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IDENTIFICARE DELETII SI DUPLICATII IN DIFERITE GENE IMPLICATE IN DISTROFII
MUSCULARE PRIN TEHNICA MLPA

Modificarile in gene conduc la aparitia de proteine anormale, care produc aproximativ
85% din bolile genetice cunoscute. Tehnica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) este una dintre cele mai eficiente metoda de analiza genetica a mutatiilor mari de
tipul deletiilor si duplicatiilor in diferite gene implicate in distrofii musculare.

Gene care pot fi analizate:

Gena Boala asociata Pret analiza
DMD Distrofie musculara Duchenne/Becker 800 Lei
CAPN3 | Distrofie musculara forma centurilor 2A (calpainopatie) 800 Lei
Cav3 Distrofie musculara forma centurilor 1C (caveolinopatie) 800 Lei
DYSF Distrofie musculara forma centurilor 2B (disferlinoaptie) 800 Lei
SGCA Distrofie musculara forma centurilor 2D (a-sarcoglicanpatie)

SGCB Distrofie musculara forma centurilor 2E (B-sarcoglicanopatie) 800 Lei
SGCG | Distrofie musculara forma centurilor 2C (y-sarcoglicanopatie)

DISTROFINOPATIILE (DISTROFIA MUSCULARA DUCHENNE SI DISTROFIA
MUSCULARA BECKER)
OMIM #310200, #300376

Caracteristici: Distrofia musculara Duchenne (DMD) este cea mai comuna forma de distrofie
musculara cu o incidenta de 1 la 3500 baieti. Desi boala exista inca de la nastere, ea devine
simptomatica in jurul varstei de 3-5 ani (Emery AE., 1991), prin afectarea musculaturii centurii
pelviene si a celei scapulare. Intre 2 si 5 ani, bolnavii incep sa prezinte semne de oboseala si
slabiciune musculara, caderi frecvente, si dificultati de mers la urcatul scarilor. Pana la aceasta
varsta ridicarea in ortostatism se face prin sprijin pe ambele maini, extensia bratelor si
impingerea trunchiului in sus, urmata de ridicarea corpului cu sprijinul mainilor pe coapse -
semnul Gowers.
Simptomele distrofiei musculare Becker (BMD) sunt similare cu cele ale distrofiei musculare
Duchenne dar boala debuteaza mai tarziu si progreseaza intr-un ritm mai lent.
Cardiomiopatia dilatativa a fost observata la aproape toti pacientii de sex masculin afectati cat si
la multe femei purtatoare.
Incidenta: DMD 1 la 3500 baieti; BMD 1 la 19000 baieti
Modul de transmitere ereditara: x-linka; La o tremie din cazuri sunt mutatii de novo.
Cauze: Mutatii patogene in gena DMD care codifica proteina citoscheletala - distrofina.
Exista mai multe tipuri de mutatii care pot afecta functia distrofinei:

- deletiile - daca unul sau mai multi exoni ai genei lipsesc
duplicatiile - daca o parte a genei este repetata
mutatiile punctiforme — daca o singura pereche de baze este schimbata
insertii, microdeletii, etc.
Cele mai frecvente mutatii aparute in gena DMD sunt de tipul deletiilor (65-70%), duplicatiilor
5% si mutatiilor punctiforme (35%). Deletiile si duplicatiile pot aparea oriunde in gena, dar sunt
mai concentrate intre exonii 45-55 si exonii 2-10, cunoscute ca zonele “hot spot” ale genei.



Ipoteza cadrului de citire propusa de Monaco A.P. si col., in anul 1988 explica aparitia celor
doua fenotipuri DMD si DMB, rezultate din producerea unor mutatii in aceeasi gena. Conform
acestei teorii, mutatiile pot avea diferite efecte asupra cadrului de citire al mesajului geneteic.
Mutatiile care deplaseaza cadrul de citire (mutatii frame-shiff) au ca rezultat absenta totala a
proteinei din muschiul scheletic, caracteristic fenotipului sever Distrofia Musculara Duchenne.
Mutatiile care mentin cadrul de citire (mutatii in frame) conduc la sinteza unei proteine
anormale, dar partial functionala, carateristic distrofiei musculare Becker.

Corelarea fenotipului cu mutatiile identificate in gena DMD confirma aceasta ipoteza la
aproximativ 90% din cazuri. 10% din pacienti prezinta o neconcordata genotip fenotip.

DISTROFII MUSCULARE DE TIP FORMA CENTURILOR (LGMDs)
(LGMD 1C, LGMD 2A, LGMD 2B, LGMD 2C-D)

Caracteristici: Distrofiile musculare de tip forma centurilor (LGMD - limb girdle muscular
dystrophy) reprezinta un grup complex de boli genetice, care afecteaza in principal musculatura
centurii pelviene si scapulare; debuteaza in a doua sau a treia decada de viata si au o rata de
progresie mult mai mica fata de distrofinopatii. Studiile recente de biologie moleculara au aratat
ca exista mai mult de 20 subtipuri diferite de LGMD. Cele mai comune si mai raspandite tipuri
de distrofii musculare forma centurilor la noi in tara sunt: calpainopatiile (LGMD2A),
sarcoglicanopatiile (LGMD 2C-D) si cu o incidenta mai mica disferlinopatiile (LGMD 2B) si
caveolinopatiile (LGMD 1C).

Incidenta: la nivel mondial de 1:15.000

Mod de transmitere ereditara: Distrofiile musculare de tip forma centurilor sunt boli genetice
cu transmiere autosomal dominanta sau recesiva.

Cauze: Mutatii patogene de tipul deletiilor, duplicatiilor in genele: CAPN3, CAV3, DYSF,
SGCA, SGCB, SGCG care codifica pentru proteinele: calpaina3, caveolina, disferlina,
sarcoglicani —a, - f3, - 7.

Metoda de analiza: Testele moleculare pentru distrofiille musculare implica o amplificare
multipla dependenta de ligare (MLPA) pentru identificarea mutatiilor exonice mari de tipul
deletiilor si duplicatiilor din gena.

Specimen recoltat — sange venos

Recipient recoltare — vacutainer ce contine EDTA ca anticoagulant;

Cantitate recoltata — minim 4 mL sange.

Temperatura de transport °C - 2-8 °C (pe gheata)

Raportarea si interpretarea rezultatelor

Vor fi comunicate deletiile si duplicatiile identificate in gena si asocierea la un fenotip pe baza
corelatiei dintre mutatia identificata si a analizei respectarii teoriei cadrului de citire a mesajului
genetic.

Un rezultat negativ pentru o mutatie la testul MLPA nu exclude diagnosticul la persoanele cu
tablou clinic sugestiv.

Limitele metodei

Tehnica poate detecta pana la 98% din toate deletiile si duplicatiile din gena. Cand mutatiile apar
la nivelul unuii singur exon, este necesara confirmarea mutatiei prin secventirere. Avand in
vedere faptul ca aproximativ 35% din cazurile de distrofinopatie Duchenne/Becker si peste 40 %
din cazuri de LGMD se datoreaza mutatiilor punctiforme, se recomanda fie secventierea
completa a genelor fie biopsia musculara pentru analiza expresiei proteinei deficient prin
imunofluorescenta si western blot.

Utilitatea testului: Analiza deletiilor si duplicatiilor este recomandata in mod special pacientilor
cu tablou clinic de distrofie musculara pentru confirmarea diagnosticului si alegerea conduitei
terapeutice. Totodata cunoasterea exacta a mutatiei permite inscrierea pacientului in trialurile
clinic pentru terapiile genetice in curs de dezvoltare.
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