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Opisuje se uloga distrofina u ekspresiji klinicke slike misi¢nih distrofija. Distrofin je vrlo kompleksan protein, a gen koji kodira nje-
govu sintezu jedan je od najvecih gena ljudskog organizma, te zauzima oko 1% cijeloga X kromosoma. Delecije, duplikacije ili
to¢kaste mutacije pojedinog segmenta tog velikog gena mogu dati sasvim blagu klini¢ku sliku u obliku brzog miSi¢nog zamaranja,
dok promjene u nekom drugom segmentu rezultiraju vrlo teskim i letalnim oblicima Duchenneove distrofije.

Kljuéne rijeé¢i: distrofin, Duchenneova i Beckerova miSi¢na distrofija, podru¢je Xp21.2 - lokus

Duchenneova misi¢na distrofija (pseudohipertrofi¢na misiéna
distrofija) opisana je jo§ 1868. godine. To je letalna nasljedna
bolest kojoj je glavna karakteristika napredujuéa slabost
misicnog tkiva koje degenerira 1 biva zamijenjeno masnim i
vezivnim tkivom. Najéeséa je od svih oblika miSi¢ne distrofije u
djece, s incidencijom 1 na 3500 djecaka.
Nasljedivanje je X-vezano recesivno, a u 30% bolesnika bolest
nastaje zbog nove mutacije (1).
Genski se lokus nalazi na Xp21.2. Gen Duchenneove misicne
distrofije obuhvaca oko 2500 kb (dva 1 pol milijuna parova baza)
i sadrzava oko 80 egzona te je najveéi dosad poznati gen u ljud-
skom genomu. Cini vise od 1% DNK ¢itavog X-gonosoma (2).
Oko 60% bolesnika ima deleciju jednog ili vise egzona, oko
30% ima duplikaciju dijelova gena, a svega 10% ima tockaste
mutacije. Uz intragenske egzonske promjene moguce su u tako
ogromnom genu s velikom evolucijskom stabilnos¢u 1 promjene
u intronima unutar kojih skriveni egzoni, ¢ak 1 mali geni, mogu
imati to¢kaste mutacije (3).
Genski sastojak jest distrofin. Otkrio ga je Hoffman sa surad-
nicima 1986. godine, a kompletnu sekvencu distrofinske cDNA
definirao je Koenig sa suradnicima 1988. To je protein koji se
sastoji od 3685 aminokiselina, ima molekularnu masu od 427
kilodaltona te je jedan od najvecih proteina u ljudskom tijelu. Po
strukturi je slican drugim citoskeletnim proteinima - beta-spek-
trinu 1 alfa-aktinu. Sastavljen je od 4 funkcionalna dijela:
1. NH, - terminalni dio je strukturno sli¢an alfa-aktinu, sastoji
se od 240 aminokiselina;
2. najveci segment koji ¢ine 2700 aminokiselina sastoji se od 26
spektrinu sliénih ponavljajucih tripleta;
3. cisteinom bogati kraj sastoji se od 280 aminokiselina, a nije
homologan niti jednom drugom proteinu;
4. C-terminalni segment sastavljen je od 429 aminokiselina, a
vezan je za stani¢nu membranu glikoproteinskom strukturom
s kojom tvori jedinstveni distrofinsko-glikoproteinski kom-
pleks (DPG) (4).
Kada se distrofin odvoji od sarkolemske frakcije, udruzuje se u
velik oligomerni kompleks sa sarkolemskim proteinima i gliko-
proteinima, tzv. distrofinsko-glikoproteinski kompleks (DGC).
Prvi ga je opisao Campbell sa suradnicima i nazvao dystrophin-
associated complex (DAPs) (5). Komponente DGC ukljucuju
nekoliko proteina s citoplazmatske strane (distrofin, sintrofin i

distrobrevin) i dva transmembranska glikoproteinska kompleksa
(distroglikan i sarkoglikan). Grada DGC razlikuje se u pojedin-
im tkivima. DGC je tijesno "pakiran" izmedu citoskeleta i
ekstracelularnog matriksa. N-terminalni dio distrofina vezan je
na citoskeletni F-aktin.

Distroglikanski kompleks sastoji se od alfa-distroglikana -
velikog ekstracelularnog laminina koji veze glikoprotein te od
transmembranskog glikoproteina beta-distroglikana. U ne-
misi¢nim tkivima alfa-distroglikan je ekstracelularni protein koji
je vezan (vjerojatno $ecernim lancem) uz laminin, sastavnicu
ekstracelularnog matriksa.

Sarkoglikanski kompleks je transmembranski glikoprotein koji
se sastoji od alfa-, beta-, gama- delta-, epsilon-sarkoglikana. Alfa
i gama-sarkoglikan nisu izrazeni u glatkim misi¢nim stanicama,
a epsilon-sarkoglikan nije izrazen u skeletnim misi¢ima.
Sintrofinski citoplazmatski kompleks sastoji se od alfa-, betal-,
beta2- gamal- i gama2-sintrofina. Alfa-sintrofin je intracelularni
protein specifican za misi¢, betal-sintrofin je osnovni protein
sintrofinskog kompleksa, a beta2-sintrofin je lokaliziran na neu-
romuskularnoj membrani. U sastav DGC-a ulaze jo$ i trans-
membranski protein sarkospan te jedan veliki protein koji je
vezan za F-aktin (6). Sarkospan povezuje sarkoglikanski kom-
peks s alta-distroglikanom (7).

Slika 1. prikazuje smjestaj distrofina i distrofinsko-glikoprotein-
skog kompleksa na misi¢noj membrani.

Distrofin izgleda poput heksagonalne reSetke koja je vezana za
staniénu membranu skeletnih 1 sr€anog misica, posebno za t-
tubule miofibrila. Pri oste¢enju DMD-gena prestaje ili se mijen-
ja sinteza distrofina, pa sarkoplazmatske membrane pucaju.
Kroz o§tecene membrane ulazi u sarkoplazmu kalcij te se aktivi-
raju unutarstaniéne proteaze koje razaraju strukturne proteine
miofibrila. Kona¢ni rezultat jest smrt stanice (2).

Slika 2. prikazuje distrofinski protein u prostoru.

Biopsijom misi¢a zahvacenih distrofijom nalazi se nejednaki
promjer misi¢nih vlakana, od izrazito povec¢anog do jako reduci-
ranog s umnazanjem endomizija i infiltracijom perimizija mas-
nim stanicama. Jezgre misi¢nih vlakana smjestene su u sredini
vlakna umjesto subsarkolemalno.

Na slici 3. prikazan je bioptat miSi¢a vastusa lateralisa obiljezen
monoklonskim protutijelima.

Da bi se prikazao distrofinsko-glikoproteinski kompleks, bioptat
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SLIKA 1.
Shematski prikaz smjestaja distrofina i distrofinsko-glikoproteinskog kompleksa na misi¢noj membrani (6)
FIGURE 1.

View of the position of dystrophin and the dystrophin-glycoprotein complex on muscle membrane (6)

misi¢a se pretrazuje imunofluorescentnom tehnikom. Za obil-
Jjezavanje se upotrebljavaju specificna monoklonska ili poliklon-
ska protutitijela na odredeni segment distrofina, naj¢eS¢e na N-
terminalni dio. Nedostatak imunoreaktivnosti gotovo je sigurna
potvrda nedostatka distrofina. Biokemijskim metodama, tzv.
imunoblottingom moze se odrediti molekularna masa abnor-
malnog proteina ukoliko je ouvan barem manji segment. Ta je
metoda bitnija za dokazivanje Beckerove distrofije. kao blaze
varijante DMD (10).
Do danas je poznato vise od deset klinickih oblika miSi¢ne dis-
trofije s vrlo slicnom klinickom slikom. Svaki oblik DMD
posljedica je specificnog genskog ostecenja. Upravo je het-
erogenost gena za DMD razlog dijagnostickim problemima pri
detekciji specificnog molekularnog osteéenja.
I. Delecija prve trecine distrofinskog gena daje klinicku sliku
koja pocinje u djetinjstvu i prezentira se miSicnom slaboscu,
ali nema progresije. Tehnikom Western blot nalazi se manja,
ali funkcionalno sposobna molekula distrofina.
Delecija 1824 para baza u 3'-kraju gena koji determinira cis-
teinski dio proteina dovodi do razvoja pune klinicke slike
DMD.
3. Delecija koja obuhvaca egzone 3 - 6 daje sliku atipi¢ne
Beckerove distrofije s nesto povoljnijom prognozom (11).
4. Delecija fragmenta koji nastaje djelovanjem restrikcijskog
enzima HindlIll u podru¢ju egzona 45-48 prezentira se

[

SLIKA 2. o ) o ; : 5
; : - : misi¢nim zamorom, mialgijama i povremenim epizodama
Prikaz distrofinskog proteina u prostoru (8) hemoglobinurije (12) :
FIGURE 2. g i N o L
o di ional caf N " il 5. Delecija u podru¢ju centromere, uz sam DMD-lokus prezen
hree-dimensional presentation of dystrophin protein molecule : g i e s . : ! .
b E (8) RS D tira se ozbiljnom klinickim slikom dilatativne kadiomio-

patije. To je tzv. X-vezana dilatativna kardiomiopatija
(XLCM). Uporabom antidistrofinskih protutijela na
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SLIKA 3.

Bioptat misica vastusa lateralisa obiljeZzen fluorescentnim
monoklonskim protutijelima. Gore, uredan nalaz: izmedu
misi¢nih vlakana vidi se distrofin koji fluorescira (Zute toc¢-
kice). Dolje, misic¢ bolesnika s Duchenneovom distrofijom:
prosireni su prostori izmedu misiénih vlakana na racun
vezivnog tkiva, a tek na jednom mjestu uoc¢ava se fluorescenci-
ja (Zuta tockica) distrofina ( 9).

FIGURE 3.

Biopsy of muscle vastus lateralis marked with fluorescent
monoclonic antibody. Upper, normal muscle: between muscle
fibre dystrophin expressed like fluorescent yellow points.
Down, muscle of patient with Duchenne dystrophy: broadened
area between muscle fibres, with multiplying connective tissue.
Dystrophin expressed like fluorescent yellow point only in one
place (9).

N-terminalni kraj distrofina nalazi se vrlo oskudna koli¢ina
sréanog distrofina dok je distrofin skeletnih miSi¢a o¢uvan
(13).

6. Mentalna retardacija, koja je gotovo uvijek blazeg stupnja,
nalazi se otprilike u 30% bolesnika s DMD. Pronalaskom
distrofinske mRNA u mozgu doslo se do prvih spoznaja o
mogucoj vezi izmedu ekspresije DMD-proteina, funkcije
neurona i mentalne retardacije. Distrofin u mozgu zapravo
je izoforma distrofina skeletnih misica 1 nalazi se u postsi-
napti¢koj pukotini. Delecije u podrucju distalnog dijela
DMD-gena mnogo su ¢esce u bolesnika s mentalnom retar-
dacijom nego delecije u proksimalnom dijelu (14).

7. Delecija u podru¢ju segmenta Dp140 daje punu klinicku
sliku DMD udruzene s mentalnom retardacijom. Rjeda je

varijanta delecija tog segmenta s ekspresijom klinicke slike
Beckerove distrofije (BMD) i mentalne retardacije (15).

8. Dvije multicentri¢ne studije, koje su obuhvatile ukupno 473
bolesnika s DMD/BMD, pokazale su da je odnos proksi-
malne i distalne delecije gotovo 1:3. Proksimalne delecije
vjerojatno su posljedica novih mutacija u ranoj fazi embrio-
geneze (16).

9. U 30% djece s punom klinickom slikom DMD najcesci gen-
ski defekt jesu delecije zbog intragenskog loma u podru¢ju
egzona 44 koji se sastoji od 160 do 180 kb.

10. Duplikacije sredisnjeg dijela gena mogu se prezentirati vrlo
aroliko. To se podruc¢je moze nacelno podijeliti u tri dijela s
obzirom na klini¢ku prezentaciju. Duplikacije u podrucju
egzona 53 rezultiraju sasvim blagom slikom BMD, one u
proksimalnom segmentu uopce ne daju klinicku sliku DMD
nego se oc¢ituju kao jake mialgije i gréevi, ali bez progresije,
a duplikacija sredisnjeg dijela moze dati praktucki urednu
klini¢ku sliku, samo uz povisene aktivnosti kreatin-fosfoki-
naze (17).

ZAKLJUCAK

Istrazivanja razli¢itih genskih ostecenja i njihovog fenotipskog
izrazavanja u obliku razli¢itih klini¢kih oblika DMD nalaze svoj
puni smisao u mogucnosti to¢nije klinicke dijagnostike, osobito
prenatalnog prepoznavanja te nasljedne bolesti. Dok distrofinski
gen i njegov genski sastojak nisu bili poznati, zene nositeljice
abnormalnog DMD-gena mogle su odlu¢ivati o eventualnom
prekidu trudno¢e samo na temelju spola ploda i povisenih
aktivnosti CPK u serumu ploda i svom serumu. Ta razina prena-
talne dijagnostike nije bila dovoljno osjetljiva niti pouzdana pa
se sigurno Zrtvovao i mnogi zdrav muski plod. Poboljsana tehni-
ka detekcije DMD/BMD danas omogucuje odluku o materinstvu
na temelju pouzdane geneticke informacije (1). Genska terapijs-
ka primjena modificirane, ali u cijelosti funkcionalne molekule
distrofina iskuSava se na transgeni¢nim miSevima. Injiciranjem
adenovirusa kao prijenosnika mikro-distrofinske molekule u
imunokompetentnih miseva u misi¢ima nalazimo malu dis-
trofinsku molekulu koja u cijelosti omogucava misi¢nu
aktivnost, stoga u skoroj buduénosti ofekujemo mogucnost
genske terapije ove teske i letalne nasljedne bolesti (18).
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CLINICAL EXPRESSION OF DUCHENNE AND BECKER MUSCULAR DYSTROPHY WITH RESPECT TO
MANIFESTATION IN THE AREA OF Xp21.2 - LOCUS WHICH CODIFIES DYSTROPHIN SYNTHESIS

Silvija Pugelji¢!, Vesna Milas!, Mirna Sipl! and Ivo Puselji¢?
Pediatric Clinic!, Institute of Radiology?, Clinical Hospital Osijek

ABSTRACT

The role of dystrophin in various clinical presentations of muscular dystrophy is described. Dystrophin is a very complex protein, and
the gene coding its synthesis is one of the largest ones in the human genome, occupying about | percent of the X-chromosome. Dele-
tions, duplications or point mutations of this huge gene may result in various clinical manifestations ranging from mild muscular
fatigue to lethal forms of Duchenne muscular dystrophy.

Key words: dystrophin, Duchenne and Becker muscular dystrophy. area of Xp21.2-locus
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