGMD stala si¢ mozliwa.

Bez zastosowania tych metod roznicowanie pomiedzy LGMD i sporadycznymi
przypadkami dystrofii mig$niowej typu Beckera oraz w rodzinach, w ktérych
schorzeniem nie byly dotknigte kobiety, bylo trudne. I tak, w autosomalnie
recesywnej postaci cigzkiej dystrofii dzieciecej (SCARMD), obraz kliniczny moze
by¢ podobny do dystrofii migsniowej Duchenne , podczas gdy w tagodniejszych
formach LGMD, obraz kliniczny moze przypomina¢ dystrofi¢ migéniowa Beckera
[Duggan i Hoffman 1996]. Réwniez odwrotnie, chiopcy z SCARMD, przed era
diagnostyki molekularnej mogli by¢ blednie rozpoznani jako przypadki dystrofii
migéniowej Duchenne’a [Stec 1 wsp. 1995] .

Chore kobiety z dystrofia migsniowg postepujaca moga by¢ przypadkami LGMD
lub objawowymi nosicielkami DMD [Bonilla i wsp.1988, Cheveron i wsp. 1992,
Clerk i wsp. 1991, Hoffman i wsp. 1992, Minetti i wsp. 1991], u ktérych objawy

kliniczne sa wynikiem nierownej inaktywacji chromosomow  [Migeon 1994].
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Opisano prawdziwa dystrofi¢ typu Duchenne a u kobiet z nieprawidlowosciami
chromosomalnymi. W przypadkach tych stwierdza si¢ translokacj¢ czesci
chromosomu  na autosom, z przetamaniem w miejscu lokalizacji genu dystrofiny
[Boyd i wsp. 1986, Greenstein i wsp. 1980]. Ponadto pacjentki z nieprawidlows
liczba chromosomow, w przypadku defektywnego chromosomu  (z delecjq w
p21), np. chore z zespolem Turnera, moga manifestowa¢ objawy dystrofii
Opisano takze, rodzine z dystrofia obreczowo - koficzynowg o fenotypie dystrofii
mig$niowej Beckera, jednak z dziedziczeniem autosomalnie dominujacym [Miller,
Beggs, Towfighi 1992].
Z tego wzgledu w przypadkach dystrofii przebiegajacej z zespolem obreczowo -
konczynowym podkresla si¢ obecnie koniecznos¢ wykonania badan majacych na
celu wylaczenie dystrofinopatii. Z punktu widzenia diagnostyki niezbedne sa:
1. Badanie dystrofiny migsniowej, metoda immunofluorescencyjng lub/i ,,western”.
2. Analiza DNA (multipleks PCR lub/i hybrydyzacji z odpowiednimi sondami
molekularnymi), celem wylaczenia delecji czesci genu dystrofiny.
3. Badanie cytogenetyczne - w przypadkach chorych kobiet, u ktorych stwierdza
si¢ nieprawidtowg dystrofing.

Pacjenci z dystrofia twarzowo - lopatkowo - ramieniowa
(facioscapulohumeral muscular dystrophy FSHD) maja na ogoél dosé
charakterystyczne objawy kliniczne, jednak ze wzgledu na zmienng ekspresje
genu, niektore przypadki FSHD, moga przypomina¢ LGMD. Dlatego istnieje
podejrzenie, ze pacjenci z fenotypem LGMD 1 znacznym ostabieniem migéni
obreczy barkowej, moga okazac¢ si¢ przypadkami FSHD. Potwierdzono to na

podstawie badan molekularnych [Jardine i wsp. 1994, van der Kooi 1 wsp. 1996].
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FSHD jest dystrofig o dziedziczeniu autosomalnie dominujacym [Deidda, Cacurm,
Piazzo 1 Felicetti, 1996]. W dystrofii tej, ostabieniu mig$ni konczyn towarzyszy
ostabienie mieéni twarzy [Walton, Gardner - Medwin 1981, Dubowitz 1985,
Padberg, Lunt, Koch i Fardeau 1991]. Gen odpowiedzialny za FSHD zostat
przypisany do regionu g35, chromosomu 4 [Sarfarazi 1 wsp. 1992, Upadhyaya i
wsp. 1992, Wiymenga 1 wsp. 1992a, Weiffenbach 1 wsp. 1992, Gilbert 1 wsp. 1992,
Mathews 1 wsp. 1992, Mills 1 wsp. 1992] ale nie zostal do te pory
zidentyfikowany. Diagnostyka molekularna 1 potwierdzenie rozpoznania na
podstawie badan genetycznych sa mimo to mozliwe dzigki obecnosci
charakterystycznego dla FSHD polimorfizmu [Wijmenga 1 wsp.1992b, van
Deutekom 1 wsp. 1993, Wijmenga i wsp. 1994, Deidda i wsp. 1995] .
Polimorfizm ten wykrywa si¢ przy pomocy sondy molekularnej P13E - 11 po
uprzednim, jednoczasowym trawieniu genomowego DNA dwoma enzymami
restrykcyjnymi: EcoRI i Blnl. Umozliwia to wykrywanie defektu badanego locus
(2 allele) a allele migrujace w zelu pochodza z regionu 4q35. Jedli chodzi o
poradnictwo genetyczne, obecnos$¢ ,,matego” fragmentu EcoRI/BInI (10kb-35kb)
dowodzi delecji w locus FSHD [Fisher i Upadhyaya 1997]. Podwdjne trawienie
utatwia takze, diagnostyke roznicowa pomiedzy FSHD i LGMD, istotng w
przypadkach dystrofii obreczowo - koficzynowej ze znacznym ostabieniem migsni

obreczy barkowe;.
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Réznicowanie pomiedzy poszczegélnymi formami dystrofii obreczowo -
konczynowej.

Jak powyzej opisano, LGMD jest niejednorodna grupa dystrofii,
charakteryzujaca sie postepujacym, symetrycznym ostabieniem mig$ni ksobnych
obreczy biodrowej i barkowej, o przebiegu }agodnym lub ziosliwym.
Poszczegolne typy LGMD sa fenotypowo do siebie podobne, co czyni przewaznie
niemozliwym rozrdznienie ich bez wykonania: analizy sekwencyjnej DNA 1 oceny
biatek strukturalnych blony komorki migsniowe;.

1. Badania immunohistochemiczne biatek komorki migSniowej:

Identyfikacja sarkoglikanéw 1 innych elementéw DGC oraz produkcja
monoklonalnych  przeciwcial, specyficznie rozpoznajacych poszczegolne
glikoproteiny umozliwia roznicowanie pomiedzy formami LGMD z deficytem 1
bez deficytu sarkoglikanow [Love i wsp. 1993, Anderson 1996, Campbell 1995].
Trudnosci w wykrywaniu monoklonalnymi przeciwcialami CANP3, wynikaja z
krotkiego okresu pottrwania tego enzymu. Dlatego tez metoda ta nie jest jeszcze
rutynowo stosowana w diagnostyce LGMD [Sorimachi i wsp. 1993], chociaz
proby takie zostaly juz podjete [Spencer 1 wsp. 1997].

2. Analiza haplotypow stala si¢ mozliwa po identyfikacji nowych, wysoce
polimorficznych markeréw mikrosatelitarnych i stworzeniu genetycznych map
(map sprzezen) ludzkiego genomu [Weissenbach 1992, NIH/CEPH 1992]].
Obecnie wszystkie miejsca genowe moga by¢ analizowane przy pomocy Scisle
sprzezonych markeréw, takze wewnatrzgenowych. Uzyskane rezultaty sa
uzaleznione od liczebnosci rodziny. Genotypowanie umozliwia ocen¢ segregacji

alleli w rodzinach i wylaczenie rodzin z poszczeg6lnych loci. Pozwala to na
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ograniczenie ilosci gendw, w ktorych nastepnie poszukuje si¢ mutacji u pacjentow
z LGMD.

3. Poszukiwanie mutacji:

- analiza polimorfizmu konformacji pojedynczych nici DNA,

- analiza heterodupleksow,

- elektroforeza w zelu ze zmiennym gradientem denaturacji,

- nieuprawniona transkrypcja z limfocytow krwi obwodowej,

- sekwencjonowanie.

Wszystkie te metody, byly zastosowane w celu poszukiwania mutacji u pacjentow
z LGMD [Bonnemann i wsp. 1995, Fardeau i wsp. 1996a, Fardeau i wsp. 1996b,
Lim i wsp. 1995, Noguchi i wsp. 1995, Passos - Bueno i wsp. 1995a, Richard i
Beckmann 1995, Restagno i wsp. 1996, Richard i wsp. 1995, Roberds 1 wsp.
1994].

Metody omowione w punktach 1, 2, 3, zastosowane }acznie, umozliwiajg
analizowanie matych rodzin, a takze przypadkow sporadycznych.

Badania grupy pacjentow z LGMD, powinny obejmowac:

Ustalenie obecnosci elementéw DGC w biopsji migsniowej, co umozliwia
zidentyfikowanie rodzin z deficytem sarkoglikanow, gdzie analiza haplotypow 1
poszukiwanie mutacji moze by¢ ograniczone do czterech genow (LGMD2C, 2D,
2E, 2F) kodujacych poszczegélne sarkoglikany. W rodzinach z prawidlowym
kompleksem DGC, badania genetyczne mogg by¢ ograniczone do trzech /loci:

LGMD2A, LGMD2B 1 LGMD2G.
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2. Cel pracy

Celem pracy jest wykazanie heterogennosci klinicznej 1 genetycznej u
pacjentdw z rozpoznaniem dystrofii obreczowo - koficzynowej (LGMD).
Rozpoznanie LGMD =zostalo postawione w analizowanej przez nas grupie
chorych w latach 1980 - 1995, a wiec w wigkszosci przypadkow, przed
wprowadzeniem do diagnostyki metod genetyki molekularnej. Mozna oczekiwaé
wobec tego, ze w grupie tych pacjentdéw moga by¢ takze przypadki innych

dystrofii, mylnie rozpoznane jako LGMD.

Badania obejmuja nastepujace etapy:

1. Ujednolicenie grupy chorych z rozpoznaniem LGMD i ewentualne wylaczenie
przypadkow dystrofinopatii oraz innych typow dystrofii w oparciu o badania

obecnosci dystrofiny migsniowej 1 analiz¢ DNA.

o

. Wykazanie niejednorodnosci genetycznej (heterogennosci locus), w grupie

zebranych rodzin, juz po uprzednim ujednoliceniu grupy.

3. Okreslenie wystepowania ewentualnych mutacji u pacjentéw na przykladzie
genu kodujacego CANP3. Wybrano jeden gen, ze wzgledu na znaczna
niejednorodnosé genetyczna dystrofii obreczowo - konczynowej (siedem
genow, mutacje ktorych powoduja powstanie fenotypu LGMD). Wybér ten,
jest uzasadniony faktem zidentyfikowania przypadkow z typem LGMD2A w

centralne) Europie i stosunkowo czgstym wystgpowaniem tego wariantu w

37



ogolnej populacji pacjentow z LGMD. Ze wzgledu na wielkos¢ genu (24
egzony), do analizy wybrano egzony kodujace domeng II, uwzgledniajac

wstepne dane, $wiadczace o wzglednie czestym wystepowaniu w nich mutacji.

4. Charakterystyka kliniczna pacjentow, z dystrofig obreczowo - koficzynowa typu

2A.
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3. Material.

Materiat stanowi grupa 125 pacjentow ze 106 rodzin. W wigkszosci rodziny byly
mato liczne lub niekompletne, co dodatkowo utrudnialo analiz¢ genetyczna.
Material zostal zebrany w Klinice Neurologicznej AM w Warszawie, Zespole
Badawczo - Leczniczym Choréb Nerwowo - Mig$niowych PAN oraz przez
Zaklad Genetyki Medycznej (Department of Medical Genetics), Uniwerystetu w

Newcastle.

I. 88 (105 pacjentéw) ze 106 rodzin. Rozpoznanie LGMD stawiano podczas
hospitalizacji w Klinice Neurologicznej AM w Warszawie lub chorzy
diagnozowani byli ambulatoryjnie w poradni Chorob Miesni w latach 1980 -
1995.

70 pacjentow to przypadki sporadyczne, pozostale s3 rodzinne o dziedziczeniu

autosomalnie recesywnym. Grupa tajest fenotypowo heterogenna, co wyraza si¢

réznym wiekiem wystapienia pierwszych objawow klinicznych (2 - 36 r. z), rozng
ciezkoscig przebiegu, w niektorych przypadkach przerostem miesni tydek.
Rozpoznanie dystrofii obreczowo - konczynowej w badanej grupie chorych
stawiano na  podstawie.  obrazu  klinicznego, = wynikow  badan:
elektromiograficznego 1 biopsji migéniowej, oceny aktywnosci kinazy kreatynowe;

i aldolazy w surowicy krwi. Zrédtem informacji o chorych byty historie choréb,

karty obserwacji ambulatoryjnych oraz kontrolne badania kliniczne, na ktore

chorzy ci zostali wezwani wraz z rodzinami. W kazdej rodzinie przeprowadzono

wywiad genetyczny 1 sporzadzono rodowod.
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II. 21 pacjentéw z 18 rodzin, zostalo zebranych przez Zaktad Gnetyki Medycznej,

Uniwersytetu w Newcastle (Wielka Brytania).
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4. Metodyka.

4.1 Metody labolatoryjne zastosowane w pracy:

- badanie dystrofiny mie$niowej metodami immunochemicznymi i metoda typu
,western”,

- badanie cytogenetyczne - ocena kariotypu,

- izolacja DNA metoda fenolowa,

- rozdziat elektroforetyczny kwasow nukleinowych,

- reakcja tancuchowa polimerazy (PCR),

- hybrydyzacja metoda Southerna,

- analiza polimorfizmu konformacji pojedyniczych nici DNA,

- analiza heterodupleksow,

- analiza sekwencji fragmentow DNA,

- klonowanie fragmentow DNA, uprzednio amplifikowanych w reakcji PCR, w

plazmidach bakteryjnych.
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4.2 Wstep do metod:

1. Kliniczne badania kontrolne pacjentow, u ktérych rozpoznano dystrofi¢
obreczowo - konczynowa w latach 1980 - 1995.

- badanie neurologiczne 1 ocena postgpu choroby,

- wykonanie testu migsniowego i ocena stanu funkcjonalnego w skali wedlug
Archibalda 1 Vignosa (zalacznik 2) [Archibald & Vignos 1959],

- badania biochemiczne - badanie aktywnosci kinazy kreatynowej (CK) 1 aldolazy
w surowicy krwi,

- badanie dostepnych cztonkow rodzin pacjentow - badanie neurologiczne,
badania biochemiczne, pobranie krwi w celu izolacji DNA, ewentualne
uzupetnienie wywiadu rodzinnego.

Pobierano okoto 15 ml krwi od chorych 1 zdrowych czlonkoéw rodzin, do

jatowych probowek zawierajacych 300 | EDTA (wersenian dwusodowy). DNA

izolowano z leukocytow krwi obwodowe] metoda fenolowa [Kunkel 1 wsp. 1977],

w Pracowni Genetycznej Kliniki Neurologicznej AM, w Warszawie.

2. Ujednolicenie grupy pacjentow z LGMD:

a. Wylaczenie dystrofinopatii:

W przypadkach, w ktorych nie oceniano dystrofiny migsniowej dokonano

ponownie biopsji migsnia (dwugltowego ramienia, lub czworoglowego uda).

* Ocena dystrofiny migsniowej - ocena immunochemiczna (badanie
immunofluorescencyjne z uzyciem monoklonalnych przeciwciat przeciwko
dystrofinie) w mikroskopowych skrawkach migsnia, w czgsci przypadkow
metoda ,,western” (wykonano w Centrum Medycyny Doswiadczalne;j i

Klinicznej PAN, w Warszawie).
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* Analiza DNA (PCR lub metoda hybrydyzacyjna), w celu wylaczenia lub
stwierdzenia delecji genu dystrofiny, u chorych chlopcow (wykonano w
Zakladzie Genetyki, IPN w Warszawie).

* Badanie cytogenetyczne (ocena kariotypu - metoda prazkéw G), u chorych
kobiet z nieprawidlowa dystrofina - w celu wylaczenia aberraciji
chromosomowych (wykonano w Zakladzie Genetyki IPN w Warszawie).

b. Wylaczenie przypadkow dystrofii twarzowo - lopatkowo - ramieniowej

(FSHD) u chorych ze znacznym ostabieniem migsni obre¢czy barkowe;.

Analiza hybrydyzacyjna z zastosowaniem sondy molekularnej P13E-11, ktora

wykrywa charakterystyczny dla FSHD polimorfizm.

3. Poszukiwanie mutacji u pacjentow z LGMD w genie kodujacym CANP3

(kalpaing 3).

a. metody posrednie:

* ustalenie haplotypéw w rodzinach dla poszczegolnych /oci LGMD -
zastosowano reakcje taficuchowa polimerazy ze starterami dla markerow
mikrosatelitarnych $cisle sprzezonych z pigcioma loci (dwa pozostate loci dla
LGMD dziedziczacej si¢ w sposob autosomalnie recesywny nie byly znane w
czasie wykonywania badan). Z badanej grupy rodzin wylaczono te rodziny,
ktére nie mapowaly si¢ do Jocus na chromosomie 15 oraz wytaczono niektore
rodziny z poszczegdlnych loci,

* poszukiwanie mutacji lub/i polimorfizmu w poszczegolnych egzonach genu
CANP3 w rodzinach, w ktorych nie wytaczono mapowania do /ocus na

chromosomie 15 i w rodzinach, w ktérych nie mozna bylo zastosowac analizy
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haplotypow - analiza polimorfizmu konformacji pojedynczych nici DNA (SSCP)
1 analiza heterodupleksow (HET),

b. metody bezposrednie:

* ustalanie sekwencji nukleotydowej poszczegdlnych egzonéw genu kodujacego

CANP3.

4.3 Opis metod i materialow zastosowanych w pracy:

Szczegolowo opisano tylko te metody, ktore byly bezposrednio zastosowane

przez badajacego.

Ta czg$¢ pracy wykonana zostala w Zakiadzie Genetyki Medycznej, Uniwersytetu

w Newcastle (Wielka Brytania).
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4.31 Analiza haplotypow:

Celem analizy jest ustalenie alleli segregujacych w rodzinach, w
poszczegdlnych Joci dla LGMD, Stwierdzenie obecnosci rekombinantéw moze
umozliwi¢ wylaczenie niektorych rodzin z poszczegdlnych loci, a w nastepstwie
tego, ukierunkowaé poszukiwania mutacji. Analiza haplotypow jest metoda
opartg na genotypowaniu osobnikéw nalezacych do tej samej rodziny, z uzyciem
wysoko polimorficznych markerow, takich jak sekwencje mikrosatelitarne. Sa one
obecnie najczesciej stosowane w badaniach genetycznych. Mikrosatelitarne
sekwencje inaczej nazywane krotkimi tandemowymi powtorzeniami (ang. short
tandem repeats - STRs) sa sekwencjami powtarzajacymi si¢, o liczbie
nukleotydow 2-4 bp.Wystepuja one rownomiernie rozproszone po calym
genomie, a ponadto sg czesto polimorficzne. Ich herozygotyczno$¢ osiaga
wartos¢ 0.7, ponadto moga by¢ tatwo analizowane przy pomocy reakcji PCR
[Weissenbach 1 wsp. 1992].

W ostatnich latach, wiele badan poswigcono identyfikacji nowych
markerow mikrosatelitarnych, co pozwolito na skonstruowanie genetycznych map
ludzkiego genomu [NIH/CEPH Collaborative Mapping Group 1992,
Weissenbach 1 wsp. 1992]. Wszystkie zmapowane do tej pory loci LGMD mogga

by¢ analizowane, przy uzyciu wybranych markeré6w mikrosatelitarnych.

W pracy tej, mikrosatelitarne markery, zostaly uzyte, w celu ustalenia alleli
lub/i haplotypow w loci LGMD, w badanych rodzinach. Wybor markerdw, byl
zalezny od ich genomowej lokalizacji, zawartosci polimorficznej informacji
(polymorphic information content-PIC), oraz dostgpnosci w momencie

wykonywania badan.
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Wybrane markery mikrosat litarne sprzezone z loci LGMD analizowanymi w niniejszei pracy:

marker

D2S2111
D2S2109
D28291

CAI12T
D45428

D13§8232

D15S779
D15S782

D17S1319

lokalizacja PIC

2p

2
2p

4q
4q

13q

15q
15q

17q

0.7
0.77

0.84
0.78

wielkos¢

piSmiennictwo

produktu PCR

~220 bp
~220 bp
~190 bp

~300 bp
~190 bp

~120 bp

~96 bp
~132 bp

~160 bp

wszystkie trzy Scisle
sprz¢zone z LGMD2B

(438-439nts) w LGMD2E

Scisle sprzezony z LGMD2E
wewnatrzgenowy w LGMD2C
oba $ciéle sprzezone z LGMD2A

wewnatrzgenowy w LGMD2D
(intron 6)

[Gyapay 1 wsp. 1994]
[Passos - Bueno i wsp. 1995b]

[Lim 1 wsp. 1995]

[Ben Othmane 1 wsp. 1995]

[Allamand 1 wsp. 1995b]

[Roberds 1 wsp. 1994]

W niektorych przypadkach dodatkowo zastosowano nastgpujace markery mikrosatelitarne, $cisle sprzezone z locus LGMD2B:

D2S145, AFMa205zcS, D2S291, D2S327, D25292 [Gyapay 1 wsp. 1994].
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Analiza haplotvpow przebiega w_kilku etapach:

1. znakowanie startera F,

o

. reakcja lancuchowa polimerazy ze starterami dla marker6w mikrosatelitarnych,
3. rozdzielenie produtéw PCR w denaturujacym poliakrylamidowym zelu,
4. autoradiografia,

5. analiza autoradiograméw i konstrukcjia poszczegolnych haplotypow.

1. Znakowanie starterow:

Koniec 5 startera F byl radioaktywnie znakowany, przy uzyciu y32P4ATP i
kinazy polinukleotydowej faga T4 (Boehringer Mannheim). Reakcj¢ znakowania
przeprowadzono w objetosci 30 1., w temperaturze 370 C przez 45 min.
Mieszanina reakcyjna:

Starter F (10 M) -s5k.-0.25 M w mieszaninie PCR,
Bufor kinazy polinukleotydowej faga T4 (10 )-1 ,
32 dATP (10 Cij ), -3 1/50-60 probek,
o radioaktywnosci specyficznej - 3000 Ci/mmol (Amersham)

Kinaza polinukleotydowa faga T4 (10 /1) -1 ,

2. Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR):

Stezenie genomowego DNA oceniono przy pomocy GeneQuant. DNA
rozcieficzano do okoto 100 - 150 ng/ 1.

Okoto 100 ng DNA kazdego pacjenta zostato uzyte w reakcji PCR zawierajacej

nastepujace sktadniki:

Bufor polimerazy Taq (10 ) -1

MgC (25 mM) -sk. -1.5mM
dNTPs (2 mM) -sk. - 0.2mM
Starter R (10 uM) -sk.-025 M
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Mieszanina znakowanego startera -3 1
Polimeraza Taq (5 jednostek/ 1) (Amersham)- 0.5 jednostek/PCR

Dodano sdH»0 do objgtosci koncowej - 10

Reakcje PCR przeprowadzono w ,Hybaid - Omnigene” w nast¢pujacych
warunkach:

denaturacja w temp. 94° C przez 1 min., przylaczenie starterow - temp. 55° C
przez 1 min., wydiuzenie fancucha - temp. 72° C przez 1 min. 0 cykl). Faza
ostatecznego wydtuzania - temp. 72° C przez 10 min. - 1 cykl.

Po amplifikacji do kazdej z probek dodano 6 pl buforu zatrzymujacego reakcje

(10 mM EDTA, 0.05% biekit bromofenolowy, 0.05% ksylen, 98% formamid).

3.Rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w zelu poliakrvlamidowym:

Okoto 3-4 1 produktu powyzszej reakcji PCR umieszczono w studzienkach
zelu. Zastosowano 6% denaturujacy zel poliakrylamidowy - Se uagel, (National
Diagnostics), czynnikiem denaturujacym byt 8M mocznik Probki poddane zostaty
elektroforezie w buforze 1 TBE w temp. 55°C, pod wplywem pradu o mocy

100 Watéw, przez 2-4 godzin w zaleznosci od wielkosci produktu PCR.

4. Autoradiografia:

Zele wysuszono i poddano autoradiografii na filmach BioMa Kodak przez 12 do

48 godzin w zaleznosci od intensywnosci radioaktywnego sygnatu.

5. Analiza autoradiogramdw i konstrukcja poszczegolnvch haplotypow:

10 TBE (108 g. Tris, 55 g. kwasu borowego, 40 ml. 0.5 M EDTA, pH - 8,
destylowana woda do 1000 ml. koncowej objgtosci)

* s.k. - stezenie koncowe.
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4.32 Analiza polimorfizmu konformacji pojedynczych nici DNA (SSCP) i

analiza heteroduplekséw (HET).

Polimorfizm konformacji  pojedyficzych nici DNA  (Single Strand
Conformational Polymorphism - SSCP) i analiza heterodupleksow (HET) sa
metodami stosowanymi w pierwszym etapie identyfikacji ,,matych” mutacji. Obie
te metody wykrywaja zarowno mutacje jak i polimorfizmy [Orita 1 wsp. 1989,
Keen 1 wsp. 1991, Michaud 1 wsp. 1992].

Metoda SSCP wykazuje zmieniong ruchliwos¢ zmutowanego jednoniciowego
DNA, w stosunku do jego prawidtowego odpowiednika. ni¢ DNA w
roztworze i w okre$lonych warunkach przyjmuje trojwymiarowa strukture, ktora
jest zalezna od sekwencji nukleotydowej. W przypadku zmiany jednej lub wigcej
par zasad dochodzi do utworzenia nowej trowymiarowej struktury DNA, co w
efekcie moze wpltywaé na zmiane ruchliwosci elektroforetycznej zmutowanego
fragmentu.

Typ dziki i badana, potencjalnie zmutowana sekwencja sa amplifikowane w
reakcji PCR, nastepnie denaturowane 1 poddawane elektroforezie w
niedenaturujacym, poliakrylamidowym zelu, czesto z dodatkiem glicerolu.
Réznice sekwencji pomigdzy typem dzikim i badanym odcinkiem DNA powoduja
rozna predkos$¢ migracji fragmentéw DNA w zelu. Probki migrujace odmiennie
od kontrolnego DNA, moga byé nastgpnie scharakteryzowane przy pomocy
sekwencjonowania.

Fragmenty DNA po rozdzieleniu w zelach moga by¢ uwidocznione
autoradiograficznie - na kliszach rentgenowskich (znakowanie produktu PCR: 32P

lub 35S), albo wybarwiane azotanem srebra.

49



Wedtug danych literaturowych, metoda SSCP mozna wykry¢ od 35% do 100%
mutacji w badanym fragmencie DNA [Claustres 1 wsp. 1993, Michaud 1 wsp.
1992, Sarkar, Yoon, Sommer 1992, Sheffield 1 wsp. 1993]. Uwaza si¢, ze czuto$¢
tej metody znacznie si¢ zwigksza, kiedy SSCP jest stosowane razem z analiza
heterodupleksow [Cotton 1993, Grompe 1993, Soto and Sukumar 1992]. Czutos$é
obu metod ulega obnizeniu, w przypadku wydtuzenia badanej sekwencji
nukleotydowej. Optymalna dlugos¢ amplifikowanego fragmentu, zawiera sig
pomiedzy 100 a 300 par zasad. Przy fragmentach dtuzszych niz 400 bp., czutosé
metody ulega znacznemu obnizeniu.

W analizie heterodupleksow (HET), dokonuje si¢ pomiaru ruchliwosci
dwuniciowego DNA w zelu niedenaturujacym [Nagamine, Chan, Lau 1989,
White i wsp. 1992]. Heterodupleksy sa tworzone jesli w mieszaninie jednoczesnie
znajduja si¢ fragmenty o sekwencji zmutowanej 1 dzikiej [Keen 1 wsp. 1991].
Zmiana jednego lub kilku nukleotyddow w badanej sekwencji ujawnia si¢ w
tworzeniu heterodupleksow o zmienionej ruchliwosci w poréwnianiu z
homodupleksem kontrolnego odcinka DNA [Grompe 1993, Cotton 1993].
Wynika to ze zmian konformacji podwdjnej nici DNA, ktora jest rowniez zalezna
od sekwencji nukleotydowej. Poziom czutosci metody HET dla fragmentow o
dtugosci 100 - 300 bp. jest podobny jak dla SSCP [Soto, Sukumar 1992].

Uzycie obu tych technik nie umozliwia jednak okreslenia miejsca ani charakteru

mutacji.

Przygotowanie probek DNA:

Warunki dla amplifikacji kazdego z egzonow genu kodujacego CANP3 zostaly

tak dobrane, aby uzyska¢ pelna specyficznos¢ reakcji (wyniki, tabela 5.10).
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Startery zostaly zaplanowane tak, aby amplifikacji ulegaly egzony wraz ze
ztaczami egzon/intron [Richard i wsp. 1995]. Genomowy DNA, po rozcieficzeniu
do okoto 100 -150 ng/2 1, uzyto jako matrycy dla reakcji PCR, w koficowe;

objetosci 25  kazda.

Mieszanina PCR zawierata nastepujace sktadniki:

Bufor polimerazy Taq (10 ) -1
MgCl»y (25 mM) -sk. -1.5mM
dNTPs (2mM) -sk.-02mM

Starter F (10 1M) -sk.-025 M
Starter R(10 M) -sk.-025 M
Polimeraza Taq (0.5 jednostek/ 1) - 0.5 ;jednostek/PCR

Probki DNA z mieszaning PCR, byly inkubowane w ,Hybaid - Omnigene”, w

nastepujacych warunkach:

Warunki PCR:

Wstepna denaturacja 940 C 4 min. 1 cykl
Denaturacja 940 C 30 sek. -

Temp. asocjacji starterow 500C - 60°C 1 min. 30 cykli
Faza wydtuzania tancucha 720C 1 min.

Faza ostatecznego wydiuzania 720C 10 min. 1 cykl

Po amplifikacji produkty PCR byly poddane elektroforezie w 2%, zelu

agarozowym (Pharmacia), w celu oceny wydajnosci i specyficznosci amplifikacji.

Do 7 1kazdego z produktéw PCR dodano 7 1 buforu zatrzymujacego reakcje
(95% formamid, | mM NaOH, 0.25% biekit bromofenolowy, 0.25% ksylen).
Nastepnie probki denaturowano w temp. 95° C przez 3 min. i umieszczano w

lodzie, tak aby zachowaly jednoniciowa struktur¢ DNA.
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W metodzie HET procedura byta podobna, z wyjatkiem:

Do 7 1 produktu PCR badanej probki dodawano 7 kontrolnego produktu PCR
(o znanej i prawidlowej sekwencji DNA). Do tej mieszaniny dodawano 4
buforu zatrzymujacego reakcje. Tak przygotowane probki byly denaturowane w
temp. 95° przez 3 min., a nastgpnie powoli ochtadzane (przez ponad godzing), co
stwarza odpowiednie warunki dla formowania homodupleksow 1

heterodupleksow.

Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcii PCR:

Probki poddawano elektroforezie w niedenaturujacym zelu poliakrylamidowym,
zawierajacym 5% glicerolu. W pracy stosowano zel MDE (J.T. Baker) zgodnie z
zaleceniami producenta. Rozdzial elektroforetyczny DNA przeprowadzano w
buforze 0.6 TBE, w temp. okoto 4 - 8° C, pod napigciem 300 Voltow przez 14 -

18 godzin, w zaleznosci od wielkosci produktu PCR.

Barwienie azotanem srebra:

Po elektroforezie zele umieszczano w kolejnych roztworach:

- w wodnym roztworze 10% etanolu i 0.5% kwasu octowego - przez 3 min,
dwukrotnie,

- w 0.1% wodnym roztworze azotanu srebra - przez 15 min.,,

- dwukrotnie ptukano w wodzie destylowane;,

- w wodnym roztworze 1.5% wodorotlenku sodu i 0.15% formaldehydu - przez
20min.,

- w 0.75% wodnym roztworze weglanu sodu - przez 10 min.

Nastepnie zele pokryto folig plastikows i analizowano.



4.33 Sekwencjonowanie.

Sekwencjonowanie polega na ustaleniu kolejnosci nukleotydow w badanym
fragmencie DNA. Jest ono ostatnim etapem fizycznego mapowania i identyfikacji
mutacji, szczegdlnie przy poszukiwaniu nowych, nieznanych mutacji.
Sekwencjonowanie w wigkszosci przypadkéw wykonywane jest metoda
enzymatyczng Sangera [Sanger, Nicklen, Coulson 1977]. Metoda ta polega na
analizowaniu produktéw syntezy DNA in vitro. Synteza zachodzi na
jednoniciowej matrycy DNA od oligonukleotydowego startera komplementarnego
do konca 3" matrycy. W sklad czterech mieszanin reakcyjnych wchodza cztery
rézne dideoksytrifosforany nukleotydow. Powoduja one terminacj¢ syntezy w
pozycji, w ktorej zostana wiaczone do rosnacej nici DNA.

W 1990 roku opisano metode umozliwiajgca catkowite zautomatyzowanie
sekwencjonowania DNA, przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego do znakowania

oligonukleotydowego startera [Wilson 1 wsp. 1990].

W pracy tej sekwencjonowanie zostalo wykonane zgodnie z procedurg opisang
w protokole “Sequenase version 2.0 DNA sequencing kit” (Amersham), w
modyfikacji wiasnej jak nizej. Matryce do sekwencjonowania stanowily produkty
reakcji PCR lub egzony genu kodujacego CANP3 sklonowane w plazmidach

bakteryjnych.

Po amplifikacji produkty PCR byly poddane elektroforezie w 1.5 % zelu
agarozowym i oczyszczone zgodnie z protokotem: Wizard™ PCR Preps DNA

Purification System for Rapid Purification of DNA Fragments (Promega).
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Protokot reakciji sekwencjonowania: Jako matrycy uzyto 300 ng DNA i okoto 300

ng startera. Przygotowano nastepujace mieszaniny:
Sktadniki mieszaniny asocjacji (annealing):

- 300 ng - DNA,

-1 - DMSO (dwumetylo sulfotlenek), (BDH Chemicals Ltd.)
-2 - bufor reakeji,

- 300 ng - starter F lub R,

- sdH,0 (do uzyskania objetosci reakcji 10 ).

Skiadniki mieszaniny znakujacej (na jedna probke):
-1 1-0.1 M DTT (dwutiotretiol),

-0.5ul-lab. mi dGTP,

-05 (5 ) ¥S-dATP,

-1.75 - sequenase dilution buffer,

-2 -sd Hy0,

-0.25 I- Sequenase version 2.0
Mieszaniny hamujace synteze taficuchow DNA: do 2 1 kazdej mieszaniny

terminujacej (ddA. ddC, ddG, ddT) dodano po 0.25 ul DMSO.

1. Procedura sekwencjonowania:

1.1. Denaturacja matryc DNA w temp. 99° C przez 2 min., nastgpnie umieszczano
je wlodzie,

1.2. Mieszaning asocjacji inkubowano przez 2 min. w temp. 65° C, a nastepnie
ochtadzano do < 35° C przez 15 do 30 min. Po odwirowaniu chtodzono w
lodzie.

1.3. 5 | mieszaniny znakujacej dodano do mieszaniny asocjacji i pozostawiono w

temp. pokojowej na 5 min.,
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1.4. Mieszaniny hamujace synteze fancuchow DNA inkubowano w temp. 37°C,
przez 4 min.,

1.5. Do kazdej z czterech mieszanin terminujacych dodano 3.4 1 mieszaniny
opisanej w ptk. 1.3. Cato$¢ inkubowano w temp. 37° C, przez 3 - S min.,
nastepnie do kazdej probowki dodano po4  buforu ,stop”.

Tak przygotowane probki przechowywane byly w temp. -20° C.

2. Elektroforeza:

Probki DNA denaturowano w temp. 80° - 85° C przez 2 min., a nastepnie
umieszczono w lodzie, dla zachowania jednoniciowej struktury.
- probki nanoszono na 6% denaturujacy zel poliakrylamidowy, wedtug natgpujace;
kolejnosci: A, C.,G., T.,
- warunki elektroforezy:
* moc - 100 Watow,
* temperatura 50° - 55°C,
* bufor-1 TBE,
* czas elektroforezy modyfikowano w zaleznosci od dtugosci
sekwencjonowanego fragmentu.
:- dtugi 3 do 4 godzin (umozliwia czytanie sekwencji w dalszej odleglosci od
miejsca przytaczenia startera).
- krotki 1.5 do 2 godzin (umozliwia czytanie sekwencji w bezposredniej

bliskosci miejsca przytaczania si¢ startera).
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3. Autoradiografia:

Zele suszono i poddawano autoradiografii na filmach BioMa Kodak, przez 16 do
72 godzin, w zaleznoSci od intensywnosci sygnalu. Nastgpnie zele byly

analizowane.

Modyfikacje warunkéw reakcii:

W celu zredukowania kompresji prazkow, szczegolnie w regionach bogatych w
sekwencje GC, konieczne bylo uzycie dITP lab. mi . i mieszanin terminujacych
dITP. Dodatkowo stosowano pyrofosfataze w ilosci 0.5  do sequenase dilution

buffer, na 4 sekwencjonowane probki.

* Niektore nazwy buforéw i enzymoéw pozostawiono w wersji oryginalnej (ang.),
wg. Sequenase Version 2.0 (Amersham).
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4.34 Hybrydyzacja Southerna.

Przed hybrydyzacja DNA trawiony jest jednym lub wigksza liczbg enzymow
restrykcyjnych, a nastepnie poddawany elektroforezie. Fragmenty DNA migruja
w kierunku dodatnio naladowanej elektrody, z szybkoscia zalezna od ich
wielkosci (w granicach wielkosci DNA od 0.1 do 20 - 30 kb). Dla rozdzielenia
fragmentéw wiekszych od 40 kb. konieczne jest zastosowanie elektroforezy w
zmiennym polu elektrycznym.

DNA jest denaturowany w srodowisku zasadowym 1 przenoszony na filtr
nitrocelulozowy lub nylonowy, gdzie pojedyncze nici DNA zostaja
unieruchomione. Hybrydyzacja molekularna umozliwia identyfikacje sekwencji
DNA, ktore sa podobne do sekwencji zasad znakowanej sondy. Jednoniciowa
znakowana radioaktywnia sonda molekularna jest dodawana do roztworu z filtrem
nitrocelulozowym, na ktorym znajduje si¢ unieruchomiony badany fragment
DNA. W odpowiednich warunkach nici DNA majace komplementarne sekwencje
potacza sie. Pozycja przylaczonej sondy moze by¢ wykryta poprzez
autoradiografi¢ [Southern 1975].

Hybrydyzacja metoda Southerna jest uwazana za jedna z szybszych metod
poszukiwania mutacji [Grompe 1993]. Jej istotng zaleta jest to, ze nie jest
wymagana szczegolowa znajomo$¢ badanej sekwencji. Powstanie prazkéw o
innych niz oczekiwane wielkosciach, badz o zmienionej intensywnosci $wiadczy o:
duzych delecjach lub insercjach, moze byc¢ takze wynikiem zmiany miejsca

restrykcyjnego dla zastosowanego enzymu.

Sonda molekularna P13E-11 stosowana jest do wykrywania polimorfizmu

charakterystycznego dla dystrofii twarzowo - topatkowo - ramieniowej (FSHD).
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Pochodzi ona z kosmidu 13E [Wimenga i wsp. 1992b] i hybrydyzuje do
tandemowych sekwencji powtorzonych DNA o dugosci 3.3 kb w locus 4q35. Po
trawieniu genomowego DNA enzymem restrykcyjnym EcoRI, sonda P13E-11
wykrywa fragmenty o wielkosci 50 - 300 kb u zdrowych ludzi i mniejsze od 35 kb
u pacjentow z FSHD [Wimenga i wsp. 1994a, Van Deutekom i wsp. 1993].
Fragmenty o dlugosci mniejszej niz 35 kb powstaja w wyniku delec
tandemowych powtorzen fragmentéw DNA w Jocus 4q35. Sonda P13E -11 moze
hybrydyzowac¢ takze do fragmentéw DNA w Jocus na chromosomie 10 (10g26),
ze wzgledu na podobienstwo sekwencji [Deidda i1 wsp. 1995]. Allele pochodzace
z locus na chromosomie 10 sa eliminowane przez podwdjne trawienie
genomowego DNA enzymami restrykcyjnymi EcoRI i Blnl [Deidda, Cacurm,
Piazzo, Felicetti 1996], wobec tego sonda hybrydyzuje tylko do sekwencji DNA w

locus 4q35.

W tej pracy hybrydyzacja Southerna, sktada si¢ z kilku etapow:
1.Trawienie genomowego DNA enzymami restrykcyjnymi: EcoRI 1 podwdjne

trawienie EcoRI i BInl,

(S8

. Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw DNA w zelach agarozowych,

3. Przenoszenie fragmentéw DNA na filtry nitrocelulozowe metoda Southerna,

PN

. Hybrydyzacja,

(9,

. Autoradiografia.

1.Trawienie enzvmami restrvkcyjnymi genomowego DNA:

Reakcja trawienia enzymami restrykcyjnymi zostata przeprowadzona w objetosci
40 1. Uzyto okoto 10 g genomowego DNA pacjenta.

Sktadniki reakcji trawienia endonukleaza EcoRI:
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- 10 g genomowego DNA pacjenta,

- 4 lbuforudla EcoRI(10 )-sk. 1 ,

- 4 Ispermidyny (Sigma) 10 -sk.1 ,

- 1 1EcoRI (Boehringer Mannheim), (40 jednostek/1 1),

- dsH,0 dodano do ostatecznej objetosci reakcji - 40 1.

Sktadniki reakcji podwodjnego trawienia endonukleazami: EcoRI i Blnl:
- 10 pg genomowego DNA pacjenta,

4 buforu (10 )-sk. 1 ,

4 spermidyny 10 -sk. 1 |

1 1EcoRI (>40;ednostek/l1 ),

4  Binl (Boehringer Mannheim) (10 jednostek/1 ),

- dsH,0 dodano do ostatecznej objetosci reakcji - 40

Enzym lub enzymy zostaly dodane na koncu, po inkubacji mieszaniny w temp.
37°C, przez 15 min.

Tak przygotowane mieszaniny reakcyjne byly inkubowane w temp. 37°C, przez
16 godzin.

Nastepnie 4 mieszaniny reakcyjnej poddawano elektroforezie w 1% zelu
agarozowym 1 buforze 1 TAE (0.04 M Tns, 0.001 M EDTA, buforowane
lodowatym kwasem octowym pH - 8.2), pod napigeciem 60 V, przez 1.5 godziny,

w celu stwierdzenia czy trawienie bylo kompletne.

2. Rozdzial elektroforetyczny fragmentéw DNA w zelach agarozowych.

Pozostata objetos¢ tj. 36 catkowicie strawionego DNA, po dodaniu 4

barwnika w 20% roztworze fikolu, poddana zostata elektroforezie w 0.5% zelu
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agarozowym. Standardem wielko$ci fragmentdéw DNA byl DNA faga A trawiony
enzymem Hind III (A-Hind III).

Warunki elektroforezy:

- bufor - 1X TAE,

- czas - okoto 48 godzin,

- napiecie - 16 - 18 V.

Zele barwione byly bromkiem etydyny (koncowe stezenie 0.5 g/ml). Zele
ogladano 1 fotografowano w $wietle UV.

3 .Przenoszenie fragmentdéw DNA na filtry nitrocelulozowe metoda Southerna.

DNA w zelach denaturowano w srodowisku zasadowym (0.4 M NaOH) przez 30
min. Nastepnie zele umieszczono na platformie pokrytej bibulag Whatman 17CHR i
3MM (Whatman Ltd) nasaczona wodorotlenkiem sodu. Pojemnik platformy
napeiniono buforem (0.4M NaOH). Membrane Hybondm-N+ (Amersham)
umieszczono na zelu. Dwa nasaczone roztworem NaOH arkusze papieru
Whatman 3MM umieszczono na membranie. Nastgpnie polozono kilka warstw
migkkiego papieru i przykryto je plyta z perspexu. Cztery strony zelu otoczono
folig. Tak przygotowane zele pozostawiono na 16 godzin.

Po przeniesieniu fragmentow DNA na filtr nitrocelulozowy, filtry plukano w 2x
SSC (20x SSC - 3 M Na(l, 0.3 M cytrynian sodu), w celu usunigcia ewentualnych

pozostalosci fragmentow zelu.

4. Hybrydyzacia sonda P13E-11:

1. znakowanie sondy molekularnej P13E-111 -Hind III,
2. monitorowanie inkorporacji radioaktywnosci,

3. oczyszczenie sondyi - Hind III,
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4. hybrydyzacja,

5. ptukanie filtrow,

1. Znakowanie sondy PI13E-11 1  -Hind III wykonano metoda wydtuzania
startera (ang: primer e tension), przy uzyciu zestawu Megaprime Labelling
System (Amersham):

Skiadniki mieszaniny reakcji :

- 50 - 100 ng DNA sondy (w objetosci 1 - 2 pl), lub 50 - 100 ng - Hind III,

3  buforu (10 )-sk. ,

3 loligonukleotydow (10 )-sk. ,

- 1 | fragmentu Klenowa polimerazy I DNA,

3 [a’P]dCTP (10 Ci/ tywnosci specyficznej 3000 Ci/mmol,

- sdH,0, dodano do ostatecznej objetosci 30 1.

Denaturacja DNA sondy zachodzita w temp. 99°C przez 3 min. Nastepnie sonde
umieszczono w lodzie. Dodano bufor, oligonukleotydy, fragment Klenowa
polimerazy I DNA (Amersham) i [ P] dCTP (Amersham). Mieszaning reakcyjna

inkubowano w temp. 37°C przez 14 godzin.

2. Monitorowanie inkorporacji radioaktywnosci:
Inkorporacje radioaktywnosci sprawdzono mierzac ilo$¢ znakowanego DNA

straconego 5% TCA (kwas tréjchlorooctowy) na filtrach szklanych.

3. Oczyszczanie sondy molekularnej 1 -Hind III:
Sonde oczyszczano przy pomocy kolumny NICK™ (Pharmacia Biotech) zgodnie

z zalaczona do niej instrukcja.
4. Hybrydyzacja:
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Filtry umieszczono w butlach hybrydyzacyjnych z 30 ml - 40 ml roztworu
prehybrydyzacyjnego. Butle inkubowano w temp. 65°C, przez przynajmniej 30
min. Przed dodaniem znakowanej sondy, sonda 1 standard wielko$ci fragmentow
DNA byly denaturowane w temp. 99°C przez 5 min. i chlodzone w lodzie.

Hybrydyzacje przeprowadzono w temp. 65°C przez 14 godzin.

5. Plukanie filtrow:

-2 SSCw 65°C, przez 10 min. - 15 min, dwukrotnie,

- SSC10.1% SDS w 65°C, przez 10 min. - 15 min. dwukrotnie,
-0.5 SSCi10.1% SDS, w 65°C, przez 10 min. - 15 min,

-0.1 SSCi0.1% SDS, w 65°C, przez 10 min. - 15 min.

Po kazdym plukaniu monitorowano pozostatosci radioaktywnosci.

5. Autoradiografia:

Filtry zostaly pokryte folia plastikowa i poddane autoradiografii na 12 godzin do 4

- 7 dni w temp - 80°C., w zaleznosci od intensywnosci radioaktywnego sygnatu.

100 roztwoér Denhardt (2% BSA, 2% fikol, 2% PVP)

roztwor prehybrydyzacyjny (6.5 ml 20 SSC - sk 5 , 1.25 ml roztworu
Denhardt - sk 5 , 1.25 ml 10% SDS - sk 0.5%, 0.5 g sonikowany
niechomologiczny DNA (ssDNA)/na 25 ml roztworu, dodano 25 ml sdH,O do
ostatecznej objetosci 25 ml).

ssDNA zdenaturowano przez ogrzanie do temp. 100 °C (5 min.), chfodzono w
lodzie, potem dodano do roztworu prehybrydyzacyjnego.

SDS - deodecylosiarczan sodu - (Sigma)

BSA - albumina osocza krwi bydlecej (ang:bovine serum albumin) - (Sigma)

PVP - poliwinylopyrrolidon (Sigma)

sonda molekularna P13E-11 - wyprodukowana w Department of Medical
Genetics, Uniwersytetu w Newcastle
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4. 35 Klonowanie fragmentéw DNA.

Egzony genu kodujacego CANP3 amplifikowano w reakcji PCR.
Klonowanie egzondéw przeprowadzono zgodnie z protokolem zamieszczonym w
,, The Ligator plus Ligase kit protocol” (R&D Systems GmbH). Jako wektor do
klonowania zostosowano plazmid pTAg. Transformowano bakterie Escherichia
coli szczep DHI. Selekcje transformantéw przeprowadzono zgodnie z
zaleceniami producenta.

DNA plazmidowy izolowano z wyselekcjonowanych transformantow
niosacych wektor zawierajacy sklonowany egzon, zgodnie z porotokotem

zamieszczonym w ,,Wizard M Minipreps DNA purification systems protocol”

(Promega).
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Wyniki




5.1 Wyniki kontrolnych badan klinicznych pacjentéw i ich rodzin.

Kontrolne badania kliniczne pacjentéow 1 ich rodzin, przeprowadzono w
rok do 12 lat od postawienia rozpoznania LGMD. Pozwolily one na wylonienie
pacjentow z objawami podobnymi do objawdw klinicznych dystrofii twarzowo -
topatkowo - ramieniowej oraz pacjentdw, u ktérych dominowaly objawy

ksobnego ostabienia mig$ni.

a. Wylonienie grupv pacientéw z objawami klinicznymi podobnvmi do objawdéw

klinicznych dystrofii twarzowo - lopatkowo - ramieniowei (FSHD).

Po kontrolnych badaniach klinicznych polskich pacjentow z 88 rodzin,
wyloniono grupe 16 pacjentéw z 13 rodzin (6 przypadkéw rodzinnych 1 7
sporadycznych), o obrazie klinicznym znacznie rézniacym si¢ od pozostatych
przypadkow z zespotami obrgczowo - konczynowymi.

Pacjenci z tych 13 rodzin chlopcéw 1 13 kobiet), zostali zdiagnozowani
wstepnie jako przypadki dystrofii obreczowo - konczynowej. Pierwsze objawy
kliniczne pojawily sie w wieku miedzy 2 a 14 rokiem zycia 1 zwiazane byly z
ostabieniem mig$ni ksobnych obreczy biodrowej. W badaniach kontrolnych
przeprowadzonych po 3 do 12 latach, od postawienia rozpoznania, u chorych tych
obserwowano pewne cechy kliniczne charakterystyczne dla dystrofii twarzowo -
topatkowo - ramieniowej. Stwierdzano mianowicie znaczne osfabienie migéni
obreczy barkowej 1 lopatek, powodujace tworzenie si¢  trojkata
nadobojczykowego (tzw: ,terasowanie” tlopatek), po odwiedzeniu konczyn
gornych do poziomu. Nie stwierdzano jednakze ostabienia migsni twarzy. Szesé
pacjentek przestalo samodzielnie chodzi¢ w wieku pomigdzy 18 a 27 rokiem

zycia. W pozostatych przypadkach przebieg jest wzglednie fagodny.
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W badaniu EMG i biopsji migsniowej ujawniono obecnos¢ cech uszkodzenia
pierwotnie migSniowego we wszystkich przypadkach.

Badanie EKG wykonano u 14 pacjentow. Dyskretne zmiany stwierdzono u 5
chorych. Mialy one charakter: niemiarowosci zatokowej, utrudnienia
przewodzenia $rodkomorowego, niespecyficznych zmian ST - T, zupelnego lub
niezupetnego bloku prawej odnogi peczka Hisa.

Aktywnos$¢ kinazy kreatynowej w tej grupie chorych byta podwyzszona od 4 do
93 razy w stosunku do wartosci prawidlowych.

W tych rodzinach, ze wzgledu na wyzej opisany obraz kliniczny, uznano za
konieczne wykonanie molekularnej diagnostyki réznicowej pomigdzy LGMD i
dystrofia twarzowo - topatkowo - ramieniowa.

W toku dalszych badan wykazano niejednorodnos$¢ genetyczna tej grupy

pacjentow.

b. Pacienci z objawami ksobnei miopatii:

U pacjentéw z 75 rodzin obserwowano postgpujace ostabienie migsni, o
rozkladzie zespotu obreczowo - konczynowego. Grupa tych chorych jest
niejednorodna, zaréwno pod wzgledem wystapienia pierwszych objawow (2-36

r.z.) jak 1 cigzkosci przebiegu choroby.
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5.2 Ujednolicenie grupy rodzin z rozpoznaniem LGMD.

Badania majace na celu ujednolicenie grupy pacjentéw, z uprzednio rozpoznang
dystrofia obreczowo - konczynowa dokonano aby wylaczy¢ przypadki innych

dystrofii migsniowych postepujacych.

5. 21 Wylaczenie dystrofinopatii:
Badaniom poddano pacjentéw z 88 rodzin (z calosci matenatu - 106 rodzin).
Celem wylaczenia dystrofinopatii wykonano analiz¢ DNA (wylaczenie delecji w
p21) lub/i badanie dystrofiny miesniowe;.
- w 40 rodzinach, dystrofing oceniono jako prawidtowa (ryc. 5.2), a analiza DNA
nie wykazata delecji genu dystrofiny* - ci pacjenci pozostali w grupie LGMD,
- wyloniono 30 rodzin z dystrofinopatiami,
- w 18 rodzinach nie wykazano delecji genu dystrofiny, a pacjenci nie wyrazili

zgody na wykonanie ponownej biopsji z oceng dystrofiny migsniowej**.

* nie badano mutacji punktowych.
** te 18 rodzin nie jest brane pod uwage w rozdziale wyniki 5.21
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5.21 Wylaczenie dystrofinopatii z grupy rozpoznanej jako dystrofia
obreczowo - konczynowa.

Zbadano pacjentow z 88 rodzin polskich, u ktérych rozpoznanie dystrofii
obreczowo - konczynowej, postawione zostalo w wigkszosci przypadkow przed
wprowadzeniem do diagnostyki metod biologii molekularnej. W 18 rodzinach nie
wykazano delecji genu dystrofiny, natomiast pacjenci nie wyrazili zgody na
wykonanie ponownej biopsji migsniowej. Wobec tego, rodziny te nie sa brane pod
uwage w dyskusji w niniejszym rozdziale.

Badania: ocena dystrofiny mig$niowej i analiza DNA w celu wykrycia delecji w
genie dystrofiny, umozliwily zrewidowanie uprzednio postawionego rozpoznania
LGMD, 1 w efekcie, wyeliminowanie 30 rodzin z dystrofinopatiami (42.8%), z
grupy 70 rodzin, z uprzednio postawionym rozpoznaniem LGMD.
Dystrofinopatie stwierdzono (tabela 5.1):

- u 25 chlopcow - 19 przypadkoéw sporadycznych i 3 rodzinne,

- u 8 kobiet - 7 przypadkow sporadycznych i 1 rodzinny.

Przypadki dystrofii mig$niowej zwiazanej z mutacja genu dystrofiny
stwierdzono u mezczyzn z 22 rodzin. Pierwotne rozpoznanie LGMD zostato
zmienione na podstawie wynikow badan: dystrofiny mig¢$niowej lub/i analizy
DNA. Delecje genu dystrofiny stwierdzono w 14 sposrod 22 rodzin (tabela 5.2,
ryc.5.3). Wykryte delecje dotycza w wigkszosci przypadkéw egzonow
zlokalizowanych w koncu 3° genu dystrofiny i nie powoduja przesunigcia fazy
odczytu (poza przypadkiem 2 i 13, tab. 5.2 1 5.3). W pozostalych przypadkach nie
wykryto delecji, wigc prawdopodobna jest obecno$¢ mutacji punktowych (nie

badanych).
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Grupa dystrofinopatie

Pleé K M
Liczba pacjentow 8 25
Wiek zachorowania 2-8 2-36
11<90 3 5
Zmiany w EKG 3 11
Przerost migsni 7 19
Wiek unieruchomienia 10 14-25
Liczba chorych 1 3

chodzacych

Tabela 5.1 Dystrofinopatie wylaczone z LGMD.
IT - 1loraz inteligencji.

razem

2-36
8

14

23
10-25
4
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Rozpoznanie u tych pacjentdw postawiono na podstawie badania dystrofiny w
biopsji mig$niowej. Za pomocg przeciwcial monoklonalnych przeciwko dystrofinie
60 kD i 10 kD, w wigkszoéci przypadkéw wykazano obecnos¢ dystrofiny
przerywanej na obwodzie widkien miesniowych (ryc. 5.1b).

W 10 rodzinach stwierdzono delecje dotyczace konca 3° genu dystrofiny. W 6 na
14 stwierdzonych delecji, delecja dotyczyta egzonéw 45 - 47 (tab 5.2, ryc. 5.3). U
chorych, u ktorych wykazano delecje o jednakowej rozlegtosci, wykazano rézny
ciezar czasteczkowy dystrofiny oraz rozna jej procentowa zawartos¢ w migsniach.
Przebieg kliniczny u tych pacjentow (6, 7, 8, 12, 14, 21 w tab. 5.3) - byt na ogdt
fagodny, zakwalifikowano ich do grupy I - IV wediug oceny stanu funkcjonalnego
w skali Archibalda i1 Vignosa [Archibald i Vignos 1959].

U szesciu chorych kobiet (tab. 5.2 1 5.4) (1 przypadek rodzinny i pigé
sporadycznych), rozpoznano objawowe nosicielstwo, na podstawie analizy
dystrofiny mig$niowej, przy prawidlowym kariotypie. W 5 - ciu przypadkach w
badaniu immunofluorescencyjnym stwierdzono charakterystyczng mozaike
dystrofiny tzn: obok widkien z zachowang dystrofina, obecne byly widkna jej
pozbawione (ryc. 5.1a), w jednym przypadku dystrofing cienka. U 6 pacjentek
kariotyp oceniono jako prawidiowy. W przypadku rodzinnym (26), u chorego
brata (26a, 26M) pacjentki, rozpoznano DMD (tab. 5.2 i 5.4). Analiza DNA nie
wykazata delecji genu dystrofiny.

U dwoéch kobiet z dystrofia migsniowa postepujaca (przypadek 31132 - tab. 5.2 1
5.4), stwierdzono nieprawidiowa dystrofing, a ocena kariotypu ujawnita
translokacje czg¢sci chromosomu  na autosomalny: 2, a w drugim

przypadku na 22, z punktem przetamania w miejscu  p21.
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W tabeli 5.2 przedstawione sa przypadki dystrofinopatii oraz wykryte delecje, z

uwzglednieniem wynikow analizy dystrofiny migsniowe;.

Ryc. S5.1a. Migsien  czworoglowy uda. Objawowa nosicielka. Immunofluorescencja.
Monoklonalne przeciwciala przeciwko dystrofinie 60 kD. Typowa mozaika: obok widkien z
zachowang dystrofing widoczne s3 wiokna pozbawione dystrofiny 448.
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Ryc. 5.1b. Migsien czworoglowy uda. Dystrofia mi¢$niowa Beckera. Immunofluorescencja.
Monoklonalne przeciwciala przeciwko dystrofinie 60 kD. Dystrofina cienka i przerywana 448.

Ryec. 5.2. Migsienn czworoglowy uda. Norma. Immunofluorescencja . Monoklonalne przeciwciala
przeciwko dystrofinie 60 kD. Wiokna mig$niowe z prawidlowo zachowana dystrofing  448.
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Dystrofinopatie m¢zczyzn

Pacjent IM WB Delecja
1 przerywana - ns

2 przerywana 369kD-33% 2-11

3 - - 45-53
4 przerywana 390kD-15% ns

5 przerywana 400kD-80% ns

6 przerywana 380kD-50% 45-47
7 przerywana 392kD-13% 45-47
8 przerywana 380kD-50% 45-47
9 - - 10-25
10 przerywana 385kD-17% 3-16
11 przerywana 358kD-10% 45-49
12 - - 45-47
13 - - 3-7
14 - - 45-47
15 - - 45-53
17 przerywana 410kD-56% 45-48
18 przerywana 500kD-30% ns

19 przerywana 360kD-25% ns

20 przerywana 368kD-11% ns

21 - - 45-47
22 przerywana 376kD-53% ns

23 revertant* ns
Dystrofinopatie kobiet

Pacjent IM (10, 60 kD) Kariotyp Delecja
24 mozaika 46 -

25 mozaika -

26 mozaika -

26a brak ns

27 mozaika -

28 mozaika -

29 cienka -

31 mozaika (40% wi bez dystr) 46 t( ;2)(p21.2;p11.2) -

32 60kD-jest, 10kD-brak 46, t( ;22)(p21.2;,q11.2) -

Tabela 5.2 Dystrofinopatie wylaczone z grupy LGMD.
ns-nie stwierdzono,

- nie badano,

IM-badanie immunofluorescencyjne dystrofiny mi¢sniowej,
WB - badanie metoda ,,western” dystrofiny migsniowe;j,

26a, - brat objawowej nosicielki.
kD - kilo Dalton
*zachowano angielska nazwe ze wzgledu na brak polskiego odpowiednika
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Egzony genu dystrofiny.

Rvc 5.3.D gzonow genu dystrofiny w przypadkach dystrofinopatii, wylaczonych z grupy uprzednio rozpoznancj jako LGMD (No-numer pacjenta).
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Dystrofinopatie mezczyzn.

Na podstawie obrazu klinicznego, w korelacji z wynikami analizy DNA i
immunochemicznej oceny dystrofiny miesniowej, w grupie tych chorych
rozpoznano: w jednym przypadku dystrofie migsniowg Duchenne a, w trzech
rodzinach postaé posrednia, a w pozostalych osiemnastu rodzinach dystrofig
mie$niowg typu Beckera.

Wiek zachorowania wahat si¢ miedzy 2 a 36 r..z. Pierwszymi objawami byly: w
19 przypadkach - trudnosci w chodzeniu i fatwe przewracanie sig, u 4 pacjentow -
tendencja do chodzenia na palcach, u jednego chorego - bole tydek i1 kurcze
mie$ni po wysitku. Nie obserwowano asymetrycznego ostabienia migsni.

Stan kliniczny chorych oceniano w skali Archibalda i Vignosa [Archibald i Vignos
1959] i;jest on przedstawiony w stopniach ci¢zkosci, w tabeli 5.3. U pacjenta nr. 5
- nie stwierdzono ostabienia migsni. U 20 chorych przebieg kliniczny oceniano
jako tagodny (st. I - IV). U 4 pacjentow przebieg byt ciezszy (VII 1 V st.). U
trzech z nich (4, 13 i 18, w tabeli 5.3) rozpoznano posta¢ posrednia. Chorzy 7118
przestali samodzielnie chodzi¢ w wieku 20 i 25 lat, u pacjenta 4, przebieg jest
ciezszy, ale samodzielnie chodzi, chociaz z duzym trudem (V st.). U pacjenta nr.
23, ktory przestat chodzi¢ w wieku 14 lat rozpoznano DMD.

Rozwoj ruchowy we wczesnym dziecifistwie byt nieprawidlowy tylko w dwoch
przypadkach (4 i 1 a), chorzy ci zaczgli samodzielnie chodzi¢ z opdznieniem w
wieku 20 1 15 miesiecy.

Kurcze i bole migsni wystepowaly u czterech pacjentow. Przerost migsm tydek
obserwowano u dziewigtnastu chorych, z tego przerost takze migsni dwuglowych

i trojgtowych ramion u dwoch chorych (nr. 5 i 20 w tabeli 5.3). Przerostowi

74



miesni lydek towarzyszyl przerost miegsni czworoglowych ud w  trzech
przypadkach (nr. 5, 191 20).

Pogtebienie lordozy ledzwiowej obserwowano w 12 przypadkach, a odstawanie
fopatek w 13.

Wrodzona wade serca stwierdzono u jednego chorego (nr.9), u pacjenta nr. 13 -
szmer skurczowy nad wszystkimi ujéciami (zostal skierowany do dalszej
diagnostyki kardiologicznej) natomiast, kardiomiopati¢ na podstawie badania USG
(lewa komora powiekszona - 60 mm, o uposledzonej kurczliwosci) u pacjenta nr.
22. W badaniach EKG, w 11 przypadkach stwierdzono zmiany o charakterze:
niemiarowosci zatokowej, bloku przedniej wiazki lewej odnogi peczka Hisa, cech
przeciazenia lub przerostu lewej komory, wysokich zatamkéw R i T, waskich 1
glebokich  zalamkow Q, zaburzen przewodzenia  s$rédkomorowego,
niespecyficznych zmian ST - T. W 10 przypadkach EKG bylo prawidlowe.
Aktywnosé CK zawsze przewyzszata norme¢ (norma 0-34 IU) od 6 do 191 razy w
stosunku do wartosci prawidlowych i nie korelowata z cigzkoscia choroby. W
wigkszosci przypadkdw oznaczenie wykonano dwukrotnie. Zaobserwowano
obnizenie aktywnosci CK, wraz z zaawansowaniem procesu chorobowego,
natomiast w czterech przypadkach wzrost jej aktywnoscl.

W pieciu przypadkach II (iloraz inteligencji - II) byt nizszy od 90, natomiast w
jednym przypadku (nr.4), rozwdj psychiczny byl wyraznie opdzniony, pacjent

uczeszcza do specjalnej szkoly (nie badano II).
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No zach wunier lydki CK w.bad II EKG rodz klinika komentarz
1 10 - + 44 23 - zm S I 6) kurcze migsni
26 36
2 2 - + 21 11 117 bz S II (16)
20 18 III (18)
3 5 - 186 12 77 bz S II (16)
69 16
4 2 - +/- 131 12 zm S V (16)
40 14
5 6 - + 52 8 - zm S 0 (15)  kurcze migsni
66 15
6 10 - + 34 1471 zm R 1(18) niedostuch odbiorczy
6a - + 23 21 - - I(21) w rodzinie SMA?
7 2 - + 34 1296 zm S I(18)
24 18
8 2 - + 81 11 82 zm S I(11)  bole migsni, 16 I-
chodzi
4 - - 61 7 135 zm S I (12) wrodzona wada serca
10 5 - - 35 10 - zm R I(15)
125 13
10a 8 - + 56 11 100 bz IT1 (13) przyrodni brat 10
11 7 - + 59 13 94 bz S I (22)
37 22
12 8 - - 6 10 114 bz S IV (21)
36 21
13 7 20 + 17 13 103 bz S VII (22) szmer skurczowy
11 22
14 2 - - 191 15 129 zm S 11 (27)
171 18
15 2 - + 18 17 - zm S IIT (40) corka, obligatoryjna
9 41 nosicielka.
17 2 - + - - - - S II(21)
18 2 25 + 60 20 67 bz R VII(25)
18a 5 - + - 18 - - I11 (18)
19 13 - + 46 14 - bz S I(15)
86 15
20 36 - + 11 44 - bz S I (44)
21 10 - + - - - - S I 1)
22 2 - + 39 20 - zm S I1 (20) kardiomopatia
bole miesni
23 2 14 + 101 10 84 bz S VII (15)
25 13

Tabela 5.3 Dystrofinopatie u chorych plci meskiej, pierwotnie rozpoznanych jako LGMD.

CK - kinaza kreatynowa ( - wielokrotno$¢ podwyzszenia w stosunku do wartosci prawidlowych).
R - przypadek rodzinny, S - przypadek sporadyczny. 6a, 1 a, 18a - bracia chorych. W kolumnie
.klinika” - liczba oznacza stan kliniczny w skali Archibalda i Vignosa, nast¢pna liczba w
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Dystrofinopatie kobiet.

Dystrofinopatie wykryto u o$miu kobiet (tabela 5.4); 7 przypadkow
sporadycznych i jeden rodzinny. Na podstawie badania dystrofiny migsniowej,
przy prawidlowym kariotypie, w szesciu przypadkach wykazano objawowe
nosicielstwo DMD, natomiast w dwoch przypadkach dystrofie migsniowa, bedaca
rezultatem aberracji chromosomalnych (tabela 5.2). Pierwszymi objawami
klinicznymi byly trudnosci w chodzeniu w 5 - ciu przypadkach, u pacjentki 24K
byty to bole migsni po wysitku i tendencja do chodzenia na palcach, u chorej 26K:
bole nog i trudnosci w bieganiu, natomiast u 25K przerost migsni tydek byt
pierwszym zauwazalnym objawem. Stan kliniczny pacjentek oceniano w skal
wedlug Archibalda i Vignosa (tabela 5.4). Przebieg ciezki i ztosliwy stwierdzono u
jednej chorej - 32K, przestata ona samodzielnie chodzi¢ w wieku 10 lat. Rozwg)
ruchowy w dziecinstwie byl nieprawidlowy u czterech pacjentek (27, 26, 29, 32).
Zaczely one samodzielnie chodzi¢ w wieku 15 miesigcy, a pacjentka nr. 29, w
wieku 16 miesigcy.

U siedmiu chorych stwierdzono przerost mig¢sni tydek, w tym takze przerost
migsni czworoglowych ud w trzech przypadkach. Odstawanie lopatek
obserwowano u dwoéch chorych, a poglebienie lordozy ledzwiowej u czterech
pacjentek.

U trzech pacjentek w badaniu Wechslera stwierdzono II nizsze niz 90.
Nieprawidtowosci w badaniu EKG stwierdzono w trzech przypadkach. Byly to:
cechy przerostu lewej komory, wysokie zatamki R, waskie 1 gtgbokie zatamki Q,

niespecyficzne zmiany ST-T. Aktywnos$¢ kinazy kreatynowej w surowicy kobiet



byla podwyzszona od 14 do 207 razy w stosunku do wartosci prawidtowych
(norma 0-34 IU).
Pacjentka 26K, jest objawowga nosicielka, a obraz kliniczny u brata chorej (26M),
jest typowy dla DMD (tabela 5.4). W biopsji migsniowej u 26K stwierdzono
mozaike, u 26M wykazano brak dystrofiny (metoda immunofluorescencyjna), a
analiza DNA nie wykazata obecnosci delecji  p21 (tabela 5.2).
31K i1 32K, to dwa przypadki dystrofinopatii u kobiet, bedace wynikiem
translokacji cze¢sci chromosomu , na autosom z punktem przetamania w miejscu
p21 (tabela 5.2 i 5.4). U obu pacjentek poczatek zachorowania mial miejsce we
wczesnym dziecinstwie, a ich stan kliniczny w wieku 8 i 10 lat oceniono
odpowiednio na I i VII stopien w skali wedtug Archibalda i Vignosa. Wystgpowat
przerost migsni lydek, wysoki poziom kinazy kreatynowej, a u pacjentki 32K - 11
oceniono znacznie ponizej normy. U zadnej z nich nie stwierdzono zmian w

badaniu EKG.
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No zach unieruch. lydki CK wiekbad I EKG rodz Kklinika komentarz

24K 6 - + 132x 24 108 bz S  II1(30) bole migsni po
22 30 wysitku

25K 8 - + 129x 8 - - S I8

26K 6 - + 35x 7 87 zm R I(8) bole migsni po
243x 8 wysitku

26M 6 + 20 6 72 bz I1(7)
114x 7

27K 4 - + 19x 4 122 zm S 0(5)
61x 5

28K 2 - +- 67x 9 115 bz S 1(9)

29K 2 - + T6x 9 65 zm S 1(9)
50x 11

31K 2 - +  207x 9 9% bz S  1(8)

32K 2 10 + 173x 4 58 bz S  VII(10)

Tabela 5.4 Dystrofinopati  wykryte u cho ych plci zeniskicj. uprzednio rozpoznanych:jako LGMD.

CK - kinaza krcatynowa (x - wiclokrotno$¢ podwyzszcnia w stosunku do wartoéci prawidtowych).

R - przypadck rodzinny, S - przypadck sporadyczny. 26M - brat objawowej nosiciclki. W kolumnic ,klinika” - liczba oznacza stan kliniczny w skali Archibalda i Vignosa, a
nast¢pna liczba w nawiasic - wick pacjenta w momencic oceny. zach. - zachorowanic. unicruch. - wick unicruchomicnia, rodz. - rodzinno$¢.
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Badania cztonkow rodzin pacientow z dystrofinopatiami:

Badanie neurologiczne bezobjawowych czionkéw rodzin pacjentow z
dystrofinopatiami, nie wykazato istotnych odchylen od stanu prawidiowego.
Badanie kinazy kreatynowej wykazato wzrost aktywnosci od 2 do 3 razy w
stosunku do wartosci prawidlowych, u szeSciu kobiet bedacych siostrami lub
matkami chorych mezczyzn.

W 22 rodzinach chorych pici meskiej, u ktorych wykryto dystrofinopatie, byta
tylko jedna pewna nosicielka, corka pacjenta z dystrofia migsniowa Beckera, (nr.
15 tabela 5.3). Byfa ona badana w wieku 15 lat, nie stwierdzono ostabienia mig$ni,
a jedynie przerost migsni iydek 1 czworoglowych ud. Aktywnos¢ kinazy
kreatynowej 1 aldolazy byta prawidlowa. W biopsji migsnia dwuglowego ramienia
wykazano cechy uszkodzenia pierwotnie mig$niowego (rozna srednica wiokien
mig$niowych 1 widkna ulegajace homogenizacji), ponadto mozaike widkien
dystrofino - pozytywnych 1 widkien o bardzo cienkiej dystrofinie. Badania te
umozliwily rozpoznanie bezobjawowego nosicielstwa dystrofii migsniowej typu

Beckera.
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5.22 Wylaczenie przypadkow dystrofii twarzowo - lopatkowo - ramieniowej

(FSHD) z grupy LGMD.

Grupe 15 pacjentow, z 15 rodzin (13 rodzin polskich i 2 z materiatu
angielskiego) analizowano pod katem FSHD. Chorych tych wybrano, ze wzgledu
na charakterystyczny obraz kliniczny (przedstawiony na str 64 i 65). Wobec tego,
uznano za konieczne dokonanie proby molekularnej diagnostyki réznicowe;,
pomiedzy LGMD 1 FSHD.

W badaniu tym, kontrole stanowito DNA od trzech chorych z FSHD
(uprzednio zdiagnozowanych na podstawie badan klinicznych i1 genetycznych)

oraz od szesciu zdrowych 0so6b.

Sposrod 15 pacjentow, charakterystyczng dla FSHD delecje w regionie 4q35,

stwierdzono tylko u jednego chorego (ryc. 5.5). U pacjenta tego stwierdzono

takze, homozygotyczng mutacje w genie kodujacym CANP3 (ryc.5.31).
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Na ryc. 5.4 przedstawiony jest charakterystyczny wzor hybrydyzacji, wykrywany
przy pomocy sondy molekularnej PI3E-11, u pacjenta z uprzednio
zdiagnozowang dystrofia twarzowo - lopatkowo - ramieniowa (pozytywna
kontrola). Sonda P13E - 11 hybrydyzuje do prazka o wielkosci 20 kb, w
genomowym DNA strawionym enzymem restrykcyjnym EcoRI. Po podwdjnym
trawieniu (EcoRI/Blnl), fragment restrykcyjny zmniejsza si¢ o 3 kb, do wielkosci
17 kb. Ponizej widoczny jest fragment o wielkosci 2.8 kb, nalezacy do
chromosomu 10g26.

W przypadku zdrowych oséb sonda P13E-11 hybrydyzuje do fragmentéw DNA o
wielkosci 50 - 300 kb, ktore nie rozdziela si¢ w zelach agarozowych, a jedynie

podczas elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym.

Ryc. 5.4 Hybrydyzacja Southerna, u chorego z FSHD (pozytywna kontrola).
1 - standard wielkosci fragmentéw DNA ( Hind

2 - genomowy DNA chorego z FSHD strawione EcoRI.

3 - genomowy DNA chorego z FSHD strawione EcoRI i Blnl.
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U pacjenta P1, stwierdzono charakterystyczny dla FSHD wzor hybrydyzacji. Do
DNA strawionego enzymem restrykcyjnym EcoRl, hybrydyzuje sonda P13E - 11,
co uwidacznia fragment o dtugosci 23 kb, ktory nastgpnie ulega zmniejszeniu, po

podwdjnym trawieniu enzymami EcoRI 1 Binl, do 20 kb.

Rye. 5.5 Hybnydyzacja Southerna u pacjenta P1.
1 - genomowy DNA strawione EcoRlI,
2 - genomowy DNA strawione EcoRlI i BInl.
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5.3 Rezultaty analizy DNA w ujednoliconej grupie pacjentéw z LGMD.

Liczba rodzin analizowanych - 76:
- 58 rodzin polskich (po wylaczeniu przypadkéw mylnie rozpoznanych jako
LGMD),

- 18 rodzin pochodzacych z materiatu angielskiego,

Podsumowanie wynikéw analizy DNA:

1. Wykazano niejednorodnos¢ genetyczng w grupie pacjentow z LGMD (tabela
5.5),

2. Analiza haplotypéw umozliwita wytaczenie LGMD2A w szesciu rodzinach,

2. Na podstawie elektroforezy metodag SSCP/HET, stwierdzono mutacje lub/i
polimorfizm w egzonach genu CANP3, u 27 chorych,

3. Niezalezne mutacje stwierdzono u 9 chorych na podstawie sekwencjonowania.
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5.31 Wykazanie heterogennosci locus LGMD w grupie badanych pacjentéw
na podstawie analizy haplotypow.

Haplotypy okreslono u 141 osob, z 27 rodzin. (rodowody w zataczniku 1).

-17 rodzin z LGMD (86 osob), u ktorych dane dotyczace obecnosci
komponentow DGC byly niedostgpne*. Rodziny te genotypowano dziewigcioma
markerami (pie¢ /oci) (tabela 5.6 - 5.8). W rodzinach tych podjeto probe ustalenia
haplotypéw w pieciu loci.

- 8 rodzin z LGMD 2 osoby), u ktéorych dane dotyczace obecnosci
komponentow DGC byly niedostgpne. Rodziny te genotypowano czterema
markerami (dwa /oci) - proba ustalenia haplotypéw w dwoch loci.

-2 rodziny (23 osoby) z fenotypem miopatii Miyoshi, genotypowano 3 markerami

Rezultaty pozwolily na uzyskanie wstepnych danych, umozliwiajacych wylaczenie
niektorych rodzin z poszczegolnych loci (tabela 5.5)

- rodziny: 2, 6, 8, 10, 17, 19, 20, 21, 86, 164, 188 zostaly wylaczone z locus
LGMD2B,

- rodziny: 2, 8, 9, 13, 14, 21 zostaly wylaczone z LGMD2E,

- rodziny: 2, 6, 8,9, 10, 13, 14, 17, 21 zostaly wytaczone z locus LGMD2C,

- rodziny: 7, 10, 12, 13, 17, 21 zostaly wylaczone z locus LGMD2A,

- rodziny: 6, 8, 9, 16, 21, 162, 164, 200 zostaly wylaczone z locus LGMD2D.

11 rodzin nie zostalo wytaczonych z locus LGMD2A. Oznacza to, ze pacjenci ci
mogg mie¢ mutacje w genie kalpainy 3, dlatego tez w nastgpnym etapie, DNA

tych chorych bylo analizowane w kierunku mutacji CANP3.

* w rodzinach 12 i 18, po wykonaniu genotypowania kilkoma markerami, ustalono, ze
komponenty kompleksu sarkoglikanowego s3 obecne w tkance mi¢$niowe;.
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Locus liczba wylaczonych rodzin

LGMD2A 6
LGMD2B 11
LGMD2C 9
LGMD2D 8
LGMD2E 6

Tabela 5.5 Rezultaty analizy haplotypow, wylaczone rodziny z poszczegdlnych

loci.
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locus
LGMD2B

LGMD2E

LGMD2C

LGMD2A

LGMD2D

markery
D2S2109
D2S2111
CAI12T
D4S5428
D138S232

D15S779
D155782
D17S1319

rodzina 1

NI

nie wylaczona
NI

nie wytaczona
nie wylaczona

nie wylaczona
nie wylaczona
nie wylaczona

I'abela 5.6 Wyniki analizy haplotypow.

locus
LGMD2B

LGMD2E

LGMD2C
LGMD2A

LGMD2D

markery
D2§2109
D2S2111
CAl12T
D4S428
D13S232
DI15S779
D155782
D17S1319

rodzina 8
rekombinanty
rekombinaty
NI
rekombinanty
rekombinanty
nie wylaczona
nie wytaczona
rekombinanty

Tabela 5.7 Wyniki analizy haplotypow.
Komentarz do tabel 5.6 - 5.9 - na poprzedniej stronie.

*NI - nie informatywna.
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rodzina 2

rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty

nie wylaczona,
petni informatywna

NI

rodzina 9

nie wylaczona, nie w
petni informatywna

wytaczona

nie wylaczona
rekombinanty
nie wylaczona
nie wylaczona
rekombinanty

rodzina S

NI

nie wylaczona
NI

NI

NI

NI
nie wylaczona
NI

rodzina 10
rekombinanty
rekombinanty
NI

nie wylaczona
rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty
nie wylaczona

rodzina 6

nie wylaczona
wytaczona

NI

NI
rekombinanty

NI
NI
rekombinanty

rodzina 11
NI
nie wylaczona

nie wylaczona
NI

rodzina 7

nie wytaczona
nie wylaczona
NI

NI

NI

rekombinanty

NI

rodzina 12
nie wylaczona
NI

wylaczona
NI



locus
LGMD2B

LGMD2E

LGMD2C
LGMD2A

LGMD2D

markery
D2§82109
D282111
CAI12T
D45428
D138232
D158779
D158782
D1781319

rodzina 13
NI
NI

rekombinanty
wylaczona
wylaczona

Tabela 5.8 Analiza haplotypéw.

locus
LGMD2B

markery
D2S2109
D2S2111
D2S291

rodzina 19

rekombinanty
rekombinanty
NI

rodzina 14
nie wylaczona
nie wylaczona

rekombinanty
rekombinanty
nie wylaczona
nie wylaczona
nie wylaczona

rodzina 20

rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty

rodzina 15
nie wylaczona
nie wylaczona

nie wylaczona
nie wylaczona

nie wylaczona

nie wylaczona

Tabela 5.9 Analiza haplotypéw w rodzinach z fenotypem miopatii Miyoshi.

*NI - nie informatywna
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rodzina 16
NI
NI

NI

nie wylaczona
NI

nie wylaczona
wylaczona

rodzina 17
wylaczona
wylaczona

NI
rekombinanty
NI

wylaczona

nie wylaczona

rodzina 18
nie wylaczona
nie wytaczona

NI
nie wylaczona
nie wylaczona
NI

rodzina 21

rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty
rekombinanty



Na ryc. 5.6 pokazany jest wynik analizy haplotypéw w rodzinie 2. Wylaczono 3
loci, poniewaz u obu chorych stwierdzono rozne haplotypy w LGMD2B, 2E, 2C.
W LGMD2D, rodzina ta nie byla informatywna, wobec czego wylaczenie tego
locus nie bylo mozliwe. W LGMD2A, rodzina 2, byla w pelni informatywna i
wykazano, ze chorzy maja te same haplotypy, wigc zostali oni wlaczeni do grupy

badanej, w kierunku mutacji na chromosomie 15q.

markery  locus PP P2 M O
D2S2109 LGMD2B 14 34 13 24
D2S2111 12 24 14 23
CAI12T LGMD2E 11 23 13 12
D4S428 12 13 23 12

D13S232 LGMD2C 23 13 33 12
D15S779 LGMD2A 33 33 23 13
D15§8782 13 13 34 12
D1781319 LGMD2D 12 12 12 12

]

Ryc. 5.6 Rodzina 2, rodowdd i haplotypy.
P1, P2 - pacjenci,
M - matka. O - ojciec.
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Dla markeréw: D2S2109 i CA12T rodzina nr. 1 nie byta informatywna (ryc. 5.7 1
5.8). W rodzinie tej nie udato si¢ wylaczyé zadnego z badanych loci (ryc. 5.7).
Chorych jednak nie wiaczono do grupy pacjentow, w ktorej poszukiwano mutacji
w genie kodujacym CANP3, poniewaz w rodzinie tej stwierdzono mutacje w

genie dla a - sarkoglikanu (Pogue 1995-1998).

PS PB
markery locus PS PB S M 0
D2S2109 LGMD2B 23 23 13 12 33
D2S2111 13 13 23 12 23
CAI2T LGMD2E 11 11 11 11 1l
D4S5428 12 12 33 23 13

D13S232 LGMD2C 33 33 13 13 23

D15S779 LGMD2A 34 34 12 14 23
D15S782 34 34 12 13 24

D17S1318 LGMD2D 13 13 23 13 12

Ryec. 5.7 Rodzina 1, rodowod i haplotypy.
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Haplotypy kazdego cztonka rodziny 1, w Jlocus LGMD2B (ryc. 5.8). Sposob
dziedziczenia jest autosomalnie recesywny. Kazdy allel uzytych markeréw jest
przedstawiony jako numer. Ustalenie, ktory chromosom zawiera recesywny allel
genu LGMD2B, wynika z faktu, ze kazdy chory musi mie¢ dwa recesywne allele

genu. Wytluszczonym drukiem zaznaczono nieinformatywne markery.

Ryc. 5.8 Haplotypy rodziny 1.
cen - centromer
tel - telomer
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Rodzina 5 nie byla informatywna dla zadnego z testowanych markerdéw, poza

D15S57821D2S2111. Rodziny tej nie wylaczono z zadnego z badanych /oci.

P1 ) 4
markery locus P1 P2 M O
D2S2109 LGMD2B 23 23 13 22
D2S2111 12 12 12 13
CAI12T LGMD2E 22 22 22 12
D4S428 11 11 11 12

D13S232 LGMD2C 12 12 11 12
D15S779 LGMD2A 14 14 14 11
D15S8782 23 23 12 13
D1781319 LGMD2D 33 33 33 34

Rye. 5.9 Rodowdd i haplot py rodziny 5.
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Na ryc. 5.10 przedstawiony jest przyklad genotypowania rodzin 11, 12, 13
markerem D15S799. Analiza ta nie pozwolila na wylaczenie rodziny 11 z locus
LGMD?2A, chociaz rodzefistwo chore i zdrowe posiada te same allele, poniewaz
rodzina nie jest informatywna, ze wzgledu na homozygotyczno$¢ ojca (strzatka).
Rodzina 12 i 13 zostala wylaczona z tego locus, poniewaz zaréwno chore jak i

zdrowe rodzenstwo ma te same haplotypy i rodziny sa w petni informatywne.

Ryc. 5.10: Genotypowanie rodzin: 11, 12 i 13 markerem D155779.

Rodzina 11 (1-5), cZdonkowie rodziny w kolejnosci: P, S1 ,S2, M, O. DNA matki pacjenta
(Sciezka 4) nie uleglo amplifikacji.

Rodzina 12 (6-11): P, B, S (8,9), M, O.

Rodzina 13 (12-18): P1, P2, B1, B2, B3, M, O.
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Na ryc. 5.11 pokazano rezultaty analizy rodzin 15, 16, 10, genotypowanych
markerem D15S779. Rodzina 15 jest w pelni informatywna dla D15S779 1 nie
zostata wylaczona z locus LGMD2A (chore rodzefistwo posiada inne allele niz
zdrowe). Rodzina 16 nie mogla by¢ wylaczona mimo, ze rodzefistwo zdrowe 1
chore ma te same allele, poniewaz rodzina ta nie jest w peini informatywna.
Genotypowanie markerem D15S782, takze nie pozwolito na wylaczenie jej z
LGMD2A locus.. Wobec tego, pacjenci z tych rodzin zostali wlaczeni do grupy
analizowanej w kierunku mutacji w genie dla CANP3. Rodzina 10 zostala
wylaczona z locus LGMD2A, ze wzgledu na stwierdzenie rekombinantéw przy

genotypowaniu z oboma markerami: D15S779 1 D15S782.

Ryc. 5.11 Genotypowanie rodzin 15, 16, 10 markerem D158799

Rodzina 15 (1-6) czlonkowie rodziny przedstawieni sq w kolejnosci: P, S1, S2, M, O (5,6).
Rodzina 16 (7-13) P, S1(8,9), S2, S3, M, O.

Rodzina 10 (14-17) P1, P2, M, O.
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Rodzina 86. DNA pacjentki P2 nie byto dostepne. Rodzina ta zostala wylaczona z
LGMD2B, poniewaz u pacjenta i u jego zdrowego brata wykazano te same
haplotypy w tym Jlocus. Rodzina nie zostala wytaczona z LGMD2D (u P i B

stwierdzono rozne allele w tym locus)

Marker locus P1 B M 0
D2S2111 LGMD2B 26 26 36 26
AFMa205zc5 LGMD2B 23 23 12 34
D2S2109 LGMD2B 11 11 12 12
D17S1319 LGMD2D 23 12 23 13

Rye. 5.12. Rodzina 86, genotypowanie markerami $ciSle sprz¢zonymi z locus LGMD2B i
LGMD2D.
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W rodzinach 188, 208, 162 jest tylko jedna chora.
Rodzina 188 nie jest w pelni informatywna dla markerow D252109,
AFMa205zc5 1 D17S1319 ze wzgledu na homozygotyczno$¢ ojca. Dla markera
D2S2111 jest w pelni informatywna i1 allele w LGMD2B u chorej 1 zdrowego
brata sa jednakowe. Na podstawie tylko jednego markera nie mozna jednak z calg
pewnoscig wylaczy¢ tej rodziny z locus 2B.

W rodzinie 208 nie badano alleli matki. Uzyskane haplotypy i allele w LGMD2B 1
2D nie pozwolily na wylaczenie rodziny 208 z tych oci.

Rodziny 162 nie wylaczono z LGMD2B (rézne haplotypy dla pacjentki i jej

zdrowego brata), natomiast wylaczono ja z duzym prawdopodobiefistwem z

LGMD2D.

Marker locus rodzina P B M O
D2S2111 LGMD2B 188 36 36 23 36
AFMa205zc5 LGMD2B 34 34 14 33
D282109 LGMD2B 14 14 16 44
D17S81319  LGMD2D 22 22 12 22
D2S2111 LGMD2B 208 56 36 - 36
AFMa205zc5 LGMD2B 13 12 - 15
D2S52109 LGMD2B 16 16 - 12
D1781319  LGMD2D 14 13 - 34
D2S2111 LGMD2B 162 36 23 36 26
AFMa205zc5 LGMD2B 33 23 23 36
D2S52109 LGMD2B 34 33 34 34
D1781319  LGMD2D 13 13 13 12

Ryc. 5.13 Rodziny 188, 208, 162 - genotypowanie markerami Scifle sprz¢zonymi z locus
LGMD2B i 2D.
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Rodzina 186 jest niekompletna - brak DNA od ojca i drugiego brata pacjentki
utrudnia interpretacje wynikéw. W sytuacji takiej, ze jedno z rodzicow bylo
homozygota w ocus 2B, rodzina ta bylaby nieinformatywna dla analizowanych
markeréw. Dlatego rodziny tej nie mozna wylaczyé z LGMD2B. Nie mozna jej

takze z cala pewnoscia wylaczy¢ z locus 2D.

B1 B2
Marker locus | 0 B1 B2
D2S2111 LGMD2B 33 - 33 -
AFMa205zc5 LGMD2B 33 - 33 -
D2S2109 LGMD2B 44 - 44 -
D17S1319 LGMD2D 24 - 34 -

Ryc. 5.14. Przyklad genotypowania rodziny 186, markerami $cisle sprz¢zonymi z LGMD2B i 2D
locus.
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Rodzina 164. Dla markerem D2S2111 rodzina jest nieinformatywna ze wzgledu
na homozygotyczno$é¢ matki, dla D2S2109 jest ona takze nieinformatywna,
poniewaz oboje rodzice maja te same allele dla badanego markera. Dla
AFMa205zc5, chory i zdrowa siostra majg te same allele, co mogtoby przemawia¢
za wylaczeniem tej rodziny z Jocus 2B. Rodzina 164 moze by¢ wylaczona z locus

2D, poniewaz rodzefistwo zdrowe i chore ma te same allele.

Marker locus P M O S

D2S2111 LGMD2B 35 33 56 35
AFMa205zc5 LGMD2B 34 23 34 34
D2S2109 LGMD2B 34 34 34 34
D17S1319 LGMD2D 14 12 34 14

Rye. 5.15. Przyklad genotypowania rodziny 164 markerami scisle sprzgzonymi z LGMD2B i 2D
locus.
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Rodzina 200. Rodzina ta nie zostala wylaczona z locus 2B, mimo genetypowania
trzema markerami. Przy pomocy markera wewnatrzgenowego - D17S1319

zostala wytaczona z ocus 2D.

Marker locus P M O B

D2S2111 LGMD2B 46 34 66 36
AFMa205zc5 LGMD2B 56 35 16 13
D2S2109 LGMD2B 24 26 44 46
D17S1319 LGMD2D 12 13 24 12

Ryc. 5.16 Genotypowanie rodziny 200 markerami $cisle sprz¢zonymi z loci 2B i 2D.

Rodzina 187 nie zostala wylaczona z obu Jloci: 2B i 2D. Nie jest ona

informatywna dla markera D2S2111, ze wzgledu na homozygotycznos$¢ ojca.

Marker locus P S M (0]
D2S2111 LGMD2B 36 36 33 66
AFMa205zc5 LGMD2B 24 23 24 23
D2S2109 LGMD2B 67 57 77 56
D17S1319 LGMD2D 23 14 12 34

Ryc. 5.17. Przyklad genotypowania rodziny 187, markerami $cisle sprz¢zonymi z LGMD2B i 2D
ocus.
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Miopatia Miyoshi (MM), zostata przypisana do locus LGMD2B na chromosomie
2pl13. Uwaza si¢, z2 LGMD2B i MM moga by¢ allelicznymi wariantami tego
samego genu [Bejaoui i wsp. 1995, Bashir i wsp. 1996]. Dwie rodziny z
fenotypem MM, analizowano markerami $cisle sprz¢zonymi z LGMD2B, aby
ustalié¢ czy mapuja si¢ one do tego miejsca genomowego,

Rodziny 19 i 20 o fenotypie miopatii Miyoshi analizowano markerami D2S2109,
D2S2111 i D2S291, scile sprzezonymi z 2pl3. W rodzinie 19 stwierdzono
obecnos¢ rekombinantow w analizie dwoma markerami. Dla D2S291, rodzina ta

nie byla informatywna.

Kolejnos¢ markeréw: D2S2109
D2S291
D2S2111

Ryc. 5.18 Rodzina 19 - haplotypy.
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Rodzina 20

W rodzinie 20 wykazano obecno$¢ rekombinantow w analizie trzema markerami.

Ryc. §.19 Haplotypy rodziny 20, w locus LGMD2B.
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5.32 Wyniki analizy polimorfizmu konformacji pojedynczych nici DNA i

analizy heterodupleksow.

Ustalenie warunkow amplifikacii poszczegdlnych egzonow genu CANP3.

Zanim przystapiono do analizy SSCP/HET, ustalono warunki amplifikacji
poszczegolnych egzonéw genu kodujacego CANP3, tak aby uzyska¢ pelng
specyficznos¢ reakcji. Jest to miezbednym warunkiem dla analizy SSCP/HET.
Warunki amplifikacji zostaly ustalone dla wszystkich egzonéw poza: 13, 17, 18 1
PA* (tabela 5.10), w ktorych dostosowywanie temperatury asocjacji starteréw
(AT), koficowego stezenia jonow Mg” i dNTPs nie zredukowalo niespecyficznej
amplifikacji.

SSCP i HET zastosowano w pierwszym etapie poszukiwania mutacji w genie
kodujacym CANP3. Grupa badana skiadala si¢ z 49 chorych. Badania wykonano
na przykladzie analizy wybranych egzonow genu kalpainy, kodujacych domeng II
biatka, uwzgledniajac wstepne dane, $wiadczace o dos¢ czgstym wystgpowaniu w
nich mutacji [Richard i wsp. 1995]. Analizowano 8 egzondw, co stanowi okoto
30% sekwencji kodujacej badanego genu. U 27 pacjentéw stwierdzono zmieniong
ruchliwosé elektroforetyczng prazkow w zelach (tabela 5.11).

Na podstawie danych uzyskanych metoda SSCP/HET, u pigciu pacjentow
stwierdzono zmiany wzorca migracji w dwoch egzonach genu CANP3 (zlozone
heterozygoty, tabela 5.12). Za zmiang wzorca migracjl uwazano, zmiang
szybkosci poruszania si¢ prazka w zelu lub pojawienie si¢ dodatkowych prazkow.
Po stwierdzeniu takiej zmiany (w porownaniu z ruchliwoscia elektroforetyczna

DNA kontrolnego od zdrowych osob np. ryc. 5.20), probke DNA poddawano
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egzon A MgCl; o.s.
promotor 59

1 59
2 52
3 58
4 56
5 56
6 56
7 53
8 57
9 56
10 56
11 56
12 61
13* 54 2mM
14 55
15 57
16 57
17* 48
18* 48 2mM
19 57
20/21 60
22 50
22/23 60
24 54

P A* 45 3mM

Tabela 5.10 Warunki amplifikacji egzonéw genu CANP3. Stezenie magnezu pokazano w
przypadkach, kiedy zostalo zmienione, w pozostalych standardowe st¢zenie 1.5 mM bylo
wystarczajace. *P.A.- sekwencja sygnalu poliadenylacji. AT - temperatura asocjacji starterow.
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egzon 1 2 3 4 5 6 9

dlugos¢ produktu 438 239 354 292 325 315 173
PCR (nts)

liczba zmian 0 2 1 24 3 1 0
ruchliwosci

Tabela 5.11. Liczba zmian ruchliwosci prazkéw, stwierdzonych metodami SSCP i HET.

pacjent |201 ' 62 l P39 ‘ 100 | 43

10

251

zmiana wzorca migracji egzonu |2i4 I4i 5 |4i 5 !6i 6 |4i5

Tabela 5.12 Zlozone heterozygoty.
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elektroforezie przynajmniej dwukrotnie, w celu wylaczenia artefaktéw zwiazanych
z ewentualng nieswoista amplifikacja i samymi warunkami elektroforezy. Jezeli
probki DNA od innych czionkéw rodziny byly dostgpne, poddawano je takze
elektroforezie, aby ocenié czy zmiana ruchliwosci elektroforetycznej segreguje w
danej rodzinie.

Egzon 2:

Zmiane wzorca migracji metoda SSCP i HET, stwierdzono u pacjenta 201. Na

ryc. 5.20 strzalka zaznaczone sa dodatkowe prazki u chorego.

Ryc. 5.20 Elektroforeza zamplifikowanego egzonu 2, metoda SSCP.
1, 2, 3, 5 - prawidiowa migracja.
4 - pacjent 201.
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Metoda SSCP, elektroforeza egzonu 2. Zmiana wzoru migracji probki pacjenta

208 (widoczny dodatkowy prazek), w stosunku do kontrolnego DNA (ryc. 5.21).

Ryc. 5.21 Metoda SSCP - egzon 2.
1,3 - kontrolne DNA.
2 - pacjent 208, obecnos¢ dodatkowego prazka.
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Egzon 3

DNA pacjenta nr. 86 z rodziny 5 (nie wylaczonej z zadnego z badanych loci -
tabela 5.6, ryc. 5.9 - haplotypy), wykazuje odmienny od pozostatych wzor
migracji w zelach. Zmiana ruchliwosci wystepuje u obu chorych chiopcéw i u ich
ojca, ale nie u matki (ryc.5.22). Fakt ten oraz to, ze heterodupleksy byty widoczne
w metodzie SSCP (na ryc. 5.22 nie pokazano), sugeruje, ze zmiana w sekwencji
DNA egzonu 3 wystepuje u pacjentéw w stanie heterozygotycznym 1 przekazana

zostala przez ojca.

Ryc 5.22 SSCP, egzon 3 genu CANP3.
1,6, 7,8, 9, prawidlowy wzOr migracji.
2, 3,4, 5, : rodzina nr. 5 w kolejnosci: P(86), M, P, O.

107



Egzon

Zmiany ruchliwosci elektroforetycznej wykryto u 24 pacjentow sposrod 49
badanych (przyklady: ryc. 5.23-5.26). W celu wyeliminowania ewentualnych
artefaktow probki poddawane byly elektroforezie przynajmniej dwukrotnie,
kazdorazowo w innych warunkach (zele bez glicerolu i z 5% glicerolem).
Nastepnie, zamplifikowany DNA, pochodzacy od innych czlonkéw rodzin
poddawano elektroforezie. U 20 pacjentéw stwierdzono ten sam wzOr migracji,
chociaz inny od obserwowanego w przypadku kontrolnego DNA. W pozostatych
czterech przypadkach migracja byta rézna.

Na ryc. 5.23 pokazano zel SSCP, po elektroforezie DNA pacjentow i cztonkow
ich rodzin. W rodzinie P39 uwidocznily si¢ zmiany migracji prazkéw DNA, a
takze heterodupleksy u pacjenta i:;jego matki (metoda SSCP). Sugeruje to, ze
oboje sa heterozygotami wzgledem tej zmiany w sekwencji DNA. W toku
dalszych badan, ustalono zmiang¢ ruchliwosci prazkow w egzonie 5 (ryc. 5.27), co
jest w zgodzie z wyzej wysunieta sugestia. W rodzinie P15 zmiana sekwencji
DNA ma takze charakter heterozygotyczny. W rodzinach: 9 (pacjent 7), 15
(pacjent 14) i 50, u chorych nie stwierdzono tworzenia heterodupleksow w
metodzie SSCP, jednakze wzor migracji jest wyraznie inny od kontrolnego.
Natomiast, heterodupleksy uwidocznily si¢ w metodzie HET. Ponadto w rodzinie
15, heterodupleksy sa widoczne takze podczas SSCP, u obojga rodzicow.
Wyniki te, mogg wskazywacé na to, ze stwierdzone zmiany w egzonie 4 wystepuja
u tych pacjentow w stanie homozygotycznym. (rodzina 9 i 15, rodowody-

zatacznik 1, analiza haplotypow-tabela 5.7 1 5.8, ryc. 5.11).
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Na ryc. 5.23 pokazany jest zel SSCP, egzon 4 - pacjenci i ich rodziny w

kolejnosci: P39, 9, P15, 15, 50.

Ryc. 5.23: Egzon 4, metoda SSCP, rodziny:
Rodzina P39 - (1- 3) - P. M, O,

Rodzina 9 - (4 - 8) - P1, P2, S1, S2, M,
Rodzina P15-(9-11)-P, M, O,

Rodzina 15 - (12-16)- P, S1, S2, M, O,
Rodzina 50 - (17 -18) - P, M,

Prawidlowy wzor migracji: 3, 10, 14.
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Na ryc. 5.24 pokazany jest rozdziat elektroforetyczny egzonu 4 - pigciu chorych
(47, 59, P33, P34, 201) i ich rodziny (metoda SSCP). Zmiany ruchliwosci
elektroforetycznej segreguja z choroba. U wszystkich chorych stwierdza si¢
tworzenie heterodupleksow. W toku dalszych badan, zsekwencjonowano egzon 4
u pacjentdow P33, 201, wykazujac obecno$¢ mutacji punktowej - delta 550 (A) w

stanie heterozygotycznym (ryc. 5.30).

Ryec. 5.24 Egzon 4, SSCP, rodziny:
Rodziny 47-(1-3)-P,B, M,
Rodziny 59 - (4-6)-P,B, M,
Rodziny P33 - (7-9)-P, M. O,
Rodziny P34 - (10- 11) - P, M,
Pacjent 201 - 12.

Kontrole DNA - 13 - 15.
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Na ryc. 5.25 pokazano rozdziat elektroforetyczny, DNA rodziny P14 1 P37.
Charakter migracji wskazuje na heterozygotyczno$¢ pacjentéw wzgledem tych
zmian DNA w egzonie 4. Egzon 4 zostal nastepnie zsekwencjonowany, u pacjenta

P37 wykazano obecnos¢ mutacji - delta 550 (A) w stanie heterozygotycznym

(ryc. 5.30).
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Na ryc. 5.26 pokazane sa zmiany ruchliwosci elektroforetycznej i tworzenie sig
heteroduplekséw w trzech rodzinach (P1, P8, P4). U pacjentow nie stwierdza si¢
heteroduplekséw w badaniu metoda SSCP, ale sa one obecne w analizie HET.
Wskazuje to na homozygotyczno$¢ zmian u tych chorych. Potwierdzono to
poprzez wykazanie mutacji w stanie homozygotycznym u pacjentow P11 P4 (ryc.
5.31 i 5.33). Ponadto u pacjentki P1 wykazano takze polimorfizm wykrywany

sonda molekularng P13E-11 (ryc. 5.5).

Ryc. 5.26 analiza SSCP, egzon 4
1 - 2: kontrole

3 - 5: rodzina P1 (P, M, O)

6 - 7: rodzina P8 (P. O)

8 - 10: rodzina P4 (P, M., O)
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Egzon

W egzonie 5 zmiany ruchliwoéci stwierdzono u 2 pacjentéw (przypadki
sporadyczne: 62, P39). Zmiana wyraznie segreguje w rodzinie P39 1 jest
przekazana choremu przez ojca (ryc. 5.27). U pacjenta P39 i jego matki,
wykazano uprzednio dodatkowy prazek w egzonie 4 (ryc. 5.23, str. 109).

Zaréwno egzon 4 jak i 5 zostaly zsekwencjonowane u tego chorego (ryc. 5.311

ryc. 5.34).

Rodzina P39

Ryc. 5.27 Egzon 5, metoda SSCP.
1, 5: Kontrola,
2 - 4: rodzina P39: P. O, M 1




U pacjentki 62, stwierdzono dodatkowy prazek (strzatka) w egzonie 5. Inni
czlonkowie tej rodziny nie byli dostepni badaniu. Chora ta jest prawdopodobnie
zlozona heterozygota, poniewaz dodatkowy prazek zostal uwidoczniony w zelu

(metoda SSCP), egzonu 4.

Ryc. 5.28 Egzon 5, metoda SSCP.
1-2: kontrole
3: pacjent 62
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Egzon

Formowanie si¢ heterodupleksow pokazane jest na przykladzie zmian w egzonie
6. Tworzenie heterodupleksow jest widoczne u pacjenta 100 (rodzina 11) i;jego
rodzicow. Moze to sugerowaé, ze kazdy z rodzicow tego chorego ma inng zmiang

sekwencji DNA w egzonie 6, dlatego pacjent mogiby by¢ zlozona heterozygota.

Ryc. 5.29 Egzon 6, metoda SSCP.
1-5:pacjent 100 i jego rodzina nr. 11 - P,S.B.M,0O
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S.33 Wyniki sekwencjonowania:

W przypadkach stwierdzenia zmian ruchliwosci elektroforetycznej, metodami
SSCP lub/i HET w poszczegolnych egzonach genu CANP3, wykonano
sekwencjonowanie w obu kierunkach (F, R), zgodnie z procedurg zamieszczong
na str. 53-56. Matryce do sekwencjonowania stanowity produkty reakcji PCR lub
egzony genu CANP3 sklonowane w plazmidach bakteryjnych.

Egzon 4

Egzon 4 zsekwencjonowano u 9 pacjentow: P33, 43, P37, 201, P39, 14, P1, 501
P4.

W 5 przypadkach (P33, 43, P37, 201, P39) stwierdzono delecj¢ nukleotydu A w
pozycji 550 w stanie heterozygotycznym (SSCP/HET - ryc. 5.23, str. 109, ryc.
5.24, str. 110, ryc. 5.25, str. 111) i w 3 przypadkach (50, P4, P1) w stanie
homozygotycznym (SSCP/HET ryc. 5.23, str. 109, ryc. 5.26, str. 112).

Delecja nukleotydu A w pozycji 550, kodujacej sekwencji CANP3 (domena II),
powoduje zmiang¢ ramki odczytu, w wyniku czego powstaje przedwczesnie
kodon terminacyjny i zakonczenie syntezy biatka na aminokwasie 219. Mutacja ta
zostala juz wcze$niej opisana przez grupe francuska [Richard i wsp. 1995,
Restagno 1 wsp. 1996],

Na ryc. 5.30 przedstawiono przyklad sekwencjonowania DNA pacjentéw P33, 43,
P37, 201 ze starterem F. Delecja nukleotydu adeniny (A) jest w stanie
heterozygotycznym. Od nukleotydu adeniny w pozycji 550 sekwencji kodujacej
genu CANP3 widoczne jest podwojenie prazkoéw, co uniemozliwia dalsze

analizowanie zelu.
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Ryc. 5.30 Sekwencjonowanie - starter F. Kolejnos¢ : A, C. G, T.
1 - 4: pacjent P33,

5 - 8: pacjent 43,

9 - 12: pacjent P37

13 - 16: pacjent 201

Na ryc. 5.31 przedstawione jest sekwencjonowanie egzonu 4, u pacjentow P39 i
P (SSCP, pacjent Pl-ryc.5.26). Widoczna delecja A, w pozycji 550, w stanie
homozygotycznym u pacjenta P1 i w stanie heterozygotycznym u pacjenta P39.
Przedstawiona jest sekwencja niezmutowanego fragmentu DNA, ponize
aminokwasy przez ta sekwencj¢ kodowane:

5° GAC, TGC, CTG, CCA, ACG, TAC, AAC, AAT, CAA3
Asp, Cys, Leu, Pro, Thr, Tyr, Asn, Asn, GIn

Sekwencja fragmentu DNA pacjenta P1:

5 GAC, TGC, CTG, CCA, CGT, ACA, ACA, ATC, AA 3
Asp, Cys, Leu, Pro, |Arg, Thr, Thr, Ile,

zmiana ramki odczytu
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Sekwencja fragmentu DNA pacjenta P39:

5" GAC, TGC, CTG, CC4,
Asp, Cys, Leu,

nukleot d 550

Ryc. 5.31 Sekwencjonowanie - starter F, kolejnos¢ A, C, G, T,
1-4 i 9-12: kontrole, 5-8: pacjent P39, 13-16: pacjent P1

Na ryc. 5.32, przedstawiona jest delecja kilkunastu nukleotydéw w stanie
homozygotycznym. Brakuje pigtnastu nukleotydow od 599 do 613 sekwencji
kodujace), u pacjenta 14.

Sekwencja niezmutowanego fragmentu DNA i aminokwasy przez ta sekwencj¢
kodowane:

5 CGC, AAT, GAG, /TTC, TGG, AGT, GCT, CTG/ CTG, GAG 3’
Arg, Asn, Glu, Phe, Trp, Ser, Ala, Leu, Leu, Glu

Sekwencja odcinka DNA pacjenta 14

5 CGC,AAT,GAG,...............occooiiiii, CTG,GAG 3’
Arg, Asn, Glu,. ... Leu, Glu
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Ryc. 5.32 Sekwencjonowanie - starter F, kolejnoé¢ A, C, G, T,
1-4; kontrola, 9-12: pacjent 14, Sciezki 5-8 i 13-16 - sekwencje innych pacjentéw trudne do
analizowania ze wzgledu na nakladanie si¢ prazkow.

Na ryc. 5.33, przedstawiona ;jest delecja nukleotydu A, w pozycji 550, w stanie
homozygotycznym u pacjentow 50 i P4 (SSCP, ryc. 5.26, ryc. 5.23).
Sekwencja niezmutowanego fragmentu DNA:

5" G, CCA, ACG, TAC, AAC, 3’
Pro, Thr, Tyr, Asn,

Sekwencja fragmentu DNA pacjenta 50:

5' C, TGC, CTG, CCA, CGT, ACA, ACA, ATC,AA 3’
Cys, Leu, Pro, Arg, Thr, Thr, Ile,

zmiana ramki odczytu

Sekwencja fragmentu DNA pacjenta P4:

5" GAC, TGC, CTG, CCA, CGT, ACA, ACA, AT 3
Asp, Cys, Leu, Pro, Arg, Thr, Thr,

zmiana ramki odczytu
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Ryec. 5.33 Sekwencjonowanie - starter F, kolejno$¢ A, C, G, T,
1-4 : kontrola

5-8: pacjent 50

9-12: pacjent P4

Egzon 5

Po stwierdzeniu zmian ruchliwosci elektroforetycznej fragmentéw DNA egzonu 5
genu CANP3 u pacjenta P39 i jego ojca (SSCP ryc. 5.27), sekwencjonowano
egzon 5. Mutacje stwierdzono u pacjenta i u jego ojca, W stanie
heterozygotycznym. Na ryc. 5.34 widoczne jest podwojenie prazkéw
uniemozliwiajace dalsza analiz¢ sekwencji zaczynajace si¢ od nukleotydu 760,
sekwencji kodujacej (domena II, CANP3). Wynika to prawdopodobnie z delecji

lub insercji kilku nukleotydéw. Dhlugosci tej zmiany nie udato si¢ jednak ustali€,
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mimo sekwencjonowania ze starterem F i R. Podwojenie prazkoéw nie jest
widoczne w kontroli.
Sekwencja niezmutowanego fragmentu DNA i kodowane przez nig aminowasy:

5 TG, TAC, AAG, ATC, ATG, AAG, AAA, GCC, ATC
Tyr, Lys, Ille, Met, Lys, Lys, Ala, Ile,

Sekwencja fragmentu DNA u pacjenta P39 i jego ojca:

5 TG, TAC, AAG, ATC, ATG, AAG, 3
Tyr, Lys, Ille, Met, Lys,

nukleotyd 760

Ryc. 5.34 Sekwencjonowanie ze starterem F, kolejnoéé : A, C, G, T.
1 - 4: kontrola,

5-8:P39A

9 - 12: P39 - ojciec.
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5.34 Podsumowanie wynikéw analizy DNA w grupie pacjentow z

prawdopodobnym typem 2A.

Grup¢ pacjentéw z prawdopodobna dystrofia obreczowo - konczynowa
typem 2A wyloniono na podstawie wynikow analizy SSCP 1 HET, a w niektérych
przypadkach potwierdzonych analiza sekwencji poszczegoélnych egzondéw genu
kodujacego CANP3. Do grupy tej wlaczono takze chorych, u ktérych zmiany
stwierdzone w sekwencji DNA mialy charakter heterozygotyczny 1 u ktérych w
badanym odcinku genu nie znaleziono drugiej zmiany ruchliwosci
elektroforetycznej w zelach (metody SSCP i HET). Na podstawie analizy DNA u
5 pacjentow stwierdzono zmiany sekwencji DNA w dwoch egzonach genu
CANP3 (tabela 5.12, tabela 5.13). Jak wykazano w tabeli 5.13, liczba zlozonych
heterozygot jest wigksza 1 w tym materiale wynosi 17. DNA poszczegdlnych
pacjentow zsekwencjonowano, a wykazane mutacje byly w stanie homo -lub
heterozygotycznym, zgodnie z wynikami uzyskanymi na podstawie analizy

SSCP 1 HET.
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Pacjent zmiany (egzon) homo-/hetero- rezultaty sekwencjonowania
P39 4,5 heterozygota egzon 4 - del. A w poz. 550
egzon 5-del. kilku nukleotydow

43 (8) 4,5 heterozygota egzon 4 - del. A w poz. 550
62 4,5 heterozygota

7 (9) 4, homozygota

14 (15) 4, homozygota egzon 4-delecja 15 nukleotydow
30 (16) 4, heterozygota

47 4, heterozygota

50 4, homozygota egzon 4 - del. A w poz. 550
59 4, heterozygota

67 4, homozygota

86 (5) 3, heterozygota

Pl 4, homozygota egzon 4 - del. A w poz. 550
P4 4, homozygota egzon 4 - del. A w poz. 550
P8 4, homozygota

P10 (2) 4, homozygota

P14 4, heterozygota

P15 4, heterozygota

P18 4, homozygota

P23 4, homozygota

P33 4, heterozygota egzon 4 - del. A w poz. 550
P34 4, heterozygota

P36 4, heterozygota

P37 4, heterozygota egzon 4 - del. A w poz. 550
P38 4, heterozygota

100(11) 6, 6 heterozygota

201 2,4 heterozygota egzon 4 - del. A w poz. 550
208 2, heterozygota

Tabela 5.13 Wyniki analizy DNA w grupie pacjentéw z prawdopodobnym typem 2A.

A-adenina, del.-delecja, poz.-pozycja nukleotydu w sekwencji kodujacej DNA, zmiany-zmiany
ruchliwosci elektroforetycznej w poszczegdlnych egzonach genu CANP3, homo-homozygota,
hetero-heterozygota. W nawiasach podano numery rodzin
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5.4 Charakterystyka kliniczna grupy pacjentéw z typem LGMD2A.

Na podstawie analizy DNA rozpoznano LGMD typ 2A w 27 rodzinach 3
chorych). W grupie tej jest dziewigé przypadkdéw rodzinnych. Pokrewienstwo
rodzicow ujawniono tylko w trzech rodzinach (przypadki:43, 50, 210) (tabela
5.14).

Wiek zachorowania wahat si¢ migdzy 2 a 25 rokiem zycia. Objawy
kliniczne u pig¢tnastu pacjentow wystapity przed 10 r. z., u trzynastu chorych
miedzy 10 a 15 r. z, a tylko w trzech przypadkach po 15 r.z (ryc. 5.35, tabela
5.14). Pierwsze objawy zwiazane byly z ostabieniem migs$ni konczyn dolnych u
wszystkich pacjentow. U dwudziestu chorych wyrazaty si¢ niezgrabnym chodem
(chéd kaczkowaty) lub tendencja do chodzenia na palcach, w pozostatych
przypadkach trudnos$ciami w bieganiu, wchodzeniu na schody, natomiast u
jednego pacjenta pierwszym zauwazonym objawem byta trudnos¢ we wstawaniu z
pozycji lezacej. Tylko u dwoch pacjentdéw stwierdzono opdzniony rozwdj
ruchowy w dziecinstwie (7K2, P8). Zaczeli oni samodzielnie chodzi¢ w wieku 15
miesigcy.

Progresj¢ ostabienia i zaniku mig$ni obserwowano u wszystkich badanych
pacjentow. Ostabienie migsni dotyczylo poczatkowo obreczy biodrowej, a w rok
do 13 lat pozniej takze obrgczy barkowej. Szczegodlnie stabe byly migsnie zginacze
1 prostowniki, w nastepnej kolejnosci przywodziciele 1 odwodziciele w stawach
biodrowych. W stawach barkowych ostabienie poczatkowo dominowalo w
migsniach prostownikach 1 przywodzicielach, w nastepnej kolejnosci w
odwodzicielach 1 zginaczach. Migsnie tulowia byly stosunkowo wczesnie

ostabione, dotyczylo to szczegélnie mig$ni prostego 1 skosnych brzucha, w
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nastepnej kolejnosci prostownikow tutlowia. Migsnie lopatek byly rowniez
ostabione we wczesnych stadiach choroby (I - III stopien w skali Archibalda 1
Vignosa). Ostabienie dominowalo w  migsniach czworobocznym i
rownoleglobocznym. W pozniejszych stadiach choroby ostabieniu ulegaly migsnie
w stawach tokciowych 1 kolanowych, wczesniej dotyczylo to migsni zginaczy niz
prostownikow. W bardziej zaawansowanych stadiach ostabienie mig¢$ni bylo
globalne, z przewaga w grupach ksobnych. W czterech przypadkach
obserwowano ostabienie migsni szyi, zarowno zginaczy jak 1 prostownikow.

W siedmiu przypadkach (7,P1,P4,P10,P15,P18,P14, tabela 5.14)
obserwowano tworzenie si¢ trojkata nadobojczykowego przy odwiedzeniu ramion
(,terasowanie” lopatek), objaw ktérego nie obserwowano u pozostatych
pacjentow w tej grupie chorych. Stan funkcjonalny oceniano w skali wediug
Archibalda 1 Vignosa (zatacznik 2). W trzech przypadkach, w ktorych pierwsze
objawy kliniczne wystapity w wieku powyzej 15 r.z,, obserwuje si¢ wyraznie
fagodny przebieg dystrofii - u pagjentéw tych w wieku od 22 do 34 lat stan
funkojonalny oceniono na stopien pierwszy (tabela 5.14). U nastgpnych czternastu
chorych, przebieg dystrofii oceniono réwniez jako dobrotliwy (stopien LILIII). W
momencie ostatniej oceny pacjenci ci byli w wieku 13-22 lat 1 chorowali od 4 do
15 lat (poczatek objawow w wieku 2 do 14 lat). W szesciu przypadkach przebieg
choroby byt srednio - ciezki. U dwodch chorych stan funkcjonalny oceniono na
stopien V po 6 do 10 latach trwania choroby. Czterech pacjentow przestato
samodzielnie chodzi¢ w wieku migdzy 18 a 27 r.z. po 10 do 25 latach od

wystapienia pierwszych objawow choroby. W os$miu przypadkach przebieg
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kliniczny jest trudny do przewidzenia, ze wzgledu na zbyt krotki okres obserwacji
1 mtody wiek chorych (ryc. 5.3615.37).

Pojawienie si¢ objawoéw u rodzenstwa do tej pory bezobjawowego,
stwierdzono w trzech przypadkach (P33K, P10K2, 7K1). Niesymetryczne
ostabienie migsm stwierdzono w czterech przypadkach (7K2, P K , P10K2,
P15).

Przerost migs$ni w tej grupie chorych byl rzadki. Przerost migsni lydek
obserwowano u czterech chorych, przerost migsni tydek i migsni czworogtowych
ud u jednej pacjentki (nr. 62), a przerost tylko mi¢sni czworogtowych w jednym
przypadku (201). U czternastu pacjentow stwierdzono odstawanie lopatek, a u
trzynastu poglebienie lordozy ledzwiowe). U dwudziestu szeSciu chorych
stwierdzono przykurcze Sciggien Achillesa, ktore operowano w dziewigciu
przypadkach, w wieku mi¢dzy 7 a 17 rokiem zycia. Przykurcze wystapity takze w
innych stawach (kolanowych, lokciowych, biodrowych, barkowych) u o$miu
pacjentow. Szewska klatk¢ piersiowa stwierdzono w dwoch przypadkach
(43M,50), a u jednego pacjenta obserwowano ginekomasti¢ (43M).

Aktywnos¢ kinazy kreatynowej w surowicy krwi (CK) byta podwyzszona u
wszystkich pacjentdéw, od 3 do 288 ($rednio 53.5 ) razy w stosunku do wartosci
prawidtowych (wartosci prawidlowe 0 - 34 IU). W tabeli 5.14 podano wartosci
CK 1 wieku, w ktérym dokonano pomiaru. W przypadku pomiaréw wykonanych
dwa razy, przedstawiono wartosci wyzsze. Aktywno$¢ CK miata tendencje
spadkowe wraz 2z zaawansowaniem procesu chorobowego, poza jednym

przypadkiem (nr. 47).
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Badania psychologiczne wykonano u dziesigciu pacjentow. Wartosci nizsze
od 90 stwierdzono trzech 3 chorych (iloraz inteligencji - II: 85, 74, 66), w
przypadkach: 7K2, 59, P34.

W badaniu EKG, dyskretne nieprawidtowosci stwierdzono u dziesigciu
pacjentow. Mialy one charakter: niemiarowosci zatokowej, niepetnego bloku
prawej odnogi peczka Hisa, bloku przedniej wiazki lewej odnogi peczka Hisa,
szpiczastych zatamkoéw T, bloku przedsionkowo - komorowego I stopnia,

dodatniej fali U, niespecyficznych zmian ST - T.
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Pacjent wiek klinika wiek CK wiek przerost wiek rodz.

zach. badania badania mieSni unier.

P39(M) 12 II 18 108 18 - N
43(M) 13 IT 15 39 15 - R
43(K) 13 11 16 7 16 -

62(K) 19 I 34 13 34 + N
7(K1) 12 VII 25 4 25 + 22 R
7(K2) 2 VII 27 50 13 27

14(K) 11 I 12 50 12 + S
30(K) 2 11 16 53 13 - S
47M) 14 | 21 81 21 - S
50(M) 12 \% 22 95 14 - S
59(M) 18 1 22 26 22 + S
67(M) 14 I 15 36 15 - S
86(M1) 9 I 10 288 10 - R
86(M2) 2 11 15 83 15 -

P1(K) 8 \" 14 93 10 - S
P4(K) 10 111 19 27 19 - R
P8(M) 13 11 17 59 17 - S
P10(K1) 5 VII 30 7 18 25 R
P10(K2) 7 111 22 3 22 -

P14(M) 8 VII 19 88 10 18 R
P15(M) 11 111 16 31 14 - S
P18(M) 6 111 18 47 14 - S
P23(K) 2 111 16 10 16 - S
P33(M) 5 I 6 70 6 + R
P33(K) 2 0 2.5 59 2.5 -

P34(K) 4 11 13 17 13 - S
P36(M1) 12 I/II 14 53 14 - R
P36(M2) 10 /11 11 41 11 -

P37(M) 8 I 9 88 9 - S
P38(K) 2 I 14 20 14 - S
100(M)* S
201(K) 25 I 31 11 25 + R
208(M)* S

Tabela 5.14: Stan funkcjonalny pacjentéw z LGMD2A.

(M-mezczyzna, K-kobieta, wiek zach-wiek zachorowania, wiek unier.-wiek unieruchomienia,
wiek badania-wick w momencie badania, CK-poziom kinazy kreatynowej wyrazony
wiekokrotno$cia podwyzszenia w stosunku do wartosci prawidlowych, R-rodzinny, S-
sporadyczny, klinika-w skali Archibalda i Vignosa, O-bez ewidentnych cech oslabienia migsni,
przerost-przerost miesni. *pacjenci z lagodna, ksobna miopatia (brak blizszych danych
klinicznych).
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Liczba pacjentéw

Rvc. 5.35: Analiza wieku zachorowania.

129

http://rcin.org.pl



Stan funkcjonalny wg. skali Archibalda i Vignosa

Wiek (w latach)

Ryc. 5.36: Krzywa progresji choroby u pagjentow z LGMD2A i wiekiem zachorowania migdzy 2 a 10 rokiem
zycia.
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Stan funkcjonalny wa. skali Archibalda i Vignosa

Wiek (w latach)

Ryc. 5.37: Krzywa progresji choroby u pacjentow z LGMD2A i wiekiem zachorowania mi¢dzy 11 a 25 rokiem
Zycia.
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Dyskusia




6. Dyskusja

Pierwszym celem niniejszej pracy, byto zrewidowanie na podstawie badan
genetycznych pierwotnie postawionego rozpoznania LGMD 1 ujednolicenie
zebranego materiatu, poprzez wykazanie, ze w zebranej grupie rodzin znajduja si¢

takze przypadki innych dystrofii mig$niowych postgpujacych.

Jak juz wczesniej wielokrotnie wykazano réznicowanie pomigdzy dystrofia
obreczowo - koficzynowa 1 dystrofinopatiami dokonane jedynie na podstawie
obrazu klinicznego jest bardzo zawodne [Norman, Coakley, Thomas 1 Harper
1989, Passos - Bueno i wsp. 1991, Beyenburg i wsp. 1994]. Podobnie w grupie
badanych w tej pracy chorych, u ktérych rozpoznanie dystrofii obreczowo -
konczynowej stawiane bylo w wigkszosci przypadkow przed era diagnostyki
molekularnej, wykazano obecno$¢ dystrofinopatii w okoto 43% przypadkow. W
dotychczas opublikowanych doniesieniach, podawane s3 rézne dane ilosciowe
(27%, 33%, 55%) dotyczace wystepowania dystrofinopati wsréd chorych z
mylnie rozpoznang dystrofia obreczowo - konczynowa [Hoffman 1 wsp. 1988,
Norman, Coakley, Thomas i Harper 1989, Beyenburg 1994]. Dane ilosciowe
uzyskane w tych badaniach zalezaly od selekcji badanych pacjentow 1
zastosowanych metod. Stosowano jedynie analiz¢ DNA [Norman, Coakley,
Thomas i Harper 1989], tylko badanie dystrofiny mig$niowej [Hoffman i wsp.
1988] lub analize¢ DNA i dystrofiny [Arikawa i wsp. 1991]. Okazalo si¢, ze
sporadyczne przypadki DMB/DMD i objawowe nosicielki DMD byly szczegdlnie
czesto rozpoznawane biednie jako LGMD [Ankawa i wsp. 1991, Hoffman 1 wsp.

1992]. W tej pracy w wigkszosci przypadkéw chorych pici meskiej zastosowano
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zarowno analiz¢ DNA jak 1 oceng¢ dystrofiny migsniowej (metoda
immunofluorescencyjna i ,,western”) (tabela 5.2). U czgsci chorych, w pierwszej
kolejnosci wykryto delecje genu dystrofiny 1 wowczas nie wykonywano ;juz biopsji
migsniowe] ze wzgledu na inwazyjnos¢ procedury. W tych przypadkach
rozpoznanie zmieniono jedynie na podstawie analizy DNA. U niektorych chorych
nie wykazano delecji dostepnymi metodami: hybrydyzacji Southerna i PCR, co nie
wylacza jednak obecnosci mutacji poniewaz technikami tymi nie mozna wykry¢
mutacji punktowych. Delecje stanowia jedynie 60% mutacji tego genu [Forrest 1
wsp. 1988] natomiast uwaza si¢, ze mutacje punktowe wystepuja w 30%
przypadkéw. W rodzinach, w ktérych nie stwierdzono delecji, rozpoznanie
postawiono na podstawie badania dystrofiny (tabela 5.2). W wigkszosci
przypadkow dystrofinopatii u chorych pici meskiej, u ktorych stwierdzono delecje
nie zaburzajace fazy odczytu, przebieg byt zgodny z hipoteza wg. Monaco
[Monaco i wsp. 1988]. Zaklada ona, ze delecje, ktore nie wplywaja na faze
odczytu sa przyczyna lagodnej postaci choroby, tj. dystrofii migsniowej typu
Beckera, natomiast te, ktore zaburzaja ramke odczytu sa przyczyna dystrofii
Duchenne a. W badanych rodzinach wyjatek stanowi pacjent, nr. 2 ( tabela 5.2 i
5.3), u ktérego stwierdzona delecja powoduje zmiane fazy odczytu, jednak
przebieg schorzenia jest wzglednie tagodny, wobec tego rozpoznano DMB. U
pacjenta nr. 18 (tabela 5.2 i 5.3), wykazano posrednio mozliwos¢ duplikacji
odcinka genu poniewaz w badaniu ,,western” wykazano wigkszy niz w normie
(427 kDa) cigzar dystrofiny. Ilos¢ mutacji powstalych w wyniku duplikacji

odcinka DNA oceniana jest na kilka procent uszkodzen genu [Den Dunnen 1 wsp.
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1989 i Hu 1 wsp. 1990]. Zastosowanymi w tej pracy metodami nie mozna ich
jednak wykazac.

Analiza DNA, u kobiet nosicielek jest trudna, ze wzgledu na obecnosé
prawidtowego chromosomu , ktory maskuje obecnos¢ delecji na drugim
chromosomie  [Bonilla i wsp. 1988]. Wobec tego, rozpoznanie u objawowych
nosicielek postawiono jedynie na podstawie oceny dystrofiny w biopsji migsniowe;
(tabela 5.2 1 5.4). W tych przypadkach dokonano jednak analizy karotypow, ze
wzgledu na koniecznosé wylaczenia bardzo rzadkich aberracji chromosomalnych
manifestujacych si¢ u kobiet zespotem obreczowo - konczynowym [Boyd 1 wsp.
1986, Greenstein 1 wsp 1980]. W szesciu przypadkach kariotyp oceniono jako
prawidiowy, a w dwoch wykazano obecno$é translokacji (tabela 5.2). Objawy
kliniczne u nosicielek genu dystrofiny sa wynikiem nielosowej inaktywacji
(Iyonizacji) chromosomow we wczesnym okresie embriogenezy [Migeon
1994], w wyniku czego w wigkszosci komorek nieaktywny jest ten chromosom |
ktory ma prawidlowy gen. U wigkszosci objawowych nosicielek, w badaniu
immunofluorescencyjnym dystrofiny stwierdzono charakterystyczng mozaike (rys.
5.1a). W dwoch przypadkach chorych plci zenskiej stwierdzono obecnosé
translokacji obejmujacej chromosom i jeden z autosomow (w jednym
przypadku chromosom 2, a w drugim 22), z peknigciem w miejscu genu
dystrofiny (tab. 5.2). W takich przypadkach inaktywacji ulega prawidiowy
chromosom , dlatego nie ma kompensacji uszkodzonego genu prawidiowym
allelem, w wyniku czego dochodzi do manifestacji objawow chorobowych. W

przypadkach nieprawidiowej dystrofiny, w dystrofii migsniowej u kobiet,



konieczne jest badanie kariotypu dla ustalenia ostatecznego rozpoznania, co :jest
niezbedne dla poradnictwa genetycznego.

U niektorych chorych (z 18 rodzin) nie udato si¢ wylaczy¢ dystrofinopatii. W
rodzinach tych nie stwierdzono delecji genu dystrofiny w badaniach DNA. DNA
tych pacjentow badano w kierunku mutacji na chromosomie 15q, wykazujac
obecnos¢ mutacji w genie kalpainy 3 u szesciu z nich.

Obecnie postgpowaniem rutynowym i niezbednym dla rozpoznania dystrofii
obreczowo - konczynowej stato si¢ wylaczenie mutacji genu dystrofiny. Nalezy
podkresli¢, ze ustalenie prawidlowego rozpoznania ma praktyczne znaczenie dla

poradnictwa genetycznego i ewentualnej diagnostyki prenatalne;.

Na podstawie kontrolnych badan klinicznych, wyloniono grupg¢ chorych
(obraz kliniczny opisano na str. 64), w ktorej uznano za niezbgdne, dokonanie
molekularnej diagnostyki roznicowej pomiedzy LGMD 1 FSHD. Koniecznos¢
roéznicowania pomiedzy tymi dwoma formami dystrofii, u pacjentow ze znacznym
ostabieniem mig$ni obreczy barkowej, wykazano juz we wczesniejszych badaniach
[Jardine 1 wsp. 1994, van der Kooi 1 wsp. 1996].

Wyniki badan metoda hybrydyzacji Southerna sa interesujace, ale trudne do
interpretacji. Wykazano, ze sonda molekularna P13E - 11 rozpoznaje
charakterystyczny wzor hybrydyzacji, po trawieniu genomowego DNA, dwoma
enzymami restrykcyjnymi EcoRI i Blnl [Deidda, Cacurn, Piazzo 1 Felicetti 1996].
U zdrowych oséb, sonda wykrywa fragment o wielkosci 50 kb - 300 kb, natomiast
delecja w przypadku pacjentow z FSHD, powoduje zmniejszenie jego dtugosci do

10 kb - 35 kb [Fisher 1 Upadhyaya 1997].
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U czternastu pacjentow nie wykazano charakterystycznego wzorca hybrydyzacji,
jednakze, nie mozna z cala pewnoscig wylaczy¢ FSHD z dwoch powodow.
Najwigkszy fragment, jaki mozna uwidoczni¢ w elektroforezie agarozowej, ma
dtugosé 23 kb, dlatego, nie mozna wyltaczyé obecnosci prazkow o dlugosci 23 -
35 kb. Ponadto, w FSHD stwierdzono takze heterogennos¢ locus, poniewaz w
kilku rodzinach z typowym obrazem klinicznym, wylaczono mapowanie do 4q35
[Gilbert 1 wsp. 1993].

Z pietnastu badanych pacjentow, u jednego tylko stwierdzono obecnosé
charakterystycznego dla FSHD wzorca hybrydyzacji (rys 5.5, str. 83). Pacjentka
P1 jest przypadkiem rodzinnym (prawdopodobnie chora siostra babki ze strony
ojca chorej, dane kliniczne nie byly dostgpne - nie badana) uprzednio
zdiagnozowana jako LGMD. Podczas badan kontrolnych stwierdzono
charakterystyczne  ,terasowanie”  lopatek  (tworzenie  si¢  trjkata
nadobojczykowego przy odwodzeniu ramion). Stan kliniczny 1 wyniki badan
dodatkowych tej chorej przedstawiono w tabeli 5.14, a wyniki analizy DNA w
tabeli. 5.13. Pierwszymi objawami byly trudnosci w chodzeniu i we wchodzeniu
na schody. Po uplywie pottora roku od ostabienia miesni ksobnych obreczy
biodrowej, wystapity objawy ostabienia migsni koficzyn goérnych. Po nastgpnych
pieciu latach ujawnilo si¢ ostabienie miesni tutowia 1 zginaczy grzbietowych stdp.
Nie stwierdzano przerostu migsni 1 ostabienia mies$ni twarzy. Nie stwierdzano
réwniez ostabienia migsni u badanych cztonkow rodziny.

Mimo wykrycia delecji w miejcu 4935 nie mozna u chorej rozpozna¢ dystrofii

twarzowo - fopatkowo - ramieniowej. Sonda molekularna P13E - 11, wykrywa
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jedynie charakterystyczny dla FSHD polimorfizm, ktory stwierdza si¢ w populacji
zdrowych ludzi najprawdopodobniej w okoto 10% przypadkow [Deidda, Cacurr,
Piazzo, Felicetti 1996]. Z tego powodu, a takze ze wzgledu na ,,dwuznaczno$¢”
obrazu klinicznego, DNA pacjentki badano takze w kierunku mutacji na
chromosomie 15q. W wyniku tych badan, stwierdzono homozygotyczna mutacje
(delecje adeniny w pozycji 550) w genie kalpainy 3 (ryc 5.31, tab. 5.13) i

rozpoznano LGMD2A.

Mutacje przynajmniej siedmiu genow odpowiadaja za roézne warianty
LGMD o dziedziczeniu autosomalnie recesywnym [Bashir i wsp. 1994, Beckmann
i wsp. 1991, Ben Othmane i wsp. 1995, Bonnemann i wsp. 1995, Lim 1 wsp.
1995, Noguchi i wsp. 1996, Passos - Bueno i wsp. 1996, Moreira i wsp. 1997].

Te rdozne warianty sa fenotypowo podobne, dlatego roznicowanie w obrebie grupy
LGMD, jedynie na podstawie obrazu klinicznego jest praktycznie niemozliwe
[Bushby 1995]. W niektéorych postaciach obserwuje si¢ jednakze
charakterystyczny rozklad ostabienia migsni (LGMD2A i 2B) [Fardeau i wsp.
1996a i 1996b, Mahjneh i wsp. 1996], w rzadkich postaciach o dziedziczeniu
autosomalnie dominujacym wspotistnieje dysartria (LGMDI1A) [Speer 1 wsp.
1992] a w innej postaci, kardiomiopatia (LGMD1B) [van der Kooi 1 wsp. 1997].
Te subtelne roznice nie ulatwiaja jednak rozpoznania w przypadku
poszczegdlnych rodzin, dlatego tez konieczne jest zastosowanie badan z dziedziny
biochemii i biologii molekularnej.

Z tych tez wzgledow w diagnostyce LGMD, szerokie zastosowanie znalazly i

niezbedne sa: badania genetyczne i analiza biatek zlokalizowanych w blonie
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komérkowej komorki migsniowej [Bushby 1996a, Anderson 1996]. W momencie
rozpoczecia badan przeciwciata przeciwko sarkoglikanom, nie byly dostgpne,
dlatego jedynym sposobem roznicowania w obrebie grupy rodzin z LGMD, staly
si¢ badania genetyczne, a w szczegolnosci eliminowanie poszczeg6lnych rodzin z

poszczegolnych Joci, po uprzednim ustaleniu haplotypow.

Jednym 2z celow niniejszej pracy, bylo wykazanie niejednorodnosci
genetycznej (heterogennosci Jocus) w badanej grupie rodzin. Dokonano tego na
podstawie analizy haplotypow. Haplotypy ustalono dla pigciu loci LGMD
(markery flankujace Jocus LGMD2F i 2G, w owym czasie nie byly dostgpne).
Jednakze heterogennosé locus dla dystrofii obreczowo - konczynowej, dostgpnosc
rodzin jedynie o malej liczebnosci (zatacznik 1), ponadto brak danych
wskazujacych na to, ze rodziny te byly spokrewnione lub ze pochodzity z wsobnej
populacji, umiemozliwialy zastosowanie metod: klasycznej analizy sprzgzen, jak 1
jej szczegolnego wariantu - homozygozygotycznego mapowania.

W obu metodach: analizie sprzezen i badaniu haplotypow, zaréwno zasady
stosowania jak i trudnosci, ktore moga by¢ napotkane sa podobne. W tej pracy
byly to: dostepnos¢ rodzin jedynie o matej liczebnosci, nieinformatywnos¢
badanych mejoz, nie zawsze wystarczajaca zawartos¢ polimorficznej informacji
(polymorphic information content-PIC) uzytych markeréw, ograniczona
dostepno$¢ wysoko informatywnych, multiallelicznych, wewnatrzgenowych
markerdw. Te czynniki czesto wplywaly negatywnie na uzyskanie koficowych

wynikow.

138



Jak powyzej wspomniano, badane rodziny byly mate (zalacznik 1), z dwoma lub
trzema chorymi. W wigkszosci przypadkéw, nie uzyskano probek DNA od
dziadkow pacjentéw, co uniemozliwialo ustalenie fazy alleli, w wyniku czego
powstawaly trudnosci w rozpoznawaniu rekombinantow.

W dwoch rodzinach z autosomalnie recesywnie dziedziczaca si¢ dystrofia o
fenotypie miopatii Miyoshi stwierdzono obecno$¢ rekombinanéw (ryc. 5.18 i ryc.
5.19). Miopati¢ Miyoshi (MM) zmapowano do chromosomu 2p13 [Bejaoui 1 wsp.
1995 i Illarioshkin 1 wsp. 1997] 1 jest ona bardzo rzadko spotykana postacig
dystrofii, w ktorej jak dotychczas, nie opisano heterogennosci locus. Ujawnienie
rekombinantéw w tych rodzinach moze sugerowac taka niejednorodnosé.
Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze ten region genomu charakteryzuje si¢ znaczng
czestoscia wystgpowania rekombinacji, a kolejnos¢ markerow nie zostala
ostatecznie ustalona. Istnieje wigc mozliwosé, ze obecnos¢ rekombinantéw nie
wylacza rodzin z fenotypem MM, z badanego Jlocus. Wylaczenie lub
potwierdzenie mapowania do 2p13 mozna stwierdzi¢ poprzez genotypowanie tych
rodzin z uzyciem wiekszej liczby mikrosatelitarnych markeréw, zlokalizowanych
blizej 1 dalej w stosunku do genu.

Nieinformatywno$é mejoz stwierdzono w trzydziestu siedmiu przypadkach (w
siedemnastu rodzinach), chociaz markery ktorych uzyto charakteryzowaly si¢
wysoka polimorficznoécia z wartoscia PIC zwykle powyzej 0.7. Uzyskanie
ostatecznych 1 konkluzywnych wynikéw w tych przypadkach wymagatoby

dokonania genotypowania wigksza liczba markerow.
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Wysoko informatywne, mikrosatelitarne, wewnatrzgenowe markery nie byly
dostepne dla dwoch loci (LGMD2A, LGMD2B). Przyktady nieinformatywnych
mejoz, przy genotypowaniu markerami Scisle sprz¢zonymi z LGMD2A 1 2B
przedstawiono mig¢dzy innymi na ryc.: 5.8, 5.18, 5.13, 5.15, 5.17. Zastosowanie
nawet wewnatrzgenowych markerow dla loci: 2C, 2D, 2E, nie pozwolio na
wylaczenie pewnej liczby rodzin z z réznych loci. (tabela 5.6 - 5.8, np.: ryc.: 5.6,
5.7, 5.9). W tych przypadkach zwigkszenie liczby uzytych do badan markerow,
rowniez pozwolitoby na wylaczenie wigkszej liczby rodzin z tych trzech loci.
Analiza haplotypow umozliwita ponadto, wytonienie rodzin, w ktdrych nalezato
poszukiwac¢ mutacji w genie CANP3 (tabela 5.6 - 5.8). Byly to rodziny, ktorych
nie wylaczono z locus LGMD2A.

Mimo tych licznych trudnosci, pewna liczba rodzin zostala wylaczona z
poszczegdlnych loci (tabela 5.5). Dane te dowodza heterogennoici genetyczne)
locus), w zebranej grupie pacjentow. Beda one pomocne w dalszych badaniach
nad dystrofia obreczowo - konczynowa w populacji polskiej i ulatwia
poszukiwania mutacji w poszczegdlnych genach. Badania te mogg si¢ ponadto
przyczyni¢, do ustalenia wzglednej czestosci wystgpowama poszczegélnych

wariantow LGMD w populacji polskie;.

Jak przedstawiono powyzej, analiza haplotypéw, w znacznym stopniu
umozliwia ustalenie wstepnych danych dotyczacych identyfikacji genow, w
ktorych nalezy poszukiwaé mutacji w poszczegolnych rodzinach. Jest to jednak
metoda trudna i nie zawsze umozliwia uzyskanie zadowalajacych wynikow. Z

tych wzgledow podkresla si¢ waznosé i przydatnosé badan biochemicznych w
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diagnostyce dystrofii obreczowo - koficzynowej [Anderson 1996]. Identyfikacja
komponentow glikoproteinowego kompleksu dystrofiny i kalpainy 3 oraz
mozliwo$¢ ich wykrywania przy pomocy monoklonalnych przeciwciat [Anderson
1996, Spencer i wsp. 1997], doprowadzity do znacznego udoskonalenia
diagnostyki réznych form dystrofii mig$niowych, a w szczegolnosci diagnostyki
roznicowej w obrebie grupy dystrofii obreczowo - konczynowej. Badania
biochemiczne pozwalaja na zidentyfikowanie pacjentéw, u ktoérych komponenty
DGC sa prawidlowe oraz tych, z deficytem DGC. Ponadto catkowity brak
jednego z komponentdéw DGC moze wskazywaé na to, ze pierwotny defekt
genetyczny dotyczy genu kodujacego ten konkretny sarkoglikan. Dostgpnos¢ tych
danych umozliwia ograniczenie analizy haplotypow tylko do wybranych loci.
Nastepnie rezultaty analizy haplotypéw moga dalej ograniczy¢ liczbe genow, w
ktorych nalezy poszukiwaé¢ mutacji. Przyktad takiego postgpowania przedstawiony
jest w tabeli 5.7, rodzina 12. Komponenty DGC byty prawidtowe, dlatego analiza
haplotypéw dokonana zostala markerami $cisle sprzezonymi z loci LGMD2B 1
2A. Rodzina ta zostala wylaczona z LGMD2A w zwiazku z tym pacjenci beda
badani w kierunku mutacji w genie dla LGMD2B (po identyfikacji tego genu).

Podjete zostaly takze wstepne proby zastosowania przeciwcial przeciwko
kalpainie 3, jednak jak dotychczas nie sa one rutynowo stosowane w diagnostyce

LGMD [Spencer 1 wsp. 1997].

Ostatecznie wybrano rodziny, z ktorych pacjenci byli badani w kierunku
mutacji w genie CANP3. Grupa ta skiadala si¢ z dziewieciu pacjentow, ktorych

zidentyfikowano na podstawie analizy haplotypow, chorych z dziesigciu rodzin
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(materiat Zaktadu Genetyki Medycznej, Uniwersytetu Newcastle), u ktorych
komponenty DGC oceniono jako prawidlowe i pacjentoéw z trzydziestu rodzin, u
ktorych dane dotyczace DGC nie byly dostepne, a rodziny byly zbyt mate aby
zastosowac analiz¢ haplotypow.

Analiza metodami: heterodupleksow (HET) 1 polimorfizmu konformacj
pojedynczych nici DNA (SSCP) zastosowane zostaty w celu poszukiwania mutacji
w genie kalpainy 3. Zaletami tych technik biologii molekularnej sa: ich prostota i
szybkos$¢, a to ze wzgledu na to, ze oparte s3 na reakcji tancuchowej polimerazy.
Ponadto mogg one by¢ stosowane do badania genomowego DNA, za$ dodatkowo
sa wystarczajaco czute aby rozpoznaé¢ zmiany nawet jednej zasady. Metody SSCP
i HET maja kilka wad: nie rozpoznaja miejsca mutacji, zmiany ruchliwosci nie sg
charakterystyczne dla konkretnej mutacji, wykrywajg mutacje 1 polimorfizmy nie
réznicujac pomiedzy nimi. Metody te moga by¢ takze bardzo czasochtonne
szczegOlnie gdy stosowane sg do badania duzych genéw. Wynika to z faktu, ze ich
czutos¢ maleje gdy dtugos¢ badanego odcinka DNA przekracza 400 nukleotydow.
Dla poszukiwania mutacji w genie CANP3 startery byly zsyntetyzowane tak, aby
flankowaty sekwencje egzonowe oraz miejsca donorowe i akceptorowe. [Richard
i wsp. 1995]. Dlatego tez, zastosowanymi metodami nie mozna bylo wykry¢
miejsc donorowych, ani akceporowych, ktore w wyniku mutacji powstaty
»ektopowo”, np.wewnatrz sekwencji intronowych. Tego typu mutacje mogg by<¢
rozpoznane tylko na poziomie mRNA poprzez metod¢ nieuprawnione]
transkrypcji z limfocytow krwi obwodowej lub badanme migsniowego mRNA

[Richard i Beckmann 1995]. Tkanka mig$niowa i linie komoérkowe z krwi
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obwodowej pacjentoéw nie byly dostepne w tym projekcie badawczym dlatego nie
mozna bylo oczekiwac, ze zastosowane metody umozliwia wykrycie wszystkich
mutacji w badanym odcinku genu CANP3. Ponadto obie metody: SSCP 1 HET
nawet gdy zastosowane razem i jednoczesnie, nie sg wystarczajaco czule dla
wykrycia wszystkich zmian.

Mimo to, liczba wykrytych zmian ruchliwosci jest zaskakujaco wysoka. Mogtoby
to wynika¢ ze starannego doboru pacjentow. To wyjasnienie moze dotyczy<¢
pacjentow z dziewietnastu rodzin, ktére byly najpierw analizowane pod katem
haplotypéw lub/i dokonano oceny komponentéw DGC. Jednak w trzydziestu
pozostatych rodzinach dostepne dane nie byly kompletne poniewaz rodziny byly
zbyt mate aby zastosowaé analiz¢ haplotypdéw, ponadto nie oceniano u tych
pacjentow komponentow kompleksu sarkoglikanowego. Wobec tego, kazda z
tych rodzin, mogta teoretycznie reprezentowac jakikolwiek wariant dystrofii
obreczowo - konczynowej, nawet o dziedziczeniu autosomalnie dominujacym w
przypadkach sporadycznych (nie mozna wytaczy¢ mozliwosci nowej mutacjt). W
tej pracy dziedziczenie autosomalnie dominujace nie byto brane pod uwage, ze
wzgledu na brak przekonywujacych dowoddw i rzadkosé wystepowania postaci o
tym sposobie dziedziczenia (5% - 10%) [Bushby 1 Beckmann 1995].

Wiekszos¢ zmian ruchliwosci zostato stwierdzonych w grupie pacjentow z tych
trzydziestu rodzin bez peinych danych dotyczacych haplotypow i obecnosci
sarkoglikanow. Niektore ze zmian wystepowaly w stanie heterozygotycznym, a

inne w stanie homozygotycznym (tabela 5.13), co ustalono na podstawie
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segregowania ich w poszczegélnych rodzinach, tworzenia heterodupleksow
czesciowo takze na podstawie sekwencjonowania.

Nalezy zaznaczy¢, ze wigkszo$¢ zmian ruchliwosci stwierdzono w egzonie
czwartym genu kalpainy 3: u jednego pacjenta pochodzacego z Francji 1
dwudziestu trzech pochodzenia polskiego. Egzon czwarty zsekwencjonowano u
dziewigciu z tych pacjentow. W pieciu przypadkach stwierdzono delecje
pojedynczego nukleotydu - adeniny w stanie heterozygotycznym, a u trzech w
stanie homozygotycznym (ryc.: 5.30, 5.31, 5.33). Delecja ta powoduje zmiang
ramki odczytu w pozycji 550 sekwencji kodujacej genu, w wyniku czego powstaje
przedwcze$nie kodon terminacyjny i1 zakonczenie syntezy biatka na aminokwasie
219. Mutacja ta zostala wczes$niej opisana, zarowno w stanie heterozygotycznym
[Richard i wsp. 1995], jak i homozygotycznym [Restagno i wsp. 1996]. Obie
opisane rodziny byly pochodzenia francuskiego o fenotypie wzglednie tagodnym i
poczatku w 12 - stym roku zycia. Pozostate dwie mutacje: w egzonie czwartym i
piatym (ryc.: 5.32 1 5.34) nie zostaly dotychczas opisane. Mutacja w egzonie
czwartym jest delecja pigtnastu nukleotydow, nie powoduje wigc zmiany ramki
odczytu. Nie wiadomo co reprezentuja inne zmiany ruchliwosci elektroforetycznej
1 konieczne jest sekwencjonowanie dla okreslenia ich charakteru.

Zmiany te moga reprezentowa¢ np. czesty dla populacji polskiej polimorfizm.
Polimorfizm w egzonie czwartym nie zostal do tej pory opisany ale liczba
zbadanych osoéb jest wciaz ograniczona i1 nie mozna wyltaczyé takiej mozliwosci.
Gdyby przyjac, ze zmiany te reprezentowalyby mutacje, mogloby to znaczy¢, ze

egzon czwarty jest goracym miejscem dla mutacji w genie CANP3. Poczatkowo
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uwazano, ze stosunkowo czgstsze jest wystepowanie mutacji w egzonach
kodujacych domene II (egzon 2 - 9) i IV (egzon 18 - 24) genu CANP3 [Richard i
wsp. 1995]. Jednakze w toku dalszych badan, naukowcy grupy francuskiej
znalezli podobng 1lo$¢ mutacji w innych regionach sekwencji kodujacej genu
CANP3 [Fardeau i wsp. 1996a, Fardeau i wsp. 1996b, Beckmann 1 wsp. 1996,
Richard 1 wsp. 1997]. W S$wietle danych uzyskanych w tej pracy, istnienie
goracego miejsca w egzonie czwartym genu kalpainy 3, w populacji polskiej jest
mozliwe, jednakze dla potwierdzenia tego konieczne bytyby dalsze badania.

Wstepne dane dotyczace wzglednych proporcji poszczegdlnych wanantow
LGMD zostaly przedstawione przez Bushby 1 Beckmann'a [Bushby 1 Beckmann
1995]. Oceniono, ze LGMD2A stanowi okoto 33% wszystkich postaci LGMD.
Na podstawie danych uzyskanych w niniejszej pracy, mozna hipotetycznie przyjaé,
ze typ LGMD2A moglby by¢ czestszy w populacji europejskiej lub w okreslonych
czesciach Europy (np. w Polsce). By¢é moze, ze czestos¢ wystgpowania jest
wieksza niz oczekiwana chociaz nalezy pamigtaé, ze badana populacja pacjentow
jest mala i moze nie byé reprezentatywna dla populacji europejskiej
(prawdopodobnie jest jednak reprezentatywna dla populacji polskiej). Jesh
wieksza czestos¢ wystepowania zostataby stwierdzona w okreslonym regionie
Europy, to dwugenowy sposob dziedziczenia mogliby to teoretycznie ttumaczyé.
Dwugenowy model dziedziczenia jest dyskutowany w dalszej czesci tego rodziatu.
Hipotetyzujac dalej, sekwencjonowanie mogloby wykaza¢ ta sama mutacje w
wiekszosci polskich rodzin. Jesli taki bylby rezultat badan, to sugerowatoby to

efekt zatozycielski w polskiej populacji chociaz nie ma danych na to, ze populacja
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ta jest wsobna, a z cala pewnoscia nie jest genetycznie odizolowana. Mozna
przyjaé, ze prawdopodobienstwo istnienia mutacji 0 tym samym charakterze
istnieje tym bardziej, ze na dziesig¢ zsekwencjonowanych zmian, w os$miu
wykazano delecje adeniny w pozycji 550 sekwencji kodujacej genu CANP3.
Ponadto nalezy dodaé, ze juz uprzednio w populacji polskiej wykazano istnienie
nierownowagi sprzezen sugerujacej efekt zalozyciela w innym schorzeniu, a
mianowicie w autosomalnie recesywnym dziecigcym rdzeniowym zaniku migsni
[Brzustowicz 1 wsp. 1995].

Zmiany ruchliwosci wykazane metodami SSCP/HET poddano manualnemu
sekwencjonowaniu. Analizowanie sekwencji obu nici DNA jest trudne, a sama
metoda bardzo czula na zmiany warunkow: np. czas reakcji, artefakty wynikajace
z warunkow elektroforezy. Aby uniknag¢ artefaktow, sekwencjonowania dokonano
oddzielnie z dwoma starterami F 1 R, ale nawet wtedy nie udato si¢ okresli¢
wielkosci delecji w egzonie piatym u pacjenta P39. Dla ostatecznego ustalenia

wielkosci delecji konieczne jest wykonanie automatycznego sekwencjonowania.

Obraz kliniczny w dystrofii obreczowo - konczynowej typu 2A zalezy w
znacznym stopniu od rodzaju mutacji [Bushby 1996a] i chociaz korelacje
kliniczno - genetyczne sa zlozone, to wydaje sig, ze u pacjentdéw z mutacjami
zmiany sensu, przebieg kliniczny jest tagodniejszy niz w przypadkach, w ktdrych
stwierdzono mutacje zerowe [Fardeau i wsp. 1996b, Beckmann i wsp. 1996}.

Obraz kliniczny w grupie pacjentow z prawdopodobnym typem 2A
wylonionych z niejednorodnego materialu zebranego w tej pracy jest podobny do

tego, opisanego przez Fardeau i wsp. [Fardeau i wsp. 1996a i 1996b]. W
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wiekszosci przypadkow pierwsze objawy wystapity przed 15 r.z (poczatek migdzy
2 - 25 r.z) 1 wyrazaly si¢ niezgrabnym chodem, a w niektorych przypadkach
tendencja do chodzenia na palcach. Zaobserwowano, ze im poézniej wystapily
pierwsze objawy choroby, tym przebieg jej byl bardziej fagodny (ryc. 5.36, 5.37).
Utrata zdolnosci samodzielnego chodzenia nastapita w wieku okoto 20 lat (18 -
25 r.z.). Ostabienie i zanik mig$ni dotyczyly najwczesnie) mig$ni ksobnych obreczy
biodrowej, a nastepnie barkowej. We wczesnych stadiach choroby obserwowano
takze ostabienie miesni tutowia oraz topatek. W konczynach gornych ostabienie
poczatkowo dominowalo w prostownikach i przywodzicielach stawow
barkowych. W podzniejszym okresie ostabieniu ulegaly zginacze w stawach
lokciowych i kolanowych. Podobny rozkiad ostabienia migsni opisat Fardeau i
wsp. [Fardeau 1 wsp. 1996a 1 1996b]. Jednakze w grupie pacjentéw opisanych
przez Fardeau i wsp., osfabienie migsni dominowato w prostownikach i
przywodzicielach stawow biodrowych, podczas gdy u pacjentow badanych w
niniejszej pracy zaréwno zginacze jak i prostowniki zajete byly w réwnym
stopniu, w nastepnej kolejnosci ostabieniu ulegaly odwodziciele i przywodziciele.
Jak wyzej wykazano, stwierdzono pewne roznice w rozkladzie ostabienia migsni u
chorych badanych w tej pracy i pacjentéw opisanych przez Fardeau. Moze to
wynikaé¢ z faktu, ze pacjenci oceniani byli za pomoca testu migSniowego w
roznych stadiach zaawansowania choroby (tabela 5.14), nie zawsze w jej
poczatkowym okresie.

Przerost mie$ni lydek obserwowano rzadko, czesto stwierdzano niewielka

hyperlordoze¢ w odcinku ledZzwiowym i odstawanie topatek. Przykurcze we
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wczesnych stadiach choroby ograniczone byly na ogdt do s$ciggien Achillesa,
natomiast w innych stawach pojawialy si¢ po unieruchomieniu chorego. U
niektorych chorych (o$miu) stwierdzano obecnos$¢ przykurczéw takze w innych
stawach we wzglednie wczesnych stadiach choroby (kolanowych, biodrowych
tokciowych 1 barkowych). Pacjentéw o podobnym obrazie klinicznym opisat takze
Fardeau [Fardeau 1 wsp. 1996b].

Poziom sprawnosci umystowej chorych byt na ogét prawidlowy, nie stwierdzano
zajecia procesem chorobowym migsnia serca. Aktywnos$¢ kinazy kreatynowe)
miala tendencje spadkowe wraz z zaawansowaniem procesu chorobowego. U
jednego pacjenta stwierdzono ginekomastie, podobnie u dwoch chorych w
populacji Reunion [Fardeau i wsp. 1996a].

W badanej grupie chorych u trzech (nr. 50, P1 i P4, tabela 5.14) pacjentow
stwierdzono ten sam rodzaj mutacji - 550deltaA w stanie homozygotycznym.
Mutacje takg opisano juz uprzednio w spokrewnionej rodzinie, w ktérej dokonano
pierwszej, udanej proby diagnostyki prenatalnej [Restagno i1 wsp. 1996]. W
rodzinie tej przebieg kliniczny dystrofii byt wzglednie fagodny, a pierwsze objawy
wystapily w wieku okoto 12 r.z. (u jednego chorego pici meskiej w przeszlosci
rozpoznano DMB) i dotyczyly mie$ni obreczy biodrowej. Podobnie u naszych
chorych, pierwsze objawy wystapily miedzy 8 a 12 rokiem zycia 1 wynikaly z
ostabienia mies$ni ksobnych konczyn dolnych, a przebieg dystrofii byt takze
wzglednie tagodny (tabela 5.14). U wszystkich chorych wczesnie stwierdzano
przykurcze $ciggien Achillesa, ponadto u pacjenta nr. 50, takze przykurcze w

stawach lokciowych. Nie obserwowano przerostu migsni tydek. Interesujacym
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objawem bylo ,terasowanie” topatek u dwoch pacjentek (P 1 P4) dlatego tez
diagnozowane byly one w kierunku FSHD 1 jak opisano wyzej u jednej (P )
wykryto charakterystyczny dla FSHD polimorfizm, ktérego w przypadku P4, nie
stwierdzono. W rodzinie opisanej przez Restagno i wsp. nie obserwowano
,terasowania” topatek. Pacjentka P jest przypadkiem rodzinnym, chora P4 jest
przypadkiem sporadycznym, a rodzice pacjenta nr. 50 sa spokrewnieni.
Wylonienie pacjentow z prawdopodobnym typem 2A nie jest doskonate.
Wynika to z faktu wiaczenia do tej grupy chorych takze pacjentéw, u ktorych
stwierdzono mutacje w stanie heterozygotycznym oraz z tego, ze nie wszystkie
zmiany wzorca ruchliwosci elektroforetycznej wykazane metodami SSCP i HET
zostaly zsekwencjonowane (tabela 5.13). Z tych wzgledéw nalezy zaznaczy¢, ze
badania te, jak rowniez wylonienie grupy chorych z typem 2A maja charakter
jedynie pilotarzowy. W dalszej analizie nalezaloby uwzgledni¢ pozostate egzony
genu kalpainy 3, a takze wykonanie automatycznego raczej, niz manualnego
sekwencjonowania stwierdzonych zmian. Umozliwitoby to zidentyfikowanie
pozostalych mutacji, a takze drugiej mutacji w przypadkach chorych bedacych
zlozonymi heterozygotami. Jednak trudno$¢ badania tego genu wynika z jego
wielkosci (dlugosé powyzej 40 kb) jak i z faktu, ze dotychczas nie stwierdzono
aby szczegélny rodzaj mutacji wystepowal czesciej niz pozostate. Dlatego obecnie
jedyng stosowang metoda poszukiwania mutacji jest sekwencjonowanie
poszczegolnych odcinkéw genu, metoda ktora jest niestychanie czasochionna, a

ponadto kosztowna.

149



Praktyczne znaczenie wylonienia grupy rodzin z prawdopodobnym typem 2A jest
duze. Na trzydziesci dziewig¢ badanych w kierunku mutacji genu CANP3 polskich
rodzin (w sumie badano chorych z czterdziestu dziewigciu rodzin), wyodrebniono
dwadziescia pig¢ z LGMD2A, stanowi to az 64%. Niewatpliwie grupa chorych
badanych jest zbyt malta dla statystycznej oceny. Gdyby jednak w dalszych
badaniach wyniki te zostaly potwierdzone, to mozna by sadzi¢, ze mutacje genu
kalpainy 3 sa odpowiedzialne za znaczaca liczb¢ przypadkéw z fenotypem
dystrofii obreczowo - konczynowej w populacji polskiej. Miatoby to istotne
implikacje  diagnostyczne. A mianowicie: po  wykonaniu  badan
immunochemicznych bialek kompleksu DGC 1 stwierdzeniu obecnosci
sarkoglikanéw, w nastgpnym etapie mozna byloby zastosowa¢ badanie genu
CANP3 lub analize kalpainy 3 przy uzyciu przeciwcial (po udoskonaleniu
metody), z pomini¢ciem pracochionnej analizy haplotypow.

Na dziesig¢ zsekwencjonowanych zmian wzorca migracji wykazanych metodami
SSCP 1 HET, az w o$miu przypadkach stwierdzono delecje¢ adeniny w pozycji 550
sekwencji kodujacej genu CANP3. Zaznaczy¢ nalezy, ze ilos¢ wykazanych mutacji
jest zbyt mata dla wysuwania wnioskow. Gdyby jednak u wigkszej liczby
pacjentow stwierdzono ta sama mutacjg, to w pierwszym etapie badania genu
mozna by zastosowaC jedna, okreslong metod¢ molekularng wykrywajaca
znaczaca liczbe mutacji. W przypadku wyzej opisane) delecji adeniny metoda ta
moglaby by¢ np. allelo - specyficzna hybrydyzacja oligonukleotydowa [Saiki i
wsp. 1986]. Taka metodyka badania umozliwitaby  ograniczenie

sekwencjonowania jako jedynej metody ostatecznie wykrywajacej mutacje.
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Wykazanie korelacji kliniczno - genetycznych, u pacjentow z dystrofig obreczowo
- konczynowa, wymaga dalszych badan, zarowno genetycznych jak 1
szczegOlowych badan klinicznych. Beda mialy one praktyczne znaczenie dla
poradnictwa genetycznego w LGMD, a takze moga umozliwi¢ prognozowanie

przebiegu choroby w poszczeg6lnych rodzinach.

Grupa francuska [Richard 1 wsp. 1995] zaproponowala dwugenowy
model dziedziczenia dla dystrofii obrgczowo - konczynowej typu 2A. Byt on
proba wyjasnienia sposobu dziedziczenia LGMD w populacji Reunion.
Szczegblnie zaskakujace bylo wykazanie szesciu rdéznych mutacji, ktore
stwierdzono w sasiedztwie szesciu réznych nosicielskich haplotypow w tej, jak sig
wydawato homogennej pod wzglegdem genetycznym populacji [Allamand 1 wsp.
1995b]. Nie zgadzato si¢ to z oczekiwanym 1 przewidywanym efektem zalozyciela
w tym regionie geograficznym. Nieoczekiwana obecnos¢ niezaleznych mutacji we
wsobnej populacji nazwana zostala ,paradoksem Reunion”. Hipoteza
dwugenowego sposobu dziedziczenia miata na celu wyjasnienie wyzej opisanego
paradoksu. Zakiadala ona, ze istnigje drugi nie zidentyfikowany gen, ktory
kontroluje lub modyfikuje fenotypowa ekspresj¢ genu kalpainy 3. Ten drugi gen
mialby by¢ zlokalizowany w DNA ;jadrowym lub mitochondnalnym. Dotychczas
nie wykazano istnienia drugiego takiego locus, a w $wietle ujawnienia roznych
mutacji w licznych badanych populacjach (nie tylko w populacjach wsobnych)
[Richard 1 wsp. 1995, Restagno 1 wsp. 1996, Fardeau 1 wsp. 1996a 1 1996b,
Beckmann 1 wsp. 1997, Richard 1 wsp. 1997], wydaje si¢, ze koncepcja

dziedziczenia dwugenowego nie ma racji bytu. Richard i wsp. przewidywali, ze
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jesli rzeczywiscie dwugenowy model dziedziczenia odpowiada za wariant
LGMD2A, wowczas w populacji powinni by¢ zdrowi osobnicy z mutacjag w obu
allelach genu kalpainy 3. Jak dotychczas, nie ma doniesien w piSmiennictwie na
ten temat. Przeciwko dwugenowemu modelowi dziedziczenia przemawia takze
wykazanie braku CANP3 w tkance mig¢$niowej chorych z dystrofia LGMD2A i
stwierdzenie obecnosci CANP3 u pacjentow z innymi postaciami dystrofii
migsniowej postepujacej oraz u zdrowych osobnikoéw [Spencer 1 wsp. 1997].
Zar6éwno substraty dla enzymu CANP3 jak 1 jego funkcje nie sa znane.
Zaproponowano dwie hipotezy, thumaczace funkcje CANP3 w migsniach (opisane
we wstepie pracy) [Richard 1 wsp. 1995]. Szczegolnie interesujaca jest hipoteza, w
ktorej sugeruje sig, ze CANP3 moze wplywac na ekspresj¢ jakiego$ genu poprzez
regulacj¢ aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych lub ich inhibitoréw. Podobnie,
tkankowo nieswoiste kalpainy moga modyfikowa¢ transkrypcje. Nie wiadomo
takze, jak dlugi jest okres potrwania biatka CANP3. Sugerowano, ze jest on
krotszy niz jedna godzina [Sorimachi 1 wsp. 1993]. W pozniejszych doniesieniach
wykazano jednak, ze enzym CANP3 jest wystarczajaco stabilny, aby wykaza¢ jego

obecnos¢ w tkance migsniowej za pomocg przeciwciat [Spencer 1997].

Ostatnio sklonowano gen kalpainy 3 u myszy [Richard 1 Beckmann 1996].
W przysziosci, badania modelu zwierzgcego (np. transgenicznej myszy) bedacego
wzorcem LGMD typu 2A umozliwia badania nad ekspresja genu kodujacego
CANP3 w roznych okresach rozwoju 1 poznanie patomechanizmu tej postaci
dystrofii. Dane te mogg przyczyni¢ si¢ do rozpoczecia badan nad terapia genowa

tej postaci dystrofii.

152



Podsumowanie




7. Podsumowanie:

1. Wykazano, ze do grupy pacjentow z rozpoznaniem dystrofii obreczowo -
konczynowej postawionym w latach 1980-1995 zakwalifikowano przypadki
dystrofinopatii. Obraz kliniczny w poszczegélnych rodzinach jest podobny w
LGMD i dystrofinopatiach, a diagnostyka réznicowa jest mozliwa jedynie przy
zastosowaniu metod genetyki molekularne;.

2. Niejednorodno$¢ genetyczna zebranego matenalu wykazano na podstawie
analizy haplotypow, ktora umozliwita wylaczenie mapowania do okreslonych Joci
w poszczegolnych rodzinach. Heterogennos¢ genetyczna i podobienstwo w
obrazie klinicznym uniemozliwiaja roéznicowanie w obrgbie grupy miopatii
LGMD, bez szczegotowych badan genetycznych.

3. W niniejszej pracy, u 55% sposrod badanych pacjentéw wykryto mutacje lub/i
polimorfizm, w poszczegélnych egzonach genu CANP3. Liczebnos$¢ grupy jest
zbyt mata dla statystycznej oceny. Dane te moga jednak sugerowac znacznie
czestsze, w porOwnaniu z pierwszymi wstgpnymi doniesieniami literaturowymi
wystepowanie typu 2A w ogolnej populacji pacjentéw z LGMD.

4. Wykazano szczegolnie czgste (z 51 zmian ruchliwosci elektroforetycznej, az 24
stwierdzono w egzonie czwartym) wystepowanie mutacji w egzonie czwartym
genu kodujcego CANP3, co moze sugerowaé, ze stanowi on tzw: ,gorace
miejsce” dla mutacji.

5. Identyfikacja mutacji w genie kalpainy 3 umozliwita probe klinicznej
charakterystyki pacjentow z LGMD2A, gléwnie z rodzin malo licznych
pochodzenia polskiego. Dane te przyczynia si¢ do ustalania korelacji kliniczno -

genetycznych u chorych z ta postacig dystrofii mig$niowej postgpujace;.

153



Pismiennictwo




8. Pismiennictwo:

Ahn A. H. i wsp.: The three human syntrophin genes are e pressed in diverse
tissues, have distinct chromosomal locations and each bind to dystrophin and its
relatives. Journal of Biological Chemistry 1996; 271: 2724,

AKkaike M., Kawai H.: Gene analysis in patients with muscular dystrophy: alpha -
sarcoglycan (adhalin) gene mutations in patients with malignant limb - girdle
muscular dystrophy. Rinsho Byon - Japanese Journal of Clinical Pathology. 1997,
45: 136.

Allamand V. i wsp.: Genetic heterogeneity of autosomal recessive limb-girdle
muscular dystrophy in the genetic i1solate (Amish) and the evidence for a new
locus. Human Molecular Genetics 1995a; 4 : 459.

Allamand V. i wsp.: Preferential localisation of the limb-girdle muscular
dystrophy type 2A gene in the pro imal part of 1-cM 15q15.1 - q15.3. American
Journal of Human Genetics 1995b; 56: 1430.

Anderson L.V. B.: Optimised protein diagnosis in the autosomal recessive limb -
girdle muscular dystrophies. Neuromuscular Disorders 1996; 6: 443.

Angelini C. i wsp.: Clinical presentation of o - sarcoglycanopathies. 1st.
International Congress of the World Muscle Society (streszczenia) London 1996.

Archibald K. C. i Vignos P. J.: A study of contractures in muscular dystrophy.
Archives of Physical Medicine 1959; 40: 150.

Arikawa E. i wsp.: The freqeuncy of patients with dystrophin abnormalities in a
limb-girdle patients population. Neurology 1991;41:1491.

Azibi K. i wsp.: Linkage analysis of 19 families with autosomal recessive
(Duchenne-like) muscular dystrophy from Algeria. Cytogenetics Cell Genetics
1991; 58: 1907.

Azibi K. i wsp.: Severe childhood autosomal recessive muscular dystrophy with
the deficiency of the 50 kDa dystrophin - associated glycoprotein maps to
chromosome 13q12. Human Molecular Genetics 1993; 2: 1423.

Bacon P. A., Smith B.: Familial muscular dystrophy of late onset. Journal of
Neurology, Neurosurgery and Psychiatry 1971; 34: 93.

Bashir R. i wsp.: Gene for autosomal recessive limb girdle muscular dystrophy
maps to chromosome 2p. Human Molecular Genetics 1994;3:455

154



Bashir R. i wsp.: Genetic and physical mapping at the limb - girdle muscular
dystrophy locus (LGMD2B) on chromosome 2p. Genomics 1996; 33: 46.

Beckmann J. S. i wsp.: A gene for limb-girdle muscular dystrophy maps to
chromosome 15 by linkage. CR. Acad. Sci. Paris 1991;312:141

Beckmann J. S. i wsp.: Identyfication of muscle - specific calpain and -
sarcoglycan genes in progressive autosomal recessive muscular dystrophies.
Neuromuscular Disorders 1996; 6: 455.

Beckmann J. S.: Progressive myopathies: calpainopathy and sarcoglycanopathies.
Seminar on Clinical Neurophysiology, VII Alyn Symposium on Neuromuscular
Diseases. 1997, Abstracts, 47.

Bejaoui K. i wsp.: Linkage of Miyoshi myopathy ( distal autosomal recessive
muscular dystrophy ) locus to chromosome 2p12 - 14. Neurology 1995; 45: 768.

Ben Hamida M., Fardeau M, Attia N.: Severe childhood muscular dystrophy
affecting both se es and frequent in Tunisia. Muscle and Nerve 1983; 6: 469.

Ben Hamida M. i wsp.: Limb - girdle muscular dystrophy 2C: clinical aspects.
Neuromuscular Disorders 1996; 6: 493.

Ben Jelloun-Dellagi S. i wsp.: Presence of normal dystrophin in Tunisian severe
childhood autosomal recessive muscular dystrophy. Neurology 1990;40:1903.

Ben Othmane K. i wsp.: Linkage of Tunisian autosomal recessive Duchenne-like
muscular dystrophy to the pericentromeric region of chromosome 13q. Nature
Genetics 1992; 2: 315.

Ben Othmane K. i wsp.: Evidence of linkage disequilibrium in chromosome 13 -
linked Duchenne - like muscular dystrophy (LGMD2C) American Journal of
Human Genetics 1995; 57: 732.

Beyenburg S. i wsp.: Abnormal dystrophin e pression in patients with limb girdle
syndromes. Journal of Neurology 1994, 241: 210.

Bonilla E. i wsp.: Normal and dystrophin - deficient muscle fibers in carriers of
the gene for Duchennne. American Journal of Pathology 1988, 133: 440.

Bonnemann C. G. i wsp.: B - sarcoglycan (A3b) mutations cause autosomal
recessive muscular dystrophy with loss of the sarcoglycan comple . Nature
Genetics 1995; 11: 266

Boyd Y. i wsp.: Muscular dystrophy in girls with  : autosom translocation.
Journal of Medical Genetics 1986; 23: 484.

155



Bushby K. M. D.: Diagnostic criteria for the limb-girdle muscular dystrophies:
report of the ENMC consortium on limb-girdle dystrophies. Neuromuscular
Disorders 1995;2:72.

Bushby K. M. D., Beckmann J. S.: Workshop report. The limb - girdle muscular
dystrophies - proposal for a new nomenclature. Neuromuscular Disorders 1995; 5:

337.

Bushby K. M. D. i wsp.. The molecular biology of LGMD2B - towards the
identification of the LGMD gene on chromosome 2p13. Neuromuscular Disorders
1996; 6: 491.

Bushby K. M. D.: Towards the classification of the autosomal recessive limb -
girdle muscular dystrophies. Neuromuscular Disorders 1996a; 6: 439.

Brzustowicz L. M. i wsp.: Linkage disequilibrium and haplotype analysis among
Polish families with spinal muscular atrophy. American Journal of Human
Genetisc 1995; 56: 210.

Campbell K. P., Kahl S. D.: Association of dystrophin and an integral membrane
glycoprotein. Nature 1989; 338: 259.

Campbell K. P.: Three muscular dystrophies: loss of cytoskeleton - e tracellular
matn linkage. Cell 1995; 80: 675.

Cheveron M. P. i wsp.: Becker muscular dystrophy: demonstration of the carrier
status of a female by immunobloting and immunostaining. Neuromuscular
Disorders 1992; 2: 47.

Chiannilkulchai N. i wsp.: A primary e pression map of the chromosome 15q15
region containing the recessive form of limb - girdle muscular dystrophy
(LGMD2A) gene. Human Molecular Genetics 1995; 4: 717.

Chutkow J. G., Heffner R. R., Kramer A. A., Edwards J. A.: Adult - onset
autosomal limb - girdle dominant muscular dystrophy. Annals of Neurology 1986;
20: 240.

Claustres M. i wsp.: Analysis of the 27 e ons and flanking regions of the cystic
fibrosis gene: 40 different mutations account for 91.2% of the mutant alleles in

southern France. Human Molecular Genetics 1993; 2: 1209.

Clerk A. i wsp.: Charactensation of dystrophin in carriers of Duchenne muscular
dystrophy. Journal of Neurological Sciences 1991; 102: 197.

156



Cong J., Thompson V. F., Goll D. E.: Effect of monoclonal antibodies specific
for 28 kDa subunit on catalytic properties of calpains. The Journal of Biological
Chemistry 1993; 268: 25740.

Cotton R. G. H.: Current methods of mutation detection. Mutation Research
1993; 285: 125.

De Coster W., De Reuck J., Thiery E.: A late autosomal dominant form of limb
- girdle muscular dystrophy. European Neurology 1974; 12: 159.

Deidda G. i wsp.: Physical mapping evidence for a duplicated region on
chromosome 10qter showing high homology with the FSHD locus on
chromosome 4qter. European Journal of Human Genetics 1995; 3: 155.

Deidda G., Cacurri S., Piazzo N., Felicetti L.. Direct detection of 4q35
rearangements implicated in facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD).
Journal of Medical Genetics 1996; 33: 361

Den Dunnen J. T. i wsp.: Topography of the Duchenne muscular dystrophy
(DMD) gene: FIGE and cDNA analysis of 194 cases reveals 115 deletions and 13
duplications. American Journal of Human Genetics. 1989; 45: 835.

Dubowitz V.: Facioscapulohumeral muscular dystrophy. In Muscle biopsy: a
practical approach. 1985, Bailliere - Tindall, London.

Duggan D. J. i wsp.: Mutations in the sarcoglycan genes in patients with
myopathy. New England Journal of Medicine. 1997; 336: 618.

Duggan J. D., Hoffan E. P.: Autosomal recessive muscular dystrophy and
mutations of the sarcoglycan comple . Neuromuscular Disorders 1996; 6: 475.

El Kerch F. i wsp.: Linkage analysis of families with severe childhood autosomal
recessive muscular dystrophy in Marocco indicates genetic homogeneity of the
disease in North Africa. Journal of Medical Genetics 1994; 31: 342.

Emery A. E. H.: Duchenne Muscular Dystrophy, O ford University Press, New
York, Churchill Livingstone. 1987.

Emery A. E. H.: Population frequencies of inherited neuromuscular diseases: a
world survey. Neuromuscular Disorders 1991; 1: 19.

Eymard B. i wsp.. Primary adhalinopathy (o - sarcoglycanopathy): Clinical,

pathologic and genetic correlation in 20 patients with autosomal recessive
muscular dystrophy. Neurology 1997; 48: 1227.

157



Fang W. i wsp.: Childhood - onset autosomal - dominant limb - girdle muscular
dystrophy with cardiac conduction block. Muscle & Nerve 1997; 20: 289.

Farag T. L, Teebi A. S.. Duchenne - like muscular dystrophy in the arabs.
American Journal of Medical Genetics 1990; 37: 290.

Fardeau M. i wsp.: Juvenile limb - girdle muscular dystrophy. Clinical,
histopathological and genetic data from a small community living in the Reunion
Island. Brain 1996a; 119: 295.

Fardeau M. i wsp.: Chromosome 15 - linked limb - girdle muscular dystrophy:
clinical phenotypes in Reunion Island and French metropolitan communities.
Neuromuscular Disorders 1996b; 6: 447.

Fisher J. i Upadhyaya M.: Molecular genetics of facioscapulohumeral muscular
dystrophy (FSHD). Neuromuscular Disorders 1997; 7: 55.

Forrest S. M. i wsp.: Further studies of gene deletions that cause Duchenne and
Becker muscular dystrophies. Genomics 1988; 2: 109.

Fougerousse A. i wsp.. Mapping of a chromosome 15 region involved in limb
girdle muscular dystrophy. Human Molecular Genetics 1994;3: 285

Gilbert J. R. i wsp.: Linkage studies in facioscapulohumeral muscular dystrophy
(FSHD). American Journal of Human Genetics. 1992; 51: 424.

Gilbert J. R. i wsp.: Evidence for heterogeneity in facioscapular muscular
dystrophy (FSHD). American Journal of Human Genetics. 1993; 53: 401.

Gilchrist J. M., Pericak - Vance M., Silverman L., Roses A. D.: Clinical and
genetic investigation in autosomal dominant limb - girdle muscular dystrophy.
Neurology 1988; 38: 5.

Greenstein R. M. i wsp.: An ( :11) translocation in a girl with Duchenne
muscular dystrophy. Cytogenetics Cell Genetics 1980; 27: 268.

Grompe M.: The rapid detection of unknown mutations in nucleic acids. Nature
Genetics 1993; 5: 111.

Gyapay G. i wsp.: The 1993-1994 Genethon human genetic linkage map. Nature
Genetics. 1994; 7: 2461 219.

Hastings B. A., Groothuis D. R., Vick N. A.: Dominantly inherited

pseudohypertrophic muscular dystrophy with internalized capillaries. Archives of
Neurology 1980; 37: 709.

158



Hausmanowa - Petrusewicz L.: Choroby mi¢sni. Wydawnictwo Naukowe. PWN
1993. Wyd. III zm.

Hausmanowa - Petrusewicz L., Fidziaiiska A., Niebroj - Dobosz 1., Zimowski
J., Fidzianska E., Bisko M., Kozlowska M., Zaremba J.: Interrelationship
between clinical features, genetic mutation and dystrophin e pression in patients
with Becker muscular dystrophy. Acta Cardiomiologica 1995; 7: 95.

Helene M. i wsp.: Cloning and characterization of the human homologue of a
dystrophin related phosphoprotein found in the Torpedo electric organ post -
synaptic membrane. Human Molecular Genetics 1996; S: 489.

Henry M. D., Campbell K. P.: Dystroglycan: an e tracellular matri receptor
linked to the cytoskeleton. Current Opinion in Cell Biology 1996; 8: 625.

Higuchi L. i wsp.: New missense mutation in the alpha - sarcoglycan gene in a
Japanese patient with severe childchood autosomal recessive muscular dystrophy
with incomplete alpha - sarcoglycan deficiency. Journal of Neurological Sciences
1997; 153: 100.

Hoffman E. P. i wsp.: Characterisation of dystrophin in muscle biopsy specimens
from patients with Duchenne’s or Becker s muscular dystrophy. New England
Journal of Medicine 1988; 318: 1363.

Hoffman E. P. i wsp.: Dystrophinopathy in isolated cases of myopathy in females.
Neurology 1992;42:967.

Hoffman E. P., Brown R. H., Kunkel L. M.: Dystrophin: the protein product of
the Duchenne muscular dystrophy locus. Cell 1987; 51: 919.

Hu . i wsp.: Duplicational mutation at the Duchenne muscular dystrophy locus:
Its frequency, distnibution, origin and phenotype genotype correlation. American
Journal of Human Genetics. 1990; 46: 682.

larioshkin S. N. i wsp.: Clinical and molecular analysis of a large family with
three distinct phenotypes of progressive muscular dystrophy. Brain 1996; 119:
1895.

larioshkin S. N. i wsp.: Refined genetic location of the chromosome 2p - linked
progressive muscular dystrophy gene. Genomics 1997; 42: 345.

Jackson C. E., Carey J. H.: Progressive muscular dystrophy: autosomal recessive
type. Pediatrics 1961; 28: 77.

159



Jardine P. E. i wsp.: A scapular onset muscular dystrophy without facial
involvement: posible allelism with facioscapulohumeral muscular dystrophy.
Neuromuscular Disorders 1994; 4: 477.

Jung D. i wsp.: Characterization of delta - sarcoglycan, a novel component of
the oligomeric sarcoglycan comple involved in limb - girdle muscular dystrophy.
Journal of Biological Chemistry 1996; 271: 32321.

Keen J. i wsp.: Rapid detection of single - base mismatches as heteroduple es on
HydroLink gels. Trends in Genetics 1991; 7: 5.

Kishimoto A. i wsp.: Limited proteolysis of protein kinase C by calcium -
activated neutral protease (calpain). Journal of Biological Chemistry 1989; 264:
4088.

Koenig M., Monaco A. P., Kunkel L. M.: The complete sequence of dystrophin
predicts a rod - shaped cytoskeletal protein. Cell 1988; 53: 219.

Kunkel L. M. i wsp.: Analysis of human Y - chromosome - specific reiterated
DNA in chromosome variants. PNAS 1977; 74: 1245.

Lim L. E. i wsp.: - sarcoglycan: characterization and role in limb - girdle
muscular dystrophy linked to 4q12. Nature Genetics 1995; 11: 257.

Love D. R. i wsp.: Dystrophin and dystrophin - related proteins: a review of
protein and RNA studies. Neuromuscular Disorders 1993; 3: 5.

Mahjneh L i wsp.: The phenotype of chromosome 2p - linked limb - girdle
muscular dystrophy. Neuromuscular Disorders 1996a; 6: 483.

Mahjneh I i wsp.: Limb - girdle muscular dystrophy: a follow - up study of 79
patients. Symposium on Recent Advances in Diagnosis Therapy of Neuromuscular
Diseases (abstracts). Neuromuscular Disorders 1996b; 6: S9.

Marconi G.P. i wsp.: Limb girdle muscular dystrophy with autosomal dominant
inheritance. Acta Neurologica Scandinavica. 1991;83:234.

Marconi G., Pizzi A., Arimondi C. G., Vannelli B.: Limb girdle muscular
dystrophy with autosomal dominant inheritance. Acta Neurologica Scandinavica.
1991; 88: 234.

Mathews K. D. i wsp.: Linkage localisation of facioscapulohumeral muscular
dystrophy (FSHD) in 4q35. American Journal of Human Genetics 1992; 51: 428.

160



Matsumura K. i wsp.: Deficiency of the SOK dystrophin-associated glycoprotein
in severe childhood autosomal recessive muscular dystrophy. Nature
1992;359:320.

McNally E. M. i wsp.: Mild and severe muscular dystrophy caused by a single
gamma - sarcoglycan mutation. American Journal of Human Genetics 1996; 59:
1040.

Meola G. i wsp.. Computerized tomography and magnetic resonance muscle
imaging in Miyoshi's myopathy. Muscle and Nerve 1996; 19: 1476.

Michalak M. i Opas M.: Functions of dystrophin and dystrophin associated
proteins. Current Opinion in Neurology 1997; 10: 436.

Michaud J. i wsp.: Strand - separating conformational polymorphism analysis:
efficacy of detection of point mutations in the human ornithine & -
aminotransferase gene. Genomics 1992; 13: 389.

Migeon B. R.: - chromosome inactivation: molecular mechanisms and genetic
consequences. Trends in Genetics 1994; 10: 230.

Mills K. A. i wsp.: Genetic and physical mapping on chromosome 4 narrows the
localisation of the gene for facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD).
American Journal of Human Genetics 1992; 51: 423.

Miller G., Beggs A. H., Towfighi J.: Early onset dominant progressive muscular
dystrophy presenting in childhood as a Becker phenotype - the importance of
dystrophin and molecular genetic analysis. Neuromuscular Disorders 1992; 2: 121.

Minetti C. i wsp.: Dystrophin deficiency in young girls with sporadic myopathy
and normal karyotype. Neurology 1991;41:1288.

Miyoshi i wsp.: Autosomal recessive distal muscular dystrophy as a new type of
progressive muscular dystrophy. Seventeen cases in eight families including an
autopsied case. Brain 1986; 109: 31.

Monaco A. P. i wsp.: An e planation for the phenotypic differences between
patients bearing partial deletions of the DMD locus. Genomics 1988; 2: 90.

Moreira E. S. i wsp.: The seventh form of autosomal recessive limb - girdle
muscular dystrophy is mapped to 17q11-12. American Journal of Human
Genetics. 1997; 61: 151.

Nagamine C. M., Chan K., Lau Y. F. C.: A PCR artifact: Generation of
heteroduple es. American Journal of Human Genetics 1989, 45: 337.

161



Ng W., Lau C. P.: Cardiac arrhythmias as presenting symptoms in patients with
limb - girdle muscular dystrophy. International Journal of Cardiology 1997; 59:
157.

Nigro V. i wsp.: Identification of a novel sarcoglycan gene at 5q33 encoding a
sarcolemmal 35 kDa glycoprotein. Human Molecular Genetics 1996; 5: 1179.

NIH/CEPH Collaborative Mapping Group.: A comprehensive genetic linkage
map of the human genome. Science 1992; 258: 67

Noguchi S. i wsp.: Mutations in the dystrophin - associated protein y -
sargoglycan in chromosome 13 muscular dystrophy. Science 1995; 270: 819.

Norman A., Coakley J., Thomas N., Harper P.: Distinction of Becker from limb
- girdle muscular dystrophy by means of dystrophin cDNA probes. The Lancet
1989; 3: 466.

Ohlendieck K., Campbell K. P.: Dystrophin constitutes 5% of membrane
cytoskeleton in skeletal muscle. FEBS Lett. 1991; 283: 230.

Ohno S. i wsp.: Evolutionary origin of calcium - dependent protease by fusion of
genes for a thiol protease and calcium - binding protein ?. Nature 1984; 312: 566.

Ohno S. i wsp.: Four genes for the calpain family locate on four different
chromosomes. Cytogenetics Cell Genetics 1989; 51: 1054.

Orita M. i wsp.: Detection of polymorphisms of human DNA by gel
electrophoresis as single - strand conformation polymorphisms. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 1989; 86: 2766.

Ozawa E. i wsp.: Dystrophin - associated proteins in muscular dystrophy. Human
Molecular genetics 1995; 4: 1711.

Padberg G.W., Lunt P.W., Koch M., Fardeau M.: Diagnostic criteria for
facioscapulohumeral muscular dystrophy. Neuromuscular Disorders 1991; 1: 231.

Passos-Bueno M. R. i wsp.: Limb - girdle syndrome: a genetic study of 22 large
Brazilian families - comparison with - linked Duchenne and Becker dystrophies.
Journal of Neurological Sciences 1991; 103: 65.

Passos-Bueno M. R. i wsp.: Evidence of genetic heterogeneity in the autosomal

adult forms of limb girdle muscular dystrophy following linkage analysis with 15q
probes in Brazilian families. Journal of Medical Genetics 1993a;30:385.

162



Passos-Bueno M. R. i wsp.: Genetic heterogeneity for Duchenne-like muscular
dystrophy (DLMD) based on linkage and 50 DAG analysis. Human Molecular
Genetics 1993b; 2: 1945.

Passos-Bueno M. R. i wsp.: E clusion of the 15q locus as a candidate gene for
severe childhood autosomal recessive Duchenne-like muscular dystrophy in
Brasilian families. Human Molecular Genetics 1993c; 2: 201.

Passos-Bueno M. R. i wsp.: A common missense mutation in the adhalin gene in
three unrelated Brazilian families with a relatively mild form of autosomal
recessive limb - girdle muscular dystrophy. Human Molecular Genetics 1995a; 4:
1163.

Passos-Bueno M. R. i wsp.: Confirmation of the 2p locus for the late - onset
autosomal recessive limb - girdle muscular dystrophy and refinement of the
candidate region. Genomics 1995b; 27: 192.

Passos - Bueno M. R. i wsp.. Main clinical features for the three mapped
autosomal recessive limb - girdle muscular dystrophies and estimated proportion
of each form in 13 Brazlian families. Journal of Medical Genetics; 1996a; 33: 97.

Passos - Bueno M. R. et al.: Linkage analysis in autosomal recessive limb -
girdle muscular dystrophy (AR LGMD) maps a si th form to 5q33 - 34
(LGMD2F) and indicates that there is at least one more subtype of AR LGMD.
Human Molecular Genetics 1996b; S : 815.

Piccolo P. i wsp.: Primary adhalinopathy: a common cause of autosomal recessive
muscular dystrophy of variable severity. Nature Genetics 1995; 10: 243.

Pogue R.: Molecular investigation of gene involvement in the autosomal recessive
limb - girdle muscular dystrophies. P.hD. w przygotowaniu 1995 - 1998.

Restagno G. i wsp.: Prenatal diagnosis of limb - girdle muscular dystrophy type
2A. Neuromuscular Disorders 1996; 6: 173.

Richard L. i Beckmann J. S.: How neutral are synonymous codon mutations?.
Nature Genetics 1995; 10: 259.

Richard I. i Beckmann J. S.: Molecular cloning of mouse canp3, the gene
associated with limb - girdle muscular dystrophy 2A in human. Mammalian

Genome 1996; 7: 377.

Richard I. i wsp.. Regional localization of human chromosome 15 loci.
Genomics 1994; 23: 619.

163



Richard L. i wsp.: Mutations in the proteolytic enzyme calpain 3 cause limb-girdle
muscular dystrophy type 2A. Cell 1995; 81: 27.

Richard I. i wsp.: Multiple independent molecular etiology for limb - girdle
muscular dystrophy type 2A patients from various geographical origins. American
Journal of Human Genetics. 1997; 60: 1128.

Roberds S. L. i wsp.: Primary structure and muscle - specific e pression of 50 -
kDa dystrophin associated glycoprotein (adhalin). Journal of Biological Chemistry
1993; 268: 23739.

Roberds S. L. i wsp.: Missense mutations in the adhalin gene linked to autosomal
recessive muscular dystrophy. Cell 1994; 78: 625.

Romero N. B. i wsp.: Genetic heterogeneity of severe childhood autosomal
recessive muscular dystrophy with adhalin (50kDa dystrophin - associated
glycoprotein) deficiency. CR Acad. Sci (Panis) 1994; 317: 70.

Rybakova 1. N., Amann K. J., Ervasti J. M.: A new model for the interaction
between dystrophin with F - actin. Journal of Cell Biology 1996; 135: 661.

Saido T. C., Sorimachi H., Suzuki K.: Calpain: new perspectives in molecular
diversity and physiological - pathological involvement. The FASEB Journal 1994;
8: 814.

Saiki R. K. i wsp.: Analysis of enzymatically amplified beta - globin and HLA DQ
alfa DNA with allele - specific oligonycleotide probes. Nature 1986, 324: 163.

Salih M. A. M. i wsp.: Muscular dystrophy associated with - dystroglycan
deficiency. Annals of Neurology 1996; 40: 925.

Sanger F., Nicklen S., Coulson A. R.: DNA sequencing with chain - terminating
inhibitiors. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 1977, 74:
5463.

Sarfarazi M. i wsp.. Regional mapping of facioscapulohumeral muscular
dystrophy gene on 4q35: combined analysis of an international consorcium.
American Journal of Human Genetics. 1992; 51: 396.

Sarkar G., Yoon H. S., Sommer S. S.: Screening for mutations by RNA single -
strand conformation polymorphism (SSCP): Comparison with DNA - SSCP.
Nucleic Acids Res. 1992; 20: 871.

Schneidermann L. J. i wsp.: Genetic studies of a family with two unusual
autosomal dominant conditions: muscular dystrophy and Pelger - Huet anomaly.
American Journal of Medicine 1969; 46: 380.

164



Sewry C.A. i wsp.: Abnormalities in @ -, —, - sarcoglycan in patients with
limb - girdle muscular dystrophy. Neuromuscular Disorders 1996; 6: 467.

Sheffield V. C. i wsp.. The sensivity of single - strand conformation
polymorphism analysis for the detection of single base substitutions. Genomics
1993; 16: 325.

Somer H. i wsp.: Benign muscular dystrophy with autosomal dominant
inheritance. Neuromuscular Disorders 1991; 1: 267.

Sorimachi H. i wsp.: Molecular cloning of a novel mammalian calcium -
dependent protease distinct from both m- and mu- type: specific e pression of
mRNA in skeletal muscle. Journal of Biological Chemistry 1989; 264: 20106.

Sorimachi H. i wsp.: Muscle - specific calpain, p94, is degraded by autolysis
immediately after translation, resulting in disappearance from muscle. Journal of
Biological Chemistry 1993; 268: 10593,

Sorimachi H. i wsp.: Muscle - specific calpain, p94, responsible for limb girdle
muscular dystrophy type 2A, associates with connectin through IS2, a p94 -
specific sequence. Journal of Biological Chemistry. 1995; 270: 31158.

Sorimachi H., Ishiura S., Suzuki K.: A novel tissue - specific calpain species
e pressed predominantly in the stomach comprises two alternative splicing
products with and without Ca+2 - binding domain. Journal of Biological
Chemustry 1993; 268: 19476.

Sorimachi H., Saido T. C., Suzuki K.: New era of calpain research - discovery
of tissue - specific calpains. FEBS Lett. 1994; 343: 1.

Sorimachi H., Suzuki K.: Sequence comparison among muscle - specific calpain,
p94, and calpain subunits. Biochimica et Biophysica Acta 1992; 1160: 55.

Soto D., Sukumar S.: Improved detection of mutations in the p53 gene in human
tumors as single - stranded conformation polymorphs and double - stranded
heteroduple DNA. PCR Methods and Applications 1992; 2: 96.

Southern E.: Detection of specific sequences among DNA fragments separated by
gel electrophoresis. Journal of Molecular Biology 1975; 98: 503.

Speer M.C. i wsp.: Confirmation of genetic heterogeneity in limb-girdle muscular

dystrophy: linkage of an autosomal dominant form to chromosome 5q. American
Journal of Human Genetics 1992;50:1211.

165



Speer M. C. i wsp.: Evidence for locus heterogeneity in autosomal dominant limb
- girdle muscular dystrophy. American Journal of Human Genetics 1995; 57:
1371.

Spencer M. J. i wsp.: Absence of calpain 3 in a form of limb - girdle muscular
dystrophy (LGMD2A). Journal of the Neurological Sciences 1997; 146: 173.

Stevenson A.C.: Muscular dystrophy in Northern Irland. Annals of Eugenics
1953;18:50.

Stec L i wsp.: Estimate of severe autosomal recessive limb - girdle muscular
dystrophy (LGMD2C, LGMD2D) among sporadic muscular dystrophy males: a
study of 415 famulies. Journal of Medical Genetics 1995; 32: 930.

Stroinska - Kusiowa B., Jedrzejowska H., Kopeé¢ A.: Postgpujaca dystrofia
mig$niowa - posta¢ konczynowo - obrgczowa i twarzowo - ramieniowo -
topatkowa. Neurologia, Neurochirurgia i Psychiatria Polska 1966, 11, 1257.

Sunada Y., Campbell K. P.: Dystrophin - glycoprotein comple : molecular
organization nad critical role in skeletal muscle. Current Opinion in Neurology
1995: 8: 379.

Suzuki K., Ohno S.: Calcium - activated neutral protease: structure - function
relationship and functional implications. Cell Structure and Function. 1990; 15: 1.

Taratuto A. L. i wsp.: Adhalin (50 DAG, alpha sarcoglycan) deficiency, two
novel mutations. Ist International Congress of the World Muscle Society,
streszczenia 1996.

Trinick J.: Cytoskeleton: Tinin as a scaffold and spring. Current Biology 1996; 6:
258.

Tome F. M. S. i wsp.: Congenital muscular dystrophy with merosin deficiency.
CR Acad. Sci. (Pans) 1994; 317: 351.

Upadhyaya M. i wsp.: The mapping of chromosome 4q markers in relation to
facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD). American Journal of Human
Genetics 1992; 51: 404.

Walton J. N., Gardner - Medwin D.: Progressive muscular dystrophy and the
myotonic disorders. In: Walton J. N. (ed) Disorders of voluntary muscles. 1981.
Churchill Livingstone, Edinburgh, pp 502 - 505.

Walton J. N., Nattrass F. J.: On the classsification, natural history and treatment
of the myopathies. Brain 1954;77:169.

166



Van der Kooi A. J. i wsp.: The clinical spectrum of limb - girdle muscular
dystrophy. A survey in the Netherlands. Brain 1996; 119: 1471.

Van der Kooi A. J. i wsp.: Genetic localization of a newly recognized autosomal
dominant limb - girdle muscular dystrophy with cardiac involvement (LGMD1B)
to chromosome 1ql1 - 21. American Journal of Human Genetics 1997; 60: 891.

Van Deutekom J. C. T. i wsp.: FSHD associated DNA rearrangements are due
to deletions of integral copies of 3.3 kb tandemly repeated unit. Human Molecular
Genetics 1993; 2: 2037.

Weiffenbach B. i wsp.: Linkage analyses of five chromosome 4 markers localises
the facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD) gene to distal 4q35.
American Journal of Human Genetics. 1992; 51: 416.

Weissenbach J. i wsp.: A second - generation linkage map of the human
genome. Nature 1992; 359: 794.

White M. B. i wsp.: Detecting single base substitutions as heteroduple
polymorphisms. Genomics 1992; 12: 301.

Wijmenga C. i wsp.: Genetic linkage map of facioscapulohumeral muscular
dystrophy and five polymorphic loci on chromosome 4q35 - qter. America Journal
of human Genetics 1992a; 41: 411.

Wijmenga C. i wsp.: Chromosome 4q DNA rearrangements associated with
facioscapulohumeral muscular dystrophy. Nature Genetics 1992b; 3: 26.

Wijmenga C. i wsp.:. The FSHD locus (pI3E - 11)on 4qter shows high
homology with 10qter. Muscle and Nerve 1994; suppl 1: S177.

Wijmenga C. i wsp.: Pulsed - field gel electrophoresis of the D4F104S1 locus
reveals the size and the parental origin of the facioscapulohumeral muscular
dystrophy (FSHD) - associated deletions. Genomisc 1994a; 19: 21.

Wilson R. K. i wsp.: Development of an automated procedure for fluorescent
DNA sequencing. Genomics 1990; 6: 626.

Young K. i wsp.: Confirmation of linkage of limb - girdle muscular dystrophy,
type 2, to chromosome 15. Genomics 1992; 13: 1370.

Zubrzycka - Gaarn E. E. i wsp.: The Duchenne muscular dystrophy gene product
1s localized in sarcolemma of human skeletal muscle. Nature 1988; 333: 466.

167



Streszczenie




9. Streszczenie

Analiza heterogennosci genetycznej i klinicznej dystrofii typu obreczowo-
konczynowego.
Wstep:

Dystrofie obreczowo - koniczynowe (LGMD-Limb-Girdle Muscular Dystrophy)
stanowig niejednorodna grupe roznych choréb dziedziczacych sie gtownie w
sposOb autosomalnie recesywny. Miopatie te, zostaly wyodrebnione po raz
pierwszy w klasyfikacji Stevensona oraz Waltona i Nattrassa [Stevenson 1953,
Walton & Nattrass 1954]. Juz wowczas, autorzy podkreslali niejednorodnos¢ tej
grupy dystrofii. Wyr6zniano postacie o dziedziczeniu autosomalnie recesywnym,
obok znacznie rzadszych, o dziedziczeniu autosomalnie dominujacym.
Poczatkowo LGMD dzielono na podstawie objawéw klinicznych, wyr6zniajac
postacie o przebiegu szybkim lub wzglednie lagodnym i1 réznym wieku
wystgpowania pierwszych objawow.

Nastgpnie z LGMD zaczely by¢ eliminowane przypadki nalezace do zupetnie
innej grupy dystrofii, sprzezonej z chromosomem . Stalo si¢ to mozliwe po
identyfikacji genu dystrofiny 1 jego produktu. Okazalo sig, ze sporadyczne
przypadki DMB/DMD (DMB - dystrofia migsniowa Beckera, DMD - dystrofia
migéniowa Duchenne ) i objawowe nosicielki DMD, czgsto rozpoznawane byly
uprzednio biednie jako LGMD.

Postegp badan genetycznych umozliwit dalszg charakterystyke LGMD 1 pozwolit
na stworzenie nowej klasyfikacji opartej na danych molekularnych. Heterogennos¢
genetyczna tej grupy dystrofii wyraza si¢ obecnoscig kilku /oci, na réznych

chromosomach, ktérych mutacje powodujg powstanie fenotypu LGMD. Badano
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pacjentow z licznych rodzin, o dziedziczeniu autosomalnie recesywnym.
Uzyskano wstepne dane dotyczace wzglednych proporcji wystgpowania
poszczegolnych warantow, w ogdlnej populacji chorych z LGMD. Okoto 33%
rodzin z réznych populacji 1 grup etnicznych, zmapowano do chromosomu 15q
(LGMD2A), a 40% do chromosomu 2p (LGMD2B). Pozostate wananty byly
znacznie rzadsze 1 wystgpowaly giownie w okreslonych regionach swiata. Gen
dla LGMD2B, nie zostat do tej pory zidentyfikowany. Natomiast typ LGMD2A
jest wynikiem mutacji genu kodujacego aktywowana wapniem neutralng proteaze
3 (Calcium - Activated Neutral Protease 3 - CANP3). Szczegolnie istotny jest
fakt, ze cze$¢ mutacji zidentyfikowano u pacjentéw pochodzacych z centralne)
Europy. Poczatkowo wigkszo$¢ mutacji stwierdzono w egzonach kodujacych
domeny: II 1 IV genu kalpainy 3 (CANP3).

Cel pracy:

Celem pracy jest charakterystyka genetyczna 1 kliniczna grupy chorych z
rozpoznaniem LGMD postawionym w latach 1980 - 1995.

1. Zrewidowanie rozpoznania LGMD i wylaczenie z badanej grupy przypadkow

innych dystrofii.

9

. Wykazanie niejednorodnosci genetycznej w grupie zebranych rodzin, po
uprzednim ujednoliceniu tej grupy.

3. Wykazanie obecnosci ewentualnych mutacji w genie dla CANP3, na

przykiadzie badania wybranych egzonow, kodujacych domeng druga genu

kalpainy 3, po uwzgladnieniu wstgpnych danych §wiadczacych o dos¢ czgstym

wystgpowaniu w nich mutacji.

4. Charakterystyka kliniczna pacjentow z LGMD2A.
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Material:
Material stanowi grupa chorych ze 106 rodzin, z rozpoznaniem dystrofii
obreczowo - konczynowej. 88 rodzin polskich, u ktorych rozpoznanie LGMD
postawione zostalo w latach 1980-1995, a wiec przed 1 po wprowadzeniu do
diagnostyki, metod biologii molekularnej: analizy DNA i oceny dystrofiny
migsniowej. Natomiast 18 rodzin, stanowilo czes¢ materialu zgromadzonego
przez Zaklad Genetyki Medycznej (Department of Medical Genetics)
Uniwersytetu w Newcastle upon Tyne, w Wielkiej Brytani.
Sposob analizy materialu i metodyka:
1. Pacjenci byli badani ponownie w rok do 12 lat po postawieniu rozpoznania
LGMD (badanie neurologiczne, ocena postepu choroby, test migsniowy, ocena
stanu funkcjonalnego wg. Archibalda 1 Vignosa [Archibald 1 Vignos 1959],
badanie aktywnosci kinazy kreatynowej w  surowicy).
2. Rozpoznanie LGMD weryfikowano na podstawie:
2a. analizy DNA (poszukiwanie delecji genu dystrofiny) 1 oceny dystrofiny
migsniowej w celu wylaczenia dystrofinopatii.
2b. hybrydyzacji Southerna z sonda molekularng P13E-11, po uprzednim
trawieniu enzymami restrykcyjnymi ( EcoRI/BInl ), co umozliwia wykrycie
polimorfizmu $cisle zwigzanego z dystrofig twarzowo - fopatkowo -
ramieniowg (Facioscapulohumeral Muscular Dystrophy - FSHD). Przy
pomocy tej metody dokonano proby molekularnej diagnostyki réznicowej
pomiedzy LGMD 1 FSHD u pacjentéw ze znacznym ostabieniem migsni

obreczy barkowe;.

170



3. Analize haplotypow zastosowano w celu wylonienia pacjentéw, u ktérych
LGMD moze mapowa¢ si¢ do chromosomu 15q 1 wylaczenia rodzin z
poszczegolnych loci (reakcja tancuchowa polimerazy z uzyciem
mikrosatelitarnych markerow $cisle sprzezonych z pigcioma loci).
4. Zastosowano analiz¢ polimorfizmu konformacji pojedynczych  nici  DNA
(Single Strand Conformational Polymorphism - SSCP) i heteroduplekséw
(Heteroduple Analysis - HET) do badan genu kodujacego CANP3, u pacjentow
wylonionych na podstawie analizy haplotypéw iu pacjentow z rodzin matych, w
ktorych analiza haplotypow byta niemozliwa.
5. Sekwencjonowanie, umozliwito wykrycie mutacji i ich zcharakteryzowanie.
Rezultaty:
1. Ujednolicenie grupy pacjentow z rozpoznaniem LGMD:
la. Powtdrne badania 88 rodzin, uprzednio rozpoznanych jako LGMD,
umozliwity wylaczenie 30 rodzin, u ktorych rozpoznano dystrofinopatie.
1b. U jednej pacjentki sposrdd 15 badanych -  stwierdzono obecnosé
charakterystycznego dla FSHD polimorfizmu.
2. Analiza haplotypéw umozliwita wykazanie niejednorodnosci genetycznej w
grupie zebranych rodzin.
3. Na podstawie analizy SSCP 1 HET o$miu egzonéw genu CANP3 u pacjentow z
czterdziestu dziewieciu rodzin stwierdzono zmiany ruchliwosci elektroforetyczne)
u dwudziestu siedmiu chorych.

4. Na podstawie sekwencjonowania stwierdzono niezalezne mutacje u 9
pacjentow.

5. Wyloniono grupg pacjentow z LGMD typem 2A i dokonano jej charakterystyk

klinicznej
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Podsumowanie:

1. Wykazano, ze do grupy pacjentow z rozpoznaniem dystrofii obrgczowo -
konczynowej zakwalifikowano przypadki dystrofinopatii. Obraz kliniczny w
poszczegdlnych rodzinach jest podobny w LGMD i dystrofinopatiach, a
diagnostyka roznicowa jest mozliwa jedynie przy zastosowaniu metod genetyki
molekularne;.

2. Niejednorodno$¢ genetyczna zebranego materialu wykazano na podstawie
analizy haplotypow. Heterogenno$¢ genetyczna 1 podobienstwo w obrazie
klinicznym uniemozliwiaja réznicowanie w obrebie grupy miopatii LGMD, bez
szczegdtowych badan genetycznych.

3. W niniejszej pracy, u 55% sposrod badanych pacjentow wykryto mutacje lub/i
polimorfizm, w poszczegélnych egzonach genu CANP3. Mala liczebno$¢ grupy
uniemozliwia statystyczna ocen¢. Dane te moga jednak sugerowac czestsze w
poréwnaniu z pierwszymi wstepnymi doniesieniami literaturowymi wystgpowanie
typu 2A w ogolnej populacji pacjentow z LGMD.

4. Wykazano szczegolnie czeste (z 31 zmian ruchliwosci elektroforetycznej, az 24
stwierdzono w egzonie czwartym) wystgpowanie mutacji w egzonie czwartym
genu kodujcego CANP3, co moze sugerowaé, ze stanowl on tzw: ,gorace
miejsce” dla mutacji.

5. Identyfikacja mutacji w genie kalpainy 3 umozliwila probe kliniczne)
charakterystyki pacjentow z LGMD2A, glownie z rodzin mato licznych
pochodzenia polskiego. Dane te przyczynig si¢ do ustalania korelacji kliniczno -

genetycznych u chorych z ta postacig dystrofii mig§niowej postepujace;.
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Zatqcznik 1

Rodzina 1 - LGMD

—

Rodzna 2 - LGMD2A

Rodzina 5 - LGMD2A Rodzina 6 - LGMD

173



Rodzna 7 - LGMD

Rodzina 8 - LGMD2A

|

Rodzina 9 - LGMD2A
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Rodzna 10 - LGMD

Rodzna 11 - LGMD2A

Rodzna 12 - LGMD
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Rodzna 13 - LGMD

Rodzna 14 - LGMD
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Rodazina 15 - LGMD2A

Rodzinal6 - LGMD2A

Rodzina 17 - LGMD
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Rodzna 18 - LGMD

Rodzina 19 - fenotyp miopatii Miyoshi
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Rodzina 20 - fenotyp miopatii Miyoshi.

Rodzina 21 - LGMD
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Zatqcznik 2

Skala stanu funkcjonalnego wedtug Archibald'a 1 Vignos'a [Archibald 1 Vignos

1959].

I - chodzi samodzielnie 1 wchodzi na schody bez pomocy.

II - chodzi samodzielnie 1 wchodzi na schody trzymajac si¢ o porgczy.

I1I - chodzi samodzielnie i wchodzi na schody trzymajac si¢ o porgczy (powyzej
25 sekund na osiem standartowych stopni).

IV - chodzi samodzielnie, ale nie wchodzi na schody.

V - chodzi samodzielnie, ale nie wchodzi na schody lub nie wstaje z krzesta.

VI - chodzi tylko z pomoca kul.

VII - Nie chodzi, siedzi sam wyprostowany w fotelu, moze sam kierowa¢
wozkiem inwalidzkim, jes¢ 1 pi€.

VIII -siedzi bez podparcia, ale nie moze sam kierowa¢ wozkiem inwalidzkim,
podnosic¢ szklanki lub tyzki do ust.

- nie moze siedzie¢ bez podparcia, sam jesc i pic.

- przykuty do t6zka, wymaga pomocy we wszystkich czynnosciach.
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11. Spis tabel i rycin.

tabele

tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.
tab.

1.1
1.2
1.3
1.4
5.1
5.2
53
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
5.10
5.11
5.12
5.13
5.14

strony
5

15
21
29
68
72
76
79
86
87
87
88
88
103
104
104
123
128

ryciny

ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.
ryc.

ryc

1.1

1.2

1.3

1.4

S5.1a
5.1b
52

53

54

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10
5.11
5.12
5.13
5.14
5.15
5.16
5.17
5.18
5.19
5.20
5.21
522
5.23
5.24
5.25
5.26
5.27
5.28
5.29
5.30
5.31
5.32
533
5.34
5.35
5.36
.5.37

strony
9
10
11
20
70
71
71
73
82
83
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
99
100
101
105
106
107
109
110
111
112
113
114
115
117
118
118
120
121
129
130
131
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