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ZNAČAJ ODREĐIVANJA STATUSA PRENOSIOCA KOD DIŠENOVE I 

BEKEROVE MIŠIĆNE DISTROFIJE U POPULACIJI SRBIJE 

Sažetak 

Uvod: Distrofinopatije su bolesti koje nastaju kao posledica mutacija u genu za 

distrofin. Dišenova mišićna distrofija (DMD) predstavlja najteži oblik iz ove grupe 

bolesti. Karakteriše je rani početak bolesti, progresivna mišićna slabost koja dovodi do 

gubitka pokretljivosti bolesnika i kardio-pulmonalne slabosti zbog zahvatanja srčanog i 

respiratornih mišića. Bekerova mišićna distrofija (BMD) se javlja kasnije, ima blaži tok 

bolesti, ali sa velikom varijabilnošću u kliničkoj slici. Nasleđujuju se X-vezano 

recesivno, oboljevaju muškarci dok su žene uglavnom zdravi prenosioci bolesti. 

Procenjeno je da su 2/3 majki nosioci, 5-10% ima gonadni mozaicizam, dok 25-30% 

nema mutaciju. Gen za distrofin (DMD gen) je najveći opisani gen u humanom genomu 

i često je podložan promenama. Najčešće su prisutne intragenske delecije (65%-70%) i 

duplikacije (5-15%) jednog ili više egzona, dok su tačkaste mutacije prisutne u 20% 

slučajeva. 1/3 bolesnika ima de novo mutaciju. Za sada nema uspešne terapije 

distrofinopatija, pa je utvrđivanje statusa nosioca kod ženskih članova u familiji od 

značaja za davanje genetskog saveta i prenatalnu dijagnozu. 

Cilj rada je bio da se utvrde i analiziraju delecije i duplikacije u genu za distrofin kod 

probanada;  da se u slučajevima potvrđenih delecija i duplikacija kod probanada utvdi 

status prenosioca kod njihovih ženskih srodnka; u slučajevima bez dokazanih delecija i 

duplikacija kod probanada, da se ispita mogućnost indirektne genetičke analize za 

određivanje statusa ženskih prenosioca; da se u indikovanim slučajevima izvrši 

prenatalna molekularno genetička analiza DMD gena, primenom adekvatne metode za 

datu porodicu. 

Material i metode: Uzorak su činila 72 DMD/BMD probanda, 69 ženskih članova iz 

44 porodice probanada i 11 trudnica (15 trudnoća). Genomska DNK za analizu je 

izolovana iz limfocita periferne krvi ispitanika metodom isoljavanja prema standardnoj 

proceduri, a za prenatalnu dijagnozu, DNK je izolovana iz uzorka horionskih resica, 

plodove vode ili krvi pupčanika ploda primenom komercijalnog kita. Za detetekciju 

delecija i duplikacija u DMD genu kod probanda primenjene su metoda lančane reakcije 

polimeraze (PCR) i metoda istovremenog umnožavanja vezanih proba (MLPA); za 



 

detekciju ženskih nosioca primenjene su MLPA metoda i analiza vezanosti; za 

prenatalnu dijagnozu primenjene su PCR metoda, analiza vezanosti i MLPA metoda.   

Rezultati: Primenom PCR i/ili MLPA metode kod 29 DMD i 43 BMD probanada je 

otkriveno 68,1%, velikih mutacija, tj. 87,7% delecija i 12,3% duplikacija. Delecije i 

duplikacije su zahvatile veći broj egzona u 79,6% slučajeva, a najčešća lokalizacija je 

bila u štapićastom domenu gena, u 85,7%. Odstupanje od Monakovog pravila je bilo 

prisutno kod 8,7% DMD bolesnika i 16,7% BMD bolesnika. Kod ispitanih ženskih 

srodnika probanada, velike mutacije su bile nađene u 39,6% slučajeva. Od 37 ispitanih 

majki probanada, potvrđenih nosioca je bilo 45,9%. Kod izolovanih DMD slučajeva je 

nađeno 50% majki nosioca, odnosno 37,5% kod BMD. Među DMD/BMD slučajevima 

sa delecijom, majke su bile potvrđene kao nosioci u 56% slučajava, a u DMD/BMD 

slučajevima sa duplikacijom majke su bile nosioci u 75% slučajeva. Od preostalih 16 

ženskih srodnika, kod 25% su bile nađene delecije koje ima i proband sa kojim su u 

srodstvu. U analizi vezanosti najinformativniji je bio marker DXS1237 (intron 45) u 

77,8% slučajeva. Na osnovu samo analize vezanosti kod 8 porodica, učestalost ženskih 

hetrozigota je iznosila 82,3%. Kod 7 porodica analiza vezanosti je bila dopunjena 

MLPA analizom, a predviđanje na osnovu analize vezanosti da su nosioci ili ne, je bilo 

potvrđeno kod 55,5% ispitanica (dve porodice); kod 4 porodice nije mogla biti 

isključena tačkasta mutacija; a kod jedne porodice MLPA analiza nije potvrdila nosioce. 

Kod 3 trudnice kod kojih je primenjena indirektna molekularno genetička metoda, za 

dva muška ploda očekivani ishod je bio da će biti zdravi, dok kod trećeg ploda 

predviđeni ishod, da će biti bolestan, nije bio potvrđen MLPA analizom, ali se ne 

isključuje mogućnost prisustva tačkaste mutacije. Kod 8 trudnica (12 trudnoća) je bila 

primenjena direktna molekularno genetička metoda. Kod jedne majke, iz tri trudnoće, 

dva ploda (jedan muški, jedan ženski) su imala deleciju, dok jedan muški plod nije imao 

deleciju; kod druge majke, u dve trudnoće, delecija je bila potvrđena kod oba muška 

ploda.  

Zaključak: U porodicama sa dokazanim delecijama ili duplikacijama u DMD genu kod 

probanda, direktna molekularno genetička analiza omogućuje precizno otkrivanje žena 

prenosioca ovog tipa mutacije i utvrđivanje stope de novo i nasleđenih mutacija. Na 

osnovu dobijenih podataka za naš uzorak, utvrđena stopa novih mutacija iznosi ukupno 

51,4%, odnosno 45,5% za DMD bolesnike i 60% za BMD bolesnike. U slučajevima bez 



 

dokazanih delecija ili duplikacija u DMD genu kod obolelog, indirektnom molekularno 

genetičkom analizom tj. analizom vezanosti, može se pratiti nasleđivanje rizičnog 

hromozoma kod svih članova u porodici. Ukoliko se kod majke ne otkrije promena u 

DMD genu, to još uvek ne isključuje prisustvo mutacije, tj. mogućnost prisustva 

gonadnog mozaicizma kod majke, pa je prenatalna dijagnoza od velikog značaja u 

svakom od pomenutih slučajeva.  

Ključne reči: distrofinopatije, mutacije u DMD genu, ženski nosioci, prenatalna 

dijagnoza 

Naučna oblast: Medicina 

Uža naučna oblast: Genetika 

UDK broj: 



 

THE IMPORTANCE OF DETERMINING CARRIER STATUS IN 

DUCHENNE'S AND BEKER'S MUSCULAR DYSROPHY IN THE 

POPULATION OF SERBIA 

Abstract 

Introduction: Dystrophinopathies are diseases that result from mutations in the 

dystrophin gene. Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most severe form of this 

group of diseases. It is characterized by an early onset of the disease, a progressive 

muscle weakness that leads to loss of mobility of the patient, spreading to the heart and 

respiratory muscles, causing cardio-pulmonary weakness. Becker muscular dystrophy 

(BMD) occurs in late childhood or adolescence, has a milder course of the disease, but 

with widely variable clinical presentations. It has an X-linked recessive inherited 

pattern, whereby males are affected, while females are mostly healthy carriers of the 

disease. It is estimated that 2/3 of the mothers are carriers, 5-10% have gonadal 

mosaicism and 25-30% have no mutation. The gene for dystrophin (DMD gene) is the 

largest known gene in the human genome and is often subject to change. The most 

common changes are intragenal deletions (65% -70%) and the duplication (5-15%) of 

one or more exons, as well as point mutations in 20% of cases. 1/3 of patients have de 

novo mutation. There is no successful therapy for dystrophinopathy, therefore the 

detection of female carriers in a family is important for genetic counseling and prenatal 

daignosis. 

The aim of work was to determine and analyze the deletions and duplications of the 

dystrophin gene in probands; in the cases of confirmed deletions and duplications in the 

trial, to determine the status of the carrier in their female relatives; in the cases with no 

proven deletions and duplications in the trial, the possibility of indirect genetic analysis 

for determining the status of female carriers; in the indicated cases to perform prenatal 

molecular genetic analysis of the DMD gene, using an appropriate method for a 

particular family. 

Material and methods: The sample consisted of 72 DMD/BMD probands, 69 female 

members from 44 proband families and 11 pregnant women (15 pregnancies). The 

genomic DNA for analysis was isolated from the peripheral blood lymphocytes of the 

subjects, according to the standard procedure, and for prenatal diagnosis, the DNA was 



 

isolated from the sample of chorionic villi, amniotic fluid or blood of the umbilical cord 

using a commercial kit. For the detection of deletions and duplications in the DMD 

gene, polymerase chain reaction (PCR) method and multiplex ligation-dependent probe 

amplification (MLPA) method were applied; for the detection of female carriers, the 

MLPA method and linkage analysis were used; for prenatal diagnosis, the PCR method, 

linkage analysis and MLPA methods were applied.  

Results: By using PCR and/or MLPA methods in 29 DMD and 43 BMD probands 

68.1% large mutations were found, i.e. 87.7% deletion and 12.3% duplication. 

Deletions and duplications included more exons in 79.6% of cases, and the most 

common localization was in the central rod domain of the gene, in 85.7%. An exception 

from the Monaco rule was present in 8.7% of DMD patients and 16.7% of BMD 

patients. In the case of female relatives of probanads, large mutations were found in 

39.6% of cases. Out of the 37 proband mothers tested, 45.9% were confirmed as 

carriers. In isolated DMD cases, 50% of the mothers were confirmed as carriers, and 

37.5% in the BMD. Among DMD/BMD cases with deletions, mothers were confirmed 

as carriers in 56% of cases, and in DMD/BMD cases with duplications, the mothers 

were confirmed as carriers in 75% of cases. Of the remaining 16 female relatives, 

deletions were found in 25%, and they were the same as those of their proband relatives. 

In the linkage analysis, the most informative marker was DXS1237 (intron 45) in 77.8% 

of cases. Based only on the linkage analysis in 8 families, the frequency of female 

heterozygous was 82.3%. In 7 families, linkage analysis was supplemented by MLPA 

analysis, and prediction based on the linkage analysis of whether they are carriers or 

not, was confirmed in 55,5% of respondents (two families); in 4 families point 

mutation could not be excluded; while in one family MLPA analysis did not confirm the 

carriers. In 3 pregnant women, an indirect molecular genetic method was applied. For 

two male fetuses the expected outcome was that they would be healthy, while in the 

third fetus the predicted outcome was not confirmed by MLPA analysis, which does not 

exclude the possibility of point mutation. In 8 pregnant women (12 pregnancies), a 

direct molecular genetic method was applied. In one mother, from three pregnancies, 

two fetuses (one male, one female) had a deletion, while one male fetus had no deletion; 

in the second mother, in two pregnancies, deletion was confirmed in both male fetuses. 



 

Conclusion: In families with proven deletions or duplications in the DMD gene in the 

probands, direct molecular genetic analysis enables the precise detection of female 

carriers of this type of mutation and determining the rate of de novo and inherited 

mutations. Based on the data obtained for our sample, the determined rate of new 

mutations amounts to a total of 51.4%, or 45.5% of DMD patients and 60% of BMD 

patients. In cases where there is no evidence of deletion or duplication in the DMD gene 

in the probands, indirect molecular genetic analysis (linkage analysis) can be used to 

follow the inheritance of risky chromosome in all family members. If there are no 

confirmed changes in the DMD gene of the mother, this does not still exclude the 

presence of a mutation and the possibility of the presence of gonadal mosaicism in the 

mother, therefore prenatal diagnosis is of great importance in each of the above cases. 

Key words: dystrophinopathies, mutations in DMD gene, female carrier, prenatal 

diagnosis  

Scientific area: Medicine 

Scientific field: Genetics 
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1. Uvod 
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Mišićne distrofije obuhvataju klinički heterogenu grupu naslednih poremećaja. 

Karakteriše ih progresivna slabost simetričnih grupa skeletnih mišića, u nekim 

slučajevima i srčanog, što dovodi do različitog stepena invaliditeta i preuranjene smrti. 

U ovu grupu poremećaja spadaju Dišenova i Bekerova mišićna distrofija, ređa stanja 

vezana za skeletne ili srčane miopatije, kao i kardiomopatija vezana za X hromozom.  

Prvi radovi koji govore o neuromišićnim poremećajima datiraju još iz 19. veka. Npr. 

Conte i Gioja 1836. godine (1), opisuju pojavu mišićne slabosti kod dva brata sa 

početkom u 10-oj godini života, koja progredira u generalizovanu mišićnu slabost sa 

hipertrofijom mišića. Takođe, Meryon 1852. godine (2) daje prikaz porodice u kojoj su 

bila zahvaćena četiri dečaka sa značajnim promenenama na mišićima, ali bez promena u 

centralnom nervnom sistemu. Ovi podaci su ukazivali da je u osnovi poremećaja defekt 

sarkoleme mišića, da je naslednog karaktera i da oboljevaju muškarci. Francuski 

neurolog Guillaume Duchenne 1868. godine (3) daje obiman prikaz neuromišićne 

bolesti kod 13 pacijenata, koju naziva – pseudohipertrofična mišićna paraliza (engl. 

"paralyse musculaire pseudo-hypertrophique"). Zbog velikog doprinosa razumevanju 

mišićnih bolesti, u čast Guillaume Duchenne-a, klasičan oblik mišićne distrofije kao 

najteži oblik u ovoj grupi bolesti, dobija ime po njemu - Dišenova mišićna distrofija.  

Distrofinopatije čine Dišenova mišićna distrofija, Bekerova mišićna distrofija i 

kardiomiopatija vezana za X hromozom, a nastaju kao posledica mutacija istog gena 

koji kodira citoskeletni protein distrofin. To su monogenske bolesti sa X-vezanim 

recesivnim tipom nasleđivanja gde oboljevaju muškarci, dok su žene uglavnom zdravi 

prenosioci bolesti. Dišenova mišićna distrofija (DMD) se javlja sa učestalošću 1:3500 

živorođene muške dece i predstavlja najteži oblik iz ove grupe poremećaja zbog 

odsustva proteina distrofina. Bolest se ispoljava oko treće godine života, a karakteriše je 

progresivno slabljenje skeletne i glatke muskulature, kao i funkcije srčanog mišića, u 

dvadesetim godinama života (4). Bekerova mišićna distrofija (BMD) predstavlja alelni 

oblik DMD, javlja se kasnije tokom života, uglavnom sa srednje teškom kliničkom 

slikom, ali varijabilnom, od veoma blagih - skoro asimptomatskih oblika, do formi 

graničnih sa DMD. Kako se radi o bolestima za koje još uvek nema uspešne terapije, 

otkrivanje mutacije kod bolesnika, kao i utvrđivanje statusa ženskih prenosioca bolesti 

su od velikog značaja za davanje genetičkog saveta i prenatalnu dijagnozu. 
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1.1. Gen za distrofin  

Humani X hromozom sadrži 155 miliona baza i oko 1900 gena, od čega 824 gena 

kodira proteine, a samo 48 gena ima funkcionalne parove na Y hromozomu. Gen za 

distrofin (DMD gen) se nalazi na X hromozomu i najveći je otkriveni gen u humanom 

genomu. Kompletna cDNK ovog gena i njegova preliminarna organizacija data je 1987. 

godine (5). DMD gen je lociran na kratkom kraku X hromozoma (Xp21.2- p21.1; slika 

1) i obuhvata 2.220.223 baznih parova, što čini oko 0,1% humanog genoma. Strukturu 

gena čini 79 kodirajućih sekvenci, odnosno egzona i najmanje 7 tkivno specifičnih 

promotora, povezanih sa jedinstvenim prvim egzonima (slika 2) (6). Nekodirajući 

regioni – introni, čine 99% gena za distrofin. 

 

 
Slika 1. Pozicija DMD gena na X hromozomu (preuzeto sa https://ghr.nlm.nih.gov/gene/DMD) 

 

Poznato je da DMD gen daje najmanje 18 različitih transkripata iRNK i samim tim 

različite forme distrofina (7). Transkript DMD gena koji se prevodi u protein pune 

dužine (427kDa) (8) ima 14000bp, i za njegovu sintezu potrebno je 16h. Tri izoforme 

distrofina, pune dužine i istog broja egzona, imaju različite specifične promotore na 5’ 

kraju gena koji su povezani sa jedinstvenim prvim egzonima. Ovi promotorski regioni 

su nazvani prema tkivima u kojima se prevashodno eksprimiraju - dp427m se 

eksprimira u skeletnim i srčanom mišiću, i u nekim glijalnim ćelijama (9); dp427c je 

prisutan u mozgu, primarno u kortikalnim neuronima i hipokampusu, kao i u ćelijama 

retine; dok dp427p kontroliše ekspresiju u Purkinjeovim ćelijama, ali i u skeletnim 

mišićima (10). Osim pomenutih tkiva, opisane su forme distrofina koje su prisutne i u 

Švanovim ćelijama, bubrezima, jetri, plućima, limfocitima... Ove forme distrofina su 

poreklom sa četiri promotora koja su lokalizovana unutar samog gena, a dovode do 
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stvaranja kraćih izoformi distrofina. Svaki od ovih promotora koristi jedinstveni prvi 

egzon za spajanje sa egzonima 30, 45, 56 i 63 za izoforme distrofina određene veličine. 

Imena ovih promotora odgovaraju molekularnoj težini proteina koji daju: dp260 (intron 

29) je retinalna izoforma, takođe prisutna u mozgu i srčanom mišiću (11); dp140 (intron 

44), izoforma je prisutna u mozgu i bubrezima (12); dp116 (intron 55), je izoforma koja 

se nalazi samo kod odraslih osoba duž membrane Švanovih ćelija (13); i dp71 

(lokalizovan 8kb uzvodno od egzona 63), daje opštu izoformu distrofina koja se nalazi u 

većini nemišićnih tkiva – mozgu, bubrezima, jetri i plućima (14). Iako su ove izoforme 

distrofina sa nedostajućim aktin vezujućim krajem, one sadrže cistein-bogati domen, 

kao i C-terminus, sa vezujućim mestima za proteine – distroglikana, distrobrevina i 

sintrofina. Važan mehanizam nastanka mnogih izoformi distrofina leži u mehanizmu 

alternativnog splajsovanja, što predstavlja vid regulacije genske ekspresije (7), ali i 

mehanizmu egzonskog premeštanja koji se ogleda u recipročnom rasporedu egzona 

(engl. exon scrambling) (15). Od svih pomenutih izoformi distrofina, kao funkcionalno 

najznačajnija forma, izdvaja se mišićni distrofin. 
 

 

 
Slika 2. Strukturna organizacija DMD gena (modifikovano prema Muntoni i sar. (6)): 

prikazani su tkivno specifični promotori – za mozak (B i B3), mišiće (M), 

Purkinjeove ćelije (P), mrežnjaču (R), Švanove ćelije (S), opšti promoter (G). 
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1.2.  Distrofin i distrofin-glikoproteinski kompleks  

Distrofin je veliki štapićasti protein, molekulske težine 427kDa, i pripada spektrinskoj 

familiji proteina. Izgrađen je od 3685 aminokiselina i ima 4 različita funkcionalna 

domena. N-terminalni domen (engl. N-terminal actin-binding domain; sa ABD1 

vezujućim mestom) je kodiran egzonima 1-8 DMD gena i sadrži do 240 aminokiselina. 

Ovaj domen sadrži dva kalponin-homologa regiona CH1 i CH2, sa tri aktin vezujuće 

sekvence, i omogućuje vezivanje distrofina za aktinske filamente citoskeleta (16). 

Centralni, štapićasti domen (egzoni 9-62), se sastoji iz 24 ponovaka sličnih spektrinu i 

sadrži oko 3000 aminokiselina, kao i 4 zglobna mesta bogata prolinom (H1-H4) koja 

daju fleksibilnost proteinu. U blizini središnjeg dela štapićastog domena nalazi se drugo 

vezujuće mesto (engl. second actin-binding domain; ABD2) preko koga, zajedno sa 

ABD1, distrofin gradi jaku bočnu vezu duž aktinskih filamenata, sa jedne strane, a 

preko cistein bogatog domena ostvaruje vezu sa C-terminalnim krajem, sa druge strane 

(17). Cisteinski domen je bogat cisteinom (egzoni 62-69), izgrađen je od 280 

aminokiselina i sadrži WW domen, EF ručni domen (engl. hand domain), i ZZ domen. 

C-terminalni domen (egzoni 70-79) se sastoji od 420 aminokiselina, a kodira ga visoko 

konzervisan, alternativno splajsovan deo gena. C-terminalni deo distrofina ostvaruje 

vezu sa β-distroglikanom mišićne membrane preko WW domena, ali samo u prisustvu 

EF ručnog domena, koji WW domenu omogućuje pravilnu prostornu konformaciju za 

formiranje te veze (18). ZZ domen ima važnu ulogu u ostvarivanju stabilne veze između 

distrofina i β-distroglikana membrane mišićne ćelije.  

Distrofin čini svega 2% od ukupnih proteina koji su sadržani u mišićima, ali je 

očigledno da ima veoma važnu ulogu u njihovoj strukturi i funkciji (19). Za normalnu 

funkciju mišićne ćelije i integritet mišićne membrane – sarkoleme, važan je veliki broj 

proteina i glikoproteina koji su specifični za mišić. Centralnu ulogu imaju distrofin i 

distrofin-glikoproteinski kompleks (DGK). DGK čine dva transmembranska 

subkompleksa: distroglikani (α i β) i sarkoglikan-sarkospan (α, β, γ, σ, ε-sarkoglikani) i 

citoplazmatski proteini: distrofin, sintrofini i α–distrobrevin, kao i niz drugih distrofin–

udruženih proteina (engl.dystrophin-associated proteins, DAP) (20). Uloga ovog 

kompleksa je da interaguje sa laminom u ekstracelularnom matriksu, a njegov sastav se 

razlikuje u zavisnosti od tkiva. Distroglikani (α i β) potiču od istog polipeptida, koji 
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posttranslacionom obradom daje odgovarajuće forme proteina, u zavisnosti od njihove 

lokalizacije i uloge. α-distroglikan je veliki ekstracelularni glikoprotein, nalazi se na 

površini sarkoleme i ima ulogu receptora za ligande (21;22). Preko glukoznog lanca, α-

distroglikan je povezan sa komponentom bazalne lamine, lamininom-alfa 2, i takođe, 

tesno je povezan sa β-distroglikanom kao transmembranskim proteinom. Unutar ćelije, 

β-distroglikan interaguje sa distrofinom preko cistein-bogatog domena i prve polovine 

C-terminalnog domena. Za drugu polovinu C-terminalnog domena distrofina vezuje se 

sintrofinski citoplazmatski kompleks. Familiju sintrofina čine α, β1, β2, γ1, i γ2 proteini, 

pri čemu je α-sintrofin predominantno prisutan u skeletnim mišićima. Smatra se da su 

sintrofini adaptorni proteini koji lokalizuju signalne molekule blizu sarkoleme. Takođe, 

α1-sintrofin je neophodan za povezivanje neuronalne azot-oksid sintetaze (nNOS) sa 

membranom mišićne ćelije (23). Drugi submembranski glikoproteinski kompleks čine 

sarkoglikani koji su povezani sa distrofinom preko bočne veze distroglikanskog 

kompleksa. Sastav sarkoglikanskog kompleksa razlikuje se u zavisnosti od tkiva (20).  

Iz navedenog se vidi da distrofin ima važnu ulogu osovine u mišićnoj ćeliji, jer 

predstavlja vezu između proteina citoskeleta i plazma membrane mišićnog vlakna. Sa 

jedne strane, preko N-terminalnog i štapićastog domena distrofin je povezan sa f-

aktinom citoskeleta, a preko cistein-bogatog domena i C-terminusa sa β-distroglikanom 

i drugim proteinima i glikoproteinima sarkoleme, čineći distrofinsko-glikoproteinski 

kompleks (DGK, slika 3.) (24;25). Uloga ovog kompleksa je da stabilizuje sarkolemu i 

štiti mišićna vlakna od oštećenja koja nastaju njihovom dugoročnom kontrakcijom 

(24;26). Kako je ranije pomenuto, pojedini proteini DGK-a imaju ulogu i u prenosu 

signala između ćelija. U osnovi tu ulogu imaju sintrofini koji, kao citoplazmatski 

periferni membranski proteini, povezuju jonske kanale i signalne proteine sa 

distrofinom (preko C-terminusa) i njemu sličnim proteinima (27;23). Takođe, druga dva 

membranska kompleksa proteina – integrini i kaveolini, predstavljaju medijatore u 

signalanim kaskadama u ćeliji, koje učestvuju u mehanizmu ćelijske odbrane i regulaciji 

ravnoteže između ćelijskog preživljavanja i ćelijske smrti (26). 
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Slika 3. Distrofin i distrofin-glikoproteinski kompleks  
( preuzeto sa https://www.spandidospublications.com/ijmm/32/5/1166) 

1.3. Patogeneza distrofinopatija 

Promene u genima koji kodiraju proteine DGK-a dovode do različitih oblika mišićnih 

distrofija (28). DGK sadrži distroglikane, sarkoglikane, integrine i kaveolin, a mutacije 

u genima koji kodiraju za ove proteine uglavnom uzrokuju autozomno recesivne oblike 

bolesti (29). U osnovi ovih poremećaja leže abnormalnosti distrofin-udruženog 

kompleksa i oštećenja membrane mišićne ćelije. Ove promene izazivaju niz događaja 

koji vode povećanom ulasku kalcijumovih jona u ćeliju i aktivaciji proteaza, čime se 

ćelije dodatno oštećuju pa nastaje nekroza. Mutacije u DMD genu koje uzrokuju 

nedostatak distrofina vode destabilizaciji DGK-a i progresivnom propadanju 

intracelularnih komponenti, što rezultuje visokom koncentracijom enzima kreatin-fosfo 

kinaze (CPK). Takođe, u serumu se nalaze i povišene vrednosti drugih izoenzima, laktat 

dehidrogenaze, alanin transaminaze i aspartat transaminaze. DMD oštećeni mišić ima 

nejednake ćelije, zamenjene masnim i fibroznim tkivom, a nezahvaćena mišićna vlakna 

postaju hipertrofična (slika 4). Kako proces progredira, mišić se smanjuje, bledi i slabi. 

Kod BMD bolesnika prisustvo skraćenog, delimično funkcionalnog distrofina, u 

određenom stepenu može da stabilizuje membranu mišića, ali izmenjeni ćelijski procesi 

ipak vremenom vode nekrozi ćelije.   

Istraživanja pokazuju da patogeneza ovih poremećaja često uključuje promene u 

strukturi neuromišićne sinapse, sa posledičnim smanjenjem (gubitkom) neuronalne 

azot-oksid sintetaze (nNOS) na postsinaptičkoj membrani. Kao što je rečeno, α1-
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sintrofin povezuje enzim nNOS sa sarkolemom, dok distrofin ima ulogu u dovođenju 

nNOS do membrane. Uloga nNOS je u sintezi azot-oksida (NO) koji vazodilatacijom 

arterijskih krvnih sudova obezbeđuje dotok krvi u mišiće tokom njihove kontrakcije. 

Oštećećenjem proteina DGK-a i smanjenjem nivoa NO dolazi do lokalne ishemije u 

mišiću, a verovatno i do povećanja ćelijske oseljivosti na metabolički stres, što vodi 

nekrozi ćelije (26;30). Takođe, u patogenezi distrofinopatija je značajno i učešće 

imunološkog sistema. Promene u DGK-u dovode do aktivacije većeg broja komponenti 

imunog sistema i niza zapaljenskih signalnih kaskada u različitim periodima bolesti. 

Uočena je rana infiltracija mišićnih ćelija makrofagima i eozinofilima, koja perzistira, a 

njihova interakcija sa oslobođenim zapaljenskim faktorima vremenom vodi nekrozi 

ćelije (31;32). Takođe, specifični antigeni koji se nalaze na površini distrofične ćelije, sa 

svoje strane, aktiviraju T-ćelije koje pokazuju citotoksični efekat prema izmenjenom 

mišiću (33). Vremenom, nekrotični mišići bivaju zamenjeni fibrofastima, a mišić 

postaje tvrd i neelastičan. Nedostatak funkcionalnih mišićnih jedinica uzrokuje slabost i, 

konačno, kontrakture. DMD pacijenti su vezani za invalidska kolica do svoje 12-te 

godine života, dok zahvaćenost respiratornih i kardijalnog mišića vodi ranoj smrtnosti, u 

dvadesetim godinama života (34).  

 

 
Slika 4. a) normalan mišić b) mišić kod DMD bolesnika d) kompletno odsustvo 

distrofina (preuzeto sa https://mmcneuro.wordpress.com/tag/beckers-muscular-dystrophy) 
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Prisustvo distrofina u mišićnoj ćeliji u količini koja je manja od 3%, je karakteristična 

za DMD. Takođe, bez obzira na veličinu proteina, nivoi distrofina između 3% i 10% 

koreliraju sa intermedijarnim fenotipom (blaži DMD ili teški BMD), dok se nivoi 

proteina veći od 20% viđaju kod blagih ili umerenih blika BMD (35). Ipak, još uvek je 

nedovoljno jasno zašto su kod ovih bolesnika određene mišićne grupe zahvaćene 

slabošću više od drugih i zašto se mišićna slabost manifestuje tek nakon nekoliko 

godina, iako je distrofin nedostajući/izmenjen već u fetalnom mišiću.  

1.4. Mutacije u genu za distrofin 

Mutacije su promene u strukturi gena. DMD gen je zbog svoje veličine često podložan 

promenama i predstavlja veliki izazov u otkrivanju i analizi mutacija koje dovode do 

DMD/BMD. Tako su u DMD genu opisane promene koje zahvataju jedan ili više 

egzona (velike mutacije), zatim promene manje od jednog egzona (male mutacije), ili 

retko, promene u intronu (manje od 1% slučajeva). 

U literaturi je opisano više od 200 različitih mutacija u DMD genu, a najčešće prisutne 

promene su delecije. Učestalost velikih intragenskih delecija kod DMD bolesnika iznosi 

65-70%, odnosno kod 55% obolelih od BMD (36). Raspored nađenih delecija u DMD 

genu je specifičan, a najčešće su zahvaćena dva regiona tzv.vruća mesta (engl. hot 

spots). Ovi lokaliteti obuhvataju egzone 45-55 (distalni deo gena), sa tačkom prekida u 

intronu 44 u 30% slučajeva (37) i egzoni 2-20 (proksimalni deo gena), sa najčešćom 

tačkom prekida u egzonima 2 i 7 (6). Duplikacije su prisutne u 5-15% DMD bolesnika i 

kod 5-19% bolesnika sa BMD (38). Passos-Bueno i sar. zapažaju da se kod izolovanih 

DMD/BMD slučajeva, 30% intragenskih delecija i duplikacija javlja u proksimalnom 

delu gena i oko 70% u distalnom delu gena, dok je taj odnos u familijarnim slučajevima 

praktično izjednačen (39). Autori zaključuju da delecije u proksimalnom delu gena 

verovatno nastaju tokom rane embriogeneze, sa većom šansom da postanu familijarne, 

dok se delecije u distalnom delu gena dešavaju kasnije i uglavnom su sporadične. Prema 

istim autorima, rizik rekurencije kod novih mutacija u proksimalnom delu gena iznosi 

oko 30%, a za nove mutacije u distalnom delu gena oko 4%.  

Delecije u DMD genu uglavnom nastaju kao posledica nejednakog krosing-overa tokom 

oogeneze, u 75% slučajeva, dok su u 56% slučajeva posledica mutacija nastalih u 
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muškim gametima (37). Za razliku od delecija, duplikacije češće nastaju zbog događaja 

tokom spermatogeneze (engl. grandpaternal germline) (40). U osnovi, duplikacije mogu 

nastati istim mehanizmom kao i delecije, tokom homologe ili nehomologe 

rekombinacije, ili pak insercijom, ali je analizom tačaka prekida pokazano da 

verovatnije nastaju usled sintezis-zavisnog povezivanja nehomologih krajeva (41). 

Takođe, duplikacije su češće zastupljene u familijama, što povećeva rizik rekurencije. 

Iako se duplikacije mogu naći u bilo kom delu DMD gena, ipak su češće prisutne u 

blizini 5’ kraja gena, a duplikacija egzona 2 je opisana kao najčešća duplikacija jednog 

egzona (41).  

Pored delecija i duplikacija, ostale promene koje se mogu javiti u DMD genu su male 

mutacije (manje od jednog egzona) i javljaju se u 20% slučajeva. Od toga su mikrodelecije 

prisutne u 25% slučajeva, mikroinsercije u 9%, a u 14% greške u intron/egzon povezivanju 

(engl. splice sites). Preostalih 52% malih mutacija čine tačkaste mutacije, od kojih su 50% 

besmislene (engl. nonsesnse), a 2 % su pogrešnog smisla (engl. missense). U 0,3% 

slučajeva javljaju se promene unutar introna (42). Većina tačkastih mutacija je lokalizovana  

u nekodirajućim regionima i ne pokazuju specifičnu distribuciju u genu, mada se veliki broj 

nalazi distalno od egzona 55 (43). Tačkaste mutacije su najčešće besmislene i udružene sa 

DMD fenotipom, u 20-25% slučajeva, dok se kod BMD bolesnika javljaju u manje od 5% 

slučajeva (44;45). Kod malog broja DMD slučajeva, a češće kod BMD bolesnika, tačkaste 

mutacije vode supstituciji aminokiseline, ali je teško predvideti funkcionalne posledice. 1/3 

mutacija u DMD genu su de novo mutacije. Novonastale delecije su uglavnom posledica 

događaja tokom oogeneze (majčina baka), dok su duplikacije i tačkaste mutacije najčešće 

poreklom iz spermatogeneze (majčin deda) (46).  

S obzirom na izuzetnu veličinu DMD gena, pretpostavilo se da ima veću stopu mutacije 

od prosečne stope mutacije drugih gena u genomu (47). Stopa spontanih mutacija u 

DMD genu je visoka i iznosi 1x10-4 po genu, po gametu. Takođe, stopa intragenskih 

rekombinacija u DMD genu je i do četiri puta veća od očekivane (oko10%), a dva 

najčešće zahvaćena regiona obuhvataju egzone 44-51 i egzon 7, što se poklapa sa 

distribucijom delecija u genu tj. “vrućim tačkama” (48). Visoku stopu intragenskih 

rekombinacija i visoku učestalost novih mutacija u DMD genu nalazimo u radovima 

većeg broja autora (40;49-53). 
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1.5. Genotip-fenotip korelacija 

Pokazalo se da veličina i lokalizacija mutacije nisu u korelaciji sa težinom kliničke 

slike, s obzirom da male mutacije vode težem DMD fenotipu, odnosno, mutacije 

velikog broja egzona mogu da daju blaži, BMD fenotip. Prema Monakovom pravilu, 

efekat mutacije na fenotip zavisi od toga da li mutacija menja okvir čitanja genetičke 

šifre ili ne – engl. reading frame rule (slika 5) (54). Teža klinička slika kod DMD 

bolesnika posledica je frame-shift mutacija u genu za distrofin. Ove mutacije (delecije 

ili duplikacije) menjaju okvir čitanja (engl. out-of-frame), što vodi stvaranju praktično 

nedetektujućih količina skraćenog, nefunkcionalnog proteina. Delecije koje ne menjaju 

okvir čitanja (engl. in-frame) rezultuju stvaranjem skraćenog, delimično funkcionalnog 

proteina, što se povezuje sa blažom kliničkom slikom kod BMD bolesnika. Ipak, oko 

10% DMD/BMD bolesnika odstupa od ovog pravila (55). Ova činjenica se odnosi na 

BMD bolesnike koji imaju delecije ili duplikacije koje menjaju okvir čitanja, kao i one 

DMD bolesnike koji imaju delecije ili duplikacije koje ne menjaju okvir čitanja. Novije 

studije ukazuju da duplikacije, koje su češće prisutne kod BMD bolesnika, odstupaju od 

Monakovog pravila čak u preko 30% slučajeva (38). Opisano je nekoliko delecija i 

duplikacija koje menjaju okvir čitanja kod BMD bolesnika, i to u egzonima 3-7, 5-7, 3-

6, 51, 49-50, 47-52, 44 ili 45. Ova pojava objašnjena je kroz dva mehanizma – 

mehanizam alternativnog splajsovanja koji preskakanjem egzona vodi ponovnom 

uspostavljanju okvira čitanja, i drugi, prisustvo dodatnog mesta za otpočinjanje 

translacije, nizvodno od mutacije. Tako delecija egzona 3-7, koja predstavlja out-of 

frame mutaciju, vodi stvaranju BMD fenotipa, zbog alternativnog spajanja sa egzonom 

8, od koga praktično kreće sinteza proteina (56). 
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Slika 5. In frame/out of frame delecije u genu za distrofin (preuzeto sa 

https://www.bjbms.org/ojs/index.php/bjbms/rt/printerFriendly/636/168) 

 

Pomenuto je da distrofin sadrži četiri funkcionalna domena, a promene u njima mogu 

različito da utiču na fenotip. N-terminalni domen, kako je ranije navedeno, sadrži 

aktivna mesta koja omogućavaju vezivanje distrofina za citoskeletni aktin. Mutacije u 

ovom delu bitno remete stabilnost distrofinske sprege i smanjuju afinitet za ostvarivanje 

ove veze, što rezultuje težom kliničkom slikom kod bolesnika (57). Procenjeno je da 7% 

DMD bolesnika ima mutaciju u ovom domenu, a najčešće su zahvaćeni egzoni 2-7. I 

kod BMD bolesnika mutacije koje se javljaju u ovom regionu dovode do nižeg nivoa 

distrofina, što takođe uslovljava težu kliničku sliku. Smatra se da 1/3 bolesnika koji 

imaju mutaciju u ovom regionu odstupa od Monakovog pravila (58). Na primer male 

delecije kod DMD pacijenata koje ne menjaju okvir čitanja (egzoni 3, 5, 3-13), daju teži 

fenotip jer remete 5’ aktin vezujući kraj proteina. Kada su u pitanju BMD bolesnici 

opisane su delecije egzona 3-7, 5-7, 3-6, koje remete okvir čitanja, ali još uvek daju 

srednje teški oblik bolesti. Besmislene mutacije su prisutne u 10% slučajeva i uglavnom 

su povezane sa DMD fenotipom, s obzirom da su besmislene mutacije povezane sa 

BMD sklonije da izazovu egzonsko preskakanje (59).  

Štapićasti domen čini 75% distrofina, sadrži četiri zglobna mesta koja mu daju 

fleksibilnost i drugo vezujuće mesto koje učestvuje u formiranju bočne veze sa 

aktinskim filamentima. Velike mutacije u ovom domenu, koje ne remete okvir čitanja, a 

ograničene su na štapićasti domen i imaju očuvani N i C terminalni domen, uglavnom 
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daju BMD fenotip (60). Ipak, opisana su odstupanja u slučajevima velikih in-frame 

mutacija koje daju DMD fenotip, a koje su obuhvatile egzone 10-44, 13-40 i 3-41 (61). 

Tipična lokalizacija za ovaj region koja daje BMD fenotip jesu delecije distalno od 

egzona 44 (44-59), ali često sa varijabilnom kliničkom slikom (62;63). Tako na primer, 

delecije egzona 45-47 i 45-49 daju teži BMD fenotip, nego delecije egzona 45-48 i 45-

51 (64). Takođe, delecije egzona 32-44, 48-51 i 48-53 pokazuju skoro normalne 

vrednosti distrofina i manifestuju se izolovanom hiper CPK, mijalgijom i grčevima, ali 

bez mišićne slabosti (65). Tome možemo dodati i deleciju egzona 48, koja takođe daje 

blažu BMD formu (66).  

1.6. Nasleđivanje DMD/BMD 

Dišenova i Bekerova mišićna distrofija su monogeneske bolesti koje se nasleđuju X-

vezano recesivno, oboljevaju muškarci koji su hemizigoti za mutirani alel, dok su žene 

uglavnom zdravi heterozigotni prenosioci bolesti.  

Prema Mendelovom principu nasleđivanja: 1. otac oboleo od X recesivne bolesti 

prenosi mutirani alel samo ženskoj deci koja će biti fenotipski zdravi prenosioci bolesti; 

2. žena heterozigotni nosilac mutiranog gena, ima verovatnoću od 50% da njene ćerke 

naslede X hromozom sa mutiranim alelom i budu nosioci, kao i 50% da taj hromozom 

naslede sinovi i obole. Da bi žena obolela od X vezane recesivne bolesti, njena majka bi 

morala biti prenosilac, a otac bolestan, a verovatnoća iznosi 25%. Ili ređe, žena može 

oboleti od X recesivne bolesti - u našem slučaju od DMD/BMD, ako se mutirani gen 

nalazi na jedinom X hromozomu, kao kod Tarnerovog sindroma (67); usled 

uniparentalne dizomije X hromozoma koji nose mutirane gene (68); kod postojanja 

balansirane translokacije između X hromozoma i autozoma, sa tačkom prekida u DMD 

genu (zbog inaktivacije zdravog X hromozoma); ili kao posledica preferencijalne 

inaktivacije X hromozoma (69).  

Kod izolovanih slučajeva Dišenove mišićne distrofije procenjeno je da su 2/3 majki 

nosioci mutacije, kod 5-10% je prisutan gonadni mozaicizam, dok je u 25-30% 

slučajeva u pitanju nova mutacija nastala tokom mejoze (67). Nalazi autora na osnovu 

nivoa CPK, za majke sporadičnih DMD slučajeva, pokazuju mogućnost od 62,3% da je 

majka nosilac, 6,7% da ima gonadni mozaicizam i 31% da nije nosilac (70). Takođe, 
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odsustvo novih aficiranih muških članova, uz niži nivo CPK kod majke snižava rizik da 

bude nosilac. Tomoko i sar. (71) nalaze značajnu razliku u učestalosti majki nosilaca u 

zavisnosti od toga da li je u pitanju DMD ili BMD fenotip. Učestalost BMD majki 

nosilaca iznosila je 89,5%, a kod DMD majki nosilaca – 57,6%, verovatno zbog 

mogućnosti da BMD bolesnici imaju potomstvo. Takođe, učestalost DMD majki 

nosilaca je bila niža za delecije nego za duplikacije i male mutacije, dok su de novo 

mutacije više bile prisutne kod delecija (71). S obzirom na karakter bolesti, DMD 

bolesnici ne prenose mutirani alel potomstvu, što znači da u svakoj generaciji 1/3 tih 

alela biva izgubljena za populaciju, ali nadalje biva kompenzovana novim mutacijama 

(72). 

Prema genetičkom modelu žena može biti nosilac ako je njena majka nosilac; ako je 

nastala nova mutacija tokom mejoze u oogenezi kod njene bake ili majke, ili u 

spermatogenezi kod njenog dede; ili kao posledica novonastale mutacije tokom mitoze 

u oogenezi kod njene bake ili majke, ili tokom spermatogeneze kod njenog dede, što 

rezultuje gonadnim mozaicizmom (73). 

Prema porodičnom stablu, žene koje se smatraju obaveznim prenosiocima su one koje 

imaju: 1. obolelog oca; 2. obolelog sina i obolelog brata ili ujaka; 3. obolelog sina i 

sestru koja takođe ima obolelog sina (slike 6 i 7). Žena koja ima dva ili više obolelih 

sinova, bez drugih bolesnih muških rođaka, je verovatan prenosilac, kao i žena sa 

obolelim sinom i jednim ili više bolesnih muških unuka. Mogući prenosilac je žena koja 

ima jednog obolelog sina ili ako nema bolesne dece ali ima obolele druge muške 

članove u porodici (74). Ako žena ima jednog obolelog sina, i nema oboleleih drugih 

muških članova u porodici, rizik rekurencije će zavisiti od toga da li je ona nosilac 

mutacije ili ne. U tom slučaju razmatraju se sledeće mogućnosti: 

1. Žena je nosilac mutiranog gena sa rizikom od 50% da svaki muški potomak 

bude zahvaćen. 

2. Kod sina je mutacija novonastala (tokom mejoze u gametu koji je vodio 

njegovom začeću), a rizik rekurencije je neznatan. 

3. Žena ima gonadni mozaicizam. Mutacija je kod žene nastala za vreme mitoze 

germinativnih ćelija, i u zavisnosti od veličine nastalog mutiranog klona, rizik 

rekurencije u narednim trudnoćama je između 0% i 50%. 
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Slika 6. Obavezni prenosilac - žena koja ima obolelog sina i ujaka (porodično stablo) 

 

 
 

Slika 7. Obavezni prenosilac - žena koja ima obolelog sina i sestru koja ima obolelog sina 

 

Prisustvo više obolelih potomaka kod roditelja koji ne nose mutirani alel, ukazuje na 

prisustvo gonadnog mozaicizma. Bilo da je prisutan kod oca ili kod majke, gonadni 

mozaicizam povećava rizik ponovnog javljanja mutacije kod potomaka. Bakker i sar. 

(75) procenjuju da je kod majki koje imaju obolelog sina, a same nisu bile potvrđene 

kao nosioci, rizik rekurencije kod muškog ploda u narednoj trudnoći 14%, ukoliko je u 

pitanju rizični haplotip (7% ako je haplotip nepoznat). Ovakav rizik rekurencije autori 

nalaze na osnovu ponovne pojave mutacije među ukupno prenesenim rizičnim 

haplotipovima. Van Essen i sar. (74) nalaze da taj rizik iznosi 20%. Hartl smatra da je 

rizik rekurencije niži od 5% ako je samo jedan sin aficiran, dok zahvaćenost dva ili više 

sinova povećava rizik na 25-30% (76). Velika studija, Barbujanija i sar. (77), pokazala 

je da je najmanje u 10% sporadičnih slučajeva mutacija nastala kao posledica greške 

tokom rane deobe germinativnih ćelija. Helderman i sar. (78), za germinativni 

mozaicizam, nalaze rizik od 8,6% prilikom prenošenja rizičnog haplotipa, ali 

naglašavaju da postoji razlika ukoliko su u pitanju proksimalne delecije (15,6%), 

odnosno distalne delecije (6,4%). Za nepoznat haplotip, prema istim autorima, rizik 

rekurencije u familijama iznosi 4,3%.  
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1.7. Klinička slika DMD/BMD 

Dišenovu mišićnu distrofiju karakteriše progresivna mišićna slabost i rana smrtnost 

zbog razvoja respiratorne i kardijalne slabosti kod ovih bolesnika. Klinička slika 

Dišenove mišićne distrofije se manifestuje oko treće godine života, mada blaže 

motoričko zaostajanje može biti prisutno i ranije. Kako najranije bivaju zahvaćeni 

mišići donjih ekstremiteta, roditelji zapažaju promene u hodu deteta, koji je „gegav”, 

trapav, dete često pada, hoda na prstima, teško ustaje sa poda, i otežano se penje uz 

stepenice. Na potkolenicama je uočljiva pseudohipertrofija mišića, mada hipertrofija 

može biti prisutna i na drugim skeletnim mišićima. Vremenom, mišići sve više 

propadaju, nekrotični mišići bivaju zamenjeni vezivnim i masnim tkivom, razvija se 

hipotrofija mišića sa sve izraženijom mišićnom slabošću i lumbalnom lordozom. Ova 

mišićna slabost uzrok je sve težem hodu i ustajanju, a Gowersov znak je pozitivan 

(pacijent se podiže iz čučnja oslanjajući se o svoja kolena i „puzeći” dalje uz noge pri 

uspravljanju). Osim slabosti ekstenzora kuka, kolena i stopala, bivaju zahvaćeni i 

proksimalni mišići ruku, ramenog pojasa i fleksori vrata. Ne retko, biva zahvaćena i 

mimična muskulatura, ali bulbomotorika i funkcija sfinktera ostaju očuvani. 

Zahvaćenost srčanog mišića je prisutna kod najvećeg broja DMD bolesnika. Oko 25% 

bolesnika ima kardiomiopatiju oko 6-te godine života, 59% od 10-te godine, a više od 

90% posto bolesnika starijih od 18 godina pokazuje patološki elektrokardiogram (79). 

Napredovanje bolesti dovodi do gubitka pokretljivosti bolesnika, sa produbljivanjem 

deformiteta kičmenog stuba i stvaranjem kontraktura (kukovi, kolena, laktovi, skočni 

zglobovi). DMD pacijenti su obično vezani za invalidska kolica do 12 godine starosti 

(34). Napredovanjem bolesti pacijent više nije u mogućnosti da sedi, deformiteti 

grudnog koša i slabost respiratorne musculature povećavaju rizik za infekcije pluća sa 

fatalnim ishodom, a zbog kardiomiopatije i od akutnog zastoja srca. Respiratorna i 

kardijalna slabost vode smrtnom ishodu kod ovih bolesnika u kasnim tinejdžerskim ili 

ranim dvadesetim godinama života (34).  

Bekerova mišićna distrofija je prvi put opisana 1955. godine (80). Karakteristika ove 

forme mišićne distrofije jeste da je blažeg kliničkog toka, često sa varijabilnom 

kliničkom slikom - od praktično asimptomatskih oblika do onih koji se graniče sa 

DMD. Incidenca BMD je 1:30.000, karakteriše je kasniji početak (oko 10-te godine) i 
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sporiji tok bolesti. U početku je prisutan bol u potkolenicama nakon fizičkog napora, što 

vremenom postaje sve izraženije, a u četvrtoj deceniji obično prestaje samostalno 

kretanje. Lakši oblici BMD mogu ići sa asimptomatskom hiper CPK-emijom, grčevima 

i mioglobinurijom, dok srednje teški oblici BMD pokazuju progresivnu, simetričnu 

mišićnu slabost i atrofiju, uglavnom proksimalne muskulature (65). Takođe, slabost 

mišića kvadricepsa dugo može biti jedini klinički znak kod bolesnika. Teže oblike BMD 

karakteriše brži razvoj bolesti i ranija vezanost za kolica, ali ne pre 16 godine života. 

Pacijenti sa blažim oblikom BMD zadržavaju sposobnost kretanja i posle 40-te godine. 

Zahvaćenost srčanog mišića može biti prisutna bez obzira na stepen zahvaćenosti 

skeletne muskulature. Studija bolesnika sa blažim oblikom BMD, starosti od 6-48 

godina, pokazala je da je kod čak 68% bio zahvaćen i srčani mišić, iako su kardijalni 

simptomi bili prisutni kod samo dva bolesnika od 28 ispitanih (81). Ovo ukazuje da je 

kod BMD bolesnika zahvaćenost srčanog mišića primarna karakteristika (82). Takođe, 

kod BMD bolesnika mutacije u proksimalnom delu DMD gena praćene su ranijom 

kardijalnom simptomatologijom, oko 20-te godine života, za razliku od mutacija u 

distalnom delu gena (83).   

Kod trećine DMD/BMD pacijenata prisutan je intelektualni deficit, koji prate 

kognitivna oštećenja, a prosečan IQ je oko 85. Kod DMD bolesnika nađene su promene 

u strukturi CNS-a, poremećaj funkcije dendrita, gubitak neurona i promene u EEG-u, 

kao posledica odsustva distrofina, uz prisustvo neurona koji imaju normalan sadržaj 

distrofina (84). Takođe, u mozgu su prisutne veće količine jedinjenja koja sadrže holin, 

što je udruženo sa patološkim procesima u CNS-u.  

Žene koje su nosioci mutiranog DMD gena uglavnom su fenotipski zdrave. Ipak, kod 

manjeg broja (manifestni nosioci), može biti prisutna simptomatologija od strane 

skletnih i/ili srčanog mišiča, a težina kliničke slike može ići od relativno blage do one 

sličnoj kod DMD bolesnika. Na osnovu zahvaćenosti skeletne muskulature procenjeno 

je da su u 5-8% slučajeva žene manifestni nosioci mutacije (85). Međutim, u studiji koja 

je obuhvatila i izolovane kardiološke slučajeve taj procenat je bio veći - 22% (86). 

Najčešće je prisutna asimetrična mišićna slabost (82%); sa zahvaćenošću samo gornjih 

ekstremiteta (41%), samo donjih ekstremiteta (23%), ili i gornjih i donjiih ekstremiteta 

(36%) (86). Serumski nivo keratin-fosfo kinaze je povišen kod 45-70% žena nosioca, i 

to je najčečće korišćeni parameter za otkrivanje nosioca (87). Mada, serumski nivo i 
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aktivnost CPK nisu uvek u korelaciji sa promenama u mišićima. Srčane manifestacije 

kod nosioca, mogu sa javiti udruženo sa skeletnim ili kao izolovane, i to u 55% 

slučajeva pre 16-te godine, i u 90% slučajeva posle 16-te godine (88). Ranija 

istraživanja na osnovu imunohistohemijske analize mišićnog distrofina, kod 

simptomatskih i asimptomatskih nosioca, pokazala su da pojedina mišićna vlakna 

sadrže distrofin, neka ne sadrže distrofin, a neka vlakna ga imaju u sniženoj 

koncentraciji. Ipak procenat mišićnih vlakana bez distrofina nije pokazao korelaciju sa 

težinom manifestacije kod nosioca (89). Novija studija, na osnovu analize obrasca X 

inaktivacije i transkripcije DMD gena, je pokazala da nema korelacije između fenotipa 

kod nosioca i nivoa DMD transkripta, odnosno fenotipa i relativne proporcije prisutnog 

divljeg tipa transkripta, kao i da su ta dva procesa nezavisna (90). Autori, takođe, 

zaključuju da bi količina prisutnog proteina mogla imati presudan uticaj na fenotip kod 

žena nosioca.  

1.8. Dijagnoza DMD/BMD 

Svaki zaostatak u neuromuskularnom razvoju kod dečaka treba da pobudi sumnju na 

distrofinopatije, posebno ako postoji pozitivna porodična anamneza. Do kloniranja 

DMD gena i identifikacije kodiranog proteina, dijagnoza distrofinopatija 

podrazumevala je kliničke parametre. To uključuje detaljnu ličnu i porodičnu anamnezu 

i fizikalni pregled: vreme početka bolesti, kašnjenje u motornom razvoju dece (govor, 

hod), prisustvo slabosti proksimalnih mišića ili pak hipertrofije pojedinih mišića. Zatim, 

određivanje ukupne aktivnosti kreatin-fosfo kinaze u serumu, kod bolesnika i 

potencijalnih nosioca. Karakteristične vrednosti CPK su 20-100 puta više od normalnih, 

mada na početku bolesti mogu biti povećane i do nekoliko hiljada puta. Serumska  CPK 

značajno varira u zavisnosti od telesne aktivnosti bolesnika i progresije bolesti, i ne 

pokazuje pozitivnu korelaciju sa težinom kliničke slike.  Takođe, treba imati u vidu da 

povišena CPK može biti posledica oštećenja mišića izazvanih nekim drugim uzrokom. 

Dalje, karakterističan nalaz elektromioneurografije kod bolesnika. Elektromiogram 

pokazuje znake miopatije, u početku samo na proksimalnim, a kasnije na svim 

mišićima, uz normalne motorne i senzitivne brzine provođenja u perifernim nervima. 

Na ovaj način se mogu diferencijalno dijagnostički isključiti neurogene miopatije, s 

obzirom da distrofinopatije spadaju u grupu oboljenja bez poremećaja centralnog ili 
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perifernog motoneurona. Zatim, biopsija mišića koja daje uvid u njegovu strukturu. Na 

histološkom preparatu kod DMD/BMD bolesnika su vidljive varijacije u veličini 

mišićnih vlakana, sa tipičnim nalazom pojedinačnih ili grupisanih nekrotičnih mišićnih 

vlakana, kao i deponovanje masti i fibroza mišića u kasnijem stadijumu bolesti. U 

diferencijalnoj dijagnozi DMD/BMD, jedan od kliničkih parametara je i vezanost ovih 

bolesnika za invalidska kolica, s obzirom da su DMD bolesnici zavisni od kolica pre 12-

te godine života, a BMD bolesnici posle 16-te godine.  

1.9. Genetičko testiranje i detekcija nosioca 

Dijagnoza DMD/BMD može biti postavljena analizom samog gena ili analizom 

njegovog proteinskog produkta. Genska analiza omogućuje direktno ili indirektno 

otkrivanje mutacija u DMD genu i neophodna je kod svih DMD/BMD bolesnika, čak 

iako je dijagnoza postavljena imunohistohemijski na mišićnom bioptatu. Genetičko 

dijagnostičko testiranje se izvodi kod simptomatskih bolesnika, radi potvrde kliničke 

dijagnoze ili u cilju diferencijalne dijagnoze; kod žena u cilju određivanja statusa 

prenosioca bolesti; kao prenatalna genetička dijagnostika i preimplantaciona genetička 

dijagnostika. Za analizu, DNK može biti izolovana iz periferne krvi bolesnika ili 

nosioca (najčešće limfociti), ili iz uzorka horiona, amnionske tečnosti ili krvi iz 

pupčanika ploda – kada je u pitanju prenatalna dijagnostika. Metode za uspostavljanje 

DMD/BMD dijagnoze su: 

1. Za velike delecije/duplikacije – multiplex PCR, Q-PCR, MLPA, MAPH, 

SCAIP, Southern blot analiza 

2. Za tačkaste mutacije; male delecije/duplikacije – Next-generation sequencing 

(NGS), Sanger sekvencioniranje, Resekvencioniranje, Linkage analiza 

mikrosatelitnim markerima  

3. Biopsija mišića i kvalitativna/kvantitativna analiza distrofina u mišićnim 

ćelijama – Imunohistohemija, Western blot analiza. Kod ženskih nosioca, ova 

analiza na osnovu mozaičnog prisustva distrofina u mišićima, potvrđuje njihov 

status. 

4. Određivanje statusa nosioca i prenatalno testiranje – MLPA, Linkage analiza i dr. 
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1.9.1. PCR metoda 

Grupisanje delecija u predilekcionim regionima DMD gena olakšava njihovo 

otkrivanje. Metoda Lančane reakcije polimerizacije (engl. – Polymerase chain reaction, 

PCR), koju su opisali Chamberalain (91;92) i Beggs (93) korišćena je za detekciju 

parcijalnih delecija u genu za distrofin i analizom samo 19 egzona omogućila je 

otkrivanje oko 95% svih delecija DMD gena. Ukoliko se analizom obuhvati veći broj 

egzona moguće je preciznije odrediti veličinu i lokalizaciju mutacije. Uz primenu tri 

seta prajmera (A, B i C), multipleks PCR reakcija omogućuje analizu 26 egzona u DMD 

genu. Set A obuhvata egzone: 4, 8, 12, 17, 19, 44, 45, 46, 48, 51; Set B obuhvata 

egzone: Pm, 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52, 60; i Set C obuhvata egzone: Pb, 16, 32, 34, 41, 42, 

49 (92). Na ovaj način detektuje se oko 98% svih delecija, odnosno 65% svih mutacija 

otkrivenih u DMD genu (94). U osnovi PCR metode je proces selektivnog in vitro 

umnožavanja željenog fragmenta DNK, koji imitira proces replikacije DNK (95;96). 

Prednost PCR metode je i brzina njenog izvođenja. 

Za izvođenje analize, neophodno je poznavanje strukture graničnih regiona željenog 

segmenta DNK i primena sintetskih jednolančanih oligonukleotida (prajmera), koji su 

komplementarni ovim regionima. Umnožavanje DNK sekvence se bazira na 

hibridizaciji specifičnih prajmera i sintezi kopija fragmenta DNK koji je ograničen 

prajmerima, i to željeni broj puta. PCR protokol za izvođenje PCR reakcije 

podrazumeva (92;93;97):  

1. DNK-matricu; DNK koja sadrži fragment koji želimo da umnožimo. 

2. Prajmere; oligonukleotidne sekvence koje su komplementarne krajevima koji 

ograničavaju željeni fragment na DNK. Prajmer na 5’ kraju ciljne sekvence se 

naziva uzvodni, a prajmer na 3’ kraju nizvodni. Veličina prajmera ima 20-30 

nukleotida, a sadržaj guanina i citozina mora biti 45-55%. Tačke topljenja 

prajmera treba da budu što približnije. 

3. Termostabilnu DNK polimerazu (Taq); vrši sintezu novih lanaca DNK, a 

optimalna temperatura za njenu aktivnost je 72oC. Ovaj enzim ugrađuje 

nukleotide brzinom od 200 nukleotida /min, a učestalost greške iznosi 1/105.  
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4. Smešu slobodnih dezoksiribonukleotida (dezoksinukleozid- trifosfat, dNTP); 

ugrađuju se u nove DNK lance, a koncentracija dNTP mora biti jednaka, da ne 

bi došlo do ugrađivanja pogrešnih nukleotida. Reakciju katalizuju Mg+2 joni. 

5. Pufer; ovaj rastvor sadrži KCl, Tris i MgCl2.  

Ovako napravljena reakciona smeša stavlja se u aparat Termocycler (PCR uređaj) koji 

omogućuje odvijanje PCR reakcije. Svaki ciklus se sastoji iz tri faze koje se ponavljaju 

20-30 puta (slika 5): 

1. Inicijalna denaturacija – zagrevanje smeše na 94-96oC dovodi do razdvajanja 

dvostrukih lanaca DNK matrice. Ova faza traje oko jedan minut. 

2. Hibridizacija (engl. Annealing) – hlađenje smeše na 40-60oC kada se vezuju 

prajmeri. Ova faza traje oko 30 sekundi, mada je većim prajmerima potrebno 

nešto više vremena za vezivanje. 

3. Elongacija – zagrevanje smeše na 72oC kada Taq polimeraza vrši sintezu DNK 

fragmenata (5’-3’smer). Dužina ove faze je 1-2 minuta, u zavisnosti od dužine 

željenog fragmenta. 

 

  

Slika 8. PCR amplifikacija (preuzeto sa http://www.zonabiokita.web.id/2015/12/teknik-polymerase-

chain-reaction-pcr.html) 

 

Reakcija je ciklična, a u svakom novom ciklusu kao matrice služe i novosintetisani 

molekuli DNK. Na kraju čitavog procesa PCR produkt je dovoljne veličine (106 kopija; 

slika 8), a to omogućava njegovu vizuelizaciju i analizu nakon gel-elektroforeze i 

bojenja. 
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Kod bolesnika sa delecijom u DMD genu, egzoni koji su u deletiranim regionima se 

neće umnožiti prilikom PCR reakcije, a njihovo odsustvo će se potvrditi gel 

elektroforezom. Zbog hemizigotnosti, delecije kod muškaraca se mogu lako otkriti 

ovom metodom. Međutim, kod žena nosioca, delecije u genu za distrofin bivaju 

maskirane amplifikacijom normalnog X hromozoma, pa ova metoda nije od koristi. 

Takođe, PCR metoda ne otkriva delecije koje su van predilekcionih regiona u DMD 

genu, kao ni duplikacije, kod probanada i ženskih nosioca. U ovu svrhu su korišćene 

metode Southern blotting, qPCR (engl. quantitative Polymerase chain reaction) i MAPH 

(engl. Multiplex amplification and probe hybridization), ali su se pokazale 

komplikovane za izvođenje u svakodnevnoj praksi (98).  

1.9.2. MLPA metoda 

Noviji pristup u otkrivanju mutacija u genu za distrofin je metoda višestrukog 

umnožavanja vezanih proba (engl. Multiplex ligation-dependent probe amplification, 

MLPA). Ova metoda je prvi put opisana 2002. godine, sa svrhom kvantitativne analize  

(99). MLPA metoda omogućuje analizu svih 79 egzona DMD gena (100), i otkriva 

delecije koje su van “vrućih mesta” u genu, kao i duplikacije, kod probanada i ženskih 

nosioca. MLPA metoda se temelji na PCR reakciji, kombinujući hibridizaciju 

specifičnih proba i amplifikaciju ciljnih sekvenci putem umnožavanja proba sa kojima 

hibridizuju. Za odvijanje procesa amplifikacije dovoljna su dva PCR prajmera. MLPA 

metodom je moguće istovremeno analizirati do 96 različitih uzoraka, a rezultati se 

dobijaju za 24 sata.  

MLPA metodu čini 5 koraka (MLPA protokol, MRC-Holland) (101):  

1. Denaturacija DNK zagrevanjem (5min. na 98oC) i hibridizacija MLPA sondi 

(dodaje se SALSA miks sondi i MLPA pufer, inkubira se 1 min. na 95oC, a 

zatim, a narednih 16 sati odvija se hibridizacija na 60oC); 

2. Reakcija ligacije; dodaje se smeša ligaze i vrši inkubacija na temperature 54oC, 

15 minuta, a zatim se smeša zagreva 5 min. na 98oC, da bi se inaktivirao enzim 

ligaza; 

3. PCR reakcija; dodaju se prajmeri, dezoksiribonukleotidi (dNTP) i enzim 

polimeraza; 
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4. Odvajanje proizvoda amlifikacije kapilarnom elektroforezom; 

5. Analiza podataka na osnovu relativne visine fluorescentnih vrhova (pikova). 

Svaka MLPA proba (sonda) sastoji se od dva oligonukleotida, čiji je zadatak da 

hibridizuju sa susednim ciljnim sekvencama. Jedan oligonukleotid na 3’ kraju sadrži 

sekvencu komplementarnu specifičnoj ciljnoj sekvenci, dok na 5’ kraju sadrži sekvencu 

koja je zajednička za sve MLPA probe i komplementarna je fluorescentno obeleženom 

PCR prajmeru. Drugi oligonukleotid na 5’ kraju ima sekvencu komplementarnu 

specifičnoj ciljnoj sekvenci, a na 3’ kraju sadrži sekvencu koja je zajednička za sve 

MLPA probe i komplementarna je neobeleženom prajmeru. Između ova dva kraja 

nalaze se popunjavajuće ili “stuffer” sekvence različite dužine. Ovakav model 

omogućuje istovremenu amplifikaciju i do 50 različitih MLPA proba, korišćenjem 

jednog para prajmera. Sam proces najpre podrazumeva denaturaciju DNK uzorka u koji 

se dodaje smeša MLPA sondi. Kada hibridizuju oba dela MLPA sonde sa susednim 

ciljnim sekvencama DNK uzorka, omogućena je ligacija leve i desne strane sonde 

enzimom, nakon čega sledi umnožavanje proba PCR reakcijom (slika 9). Sve ligirane 

sonde se istovremeno amlifikuju pomoću istog para PCR prajmera. Kao rezultat toga 

nastaju produkti dužine 100 – 500 nukleotida, koji sadrže sekvence od interesa različitih 

dužina. Fluorescentno označeni PCR prajmer omogućuje vizuelizaciju proizvoda tokom 

razdvajanja fragmenata na osnovu njihovih dužina.  

  
Slika 9. Mlpa metoda: 1. Hibridizacija 2. Ligacija 3. PCR reakcija (preuzeto sa 

http://healthdocbox.com/Autism_and_Pdd/67122050-Varijacije-u-broju-kopija.html) 
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Fragmenti dobijeni PCR reakcijom se identifikuju i kvantifikuju kapilarnom 

elektroforezom, na aparatima ABI Thermal Cycler Verity i ABI 35000 Genetic 

Analyser (Applied Biosystems, California, SAD)(102). Takođe, amplifikovani produkti 

mogu biti analizirani i elektroforezom na agaroznom gelu sa sledstvenim bojenjem 

etidijum bromidom, pri čemu treba voditi računa o primeni individualnih setova (MRC-

Holland) (101). Za softversku obradu podataka koristi se program Coffalyser (MRC-

Holland) (101). Sledeći važan korak je interpretacija dobijenih rezultata koja se zasniva 

na upoređivanju dobijenih vrhova (pikova) u uzorku, u odnosu na referentne uzorke. 

Kod hemizigotnih delecija interpretacija je lakša jer su jasno vidljiva smanjnja visine 

vrha, dok se kod heterozigotnih duplikacija i delecija stvaraju pikovi različite visine što 

otežava njihovu interpretaciju. Zbog toga proizvođač preporučuje po tri kontrole za 

svaku seriju od 5 uzoraka.  

Ograničenja MLPA metode ogledaju se u nemogućnosti otkrivanja tačkastih mutacija, 

većine inverzija, balansiranih translokacija, kao i promena koje leže izvan sekvence 

detektovane MLPA sondom. Lažno negativni ili lažno pozitivni rezultati mogu biti 

posledica kontaminacije uzorka, korišćenja nekvalitetnih preparata, nedovoljne količina 

DNK, upotrebe neadekvatnih uzoraka, i dr. 

1.9.3. Analiza vezanosti (Linkage analiza)  

Ukoliko se standardnim metodama ne otkriju delecije i duplikacije u DMD genu, traga 

se za tačkastim mutacijama. Metoda izbora je sekvenciranje DNK kojom se određuje 

tačan redosled nukleotida u molekulu DNK, tj. njegova primarna struktura. Međutim, 

zbog izuzetne veličine DMD gena i slučajnog rasporeda tačkastih mutacija, kod sumnje 

na ovaj tip promena još uvek je aktuelna indirektna molekularno genetička dijagnostika. 

Analiza vezanosti (engl. linkage analysis) je indirektna dijagnostička metoda koja 

podrazumeva praćenje nasleđivanja određenih polimorfnih DNK markera koji se nalaze 

u okviru DMD gena, ili u njegovoj blizini (slika 10) (103). Genetički polimorfizam 

podrazumeva alelske varijante koje se javljaju stabilno u populaciji u učestalosti koja je 

dovoljno velika da se ne smatra samo proizvodom mutacionog procesa i generalno je 

veća od 1% (104). To su varijabilni regioni koji se nalaze i u genomu zdravih ljudi, a 

javljaju se u dve ili više različitih formi (i do 70). Polimorfni DNK markeri koji su 

međusobno blisko postavljeni na istom hromozomu, nasleđivaće se zajedno (engl. 
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genetic linkage). Ranije su kao DNK markeri korišćene varijabilne forme koje utiču na 

promenu restrikcionog mesta (ukida postojeće ili kreira novo restrikciono mesto), što 

rezultuje restrikcionim fragmenatima različite dužine (engl. restriction fragments lenght 

polymorphism, RFLPs). Danas su u upotrebi mnogo informativniji i pouzdaniji 

genetički markeri, tzv. mikrosateliti. Mikrosatelitnu DNK čine kratki tandemski 

ponovci koji su rasprostranjeni širom humanog genoma. Građeni su od uzastopno 

ponavljajućih sekvenci dužine 2-4 parova nukleotida (engl. short tandem repeats, STR) i 

pokazuju visok stepen polimorfizma dužine, što je moguće ispitati primenom PCR 

tehnike. Minisateliti su ponavljajuće sekvence dužine od 5 do nekoliko desteina baznih 

parova (engl. variable number of tandem repeats, VNTRs). Savremeni tip DNK markera 

su i polimorfizmi u jednom nukleotidu (engl. single nucleotide polymorphism, SNP), do 

kojih se došlo na osnovu saznanja de je u genomu čoveka svaki hiljaditi nukleotid 

polimorfan, tj. da se razlikuje između dva lokusa na homologim hromozomima, kod 

različitih osoba, ali i kod jedne iste osobe.  

U okviru DMD gena, kao i u njegovoj blizini, otkriveno je više dinukleotidnih 

mikrosatelitnih polimorfnih regiona, uglavnom CA ponovaka (engl. VNTR CA-

repeats), koji se mogu analizirati PCR metodom (105;106). Npr. DXS1238 sa 

lokalizacijom u intronu 44 DMD gena, DXS1237 lokalizovan u intronu 45, i drugi 

(Leiden muscular Dystrophy pages, dostupno na www.dmd.nl) (107). Zbog čestih 

rekombinacija unutar DMD gena potrebno je kombinovanje više markera, kako bi se 

povećala pouzdanost zaključivanja. Prilikom indirektne analize, najpre se utvrdi koju 

formu markera ima obolela osoba, a zatim se praćenjem tog markera u porodici 

indirektno zaključuje da li je član porodice nasledio mutaciju u DMD genu ili nije. 

Alelski status datog markera određuje se nakon PCR amplifikacije i razdvajanja PCR 

produkata putem gel elektroforeze. Indirektna analiza se može primeniti i za 

određivanje statusa prenosioca mutacije. Takođe, mogu se otkriti žene prenosioci 

delecije na osnovu gubitka heterozigotnosti u deletiranom regionu. Indirektna analiza se 

koristi i u prenatalnoj dijagnozi, utvrđivanju očinstva, i prilikom isključivanja 

mogućnosti kontaminacije horiona majčinim tkivom. Prednost analize vezanosti je što 

ne zahteva poznavanje tipa mutacije, već je dovoljno znati odgovorni lokus. Ipak, ova 

analiza ima ograničenja zbog mogućih rekombinacija kojim dolazi do razdvajanja 

markera i gena sa kojim je blisko vezan, ili rekombinacije unutar analiziranog regiona, 
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ograničene informativnosti markera, a i zahteva veći broj članova porodice za analizu 

(103). Ipak, u cilju definisanja preciznog mesta i prirode mutacije, potrebno je izvršiti 

sekvenciranje regiona od interesa. 

 
Slika 10. Prikaz praćenja nasleđivanja DNA markera kod DMD (modifikovano prema 

Darras i sar., 1987) (103) 

1.10. Genetičko savetovanje i prenatalna dijagnoza 

Davanje genetičkog saveta bazira se na postavljenoj genskoj dijagnozi i/ili tumačenju 

porodične istorije (rodoslov) ili medicinske dokumentacije, kako bi se procenio rizik 

ponovnog javljanja bolesti u porodici. Kod X vezanih recesivnih bolesti, kao što su 

DMD/BMD, značajna je primena molekularno-genetičkih testova u otkrivanju žena 

koje su fenotipski zdravi prenosioci mutacije. Osim informacija o načinu nasleđivanja 

bolesti i mogućim rizicima, genetički savet podrazumeva i davanje instrukcija u daljem 

testiranju i mogućnostima prevencije, kao što je prenatalna dijagnoza. Ovaj proces 

podrazumeva i psihološku podršku pojedincu ili porodicama u razumevanju i 

prihvatanju bolesti, mogućim izborima, kao i davanje smernica u daljem odlučivanju.  

Pre nego što je omogućena DNK analiza, prenatalna dijagnoza kod Dišenove mišićne 

distrofije bazirala se isključivo na utvrđivanju pola kod ploda (108). Indirektna analiza 

praćenjem polimorfnih markera omogućila je preciznije predviđanje rizika u prenošenju 

mutiranog gena i davanje genetičkog saveta. Međutim, čak i kada se utvrdi da fetalna 
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DNK poseduje isti haplotip kao proband, fetus ne mora biti pogođen ukoliko je mutacija 

kod probanda bila sporadična. Stoga je neophodno da se prisustvo mutacije prethodno 

ispita kod majke. Ako se kod majke ne utvrdi mutaciija u somatskim ćelijama, rizik 

oboljevanja ploda je mali, ali i dalje ostaje mogućnost da majka ima gonadni 

mozaicizam (74;75). Majka koja nema potvrđenu somatsku mutaciju, a ima više od 

jednog zahvaćenog deteta, ima veći rizik za gonadni mozaicizam. U tom slučaju, u 

svakoj narednoj trudnoći treba predložiti prenatalno genetičko tetsiranje, s obzirom da 

je rizik kod gonadnog mozaicizma nepredvidiv i zavisi od veličine mutiranog klona. 

Svakako, najpouzdanija dijagnostička metoda je direktna genska analiza kod ploda. U 

prenatalnoj dijagnozi, prvi korak je utvrđivanje pola deteta (citogenetička analiza, FISH 

ili PCR-om) i ako je plod muški, sprovodi se direktna ili indirektna detekcija mutacije. 

Kod ženskog ploda direktna ili indirektna genska analiza može se vršiti u ciju 

utvrđivanja statusa nosioca.  

Gen za distrofin, zbog svoje ekstremne veličine, pokazuje visoku stopu rekombinacija i 

spontanih mutacija, sa varijabilnošću u veličini, lokalizaciji i tipu mutacija. Iz tog 

razloga genska dijagnoza je veoma kompleksna. Kod sumnje na DMD/BMD, genetičko 

testiranje se savetuje kao metoda izbora jer je postupak minimalno invazivan, a 

omogućuje uspostavljanje dijagnoze i davanje genetičkog saveta. PCR metoda je važna 

kod detekcije parcijalnih delecija u predilekcionim regionima u DMD genu. MLPA 

metoda omogućuje otkrivanje delecija koje nisu u predilekcionim regionima, kao i 

otkrivanje duplikacija, ali i utvrđivanje statusa nosioca kod ženskih članova u porodici. 

Ukoliko se ovim metodama ne otkrije mutacija, pristupa se sekvenciranju gena. Ako se 

ni tada ne uspostavi genska dijagnoza, preduzima se biopsija mišića. Biopsija mišića, 

iako invazivna, primenjuje se kod nejasnih DMD/BMD slučajeva kada je potrebna 

imunohistohemijska analiza prisustva distrofina u ćelijama.  

1.11. Genska terapija kod DMD/BMD bolesnika 

Mutacije u DMD genu remete sintezu proteina distrofina. U zavisnosti od prirode, 

mutacije vode težoj DMD formi bolesti, koja pokazuje veoma male koncentracije 

nefunkcionalnog distrofina ili odsustvo distrofina u mišićima, ili srednje teškom BMD 

obliku kod koga je distrofin kvantitativno i/ili kvalitativno izmenjen (35;54). Većina 

dečaka sa DMD/BMD se retko dijagnostikuje u presimptomatskoj fazi, osim ukoliko ne 
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postoji pozitivna familijarna anamneza, pa se kod članova porodice ciljano traga za 

dijagnozom. Uz razvoj kliničke slike, vrednosti CPK su važan klinički parametar, 

međutim nivo CPK u serumu bolesnika nije uvek proporcionalan težini kliničke slike. 

Za sada nema uspešne terapije Dišenove i Bekerove mišićne distrofije, a kompleksna  

klinička slika ovih bolesnika zahteva multidisciplinarni pristup u lečenju (neurolog, 

ortoped, kardiolog, pulmolog, psihijatar, fizijatar, defektolog, nutricionist, socijalni 

radnik). Primenjuje se terapija kortikosteroidima, koje je najbolje uvesti između 4 i 6-te 

godine života, kada motorne funkcije deteta stagniraju. Međutim, sa napredovanjem 

bolesti slabost skeletne, respiratorne i kardijalne muskulature zahteva i druge, različite 

oblike terapije i podrške.  

Molekularno-genetički pristup u lečenju DMD/BMD, odnosno genska terapija, 

podrazumeva više metoda. Jedna od njih jeste primena skraćenog, mikro-DMD gena, 

koji se unosi u ćeliju bolesnika putem vektora (plazmid ili adeno virus) tehnikom 

rekombinantne DNK, sa ciljem da ćelije domaćina počnu da proizvode skraćeni, ali 

delimično funkcionalni distrofin, kao što se viđa kod BMD bolesnika (109;110). 

Različite studije pokazuju uspešnost ove terapije kod 25-52% mišićnih vlakana koji su 

pokazali ekspresiju distrofina nakon godinu dana (111;112). Novije studije govore u 

prilog ovakvom tipu terapije uz mogućnost sigurnije i preciznije isporuke mikro-gena, 

čime se smanjuju sistemski efekti (113). Takođe, eksperimentalne studije na miševima 

koje kombinuju dve terapije, mikro-DMD gen terapija i terapija folistatinom koji je 

inhibitor miostatina, za sada su pokazale poboljšanje u regeneraciji mičića, ali ipak 

nedovoljno za potpuno obnavljanje mišićne snage (114). 

Transplantacija mioblasta u pojedine skeletne mišiće pokazala je ograničene rezultate 

zbog imunološkog odgovora domaćina i kratkog preživljavanja transplanitiranih ćelija 

(115). Terapija matičnim ćelijama pokazala je veću efikasnost nego transplantacija 

mioblastima. Nakon intra-arterijske inekcije matične ćelije se prenose u mišićno tkivo, 

imunološki su povlašćene, duže opstaju, pa se i očekuje da imaju ulogu u regeneraciji 

oštećenih mišićnih vlakana i stvaranju distrofina (116). Takođe, u mišiću je nedavno 

potvrđeno prisustvo adultnih matičnih ćelija (satelitne ćelije) koje mogu, sa različitim 

potencijalom, diferencirati u osteoblaste, adipocite i hondrocite. Drugi tip adultnih 

matičnih ćelija (engl. muscle-derived stem cells, MDSCs) takođe pokazuju veliki 

potencijal u regeneraciji mišića, kostiju i hrskavice. Dalji razvoj, u smislu određivanja 
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faktora koji regulišu proces proliferacije i diferencijacije matičnih ćelija u mišiću, 

omogućilo bi i veću iskoristivost ovih ćelija (116). 

Egzon-skiping terapija se takođe pokazala uspešnom. U osnovi, cilj terapije je 

prevođenje DMD bolesnika u BMD bolesnika (117). Terapija preskakanjem egzona 

vodi ponovnom uspostavljanju okvira čitanja, i sintezi skraćenog, ali funkcionalnog 

distrofina, kako je uočeno kod BMD bolesnika. Za isključivanje segmenta koji sadrži 

prevremeni stop kodon na iRNK i preusmeravanje okvira čitanja, kako bi se ipak 

sintetisao funkcionalni distrofin, koriste se antisens oligonukleotidi (AO). AO se mogu 

koristiti za preskakanje svih pojedinačnih egzona osim prvog i poslednjeg egzona. Ipak, 

ova terapija još uvek ima ograničenja. AO nisu u mogućnosti da prođu plazmatsku 

membranu bez pomoći, nestabilni su zbog osetljivosti na dejstvo nukleaza, i ne 

pokazuju tkivnu specifičnost (118). Kako veliki broj pacijenata ima delecije 

lokalizovane u dvema vrućim tačkama u genu, to bi preskakanje malog broja egzona 

bilo primenjivo na veliki broj pacijenata. Na osnovu baze podataka o mutacijama koje 

su do sada otkrivene u DMD genu, terapija preskakanja jednog ili dva egzona bi se 

primenila kod 79% delecija, 91% malih mutacija i 73% duplikacija (119). Npr. 

preskakanje egzona 51 bi se primenjivalo kod 10% DMD bolesnika. 

Ipak, najperspektivnijom se čini tehnologija uređivanja gena (engl. gene editing 

therapy) koja koristi sintetičke nukleaze za ciljanu modifikaciju u genskim lokusima, 

koristeći endogene mehanizme popravke ćelijskih DNK (120;121). Ovaj vid terapije 

primenjen je u eksperimentalnim uslovima u cilju rekonstrukcije okvira čitanja kod 

promena u DMD genu. Sistem za reparaciju gena čini (CRISPR)/Cas9 kombinovan sa 

usmerenom RNK, koji se uvodi u ćeliju putem vektora (adeno virus) gde RNK vodič 

prepoznaje ciljani egzon, a Cas9 ga iseca, preusmeravajući okvir čitanja genetičke šifre. 

Kao rezultat nastaje skraćeni, ali funkcionalni oblik distrofina, što je u 

eksperimentalnim uslovima dalo bolju funkciju skeletnih i srčanog mišića (122). 

Lattanzi i sar. (123), koristeći (CRISPR)/Cas9 sa specifičnom usmerenom RNK ukazuju 

da se ovaj princip terapije može primeniti i kod duplikacija jednog egzona, kao što je 

egzon 2, sa ciljanim uklanjanjem dupliranog regiona. 
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2. Ciljevi rada 
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U doktorskoj tezi postavljeni su sledeći ciljevi: 

1. Analizirati mutacije dobijene kod probanada. 

2. U slučajevima sa dokazanim delecijama i duplikacijama kod probanda, 

analizirati status prenosioca kod majke, sestara i drugih ženskih srodnika. 

3. Odrediti stopu novih mutacija, kao i stopu germinativnog mozaicizma za 

delecije i duplikacije u DMD genu u našoj populaciji. 

4. U slučajevima bez dokazanih delecija i duplikacija kod probanda ispitati 

mogućnost indirektne genetičke analize za određivanje statusa prenosioca. 

5. U indikovanim slučajevima izvršiti prenatalnu molekularno genetičku analizu 

DMD gena, primenom adekvatne metode za datu porodicu. 

6. Na osnovu dobijenih podataka formirati preporuke za prenatalno i postnatalno 

genetičko testiranje DMD/BMD u našoj sredini. 
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3. Materijal i metode 
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3.1. Ispitanici 

Istraživanje je obuhvatilo 72 DMD/BMD probanda, 69 ženskih članova iz 44 porodice 

probanada i 11 trudnica (15 trudnoća) u periodu 2000-2015. godine, a za koje je 

molekularno genetička analiza DMD gena kod probanda obavljena na Klinici za 

neurologiju Kliničkog centra Srbije u Beogradu i na Institutu za humanu genetiku 

Medicinskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu. Izrada studije je odobrena od strane 

Etičkog komiteta Medicinskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu. 

Uzorak su činila 72 DMD/BMD probanda, i to 64 nesrodna bolesnika, dok su u 4 

slučaja bila ispitana po dva rođena brata (N=8). Kriterijumi za odabir ispitanika bili su 

anamnestički podaci, klinička slika (progresivna mišićna slabost proksimalnog tipa), 

EMG nalaz, biohemijski profil (hiper CPK-emija) i eventualna prethodna genetička 

testiranja.  

Radi utvrđivanja statusa ženskih nosioca mutacije u DMD genu, ispitivanje je bilo 

sprovedeno kod 69 ženskih članova u 44 porodice probanada. Ispitivanje je obuhvatilo 

40 majki probanada, 17 sestara probanada (15 rođenih i 2 sestre po majci), 2 ćerke (gde 

je otac bio proband), 3 sestričine (gde je ujak bio proband), 4 tetke (majčine sestre) i 

jednu baku (po majci), a za 2 ženska člana podatak o srodstvu nije bio validan (kod 

porodice je rađena analiza vezanosti, ali je marker bio neinformativan).  

Takođe, u 11 slučajeva (15 trudnoća) je bila indikovana prenatalna molekularno 

genetička DMD/BMD dijagnostika. Za 12 trudnoća urađena je direktna genska analiza, 

a kod tri trudnoće je primenjena indirektna analiza gena (linkage analiza). 

Ukupno je bilo analizirano 156 uzoraka DNK.  

3.2. Primenjene metode 

Od metoda za detetekciju delecija i duplikacija u DMD genu kod probanda primenjene 

su metoda lančane reakcije polimeraze (multipleks PCR) i metoda istovremenog 

umnožavanja vezanih proba (MLPA); za detekciju ženskih nosioca primenjena je 

MLPA metoda, kao i indirektna detekcija nosilaca mutacije analizom vezanosti (linkage 

analiza); za prenatalnu dijagnozu primenjene su PCR metoda, linkage analiza i MLPA 

metoda. 
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Genomska DNK za analizu je izolovana iz limfocita periferne (venske) krvi ispitanika 

metodom isoljavanja prema standardnoj proceduri (124), a određivanje koncentracije 

DNK je vršeno spektrofotometrijski na aparatu BioPhotometer. Za prenatalnu dijagnozu 

DNK je bila izolovana iz uzorka horionskih resica, plodove vode ili krvi pupčanika 

ploda, primenom komercijalnog kita (Qiagen DNA mini kit).  

3.2.1. Izolacija DNK  

Genomska DNK iz prikupljenih bioloških uzoraka izolovana je metodom isoljavanja 

prema sledećoj proceduri (modifikovano po Miller i sar.) (124): 

1. Podeliti 10 ml pune krvi (u 10 mM EDTA, pH 8) u dve epruvete. 

2. Dodati po 5 ml pufera za lizu (0.32 M saharoza, 10 mM Tris HCl (pH 7.5), 1% 

Triton X-100, 5 mM MgCl2). 

3. Promešati i držati na ledu 10-15 minuta. 

4. Centrifugirati na 3000 rpm, 15 minuta (uočava se ružičast talog). 

5. Supernatant odliti i pomešati talog iz obe epruvete. 

6. Isprati talog 2-3 puta fiziološkim puferom (0.075 M NaCl, 0.025 M EDTA pH 

8), dok talog ne bude potpuno beo. Zatim: dodati 5 ml fiziološkog pufera, 

resuspendovati i centrifugirati na 3000 rpm, 10-15 minuta. 

7. Supernatant odliti i talog resuspendovati u 3 ml pufera A (10 mM Tris HCl pH 

8, 400 mL NaCl, 2 mM EDTA). 

8. Dodati 200 µl 10% SDS. 

9. Dodati 20 µl proteinaze K (1 mg/ml). 

10.  Inkubirati preko noći u termostatu na 37ºC. 

11. Dodati 1ml saturisanog 6M NaCl i mućkati 15 sekundi (zamuti se i pobeli). 

12. Proteini se talože centrifugiranjem na 3000 rpm, 15 minuta. 

13.  Supernatant preneti u čiste epruvete i centrifugirati na 4000 rpm, 10 minuta. 

14. Supernatant preneti u čiste epruvete i dodati jednu zapreminu izopropanola na 

sobnoj temperaturi. 

15. DNK se taloži u vidu niti, koje bivaju zahvaćene zakrivljenom Paster-pipetom. 

16. Potopiti niti DNK 30 sekundi u 1 ml 70% etanola (-20 ºC). 

17. Resuspendovati DNK u 500 µl TE pufera (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 

8.0) i ostaviti da se rastvori preko noći.  
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3.2.2. Multipleks PCR analiza  

Multipleks PCR metoda podrazumeva amplifikaciju više različitih sekvenci iz istog 

uzorka i u istoj reakciji. U našem uzorku, ovom metodom, analizirano je 26 egzona 

gena za distrofin u tri odvojene multipleks PCR reakcije, primenom tri seta prajmera: A, 

B i C (92). U reakciji A istovremeno se umnožava 10 egzona, egzoni 4, 8, 12, 17, 19, 

44, 45, 46, 48, 51, u reakciji B, 9 egzona, egzoni Pm, 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52, 60, a u 

reakciji C, 7 egzona, egzoni Pb, 16, 32, 34, 41, 42, 49. Primenom ova tri testa moguće 

je otkriti 98% delecija u genu za distrofin, a koje leže u predilekcionim regionima DMD 

gena.  

Kod jedne grupe ispitanika prisustvo mutacije u DMD genu utvrđeno je multipleks PCR 

reakcijom, na PCR uređaju 2720 Thermal Cycler, a analiza PCR produkata izvršena je 

gel elektroforezom. 

PCR reakcija se izvodi u finalnoj zapremini od 25 µl i sadrži: 

• 3 µl 10x PCR pufera (500 mM KCl, 100 mM TRIS HCl pH 8.3 na sobnoj 

temperaturi, 15 mM MgCl2, 0,01% želatin)  

• 0,5 µl dNTP 

• 5 µl smeše prajmera 

• 2,5 µl MgCl2 

• 0,75 µl Taq polimeraze (Recombinant Taq, Fermentas)  

• 2 µl genomske DNK 

• redestilovane vode do finalnog volumena od 25 µl 

Temperaturni profil za PCR reakciju je sledeći: 

1. Početna denaturacija – 3 minuta na 95ºC 

2. 25 ciklusa:  

Denaturacija – 3 minuta na 95ºC 

Hibridizacija – 30 sekundi na 94ºC 

Ekstenzija – 4 minuta na 65ºC 

3. Finalna ekstenzija – 7 min na 65ºC 

4. Uzorci se čuvaju na 4ºC do analize 
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3.2.3. Gel elektroforeza 

Radi provere uspešnosti amplifikacije željenih produkata PCR metodom, amplifikati su 

proveravani elektroforezom na 8% poliakrilamidnom gelu. Elektroforeza je vršena u 1x 

TBE puferu, pri konstantnom naponu od 230 V i jačini struje od 30mA, tokom sat 

vremena. 

Sastav poliakrilamidnog gela: 

• 2 ml 40 % rastvora smeše akrilamid – bisakrilamid 

• 2 ml 5x TBE  

• 6 ml H2O 

• 70 µl amonijum persulfata (APS) 

• 13 µl N,N,N′,N′-tetrametiletilen-diamina (TEMED)  

TBE (Tris, borna kiselina i EDTA) deluje kao pufer, APS (NH4 persulfat) ima funkciju 

katalizatora, dok TEMED inicira polimerizaciju. 

Za vizualizaciju PCR produkata na gelu je korišćen 1% rastvor etidijum bromida (EtBr), 

a gelovi su prosvetljivani na UV transiluminatoru i slikani fotoaparatom. 

Interkaliranjem molekula EtBr između baza DNK, polinukleotidni fragmenti postaju 

vidljivi pod UV transiluminatorom kao ljubičaste trake.  

3.2.4. MLPA analiza 

Za izvođenje MLPA analize korišćena su dva SALSA MLPA kita, P034 i P035 (MRC-

Holland, Holandija) (101). Analiza je sprovedena na aparatima ABI Thermal Cycler 

Verity i ABI 3500 Genetic Analyser. Softverska obrada podataka obavljena je 

primenom programa Coffalyser.Net. (101).  

SALSA MLPA kit sadrži: 

1. SALSA MLPA Pufer (5×180 µl): KCl, Tris-HCl, EDTA, PEG-6000, 

oligonukleotid. 

2. SALSA Ligaza-65 (5×115 µl): Glicerol, EDTA, Beta-Merkaptoetanol, KCl, 

Tris-HCl, nejonski deterdžent, enzim Ligaza-65 (iz bakterije).  

3. Ligaza Pufer A (5×360 µl): Koenzim NAD (iz bakterije). 
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4. Ligaza Pufer B (5×360 µl): Tris-HCl, MgCl2, nejonski deterdžent.  

5. SALSA PCR Prajmer Miks (5×240 µl): Sintetički oligonukleotidi sa fluorescentnom 

bojom (FAM ili Cy5), dNTPs, Tris-HCl, KCl, EDTA, nejonski deterdžent. 

6. SALSA Polimeraza (5×65 µl): Glicerol, nejonski deterdženti, EDTA, DTT, 

KCl, Tris-HCl, enzim polimeraza (iz bakterije). 

Genomska DNK je izolovana metodom isoljavanja, na prethodno opisani način. Za 

analizu se koristi ukupna količina od 50-250 ng (poželjno 50-100 ng) genomske DNK u 

volumenu od 5 µl za svaku MLPA reakciju. Prilikom testiranja više od 21 uzorka 

potrebna su najmanje 3 referentna uzorka, tj. sekvence koje imaju normalni broj kopija, 

dobijena od zdravih osoba.  

Izvođenje MLPA analize podrazumeva (protokol je dostupan na www.mlpa.com) (101): 

1. Denaturacija DNK (prvi dan): 

a. Označiti 0,2 ml na epruveti. 

b. Dodati 5 µl uzorka DNK (50-250 ng, 50-100 ng je optimalano) u svaku 

epruvetu. 

c. Postaviti epruvete u PCR uređaj i započeti MLPA program. 

d. Denaturacija DNK uzoraka, 5 min na 98°C. 

e. Hlađenje uzoraka do 25°C, pre uklanjanja epruveta iz PCR uređaja. Pauza. 

2. Reakcija hibridizacije (drugi dan): 

Vorteksovati MLPA pufer i MLPA smešu proba pre upotrebe. 

a. Pripremiti glavnu mešavinu za hibridizaciju, za svaku reakciju: 1,5 µl pufera 

MLPA + 1,5 µl smeše proba. Smešu za hibridizaciju dobro promešati 

pipetiranjem ili vorteksom. 

b.  Nakon denaturacije DNK, dodajte 3 µl glavne mešavine za hibridizaciju u 

svaku epruvetu uzorka. Dobro izmešati pipetiranjem. 

c. Nastaviti program inkubacijom 1 min na 95°C, a zatim 16-20 sati na 6°C. 

Pauza. 

3. Reakcija ligacije sondi (drugi dan): 

a. Vorteksovati dva Ligaza Pufera pre upotrebe. 
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b. Pripremiti glavnu mešavinu Ligaze-65. Za svaku reakciju miešati: 25 d µl H2O 

+ 3 µl Ligaze Pufer A + 3 µl Ligaze Pufer B. Zatim dodati 1 µl enzima Ligaze-

65. Lagano izmešati pipetiranjem. Smeša enzima se ne vorteksuje.  

c. Nastaviti sa programom: pauzirati na 54°C. 

d. Kada su uzorci na 54°C, dodati 32 g µl glavne mešavine ligaze u svaku 

epruvetu. Lagano promešati pipetiranjem. Dodajte glavnu mešavinu ligaze 

dok su uzorci u PCR uređaju. 

e. Nastaviti program inkubacijom 15 min na 54°C (za ligaciju). 

f. 5 min na 98°C za inaktivaciju enzima Ligase-65.  

Pauza na 20°C. Epruvete mogu biti uklonjene iz PCR uređaja. 

4. PCR reakcija – amplifikacija ligiranih sondi (drugi dan): 

Vorteksovati SALSA PCR prajmer. 10 sec. zagrevati u ruci polimerazu da bi se 

smanjila viskoznost. 

a. Pripremiti mešavinu polimeraze. Za svaku reakciju pomešati: 7.5 µl dH2O 

+ 2 µl SALSA PCR prajmera + 0,5 µl SALSA polimeraze. Dobro izmešati 

pipetiranjem (gore-dole), bez vorteksovanja. Čuvati na ledu do upotrebe. 

b.  Na sobnoj temperaturi dodati 10 µl glavne smeše polimeraze u svaku 

epruvetu. Blago promešati pipetiranjem. Postaviti epruvete u PCR uređaj i 

nastaviti program;  

c. 35 ciklusa od ………30 sekundi na 95°C;  

……….30 sekundi na 60°C;  

.………60 sekundi na 72°C.  

d. Završiti sa 20 min inkubacije na 72°C.  

e. Pauza na 15°C. 

Nakon PCR reakcije, ne otvarati epruvete u istoj prostoriji sa PCR uređajem. Da bi se 

izbegla kontaminacija, koristiti različite mikropipete za obavljanje MLPA reakcija i 

rukovanje MLPA PCR proizvodima. PCR proizvod se može čuvati na 4oC nedelju dana. 

Na duži period čuvati na temperaturi od -25°C/-15°C. Fluorescentne boje su osetljive na 
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svetlost, pa je potrebno čuvati PCR proizvode u tamnoj kutiji ili umotane u 

aluminijumsku foliju. 

3.2.5. Kvantifikacija PCR produkata kapilarnom elektroforezom 

Produkti nakon MLPA reakcije su razdvojeni kapilarnom elektroforezom na aparatu 

ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems International Inc., Foster City, 

Kalifornija, SAD) (102): 

a. 0.7 µl PCR produkta 

b. 0.3 µl (ROKS) ili 0,2 µl (LIZ) GS 500 standard 

c. 9 µl HiDi formamida  

d. Sipati u ležišta na ploči i zagrevati 3 min na 86°C, radi denaturacije, a zatim 

hladiti 2 min na 4°C (u ledu).  

Analiza fragmenata u aparatu:  

a. Napon ubrizgavanja: 1.6 kV 

b. Vreme ubrizgavanja: 15 sek. 

c. Radni napon: 15 kV 

d. Vreme rada: 1800 s 

e. Temperatura pećnice: 60°C 

f. Polimer: POP4 ili POP7 

Za softversku obradu podataka korišćen je program koji preporučuje proizvođač - 

Coffalyser (MRC – Holland, www.mlpa.com) (101). Interpretacija dobijenih rezultata 

vršena je na bazi upoređivanja dobijenih fluorescentnih vrhova (pikova) unutar svakog 

uzorka, u odnosu na referentne uzorke. Kod hemizigotnih delecija interpretacija je lakša 

jer su jasno vidljiva smanjenja visine vrha, dok se kod heterozigotnih duplikacija i 

delecija stvaraju pikovi različite visine što otežava njihovu interpretaciju.  

3.2.6. Llinkage analiza  

Za analizu vezanosti je korišćeno 6 mikrosatelitnih markera – 3’DYS (DXS1234), 

5’DYS-II (DXS1242), STR44 (DXS1238), STR45 (DXS1237), STR49 (DXS1236), 

STR50 (DXS1235) i dva RFLPs markera pERT87-8taqI i pERT87-15taqI (Tabela 1). 
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Alelski status markera utvrđen je nakon PCR amplifikacije na aparatu ABI 9700 

Thermal Cycler. Za umnožavanje izabranih STR markera korišćene su prajmeri čije su 

sekvence prikazane u Tabeli 1. Temperaturni profil za amplifikaciju STR markera je 

uključivao 5 minuta inicijalne denaturacije na 95°C, praćenu sa 40 ciklusa na 94°C 

30sec, hibridizacije prajmera i elongacije koje su se odvijale na 50-60°C i 72°C u 

trajanju od po 30sec, redom. Razdvajanje PCR produkata je izvršeno vertikalnom gel 

elektroforezom na 10% poliakrilamidnom gelu, pri jačini struje od 20mA i naponu 

150V u trajanju od dva i po sata. Po završenoj elektroforezi, poliakrilamidni gel je bojen 

1% rastvorom etidijum bromida i prosvetljavanjem gela na UV transiluminatoru. 

Amplifikovani STR markeri su vizualizovani prisustvom traka na poliakrilamidnom 

gelu odgovarajuće molekulske veličine, određene na osnovu poređenja sa DNK 

standardom (100bp Lader, Thermo Scientific, SAD). 

Analiza RFLP markera je uključivala umnožavanje ciljanih regiona DMD gena 

korišćenjem prajmera odgovarajućih sekvenci (Tabela 1.), praćeno restrikcionom 

digestijom sa odgovarajućom restrikcionom endonukleazom. PCR reakcija se odvijala 

pri temperaturi od 95°C u trajanju od 5min u fazi inicijalne denaturacije, praćene sa 40 

ciklusa na 94°C 30sec, hibridizacije prajmera na 60°C u trajanju od 30sec i elongacije 

na 72°C 30sec. Za restrikcionu digestiju PCR amplifikata je pripremana smeša koja je 

sadržala 10µL PCR amplifikata, 2µl pufera, 18µl dH2O i 0.5 µl TaqI restrikcionog 

enzima (Thermo Scientific, SAD). Inkubacija je vršena preko noći, u vodenom kupatilu 

na teperaturi od 65oC. Digestovani produkti su razdvajani prema veličini vertikalnom 

gel elektroforezom na 10% poliakrilamidnom gelu, pri jačini struje 20mA i naponu 

150V i u trajanju od sat i po vremena. Veličina restrikovanih fragmenata je utvrđivana 

na osnovu poređenja sa DNK standardom (100bp Lader, Thermo Scientific, SAD). 
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Tabela 1. Lokacija markera i sekvence prajmera korišćeni u analizi vezanosti  

(dostupno na www.dmd.nl) (107) 

Marker Lokalizacija u DMD genu Forward i reverse prajmeri 

STR44 (DXS 1238) Intron 44 tccaacattggaaatcacatttcaa/ 

tcatcacaaatagatgtttcacag 

STR45 (DXS1237) Intron 45 gaggctataattctttaactttggc/ 

ctctttccctctttattcatgttac 

STR49 (DXS 1236) Intron 49 cgtttaccagctcaaaatctcaac/ 

catatgatacgattcgtgttttgc 

STR50 (DXS 1235) Intron 50 aaggttcctccagtaacagatttgg/ 

tatgctacatagtatgtcctcagac 

5’DYS-II (DXS 1242) 5' Dp427c promotor tcttgatatatagggattatttgtgtttgttatac/ 

attatgaaactataaggaataactcatttagc 

3’DYS (DXS 1234) Egzon 79 gttgtttataaaaacccctaaaaacaaaac/ 

ggatgcaaaacaatgcgctgcctca 

pERT87-8/TaqI 

(DXS164) 

Intron 13 gtcagttggtcagtaaaagcc/ 

ccaattaaaaccacagcag  

pERT87-15/TaqI 

(DXS164) 

Intron 16 gactttcgatgttgagattactttccc/ 

aagcttgagatgctctcaccttttcc 

 

Za crtanje rodoslovnih stabala je korišćen softver dostupan na www.cegat.de/en/for-

physicians/pedigree-chart-designer/ (125). 



 

 42 

4. Rezultati 
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Od rezultata prikupljenih istraživanjem formirana je datoteka u Microsoft Excelu koja je 

zatim preneta u statistički program IBM SPSS 20 uz pomoć kojeg su podaci i 

analizirani. Od deskriptivnih statističkih pokazatelja korišćene su frekvencije, procenti, 

srednje vrednosti i mere varijabiliteta. Od analitičkih statističkih metoda korišćeni su 

Studentov t-test, pirsonov HI-kvadrat test, a u slučaju pojave malih očekivanih 

učestalosti Hi-kvadrat egzaktni test. Rezultati su prikazani tabelarno i grafički. 

4.1. Rezultati PCR i/ili MLPA analize kod probanda 

Uzorak je činilo 72 DMD/BMD probanda, od kojih je nesrodnih bolesnika bilo 64, a u 4 

slučaja su bila ispitana po dva rođena brata (N=8). Od tog broja, 29 bolesnika je bilo sa 

DMD fenotipom (40,3%) i 43 sa BMD fenotipom (59,7%) (Tabela 1; Grafikon 1). 

Tabela 1. Fenotip kod probanda 

 N % 

Duchenne 29 40.3 

Becker 43 59.7 

Ukupno 72 100.0 

 

Grafikon 1. Fenotip kod probanda 
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Godine starosti kada se javljaju simptomi bolesti čine važnu razliku između DMD i 

BMD. Kod naših ispitanika podatak o godinama života odnosi se na starost kada je 

rađena prva genetička analiza (Tabela 2). 

Tabela 2. Godine starosti obolelih kada je rađena prva genetska analiza u odnosu na 

fenotip 

 
Godine starosti 

N AS SD Med Min Maks 

Fenotip 

Duchenne 24 7.79 5.52 6.00 1.00 21.00 

Becker 33 24.76 12.63 22.00 3.00 57.00 

Ukupno 57 17.61 13.24 14.00 1.00 57.00 

 

Za 57 DMD/BMD bolesnika, za koje smo imali podatak o godinama života, nađena 

prosečna starost je bila 17,61±13,24 godine, a medijana je iznosila 14 godina. Najmlađi 

bolesnik imao je jednu godinu, a najstariji 57 godina. 

Prosečna starost bolesnika sa DMD fenotipom je bila 7,79±5,52 godine, a medijana je 

iznosila 6 godina. Najmlađi bolesnik imao je jednu godinu, a najstariji 21 godinu. 

Prosečna starost bolesnika sa BMD fenotipom je bila 24,76±12,63 godine, a medijana je 

iznosila 22 godine. Najmlađi bolesnik imao je 3 godine a najstariji 57 godina. 

Man-Vitni U testom dobijena je visoko statistički značajna razlika u starosti bolesnika u 

odnosu na fenotip (p < 0,001), što je ilustrativno prikazano u Grafikonu 2. 
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Grafikon 2. Godine starosti obolelih kada je rađena prva genetska analiza u odnosu na 

fenotip 

 

Multipleks PCR metoda detektuje oko 98% delecija u predilekcionim regionima DMD 

gena. Ovom metodom ispitano je ukupno 43 ispitanika, 29 DMD i 14 BMD bolesnika. 

Kod 25 (17 DMD i 8 BMD) bolesnika nađena je delecija, što iznosi 58,1% ispitanih 

ovom metodom, dok kod 18 (12 DMD i 6 BMD) probanada nisu bile nađene delecije - 

41,9% (Tabela 3; Grafikon 3). 

Tabela 3. PCR analiza kod probanda 

 N %  

ima deleciju 25 58.1 

nema deleciju 18 41.9 

Ukupno 43 100.0 
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Grafikon 3. PCR analiza kod probanda 

 

Granice delecija koje su dobijene PCR analizom kod probanada date su u Tabeli 4. U 

četiri slučaja (3 DMD i 1 BMD) u pitanju je bila delecija jednog egzona (egzoni 13, 44, 

50), dok je njih 21 (14 DMD i 7 BMD) imalo deleciju više egzona, a najčešće su bili 

zahvaćeni egzoni u distalnom delu gena – egzoni 44-55, kod 14 ispitanika (8 DMD i 6 

BMD). 
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Tabela 4. Delecije nađene kod probanda PCR metodom 

Delecije 

 
N %  

del 12-19 1 4.0 

del 12-43 1 4.0 

del 13 1 4.0 

del 4-13 1 4.0 

del 44 2 8.0 

del 44-48 2 8.0 

del 44-49 1 4.0 

del 45-47 1 4.0 

del 45-48 3 12.0 

del 45-50 1 4.0 

del 45-52 1 4.0 

del 45-60 2 8.0 

del 46-50 2 8.0 

del 46-52 1 4.0 

del 48-50 1 4.0 

del 49,50 1 4.0 

del 50 1 4.0 

del 6-19 1 4.0 

del DP427c 1 4.0 

Ukupno 25 100.0 
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MLPA metoda omogućava kvantitativnu analazu svih 79 egzona DMD gena. Ovom 

metodom se mogu detektovati delecije i duplikacije u genu za distrofin kod probanda ili kod 

ženskih nosilaca. U našem istraživanju ovom metodom ispitan je 51 proband (analiza nije 

uspela kod jednog probanda). Rezultati dobijeni MLPA metodom prikazani su u Tabeli 5. 

Tabela 5. Rezultati MLPA anlize kod probanda  

 N %  

 delecije 28 54,9 

duplikacija 6 11.7 

ni delecija ni duplikacija 16 31.4 

neuspela analiza 1 2.0 

Ukupno 51 100.0 

Grafikon 4. daje prikaz nađenih delecija MLPA metodom kod probanda, pri čemu su 

delecije razvrstane u odnosu na nalaz PCR metodom (za probande kod kojih su rađene 

obe metode), a o čemu će kasnije biti više reči. 

Grafikon 4. Prikaz rezultata MLPA anlize kod probanda  
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Od 51-og  probanda koji je ispitan MLPA metodom, velike mutacije su nađene kod njih 

34 (66,7%), od kojih su u 28 (54,9%) slučajeva bile delecije, 6 (11,7%) duplikacije, dok 

ni delecije ni duplikacije nisu bile nađene kod 16 (31,4%) ispitanika. Granice delecija i 

duplikacija koje su nađene MLPA metodom date su u Tabeli 6. 

Tabela 6. Prikaz granica mutacija nađenih kod probanada MLPA metodom 

Delecije ili 

duplikacije 
N %  

del 1 1 2.9 

del 1, DP427c 1 2.9 

del 10-12 1 2.9 

del 25-43 1 2.9 

del 3-15 1 2.9 

del 33,34 1 2.9 

del 35-52 1 2.9 

del 43 1 2.9 

del 44 1 2.9 

del 45-47 4 11.8 

del 45-48 3 8.8 

del 45-49 3 8.8 

del 45-50 1 2.9 

del 45-76 2 5.9 

del 48 2 5.9 

del 49,50 1 2.9 

del 50 1 2.9 

del 59 1 2.9 
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Delecije ili 

duplikacije 
N %  

del 9-12 1 2.9 

dupl 18-27 1 2.9 

dupl 18-42 i 45-48 1 2.9 

dupl 2 1 2.9 

dupl 31-44 1 2.9 

dupl 52-62 1 2.9 

dupl 8-16 1 2.9 

Ukupno 34 100.0 

 

Od 51-og ispitanika, kod nijh 29 je bila rađena samo MLPA metoda. Kod preostala 22 

ispitanika, prvobitno je bio rađen PCR, a MLPA metoda je primenjena u cilju 

detektovanja delecija koje nisu u predilekcionim regionima DMD gena ili otkrivanje 

duplikacija, ili radi preciznijeg utvrđivanja granica delecija koje su bile nađene PCR 

metodom. Nalazi MLPA metodom kod probanada u odnosu na PCR metodu su dati u 

Tabeli 7 i Grafikonu 5. 
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Tabela 7. Prikaz nalaza kod probanda MLPA analizom u odnosu na PCR analizu 

 
PCR analiza (proband) 

Ukupno 
ima deleciju nema deleciju 

MLPA anliza 

(proband) 

Delecija 
N 5 0 5 

% 50.0% 0.0% 22.7% 

veća delecija 
N 5 0 5 

% 50.0% 0.0% 22.7% 

delecija na 

drugoj lokaciji 

N 0 5 5 

% 0.0% 41.7% 22.7% 

duplikacija 
N 0 4 4 

% 0.0% 33.3% 18.2% 

ni del. ni 

duplikacija 

N 0 3 3 

% 0.0% 25.0% 13.6% 

Svega 
N 10 12 22 

% 100.0% 100.0% 100.0% 

 

Od 10 bolesnika kod kojih je PCR analizom nađena delecija, kod njih 5 je MLPA 

analizom nađena ista delecija (50%), a kod 5 bolesnika veća delecija (50%). Kod 12 

bolesnika kod kojih PCR analizom nije nađena delecija, kod njih 5 (41,7%) je MLPA 

analizom nađena delecija na drugoj lokaciji, a kod 4 duplikacija (33,3%), dok kod 3 

(25%) ispitanika nije bila nađena ni delecija ni duplikacija.  

Hi-kvadrat egzaktnim testom dobijena je visoko statistički značajna razlika u učestalosti 

nalaza dobijenih PCR i MLPA analizom (HI-kvadrat = 22,000; p < 0,001). Odnosno, 

MLPA metodom potvrđene su sve delecije nađena PCR metodom, takođe je u 22,7% 

slučajeva nađena veća delecija, u 22,7% delecija na drugoj lokaciji, a kod 4 ispitanika 

otkrivena je duplikacija (18,2%).  
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Grafikon 5. Prikaz nalaza kod probanda MLPA analizom u odnosu na PCR analizu 

 

Kod 72 probanda primenom obe metode, PCR i/ili MLPA, ukupno je otkriveno 49 

velikih mutacija što iznosi 68,1% (od toga delecije 87,7%, a duplikacije 12,3%), dok 

delecije ni duplikacije nisu bile nađene kod 22 probanda, odnosno 30,1%, a kod jednog 

probanda MLPA analiza nije bila uspešna (1,4%). Delecije su nađene kod 22 (44,9%) 

DMD bolesnika i 21 (42.8%) BMD bolesnika, dok su duplikacije bile prisutne kod 4 

(8.2%) DMD i 2 (4.1%) BMD bolesnika (Tabela 8). Ni delecije ni duplikacije nisu bile 

nađene kod 4 (18.2%) DMD bolesnika i 18 (81.8%) BMD bolesnika. U Tabeli 8a. 

prikazane su mutacije kod probanada (N=72) koje su bile nađene primenom obe 

metode, PCR i/ili MLPA. 

Tabela 8. Prikaz nađenih velikih mutacija kod DMD i BMD probanada sa obe metode 

Fenotip  Delecije  % Duplikacije  % 

DMD 22 44.9 4 8.2 

BMD 21 42.8 2 4.1 

Ukupno  43 87.7 6 12.3  
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Tabela 8a. Prikaz granica mutacija nađenih kod probanda PCR i/ili MLPA metodom  

Fenotip kod probanda Mutacioni status probanda N % 

DMD del 1 1 1.4 

DMD del 1, DP427c 1 1.4 

BMD del 10-12 1 1.4 

DMD del 12-19 1 1.4 

BMD del 12-43 1 1.4 

BMD del 13 1 1.4 

DMD del 25-43 1 1.4 

DMD del 3-15 1 1.4 

DMD del 33,34 1 1.4 

DMD del 35-52 1 1.4 

BMD del 43 1 1.4 

DMD del 44 2 2.8 

BMD del 44-48 1 1.4 

BMD del 44-49 1 1.4 

BMD del 45-47 4 5.5 

BMD del 45-48 6 8.3 

BMD del 45-49 3 4.1 

DMD del 45-50 1 1.4 

DMD del 45-52 1 1.4 

DMD del 45-76 2 2.8 

DMD del 46-50 2 2.8 

DMD del 46-52 1 1.4 
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Fenotip kod probanda Mutacioni status probanda N % 

BMD del 48 2 2.8 

DMD del 48-50 1 1.4 

DMD del 49,50 1 1.4 

DMD del 50 1 1.4 

DMD del 59 1 1.4 

DMD del 6-19 1 1.4 

BMD del 9-12 1 1.4 

BMD dupl 18-27 1 1.4 

DMD dupl 18-42 i 45-48 1 1.4 

DMD dupl 2 1 1.4 

BMD dupl 31-44 1 1.4 

DMD dupl 52-62 1 1.4 

DMD dupl 8-16 1 1.4 

BMD neuspela MLPA analiza 1 1.4 

2DMD/14BMD nmf (ni del ni dupl.) (MLPA) 16 22.2 

2DMD/4BMD nisu nađene delecije (PCR) 6 8.3 

Ukupno   72 100.0 

 

Delecijama i duplikacijama najčešće je bio zahvaćen veći broj egzona, u 79,6% 

slučajeva, dok su mutacije jednog egzona bile prisutne kod 20,4% probanada (Tabela 

9). Od delecija jednog egzona nađene su delecije egzona 1, 13, 43, 44, 48, 50, 59, a od 

duplikacija egzon 2. Najčešća delecija većeg broja egzona bila je delecija egzona 45-48 

(6 slučajeva). Najveća delecija je obuhvatala egzone 12-43 (31 egzon), a najveća 

duplikacija obuhvatila je dve lokacije u genu, egzone 18-42 i egzone 45-48 (27 egzona).  
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Tabela 9. Broj zahvaćenih egzona kod probanda 

 N %  

jedan egzon  10 20.4 

više egzona 39 79.6 

Ukupno 49 100.0 

Strukturna i funkcionalna organizacija DMD gena podrazumeva 4 različita domena: N-

terminalni domen, štapićasti domen, cisteinski domen i C-terminalni domen. Tabela 10. 

i Grafikon 6. prikazuju lokalizacije nađenih delecija i duplikacija u odnosu na domen u 

kome leže. Očekivano, najveći broj nađenih delecija i duplikacija su bile lokalizovane u 

štapićastom domenu (85,7%).  

Tabela 10. Domen u kome se nalaze mutacije nađene kod probanda PCR i/ili MLPA 

metodom 

Domen  N % 

I 3 6.1 

I i II 2 4.1 

II 42 85.7 

II, III i IV 2 4.1 

Ukupno 49 100.0 

I : N-terminalni domen (egzoni 2-8) 

II : Štapićasti domen (egzoni 9-62) 

III : Cisteinski domen (egzoni 63-69) 

IV: C-terminalni domen (egzoni 70-79) 
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Grafikon 6. Domen u kome se nalaze mutacije probanda nađene PCR i/ili MLPA 

metodom 

 

Najčešće mutacije kod DMD/BMD probanada koje su bile nađene sa obe metode 

obuhvatile su egzone 2-20 (16,3%) i egzone 44-55 (63,3%), što odgovara “vrućim 

tačkama” u DMD genu (Tabela 11; Grafikon 7).  
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Tabela 11. Najčešće mutacije kod probanda nađene sa obe metode 

 N %  

del ili dupl 2-20 8 16.3 

del ili dupl 44-55 31 63.3 

del 1 1 2.0 

del 1, DP427c 1 2.0 

del 12-43 1 2.0 

del 25-43 1 2.0 

del 45-76 2 4.1 

del 59 1 2.0 

dupl 18-27 1 2.0 

dupl 18-42 i 1 2.0 

dupl 52-62 1 2.0 

Ukupno 49 100.0 

Grafikon 7. Najčešće mutacije kod probanda nađene sa obe metode 
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Delecije i duplikacije nađene kod probanada analizirali smo pomoću Reading frame checker-

a (version 1.9). Utvrdili smo da su kod 46,8% bolesnika bile prisutne in-frame mutacije, dok 

su kod 53,2% bile out-of frame mutacije (Tabela 12). Takođe smo utvrdili i povezanost ovih 

mutacija sa fenotipom kod probanda. Nađeno je da 91,3% DMD probanada ima out-of frame 

mutaciju, odnosno da 8,7% ima in-frame mutaciju. Kod BMD probanada 83,3% je imalo in-

frame mutaciju, a 16,7% out-of frame mutaciju (Tabela 13; Grafikon 8). 

Tabela 12. Analiza mutacije kod probanda (Reading frame-checker) 

 N %  

in frame 22 46.8 

out of frame 25 53.2 

Ukupno 47 100.0 

Tabela 13. Povezanost nađenih mutacija sa fenotipom kod probanda 

 
Reading (frame-checker) 

Ukupno 
in frame out of frame 

Fenotip 

Duchenne 
N 2 21 23 

% 8.7% 91.3% 100.0% 

Becker 
N 20 4 24 

% 83.3% 16.7% 100.0% 

Ukupno 
N 22 25 47 

% 46.8% 53.2% 100.0% 

Kod obolelih sa fenotipom Duchenne 21 ima out-of frame mutaciju, a 2 in-frame 

mutaciju. Dok je kod obolelih sa fenotipom Becker obrnuto, 20 ima in-frame mutaciju, 

a 4 out-of frame mutaciju.  

Pirsonovim Hi-kvadrat testom dobijena je visoko statistički značajna razlika (Hi-kvadrat 

= 26,278; p < 0,001). 
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Grafikon 8. Povezanost nađenih mutacija sa fenotipom kod probanda 

 

4.2. Rezultati MLPA analize kod ženskih srodnika probanada 

U cilju utvrđivanja statusa nosioca kod žena, MLPA metodom smo ispitali 58 ženskih 

članova iz 41 porodice DMD/BMD probanada (MLPA nalaz je dat u prilogu). Od toga, 

u 40 porodica je bio po jedan DMD/BMD slučaj, a kod jedne porodice su bila 

zahvaćena dva rođena brata. Ispitivanje je obuhvatilo 37 majki probanada, 14 sestara 

probanada (13 rođenih i jedna sestra po majci), 2 ćerke (gde je otac proband), 3 

sestričine (gde je ujak proband), 1 tetku (majčina sestra) i jednu baku (po majci). U dva 

slučaja nije bio poznat mutacioni status kod probanda, pa je indikacija za MLPA analizu 

kod ženkih članova bila postavljena na osnovu anamnestičkih podataka o obolelom. 

Najpre je dat prikaz nalaza MLPA analize kod majki probanada (Tabela 14).  
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Tabela 14. Rezultati MLPA analze kod majke 

 N % 

delecija 14 37,8 

duplikacija 3 8,1 

ni delecija ni duplikacija 19 51,4 

neuspela analiza 1 2,7 

Ukupno 37 100,0 

Od 37 ispitivanih majki, kod njih 17 (45,9%) su bile nađene delecije ili duplikacije u 

DMD genu, čime je potvrđen status nosioca kod ovih majki. Od 17 velikih mutacija 

delecije su bile nađene kod 14 majki (82,4%), a duplikacije kod 3 majke (17,6%). 

Tabela 15. prikazuje granice mutacije kod majki (nosioci) utvrđene MLPA metodom.  

Tabela 15. Mutacije nađene kod majke MLPA metodom 

 N %  

del 1, DP427c 1 5.9 

del 3-15 1 5.9 

del 33,34 1 5.9 

del 35-52 1 5.9 

del 45-47 2 11.8 

del 45-48 3 17.6 

del 45-52 1 5.9 

del 46-55 1 5.9 

del 48 1 5.9 

del 49,50 1 5.9 

del 59 1 5.9 

dupl 18-42 i 45-48 1 5.9 

dupl 2 1 5.9 

dupl 52-62 1 5.9 

Ukupno 17 100.0 
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Tebela 16. prikazuje fenotip kod probanda i MLPA nalaz kod njihovih majki koje su 

ovom analizom bile potvrđene kao nosioci; kao i majke koje nisu bile potvrđene kao 

nosioci; i dve majke kod koji nije rađena MLPA metoda, a koje imaju po dva obolela 

sina (sa dokazanom mutacijom) i svrstavaju se u verovatne nosioce (N=39).  

Tabela 16. Nalaz kod majke u odnosu na fenotip kod probanda 

 
Fenotip 

Ukupno 
Duchenne Becker 

 Nalaz kod 

majke  

delecija 
N 8 6 14 

% 36,4% 35,3% 35,9% 

duplikacija 
N 3 0 3 

% 13,6% 0,0% 7,7% 

ni delecija ni 

duplikacija 

N 10 9 19 

% 45,5% 52,9% 48,7% 

neuspela analiza 
N 0 1 1 

% 0,0% 5,9% 2,6% 

verovatni 

nosilac 

N 1 1 2 

% 4,5% 5,9% 5,1% 

Ukupno 
N 22 17 39 

% 100,0% 100,0% 100,0% 

Od 37 majki kod kojih je rađena MLPA analiza, 21 (56,7%) obolelih sinova je imalo 

DMD fenotip, a njih 16 (43,3%) BMD fenotip. Od 21 probanda sa DMD fenotipom kod 

8 majki je nađena delecija, kod 3 duplikacija, a kod 10 majki nisu bile nađene delecije 

ni duplikacije. Od 16 probanda sa BMD fenotipom, 6 majki je imalo deleciju, kod 9 

majki nisu bile potvrđene delecija ni duplikacija, dok kod jedne majke nije uspela 

analiza. Od dve majke koje su označene kao verovatni nosioci, kod sinova je bio 

prisutan DMD fenotip, odnosno BMD fenotip.  
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Hi-kvadrat egzaktnim testom nije nađena statistički značajna razlika nalaza kod majke u 

odnosu na fenotip kod probanda (Hi-kvadrat = 3,120; p = 0,386). 

Iz Tabele 16. se vidi da od 37 majki kod kojih je rađena MLPA analiza, njih 19 (51,4%) 

nema ni deleciju ni duplikaciju, a njihovi sinovi imaju mutaciju (probandi). Prema 

tome, stopa novih mutacija iznosi ukupno 51,4%, tj. za DMD bolesnike 45,5%, a za 

BMD bolesnike 60%.  

Grafikon 9. daje ilustrativan prikaz podataka iz Tabele 16. 

Grafikon 9. Nalaz kod majke u odnosu na fenotip kod probanda 

 

U tabeli 17. su dati rezultati MLPA analize svih ispitivanih ženskih članova, zajedno sa 

nalazima kod probanada dobijenih primenom PCR i/ili MLPA metode. Od 58 ispitanih 

ženskih članova MLPA analiza nije uspela kod njih 5 (četiri sestre i jedne majke). U 

tabeli su prikazane granice mutacija za sve ispitanike kod kojih su mutacije bile nađene; 

kod ispitanika kod kojih MLPA metodm nije bila nađena delecija ni duplikacija stoji 

skraćenica – nmf (engl. no mutation found); a oznaka “x” odnosi se na članove porodice 

kod kojih nam nije bio poznat mutacioni status.  
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Tabela 17. Uporedni prikaz nalaza kod probanda i svih ispitanih ženskih srodnika 

MLPA metodom 

Red. 
broj 

Fenotip kod probanda 

Mutacija kod 
probanda 
(PCR i/ili 
MLPA) 

Srodnik 
probanda 

Mutacije kod 
srodnika probanda 

(MLPA) 

1 BECKER del 9-12 majka nmf 

2 DUCHENNE del 1 
majka nmf 
sestra1 neuspela analiza 

3 DUCHENNE dupl 8-16 majka nmf 
4 DUCHENNE del 25-43 majka nmf 
5 DUCHENNE del 50 majka nmf 

6 DUCHENNE del 49,50 
majka del 49,50 
baka del 49,50 

7 DUCHENNE del 45-52 majka del 45-52 

8 
DUCHENNE 

(brat po majci ima istu 
mutaciju) 

del 1, DP427c majka del 1, DP427c 

9 DUCHENNE del 59 majka del 59 
10 DUCHENNE del 35-52 majka del 35-52 

11 DUCHENNE dupl 2 
majka dupl 2 
sestra1 nmf 
sestra2 nmf 

12 DUCHENNE 
nije nađena 

delecija 
majka nmf 

13 DUCHENNE del 45-50 majka nmf 
14 DUCHENNE del 46-50 majka nmf 
15 DUCHENNE del 44 majka nmf 
16 BECKER nmf majka nmf 
17 DUCHENNE nmf majka nmf 

18 
DUCHENNE 

(brat blizanac ima hiper 
CPK-emiju) 

del 33,34 majka del 33,34 

19 DUCHENNE 
dupl 18-42 i 

45-48 
majka dupl 18-42 i 45-48 
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Red. 
broj 

Fenotip kod probanda 

Mutacija kod 
probanda 
(PCR i/ili 
MLPA) 

Srodnik 
probanda 

Mutacije kod 
srodnika probanda 

(MLPA) 

20 DUCHENNE dupl 52-62 majka dupl 52-62 
21 DUCHENNE del 12-19 majka nmf 
22 DUCHENNE del 46-52 majka del 46-55 

23 DUCHENNE del 3-15 
majka del 3-15 
sestra1 nmf 

24 
DUCHENNE 

(rođeni brat ima istu 
mutaciju) 

del 45-76 majka verovatni nosilac 

25 BECKER del 44-48 
majka x 

sestričina1 del 45-47 
26 BECKER del 44-49 majka del 45-47 

27 BECKER 
neuspela 
analiza 

majka neuspela analiza 
sestra1 neuspela analiza 
sestra2 neuspela analiza 

28 BECKER del 12-43 
majka nmf 
sestra1 nmf 
sestra2 nmf 

29 BECKER del 45-47 
majka del 45-47 
sestra1 neuspela analiza 

30 BECKER del 45-49 majka nmf 
31 BECKER del 45-48 majka del 45-48 
32 BECKER nmf majka nmf 

33 BECKER del 13 
ćerka1 del 13 
ćerka2 del 13 
ćerka3 x 

34 BECKER nmf majka nmf 
35 BECKER del 45-49 majka nmf 
36 BECKER del 45-48 majka del 45-48 
37 BECKER del 45-48 majka del 45-48 

38 BECKER nmf 
majka nmf 
sestra nmf 
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Red. 
broj 

Fenotip kod probanda 

Mutacija kod 
probanda 
(PCR i/ili 
MLPA) 

Srodnik 
probanda 

Mutacije kod 
srodnika probanda 

(MLPA) 

sestričina1 nmf 
sestričina2 nmf 

39 BECKER del 48 majka del 48 

40 BECKER nmf 
majka x 
sestra nmf 
tetka nmf 

41 BECKER x 
majka nmf 
sestra1 nmf 
sestra 2 nmf 

42 DUCHENNE x 
majka x 

sestra po 
majci 

nmf 

43 
BECKER (rođeni brat 

ima istu mutaciju) 
del 45-47 majka verovatni nosilac 

 

Od 53 uspele MLPA analize kod ženskih srodnika, kod njih 21 (39,6%) su bile nađene 

mutacije, dok u 32 (60,4%) slučaja nisu bile nađene delecije ni duplikacije. Mutacije su 

nađene kod 17 majki, 1 sestričine, 1 bake i kod dve ćerke čiji je otac proband. Od 14 

ispitanih sestara probanada kod 10 sestara nisu bile nađene mutacije, dok kod 4 sestre 

analiza nije uspela. Od tri ispitivane sestričine čije je ujak proband, 2 nisu imale 

mutaciju. Jedna tetka (majčina sestra) takođe nije imala mutaciju.  

Analizirajući mutacije koje su nađene kod majki, u odnosu na mutacije kod obolelih 

sinova, utvrdili smo da je mutacija kod jedne majke bila veća nego kod sina, i na istoj 

lokaciji, kod jedne majke mutacija je bila manja nego ona koja je nađena kod sina, 

takođe na istoj lokaciji, dok su sve ostale majke imale istu mutaciju koju ima oboleli 

sin.  

Analizom ostalih mutacija zaključili smo da obe ćerke nose istu deleciju koju ima 

njihov otac (BMD), sestričina nosi istu deleciju kao oboleli ujak (BMD), a baka ima istu 

deleciju kao njena ćerka, odnosno njen unuk (DMD). 
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Za probande kod kojih se ne utvrdi prisustvo delecija ili duplikacija (PCR i/ili MLPA), 

mogućnosti su da ima tačkastu mutaciju u DMD genu ili da ima neku drugu miopatiju. 

Tačkaste mutacije otkrivaju se metodom sekvenciranja gena ili se do podataka o 

nasleđenoj mutaciji dolazi indirektnom analizom (linkage analiza). U Tabeli 18. 

prikazana su druga sprovedena ispitivanja. 

Tabela 18. Druga ispitivanja kod probanda i njegovih pojedinih ženskih srodnika  

 N % 

analiza vezanosti 6 27.3 

analiza vezanosti - prenatalna dg 3 13.6 

mlpa 1 4.6 

Next generation Sequencing 7 31.8 

prenatalna dg 5 22.7 

Ukupno 22 100.0 

 

Iz tabele se vidi da je kod 7 ispitanika (3 BMD probanda, 1 majka, 3 sestre) primenjena 

metoda sekvenciranja (Next generation Sequencing). Kod 2 probanda utvrđena je 

mutacija CAPN3 gena (oba su bila složeni heterozigoti, kalpainopatija), a kod jednog 

probanda rezultat primenjenog genskog panela za mišićnu distrofiju je bio negativan. 

Kod jedne sestre probanda nađena je mutacija u FHL1 genu (Emery-Dreifuss mišićna 

distrofija), dok su jedna majka i dve sestre istog probanda bile heterozigoti za tačkastu 

mutaciju u DMD genu. MLPA analiza kod jedne sestre pokazala je mutaciju u SMN1 

genu (Spinalna mičićna atrofija tip 3).  

4.3. Rezultati dobijeni analizom vezanosti (linkage analiza) 

Analizom vezanosti je ispitano ukupno 9 porodica. Kod 6 porodica analiza je rađena u 

cilju utvrđivanja statusa ženskih nosioca u porodici, a kod tri porodice i u cilju 

prenatalne dijagnoze. Ispitano je ukupno 37 članova iz porodica, od toga je ženskih 

članova bilo 20. Za analizu kod tri ploda muškog pola, jedan uzorak je dobijen iz 

horiona, a dva iz plodove vode. U linkage analizi korišćeni su sledeći mikrosatelitni 
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markeri - 3’DYS (DXS1234), 5’DYS-II (DXS1242), STR44 (DXS1238), STR45 

(DXS1237), STR49 (DXS1236), STR50 (DXS1235) i dva RFLPs markera pERT87-

8taqI i pERT87-15taqI. Kod 7 porodica primenjena su po dva markera od kojih je 

najmanje jedan bio informativan, kod dve porodice je kombinovano više markera, dok 

su kod jedne porodice (6 članova), oba ispitivana markera bila neinformativna (Tabela 

19). U svim ispitivanim porodicama kod probanada je prvobitno urađena PCR analiza, a 

kod 7 porodica nakon analize vezanosti, ispitivanje je bilo dopunjeno MLPA analizom 

(kod probanda i/ili ženskih srodnika). MLPA metoda je rađena kod 5 probanada i 9 

ženskih članova porodice (N=14), a rezultati za ove ispitanike prikazani su delu u kome 

su dati ukupni rezultati MLPA analize za probande i ženske srodnike. U daljem tekstu 

prikazaćemo svih 9 ispitanih porodica. 
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Tabela 19. Informativnost markera za porodice koje su ispitivane analizom vezanosti 

Marker Porodica Informativan/

br. porodica 

% 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Informativnost markera za porodicu 

DXS1237  

intron 45) 

Da Da Da Ne Ne Da Da Da Da 7/9 (77,8%) 

DXS1236  

(intron 49) 

- - - - - - Da - Da 2/2 (100%)  

DXS1235  

(intron 50) 

Ne Ne Da Da Ne - Ne Ne Da 3/8 (37,5%) 

DXS1238  

(intron 44) 

- - - - - Da Da - Da 3/3 (100%) 

5’DYS-ll 

(DXS1242) 

- - - - - - Da - - 1/1 (100%) 

3’DYS 

(DXS1234)  

- - - - - - - - Ne 0/1 

pERT87-15/taqI 

(intron 16) 

- - - - - - - - Ne 0/1 

pERT87-8/taqI 

(intron 13) 

- - - - - - Da - Ne 1/2 (50%) 

 

Analiza vezanosti je bila uspešna kod 8 porodica. Najčešće korišćeni markeri su bili 

DXS1237 i DXS1235. Marker DXS1237 je bio primenjen kod svih 9 porodica i 

informativan kod 7 porodica (77,8%); marker DXS1235 je bio primenjen kod 8 

porodica, ali informativan kod svega tri porodice (37,5%). Ostali markeri koji su bili 

korišćeni su pokazali ili potpunu informativnost kod porodica, ili su bili informativni u 

50% slučajeva ili nisu bili informativni, ali je broj porodica kod kojih su ovi markeri 

primenjeni bio mali (1, 2 ili 3 porodice). 
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4.3.1. Prikaz porodica kod kojih je rađena analiza vezanosti 

Porodica br. 1: proband sa DMD fenotipom 

Kod probanda je prethodno rađena PCR analiza (2007. godine) kojom nije bila nađena 

delecija, pa je ispitivanje nastavljeno analizom vezanosti. Marker DXS1237 je bio 

informativan i utvrđeni su genotipovi kod probanda, majke i njene rođene sestre. 

Analiza je pokazala da majka i tetka obolelog dečaka imaju iste genotipove, tj. da obe 

imaju isti X hromozom kao i oboleli dečak, pa se zaključuje da je majčina sestra mogući 

prenosilac mutacije. 

Kod majke smo uradili MLPA analizu 2016. godine, kojom nisu bile nađene delecije ni 

duplikacije u genu za distrofin. 

Porodica br. 2: proband sa DMD fenotipom 

PCR analizom kod probanda (2007. godine) je nađena delecija egzona 45-50. U cilju 

utvrđivanja statusa nosioca analiza vezanosti je urađena kod majke probanda i majčine 

rođene sestre. Markeri DXS1235 i DXS1237 su bili informativni. Analiza je pokazala 

da majka i tetka obolelog dečaka imaju iste genotipove, tj. obe imaju isti X hromozom 

kao i oboleli dečak, pa se zaključuje da je majčina sestra mogući prenosilac mutacije. 

Daljim ispitivanjem MLPA metodom, koju smo radili kod probanda i njegove majke 

2016. godine, potvrdilili smo deleciju kod probanda (egzoni 45-50), dok kod majke nisu 

bile nađene delecije ni duplikacije.  

Porodica br. 3: proband sa DMD fenotipom 

PCR analizom kod probanda (2007. godine) utvrđeno je da ima deleciju egzona 6-19. 

Za marker DXS1235 porodica je bila informativna. Utvrđeni su genotipovi kod 

probanda, oca, majke i dve sestre probanda i zaključeno je da je jedna ćerka (sestra 

probanda) nasledila isti X hromozom koji poseduje oboleli brat, što ukazuje da je 

prenosilac mutacije. Druga ćerka nije nasledila X hromozom koji ima oboleli brat.  

Porodica br. 4: proband sa BMD fenotipom 

 PCR analizom kod probnada nije utvrđena delecija. Porodica nije bila informativna za 

analizu (primenjeni markeri DXS1235 i DXS1237). 
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Porodica br. 5: proband sa DMD fenotipom 

Kod probanda je PCR metodom 2007. godine utvrđena delecija egzona 50. Analiza 

vezanosti je urađena u cilju utvrđivanja statusa nosioca kod majke, bake i tetke (majčine 

sestre) obolelog dečaka, kao i kod njegove sestre po majci. Za markere DXS1237 i 

DXS1238 porodica je bila informativna, osim polusestre probanda koja nije bila 

informativna za analizu. Analizom je utvrđeno da majčina sestra nosi isti X hromozom 

kao i proband, pa je mogući prenosilac DMD. 

Dalje ispitivanje MLPA analizom kod probanda, majke i bake (majčina mama) – koje 

smo sproveli 2016. godine, utvrđeno je da proband ima deleciju egzona 49 i 50, i da 

njegova majka i baka nose istu deleciju. 

Porodica br. 6: proband sa DMD fenotipom 

Kod probanda je prethodno rađena PCR metoda koja nije pokazala delecije u DMD 

genu (2007. godine). Sprovedena je analiza vezanosti (marker DXS1237 je bio 

informativan), koja je pokazala da ni jedna od dve ćerke (sestre probanda) nema X 

hromozom koji ima proband, što ukazuje da nisu prenosioci mutacije. 

Zatim je 2010. Godine je rađena nova linkage analiza proširena sa još 4 markera – 

RFLP marker pERT87-8/taq i mikrosatelitni markeri 44, 49 i DysII, kod istih članova 

porodice. Ova analiza je pokazala da ćerke nisu nasledile X hromozom od majke koji 

poseduje proband, što je u saglasnosti sa prethodnom analizom. 

Za istu porodicu uradili smo MLPA analizu kod probanda, majke i dve sestre obolelog 

dečaka (2016. godina). Kod probanda i njegove majke otkrivena je ista mutacija – 

duplikacija egzona 2, dok ovom metodom nisu bile nađene delecije ni duplikacije kod 

sestara probanda. U Tabeli 20. su prikazani genotipovi članova porodice za primenjene 

markere i rezultati MLPA analize kod ženskih članova. 
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Tabela 20. Prikaz nađenih genotpova za date markere i MLPA nalaz (porodica br. 6) 

 Intron 45 Intron 13 Intron 44 Intron 49 DYSII 
MLPA 

analiza 

Majka  
heterozigot 

1,2 

heterozigot 

1,2 

heterozigot 

1,2 

heterozigot 

1,2 

heterozigot 

1,3 

duplikacija 

egzona 2 

Ćerka 1 
homozigot 

1,1 

heterozigot 

1,2 

heterozigot 

1,3 

homozigot 

2,2 

heterozigot 

1,2 

nisu nađene 

del. ni dupl. 

Ćerka 2 
homozigot 

1,1 

heterozigot 

1,2 

heterozigot 

1,3 

homozigot 

2,2 

heterozigot 

1,2 

nisu nađene 

del. ni dupl. 

Sin-

proband 

hemizigot 

2 

hemizigot 

2 

hemizigot 

2 

hemizigot 

1 

hemizigot 

3 

duplikacija 

egzona 2 

otac 
hemizigot 

1 

hemizigot 

2 

hemizigot 

3 

hemizigot 

2 

hemizigot 

2 
 

 

Kod ispitanih članova porodice predviđanja na osnovu analize vezanosti su bila 

potvrđena MLPA analizom. 

Porodice br. 7: proband sa BMD fenotipom 

PCR analiza kod probnda (2007. godine) nije utvrdila prisustvo delecije u DMD genu. 

U cilju detekcije nosioca i prenatalne dijagnoze urađena je anliza vezanosti. Za marker 

DXS1237 porodica je bila informativna. Utvrđeni su genotipovi kod probanda, njegove 

majke, sestre probanda po majci (trudnica) i njenog muškog ploda (horion). Na osnovu 

nađenih genotipova, koji su bili isti kod probnda i njegove sestre po majci, zaključeno je 

da je ona mogući prenosioc mutacije.  

Kako je i u uzorku horiona utvrđen isti haplotip kao kod probanda, urađena je MLPA 

metoda (u Sloveniji) na uzorku horiona koja nije pokazala delecije ni duplikacije u 

DMD genu kod ploda. Takođe, MLPA analiza koju smo uradili polusestri probanda 

2016. godine, nije pokazala delecije ni duplikacije.  
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Porodica br. 8: proband sa DMD fenotipom 

Ni jedna od primenjenih metoda, PCR (2011. godine) i MLPA (2016. godine), kod 

probanda nije otkrila delecije ni duplikacije u genu za distrofin. U cilju prenatalne 

dijagnoze kod majke probanda (trudnica) urađena je analiza vezanosti. Za marker 

DXS1237 porodica je bila informativna. Utvrđeni su genotipovi kod probanda, 

njegovog oca i majke (trudnica), kao i kod njegovog zdravog brata. Za analizu kod 

muškog ploda uzet je uzorak plodove vode (kultura amniocita). Linkage analizom je 

utvrđeno da je plod od majke nasledio isti X hromozom kao i zdrav brat, pa plod neće 

bolovati od DMD.  

Porodica br. 9: proband sa DMD fenotipom 

Kod probanada PCR metodom nije utvrđena delecija u DMD genu (2009. godine). U 

cilju prenatalne dijagnoze kod majke probanda (trudnica) urađena je analiza vezanosti. 

Utvrđeni su genotiovi kod probanda i njegove majke (trudnica) i njenog muškog ploda 

(kultura amniocita). Za markere 44, 45, 49 i 50 porodica je bila informativna. 

Zaključeno je da plod nije od majke nasledio X hromozom koji ima oboleli brat.  

MLPA analiza koju smo radili kod probanda i njegove majke nije otkrila delecije ni 

duplikacije u genu za distrofin (2016. godine). 
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4.4. Rezultati prenatalne dijagnoze 

U Tabeli 21. su dati rezultati za direktnu prenatalnu molekularno genetičku DMD/BMD 

dijagnozu. Prenatalna dijagnoza je rađena kod 8 trudnica (12 trudnoća), koje su imale 

DMD/BMD indikaciju. Ispitivanje je rađeno kod 5 muških i 7 ženskih plodova. U 11 

slučajeva je bila primenjena PCR metoda, a u jednom slučaju MLPA metoda. 

Tabela 21. Prikaz nalaza kod prenatalne dijagnoze  

Trudnica Indikacija 
Trudnoća 

po redu 
Uzorak 

Pol 

ploda 
Analiza Mutacija 

1 

Otac trudnice ima 

BMD (del 13) i 

ona nosi del 13 

prva horion muški PCR del 13 

druga horion muški PCR nema del 

treća horion ženski MLPA del 13 

2 
Otac trudnice ima 

BMD (del 13) 
prva horion ženski PCR nema del 

3 
Otac trudnice ima 

BMD (del 45-48) 
prva horion ženski PCR nema del 

4 

Rođak trudnice 

ima BMD  

(del 45-48) 

prva horion muški PCR del 45-48 

druga horion muški PCR del 45-48 

5 
Sin trudnice ima 

DMD (del 46-50) 
prva horion ženski PCR nema del 

6 
Sin trudnice ima 

DMD (del 46-50) 
prva horion ženski PCR nema del 

7 
Sin trudnice ima 

DMD (del 48-50) 
prva horion muški PCR nema del 

8 

Rođeni brat 

trudnice imao 

DMD 

prva kordiocenteza ženski PCR nema del 

druga kordiocenteza ženski PCR nema del 
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Iz ukupno 12 trudnoća (8 majki) 4 ploda su imala mutaciju, što iznosi 33,3%. Rezultati 

PCR metode su pokazali da je kod 3 ploda muškog pola bila prisutna delecija (25%), 

dok kod ostalih uzoraka koji su bili ispitani ovom metodom, nisu bile nađene delecije 

patognomonične za DMD. Kod jednog ploda ženskog pola MLPA metodom je utvrđeno 

da nosi deleciju (8,3%).  

Od 8 majki kod kojih je rađena prenatalna dijagnoza kod dve majke (25%) je rezultat 

bio pozitivan. Kod jedne majke dva ploda (66,7%) iz tri trudnoće su imala deleciju, 

jedan muški i jedan ženski plod, a kod jedne majke oba muška ploda iz dve trudnoće su 

imala deleciju. 
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5. Diskusija 
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Dišenova i Bekerova mišićna distrofija nastaju kao posledica mutacija u genu za 

distrofin. Nasleđivanje je X-vezano recesivno, oboljevaju muški članovi porodice, dok 

su žene uglavnom zdravi prenosioci bolesti. Kako se radi o bolestima koje imaju 

progresivan tok, a uspešne terapije nema, to je otkrivanje mutacija u genu za distrofin i 

utvrđivanje statusa ženskih prenosioca, od velikog značaja.   

Pre otkrića gena za distrofin, dijagnoza Dišenove i Bekerove mišićne distrofije je 

postavljana isključivo na osnovu anamneze i kliničkih parametara za ovu bolest. 

Kloniranje DMD gena i identifikacija kodiranog proteina omogućili su dijagnozu 

distrofinopatija analizom samog gena ili njegovog proteinskog produkta – distrofina. 

Takođe, DMD gen je zbog svoje ekstremne veličine često podložan promenama i već 

decenijama je u žiži interesovanja mnogih istraživača.  

Na osnovu velikog broja iskustava prikazanih u literaturi, utvrđeni su koraci u traganju 

za DMD/BMD dijagnozom. Dijagnostičko genetičko testiranje izvodi se kod 

simptomatskih bolesnika ili kao prenatalna genetička dijagnostika, kao i u cilju 

određivanja statusa prenosioca kod žena. Najpre se traga za delecijama i duplikacijama 

u genu za distrofin. Multipleks PCR je metoda koja otkriva delecije u predilekcionim 

regionima u genu za distrofin u 98% slučajeva. Sa druge strane, MLPA metoda 

omogućuje kvantitativnu analizu svih 79 egzona DMD gena, otkriva delecije koje se 

nalaze i van predilekcionih regiona u DMD genu, kao i duplikacije, kako kod probanda 

tako i kod ženskih nosioca mutacije. Ukoliko se na ovaj način ne otkriju delecije i 

duplikacije, primenjuje se metoda sekvenciranja gena. Ako se, pak, ni tada ne dokaže 

prisustvo mutacije u genu, biopsija mišića i imunohistohemijska analiza mogu da 

potvrde prisustvo (ili odsustvo) distrofina u ćelijama. Takođe, važan metod indirektne 

genske dijagnoze, koji je i dalje aktuelan, jeste analiza vezanosti (linkage analiza), koja 

je primenljiva i u slučajevima kada nije poznat mutacioni status kod probanda. 

Postavljanje DMD/BMD dijagnoze kod probanda je od značaja za prognozu bolesti, 

dok je otkrivanje ženskih prenosioca bolesti od posebnog značaja za davanje genetskog 

saveta i prenatalnu dijagnozu.  

Naše istraživanje je obuhvatilo 72 DMD/BMD probanda, 69 ženskih članova iz 44 

porodice probanada i 11 trudnica kod kojih je bila indikovana DMD/BMD prenatalna 

dijagnoza, za period od 2000–2015. godine. 
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U uzorku od 72 DMD/BMD probanda, nesrodnih bolesnika je bilo 64, a u 4 slučaja su 

bila ispitana po dva rođena brata (N=8). Od tog broja, 29 bolesnika je bilo sa DMD 

fenotipom (40,3%) i 43 sa BMD fenotipom (59,7%). Za 57 DMD/BMD bolesnika imali 

smo podatak o starosti prilikom prve genetske analize. Prosečna starost bolesnika sa 

DMD fenotipom je iznosila 6 godina, pri čemu je najmlađi bolesnik imao jednu godinu, 

a najstariji 21 godinu. Kod BMD bolesnika prosečna starost je bila 22 godine, najmlađi 

bolesnik je imao 3 godine a najstariji 57 godina. Zajedno, za naše DMD i BMD 

ispitanike, prosečna starost je iznosila 14 godina, pri čemu je najmlađi bolesnik imao je 

jednu godinu, a najstariji 57 godina. Dobijeni podaci o starosti bolesnika su u skaldu sa 

činjenicom da simptomi bolesti kod Dišenove mišićne distrofije počinju oko treće 

godine života (nekad i ranije), a vezanost za kolica prisutna je do 12 godine života (4). 

Sa druge strane, Bekerovu mišićnu distrofiju karakteriše veoma varijabilna kilinička 

slika, od praktično asimptomatskih oblika do one koja je slična DMD. Početak bolesti 

kod BMD je u proseku oko 10-te godine života i kod većine bolesnika simptomi se 

ispolje do 20 godine, tok bolesti je sporiji, a kod težih oblika bolesti vezanost za kolica 

nije prisutna pre 16 godine života. Saito i sar. (126) takođe, donju granicu pojave 

simptoma kod BMD bolesnika nalaze u uzrastu od 3 godine, dok je najstariji ispitanik 

imao 63 godine.  

Multipleks PCR metoda je vrlo efikasna u otkrivanju hemizigotnih delecija u genu za 

distrofin, a pošto su to najčešće prisutne mutacije kod DMD/BMD bolesnika, primena 

ove metode je opravdana kao prvi korak u DMD/BMD dijagnozi. U našem istraživanju 

multipleks PCR metoda je bila primenjena kod 43 ispitanika – 29 DMD i 14 BMD 

probanada. Kod 25 probanada (17 DMD i 8 BMD) su bile nađene delecije jednog ili 

više egzona, što iznosi 58,1% ispitanih ovom metodom, dok kod 18 probanada (12 

DMD i 6 BMD) nisu bile nađene delecije, tj. kod 41,9%. U četiri slučaja (3 DMD i 1 

BMD) u pitanju je bila delecija jednog egzona (egzoni 13, 44, 50), dok je njih 21 (14 

DMD i 7 BMD) imalo deleciju više egzona, a najčešće su bili zahvaćeni egzoni u 

distalnom delu gena egzoni 44-55, kod 14 ispitanika (8 DMD i 6 BMD), tj. u 66,7% 

slučajeva. 

Za detekciju delecija i duplikacija u DMD genu, kod 51 probanda je bila primenjena 

MLPA metoda. Od tog broja, kod 29 probanada je bila rađena samo MLPA metoda. 

Kod 22 probanda je prvobitno bio rađen PCR, a zatim i MLPA metoda u cilju 
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detektovanja delecija koje nisu u predilekcionim regionima DMD gena ili otkrivanja 

duplikacija, za probande kod kojih PCR metodom nisu bile nađene delecije; ili, radi 

preciznijeg utvrđivanja granica delecija kod probanada koje su bile dobijene PCR 

metodom. MLPA metodom kod 34 (66,7%) probanada su bile nađene velike mutacije, 

od kojih su u 28 (54,9%) slučajeva bile delecije, u 6 (11,7%) duplikacije, dok delecije ni 

duplikacije nisu bile nađene kod 16 (31,4%) ispitanika.  

Kod probanada kod koji su rađene obe metode (N=22) od njih 10, kod kojih je PCR 

analizom nađena delecija, MLPA analizom je kod 5 bolesnika nađena ista delecija 

(50%), a kod 5 bolesnika veća delecija (50%). Kod 12 bolesnika kod kojih PCR 

analizom nije nađena delecija, MLPA analiza je kod njih 5 (41,7%) otkrila deleciju na 

drugoj lokaciji, kod 4 duplikaciju (33,3%), dok kod 3 (25%) probanda nije bila nađena 

ni delecija ni duplikacija. Odnosno, MLPA metodom su bile potvrđene sve delecije 

nađene PCR metodom, takođe je u 22,7% slučajeva nađena veća delecija, u 22,7% 

slučajeva delecija na drugoj lokaciji (van „vrućih tačaka” u genu), a kod 4 ispitanika 

otkrivena je duplikacija (18,2%). Ovi nalazi su u skladu sa do sada iznetim iskustvima 

velikog broja autora o efikasnosti MLPA metode (100; 127; 128; 129; 130). Lalić i sar. 

(100) kod 133 DMD/BMD bolesnika MLPA metodom nalaze 13% više mutacija (7% 

duplikacija i 6% delecija). Murugan i sar. (127) kod 150 ispitanika nakon prime obe 

metode, MLPA metodom nalaze 35% više mutacija i takođe, preciznije definisanje 

granica delecija koje su bile nađene PCR metodom. Prashant i sar. (129) MLPA 

metodom nalaze 5,6% više delecija kod probanada i, takođe, otkrivaju status nosioca 

kod 8 žena od 10 ispitanih.  

Udruženje Mediteranskih zemalja za mišićne bolesti (The Mediterranean Society of 

Myology - MSM) obuhvata sledeće zemlje: Francusku, Španiju, Maroko, Algeriju, 

Tunis, Libiju, Egipat, Jordan, Liban, Siriju, Izrael, Tursku, Kipar, Grčku, Maltu, 

Albaniju, Makedoniju, Bosnu, Srbiju, Hrvatsku, Sloveniju i Italiju (131). Najveći udeo 

među mišićnim distrofijama u skoro svim navedenim zemljama imaju Dišenova i 

Bekerova mišićna distrofija, sa najvećom prevalencom u Tunisu (132). Takođe, registar 

DMD pacijenata, TREAT-NMD (dostupan na www.treat-nmd.eu/dmd/) (133), 

prvenstveno je bio ustanovljen u 5 evropskih zemalja (Nemačka, Engleska, Mađarska, 

Francuska i Italija) da bi se proširio na 31 evropsku zemlju. Prema TREAT-NMD bazi 

podataka iz 2015 godine, kod 7.149 ispitanika, Bladen i saradnici (42) nalaze velike 
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mutacije u 80% slučajeva, od toga su 86% bile delecije (jedan egzon ili više) i 14% 

duplikacije (jedan egzon ili više). Preostalih 20% činle su male mutacije (manje od 

jednog egzona). U literaturi nalazimo i veliku studiju za Azijsku populaciju (Kina) koja 

je obuhvatila 1053 DMD/BMD ispitanika, gde su velike mutacije nađene u 70,6% 

slučajeva, i to 59,4 % delecija i 11,2% duplikacija (134). U radu naših autora, 

Keckarević i sar. (135), nalaze delecije u 57% bolesnika (kod 16 od 28 ispitanih), sve su 

bile lokalizovane u distalnom delu DMD gena, a 2/3 slučajeva je bio zahvaćen veći broj 

egzona. Takođe, autori nalaze odstupanje od Monakovog pravila u 20 % slučajeva.  

Za razliku od delecija, duplikacije se znatno ređe javljaju u DMD genu, i prisutne su 

kod 5-10% DMD bolesnika i kod 5-19% bolesnika sa BMD (38). Ipak, većina autora 

primenom MLPA metode ne nalazi duplikacije u više od 10-14% DMD/BMD bolesnika 

(45;42). Kao što je već rečeno, delecije uglavnom nastaju kao posledica nejednakog 

krosing-overa tokom oogeneze, dok duplikacije češće nastaju zbog događaja tokom 

spermatogeneze (grandpaternal germline), zastupljenije su u familijama, što povećeva 

rizik rekurencije. U osnovi, duplikacije mogu nastati istim mehanizmom kao i delecije, 

ali je analiza tačaka prekida pokazala da verovatnije nastaju usled sintezis-zavisnog 

povezivanja nehomologih krajeva (41). Osim što se ređe javljaju, i sama distribucija 

duplikacija u DMD genu je veoma različita, a najčešće su lokalizovane u blizini 5' kraja 

DMD gena. Kao najučestalija duplikacija jednog egzona prisutna je duplikacija egzona 

2 (41). Kada su u pitanju duplikacije većeg broja egzona, prema TREAT-NMD DMD 

Global database, najčešće su u literaturi opisivane duplikacije egzona 3-7; 8-9; 8-11; 8-

12; 5-7; 56-62 (42).  

U našem istraživanju kod 72 probanda primenom obe metode, PCR i/ili MLPA, 

otkriveno je 49 velikih mutacija što iznosi 68,1%, a od toga su delecije činile 87,7% 

(N=43), a duplikacije 12,3% (N=6). Delecije i duplikacije su obuhvatile veći broj 

egzona u 79,6% slučajeva, dok su mutacije jednog egzona bile prisutne kod 20,4% 

probanada. Ni delecije ni duplikacije nisu bile nađene kod 22 probanda, odnosno 

30,1%, a kod jednog probanda MLPA analiza nije bila uspešna (1,4%). Sagledavajući 

fenotip probanda u odnosu na nađene mutacije, utvrdili smo da su delecije bile nađene 

kod 22 (44,9%) DMD bolesnika i 21 (42.8%) BMD bolesnika, dok su duplikacije bile 

prisutne kod 4 (8,2%) DMD i 2 (4,1%) BMD bolesnika. Ni delecije ni duplikacije nisu 

bile nađene kod 4 (18,2%) DMD bolesnika i 18 (81,8%) BMD bolesnika.   
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Distribucija nađenih velikih mutacija u našem uzorku je bila tipična tj. najveći broj njih 

je bio lokalizovan u „vrućim tačkama” DMD gena. Kod 8 ispitanika (16,3%) delecije i 

duplikacije su obuhvatile egzone 2-20, a kod 31 ispitanika (63,3%) egzone 44-55. Kod 

izolovanih DMD/BMD slučajeva, kao što su najvećim delom bili i naši ispitanici, 

zapaženo je da se delecije i duplikacije u 70% slučajeva javljaju u distalnom delu gena 

(39), što je približno bio slučaj i u našem istraživanju (63,3%). U odnosu na fenotip 

probanda, od 8 ispitanika kod kojih su velike mutacije zahvatile proksimalni deo DMD 

gena (egzoni 2-20), 5 bolesnika je bilo sa DMD fenotipom i 3 BMD fenotipom. Od 31 

ispitanika kod kojih su velike mutacije bile lokalizovane u distalnom delu DMD gena 

(egzoni 44-55), značajno više je bilo bolesnika sa BMD fenotipom (20 BMD i 11 

DMD). Takođe, najčešće je bila prisutna delecija egzona 45-48, kod 6 BMD bolesnika, 

što je tipična lokalizacija za Bekerovu mišićnu distrofiju umerenog toka, ali često sa 

varijabilnošću u kliničkoj slici (65;136;62;63). Naime, kod većine BMD bolesnika sa 

delecijom egzona 45-55 je prisutna blaža forma bolesti, ali su opisani i teži slučajevi sa 

razvijenom kardiomipoatijom što se objašnjava različitim tačkama prekida u genu 

(137). Od delecija jednog egzona u našem uzorku potvrđene su delecije egzona 1, 44, 

50 i 59, kod 5 DMD bolesnika, i delecije egzona 13, 43 i 48 kod 4 BMD bolesnika. Kod 

jednog DMD bolesnika je bila prisutna duplikacija egzona 2.  

Kao što je ranije navedeno, strukturna i funkcionalna organizacija DMD gena 

podrazumeva 4 različita domena: N-terminalni domen, štapićasti domen, cisteinski 

domen i C-terminalni domen. Parcijalne delecija ili duplikacije u genu za distrofin 

mogu obuhvatiti samo jedan domen ali, ne retko, ovakvi defekti zahvataju dva domena 

(ili više) a njihov fenotipski efekat može da bude različit. Najveći broj nađenih delecija i 

duplikacija u našem istraživanju su bile lokalizovane u štapićastom domenu u 85,7% 

slučajeva, i to kod 19 DMD i 23 BMD bolesnika. Pomenuto je da štapićasti domen 

distrofina čini najveći deo proteina (egzoni 9-62), sa 24 ponovaka sličnih spektrinu i 

četiri zglobna mesta bogata prolinom koja daju fleksibilnost proteinu. Takođe, u blizini 

središnjeg dela domena nalazi se drugo vezujuće mesto (ABD-2) kojim, zajedno sa 

ABD-1 N-terminalnog domena, protein gradi jaku bočnu vezu sa aktinskim 

filamentima, a sa druge strane preko cistein bogatog domena vezu sa C-terminalnim 

krajem (17). Smatra se da ovaj domen sadrži celine koje imaju različit funkcionalni 

značaj, pa je lokalizacija mutacije važna za nastanak fenotipa. U našem uzorku, 23 
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BMD bolesnika su imala mutaciju koja je obuhvatila proksimalni i središnji deo 

štapićastog domena. Prema Beggs i sar. (65) ova lokalizacija uglavnom daje BMD 

fenotip blage progresije. Osim toga, poznato je da velike mutacije u ovom domenu, 

ukoliko ne remete okvir čitanja i imaju očuvan N-terminalni i C-terminalni region, daju 

BMD fenotip u više od 60% slučajeva (60). Kod naših ispitanika najveća nađena 

delecija je bila prisutna kod jednog BMD bolesnika i obuhvatila je 31 egzon (egzoni 12-

43) i bila je u okviru čitanja genetičke šifre. Takođe, kod dva rođena brata nađena je 

delecija egzona 45-76 (ukupno 31 egzon), a zahvatala je štapićasti, cisteinski i C-

terminalni domen što, osim gubitka velikog broja egzona, značajno remeti i spregu sa 

proteinima sarkoleme i vodi DMD, što je i bio slučaj kod ova dva ispitanika. Najveću 

duplikaciju imao je jedan DMD bolesnik, sa lokalizacijom u štapićastom domenu, i 

obuhvatila je dve lokacije: egzone 18-42 i egzone 45-48 (27 egzona). U literaturi 

najveća opisana delecija, koja je bila u okviru čitanja, zahvatila je 46 egzona i dovela je 

do DMD (138), a od duplikacija ona koja je obuhvatila 40 egzona i takođe uslovila težu 

kliničku sliku (45). Od otkrivenih delecija jednog egzona sve, osim za jednog bolesnika, 

su bile lokalizovane u štapićastom regionu (egzoni 13,43,44,48,50,59). Takođe, dva 

BMD probanda su imala deleciju egzona 48, koji uzrokuje veoma blagu, praktično 

asimptomatsku formu bolesti (66), dok je jedan BMD proband imao deleciju egzona 13, 

a jedan deleciju egzona 43. Ostale delecije jednog egzona dovele su do DMD fenotipa.  

Delecije i duplikacije koje su obuhvatile samo N-terminalni domen bile su prisutne kod 

tri DMD bolesnika – delecija egzona 1, sa i bez zahvaćenog promotora, i duplikacija 

egzona 2. Za još dva DMD bolesnika delecije su zahvatile N-terminalni i štapićasti 

domen. N-terminalni domen (egzoni 1-8) sadrži tri aktin-vezujuća mesta preko kojih se 

protein distrofin vezuje sa citoskeletnim aktinom (16). Mutacije u ovom delu bitno 

remete stabilnost distrofinske sprege i smanjuju afinitet za povezivanje sa F-aktinom, 

što rezultuje težom kliničkom slikom (57). Procenjeno je da oko 7% DMD bolesnika 

ima mutaciju u ovom domenu (za naš uzorak 6,9%), i da su najčešće zahvaćeni egzoni 

2-7, a kao duplikacija najčešće egzon 2 (123). Kod BMD bolesnika prisustvo mutacija u 

ovom domenu, dovodi do nižeg nivoa distrofina i takođe uslovljava težu kliničku sliku.  

Prema Monakovom pravilu, out-of-frame mutacija korelira sa težom kliničkom slikom 

kod DMD bolesnika, dok in-frame mutacija daje blažu formu bolesti tj. BMD fenotip. 

Odstupanje od ovog pravila većina autora nalazi u 10% DMD/BMD slučajeva (55). Na 



 

 82 

primer, Koenig i sar. (9), od 258 bolesnika očekivani fenotip nalaze kod 92% ispitanika. 

Međutim, novije studije ukazuju da duplikacije, koje su češće prisutne kod BMD, 

rezultuju odstupanjem od Monakovog pravila čak u preko 30% slučajeva (38;45).  

Delecije i duplikacije koje su bile nađene kod naših bolesnika analizirali smo pomoću 

Reading frame checker-a (version 1.9) (139), i utvrdili njihovu povezanost sa fenotipom 

koji je imao proband. U 46,8% slučajeva su bile prisutne in-frame mutacije, dok su kod 

53,2% bile prisutne out-of frame mutacije. Takođe, kod 21 (91,3%) DMD probanada 

bila je prisutna out-of frame mutacija, odnosno kod 2 (8,7%) DMD probanda in-frame 

mutacija (del 33,34 i del 3-15). Kod BMD probanada, njih 20 (83,3%) je imalo in-frame 

mutaciju, a 4 (16,7%) out-of frame mutaciju (delecije: 43,44-48, 44-49 i dupl 18-27). U 

literaturi nalazimo objašnjenja za ovakva odstupanja. Razlog nastanka BMD fenotipa 

kod bolesnika sa out-of frame mutacijom je u pojavi alternativnog splajsovanja koji, 

mehanizmom preskakanja egzona vodi ponovnom uspostavljanju okvira čitanja i 

stvaranju skraćenog, ali funkcionalnog distrofina (140;38). Sa druge strane, prisustvo in 

frame mutacije koja remeti 5' vezujuće mesto u genu vodi DMD, sa tipičnim početkom 

u 3 ili 4 egzonu pružajući se i u štapićasti domen (58;61), kao što je bio slučaj i kod 

našeg DMD bolesnika (del 3-15). Druga mogućnost je da velike in-frame mutacije, veće 

od 36 egzona, stvarajući isuviše mali protein da bi mogao biti funkcionalan, što takođe 

rezultuje težim DMD fenotipom. Očigledno da povezanost genotipa sa fenotipom, osim 

veličine, lokacije i stanja okvira čitanja, pokazuje i druge složene uticaje koji mogu 

menjati kliničku sliku kod bolesnika. 

Od 22 ispitanika kod kojih nisu bile nađene delecije ni duplikacije, 18 je bilo sa 

fenotipom Beker. Mogući razlozi su, ili prisustvo tačkaste mutacije koja nije mogla biti 

detektovana primenjenim metodama, ili je kod ovih bolesnika bila u pitanju neka druga 

miopatija. Kako BMD pokazuje širok spektar u kliničkoj slici, od granične sa DMD - do 

veoma blagih miopatija, to ovakav fenotip može imati sličnosti sa drugim tipovima 

mišićne distrofije ili metaboličkim miopatijama. Posebna sličnost u kliničkoj slici je 

prisutna između Bekerove mišićne distrofije i udno pojasne mišićne distrofije (engl. 

Limb-girdle muscular dystrophy, LGMD). Ispitujući 33 pacijenta sa sumnjom na BMD, 

odnosno LGMD, Norman i sar. (141) nalaze delecije u DMD genu kod 72% pacijenata 

koji su imali BMD fenotip i 27% delecija kod onih za koje se mislilo da imaju LGMD. 

Autori zaključuju da svi muškarci sa progresivnom mišićnom distrofijom udno 
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pojasnog tipa, treba da budu rutinski testirani na mutacije u DMD genu (141). 

Diferencijalna dijagnoza između ova dva entiteta je od zanačaja za prognozu bolesti, ali 

i za genetičko savetovanje s obzirom da se BMD nasleđuje X-vezano recesivno, a 

LGMD autozomno recesivno/dominantno.  

U našem uzorku za 4 BMD bolesnika je zaključeno da je bila u pitanju LGMD, dok je 

kod dva bolesnika sa sumnjom na LGMD to bilo i potvrđeno. Takođe, za tri BMD 

pacijenta dalja ispitivanja metodom sekvenciranja pokazala su da je kod dva pacijenta 

bila prisutna mutacija CAPN3 gena (oba su bili složeni heterozigoti), dok je kod jednog 

probanda rezultat primenjenog genskog panela za mišićnu distrofiju bio negativan. 

Takođe, MLPA analiza kod jednog BMD probanda je pokazala mutaciju u SMN1 genu 

(spinalna mičićna atrofija tip 3).   

U DMD/BMD dijagnozi i predviđanju rizika kod potomstva, od velikog je značaja 

utvrđivanje ženskih nosioca mutacije. Kompleksnost otkrivanja ženskih nosioca leži u 

činjenici da su one uglavnom fenotipski zdrave, u 5- 8% slučajeva mogu biti manifestni 

nosioci mutacije, a svega polovina žena nosioca ima povišene vrednosti CPK u serumu. 

Multipleks PCR metoda koja kod probanada otkriva 98% delecija u genu za distrofin se 

ne može primeniti u detekciji žena nosioca jer, zbog prisustva dva X hromozoma u 

somatskim ćelijama kod žena, delecije kod nosioca bivaju maskirane amplifikacijom 

normalnog X hromozoma. Ranije je za utvrđivanje ženskih nosioca uglavnom korišćena 

analiza vezanosti primenom RFLPs markera koji su bili detektovani pomoću Southern-

blot analize (142). Novije metode za detekciju žena nosioca su kvantitativni PCR i 

MLPA metoda, pogotovu u slučajevima kada je kod probanda već utvrđena delecija ili 

duplikacija. Kvantitativni PCR (qPCR) odnosno real time PCR tj. PCR u realnom 

vremenu, utvrđuje da li je specifična sekvenca prisutna u uzorku i u kojoj količini 

(produkti amplifikacije se mere u realnom vremenu, nakon svakog PCR ciklusa), i može 

da otkrije delecije i duplikacije u DMD genu kod nosioca (143;144). Ipak, MLPA 

metoda se pokazala kao suverena u otkrivanju žena koje nose deleciju ili duplikaciju u 

genu za distrofin i jednostavnija je za primenu u svakodnevnoj praksi od qPCR 

(145;100;146). Kao što je napred rečeno, kada se delecije ili duplikacije ne otkriju u 

DMD genu, traga se za tačkastim mutacijama, a najpouzdanija je metoda sekvenciranja 

gena koja daje tačan raspored nukleotida, tj. primarnu strukturu ispitivanog regiona. 

Ipak, zbog izuzetne veličine DMD gena i slučajnog rasporeda promena u genu, i dalje je 
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aktuelna napred pomenuta indirektna molekularno genetička dijagnostika tj. analiza 

vezanosti (engl. linkage analysis). Danas se u analizi vezanosti primenjuju dinukleotidni 

mikrosatelitni markeri, odnosno STR markeri, koji su se pokazali veoma informativnim 

(147;53;148), a kombinovanje više intragenskih markera povećava preciznost u 

zaključivanju. Osim određivanja statusa prenosioca mutacije, ovom metodom se mogu 

otkriti žene prenosioci delecije na osnovu gubitka heterozigotnosti za polimorfni 

dinukleotid u deletiranom regionu. Takođe, analiza vezanosti može pružiti informacije o 

statusu nosioca i kada nije poznata mutacija kod probanda, kao i o drugim događajima u 

DMD genu kao što su rekombinacije i prisustvo gonadnog mozaicizma (149). 

U cilju utvrđivanja statusa ženskih nosioca mutacije, u našem istraživanju su bile 

primenjene MLPA metoda i analiza vezanosti (linkage analiza). Uzorak je činilo 69 

ženskih članova iz 44 porodice probanada. Ispitivanje je obuhvatilo 40 majki 

probanada, 17 sestara probanada (15 rođenih i 2 sestre po majci), 2 ćerke (gde je otac 

bio proband), 3 sestričine (gde je ujak bio proband), 4 tetke (majčine sestre) i jednu 

baku (po majci), a za 2 ženska člana podatak o srodstvu nije bio pouzdan (kod porodice 

je rađena analiza vezanosti, ali je marker bio neinformativan).  

Samo MLPA metodom je bilo ispitano 58 ženskih članova iz 41 porodice DMD/BMD 

probanada. Od toga, u 40 porodica u pitanju je bio izolovan tj. sporadičan DMD/BMD 

slučaj, a kod jedne porodice su bila zahvaćena dva rođena brata. Kod svih DMD/BMD 

probanada, osim u dva slučaja, su bile detektovane delecije ili duplikacije. U ta dva 

slučaja, gde nam nije bio poznat mutacioni status kod probanda, indikacija za MLPA 

analizu kod ženkih srodnika je bila postavljena na osnovu anamnestičkih podataka o 

obolelom. Uglavnom je u porodicama bila testirana majka probanda, a kod 12 porodica 

probanada (4 DMD i 8 BMD) MLPA metodom je bilo ispitano više od jednog ženskog 

srodnika. Ispitivanje je obuhvatilo 37 majki probanada, 14 sestara probanada (13 

rođenih i jedna sestra po majci), 2 ćerke (otac je bio proband), 3 sestričine (ujak je bio 

proband), 1 tetku (majčina sestra) i jednu baku (po majci).  

Od 58 ispitanih ženskih članova MLPA analiza nije uspela kod njih 5 (četiri sestre i 

jedne majke). Od 53 uspele MLPA analize, kod njih 21 (39,6%) su bile nađene velike 

mutacije, dok u 32 (60,4%) slučaja nisu bile nađene delecije ni duplikacije. Mutacije su 
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nađene kod 17 majki probanada, 1 sestričine, 1 bake i obe ćerke gde je otac bio 

proband. 

Ranije smo naveli da se kod izolovanih slučajeva Dišenove mišićne distrofije procenjuje 

da su 2/3 majki nosioci mutacije, da 5-10% ima gonadni mozaicizam, dok je u 25-30% 

slučajeva u pitanju nova mutacija (67). Takođe, zbog rane smrtnosti DMD bolesnika 1/3 

mutacija biva eliminisana iz populacije, ali se taj broj kompenzuje pojavom novih 

mutacija u narednoj generaciji. Utvrđeno je da, de novo delecije najčešće vode poreklo 

iz oogeneze, dok duplikacije i tačkaste mutacije nastaju uglavnom tokom 

spermatogeneze (150). Međutim, ne mali broj autora nalazi da je učestalost majki 

nosioca manja od očekivane, što sugeriše da je procenat novonastalih mutacija u DMD 

genu veći. U izolovanim tj. sporadičnim DMD slučajevima Murugan i sar. (146) nalaze 

učestalost od 29% za žene koje su nosioci delecije, dok su novonastale mutacije činile 

71%. Ovako nađena učestalost nosioca je u suprotnosti sa teoretskim podacima iz 

literature, ali u skladu sa činjenicom da su delecije uglavnom de novo promene u DMD 

genu. Takođe, autori zaključuju da je verovatnoća da će biti nosioci veća kod drugih 

tipova mutacija, duplikacija i tačkastih mutacija, i da iznosi 55-63% (146). Taylor i sar. 

(151), kod izolovanih DMD slučajeva u porodici, nalaze da su majke bile potvrđene kao 

nosioci u 40% slučajeva, što je takođe niže od procenjenih 2/3. Dastur i sar. (152) kod 

majki DMD/BMD probanada potvrđuju status nosioca kod 50%, odnosno 63,9% samo 

za delecije i duplikacije (153). Takođe, Siha i sar., (51), nalaze DMD/BMD majke kao 

nosioce u 38,7% slučajeva, odnosno nove mutacije u 61,3%.  

U našem istraživanju, od 37 ispitanih majki probanada, njih 17 (45,9%) su bile 

potvrđene kao nosioci. Kod izolovanih DMD slučajeva majke su bile nosioci u 50%, a 

kod izolovanih BMD slučajeva u 37,5%. Takođe, od 17 majki koje su bile potvrđene 

kao nosioci, njih 14 (82,4%) su imale deleciju, od toga su kod 10 (71,4%) majki 

delecije obuhvatile distalni deo gena između egzona 45-55. Ovakv raspored nađenih 

delecija odgovara distribuciji delecija i kod probanada čije majke nisu bile potvrđene 

kao nosioci. Duplikacije su bile nađene kod 3 majke (17,6%), a njihova distribucija u 

genu je bila heterogena. 

Ako sagledamo DMD/BMD slučajeve samo sa delecijom, onda su majke bile potvrđene 

kao nosioci u 56% slučajava (14 majki od 25), a u DMD/BMD slučajevima sa 
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duplikacijom majke su bile nosioci u 75% slučajeva (3 od 4 majke). Kod 19 (51,4%) 

majki probanada nisu bile nađene delecije ni duplikacije. Kod jedne majke (2,8%) nije 

uspela MLPA analiza.  

Kod svih majki, analizirali smo fenotip njihovih sinova-probanada, i utvrdili da je kod 

21 (56,7%) probanda bio prisutan DMD fenotip, a kod njih 16 (43,3%) BMD fenotip. 

Od 21 probanda sa DMD fenotipom kod 8 (38,1%) majki je nađena delecija, kod 3 

(14,3%) duplikacija, a kod 10 (47,6%) majki nisu bile nađene delecije ni duplikacije. 

Od 16 probanda sa BMD fenotipom, 6 (37,5%) majki je imalo deleciju, kod 9 (56,2%) 

majki nisu bile potvrđene delecija ni duplikacija, a kod jedne majke nije uspela analiza. 

Stopa novih mutacija izračunata na ovom uzorku iznosi ukupno 51,4%, odnosno 45,5% 

za DMD bolesnike i 60% za BMD bolesnike.  

Upoređujući mutacije koje su nađene kod majki i mutacije kod njihovih obolelih sinova, 

utvrdili smo da je delecija kod jedne majke bila veća nego kod sina, kod jedne majke 

delecija je bila manja nego ona koja je nađena kod sina, dok su sve ostale majke imale 

istu mutaciju koju je imao oboleli sin.  

Na osnovu iznetog, možemo reći da su u našem uzorku, primenom MLPA metode, 

majke DMD/BMD probanada bile potvrđene kao nosioci u 45,9% slučajeva, što je u 

skladu sa nalazima autora koje smo prethodno naveli. U izolovanim DMD slučajevima 

majke su bile nosioci u 50% slučajeva, za razliku od predviđenog rizika od 67-76% 

(154), ali približno vrednosti od 57,6% koju nalaze i Lee i sar. (155). Razlog bi mogao 

biti u činjenici da je mogućnost postavljanja DMD dijagnoze kod nosioca i detekcija 

zahvaćenih plodova u prenatalnoj dijagnozi, dovela do smanjenja broja dece rođene od 

majki nosilaca (155;156). Za izolovane BMD slučajeve iz našeg uzorka, učestalost 

otkrivenih majki nosilaca je iznosila 37,5%, što je daleko niža vrednost od 89,5% koju 

nalaze Lee i sar. (155). Naime, očekivano veći procenat nosioca kod BMD majki je u 

skladu sa činjenicom da lakša klinička slika kod BMD omogućuje ovim bolesnicima da 

imaju potomstvo i prenesu X hromozom svojim ćerkama, čime se bolest prenosi u 

narednu generaciju. U našem uzorku 56,2% BMD probanada nije imalo deleciju ni 

duplikaciju, već moguće tačkastu mutaciju (koja nije mogla biti otkrivena primenjenim 

metodama ni kod probanada ni kod majki) ili neku drugu miopatiju, pa ni njihove majke 

nisu mogle biti potvrđene kao nosioci, čime bi se mogao objasniti dobijeni nalaz. 



 

 87 

Kada govorimo o de novo mutaciji većina autora se slaže da je za predviđanje rizika 

nosioca od značaja koji je tip mutacije u pitanju. Već smo naveli da je verovatnoća da 

će biti nosioci veća za duplikacije i tačkaste mutacije, i da iznosi 55-63% (146), kao i da 

su delecije uglavnom de novo mutacije. Lee i sar. (155) nalaze sledeće učestalosti majki 

nosioca prema tipu mutacije kod probanda - 53,5% za delecije, 66,7% za duplikacije i 

67,9% za tačkaste mutacije. U našem uzorku, kada su u pitanju delecije, majke su bile 

potvrđene kao nosioci u 56% slučajeva, a kod duplikacija u 75% slučajeva. Ovi podaci 

su u skladu sa navedenim, tj. da je veći rizik da majka bude nosioc kod duplikacija nego 

u slučaju delecija, odnosno da su delecije češće de novo mutacije. Najčešća lokalizacija 

otkrivenih delecija kod majki bila je u distalnom delu DMD gena, kod 71,4% slučajeva, 

što nalaze i drugi autori - 72% (39), odnosno 76% (148).  

Kada je bilo reči o našem ukupnom uzorku ispitivanih, navedeno je da je bilo 4 

familijarna slučaja gde su bila zahvaćena po dva sina u porodici. U tim porodicama 

MLPA analiza je bila sprovedena samo kod jedne majke i kod nje je potvrđeno 

prisustvo delecije koju imaju i oba sina (DMD). Kod jedne porodice MLPA analiza koja 

je rađena samo sinovima nije pokazala prisustvo delecije ni duplikacije, a daljim 

ispitivanjem je utvrđeno da se radilo o drugom tipu miopatije (LGMD). Kod preostale 

dve porodice, MLPA analizom su bile otkrivene delecije kod sinova (braće) od koih su 

dva imala DMD a dva BMD fenotip, dok njihovim majkama nije bila rađena MLPA 

analiza. Kako nam nije bio poznat mutacioni status ove dve majke, na osnovu činjenice 

da svaka ima po dva obolela sina, prema porodičnom modelu svrstavamo ih u verovatne 

prenosioce mutacije. Ukoliko se molekularnom analizom kod majki ne bi potvrdila 

konstitutivna mutacija prisutna i u somatskim ćelijama, razmatrala bi se mogućnost 

prisustva gonadnog mozaicizma kod majke. Prema ovim kriterijumima učestalost 

gonadnog mozaicizma kod majki u našem uzorku iznosi 5,1% (što je u skladu sa 

podacima iz literature).  

Rezultati MLPA analize kod ostalih ženskih srodnika su pokazali prisustvo mutacije u 

25% slučajeva. Status prenosioca je utvrđen kod 1 bake po majci obolelog dečaka, kao i 

kod obe ćerke gde je otac bio BMD proband. Od 14 ispitanih sestara probanada kod njih 

10 nisu bile nađene mutacije, dok kod 4 sestre analiza nije uspela. Od tri ispitivane 

sestričine čije je ujak proband nađena je delecija kod 1 ispitanice. Jedna tetka (majčina 

sestra) takođe nije imala mutaciju. Analizom dobijenih mutacija zaključili smo da obe 
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ćerke nose istu deleciju koju ima njihov otac (BMD), sestričina nosi istu deleciju kao 

oboleli ujak (BMD), a baka ima istu deleciju kao njena ćerka i unuk (DMD). 

Kada familijarna mutacija ne može biti identifikovana, za majku koja je obavezni 

prenosilac mutacije, rizik da njena ćerka bude prenosilac mutacije iznosi 50%. Ukoliko 

je, pak, kod ćerke MLPA nalaz negativan rizik da je ona nosilac iznosi 26,5%, a ako je 

kod ćerke negativan nalaz MLPA i sekvenciranja gena, onda taj rizik iznosi 3% (150). 

Kod jedne grupe probanada i njihovih ženskih srodnika bila su sprovedena i druga 

ispitivanja. Tako, kod jednog BMD probanda, njegove majke i dve sestre gde MLPA 

analiza nije bila uspešna, daljim ispitivanjem metodom skvenciranja gena kod jedne 

sestre otkrivena mutacija u FHL1 genu (Emery-Dreifuss mišićna distrofija); u drugom 

slučaju, majka i dve sestre jednog BMD probanda su bile heterozigoti za tačkastu 

mutaciju u DMD genu, što je takođe otkriveno metodom sekvenciranja gena. Kod 6 

porodica iz ove grupe probnada je bila sprovedena i analiza vezanosti, a još kod 1 

porodice, gde je otac bio BMD proband, dalje je bila primenjena prenatalna dijagnoza 

kod njegove dve ćerke u trudnoći (o čemu će dalje biti reči).     

Kao što je napred pomenuto, analiza vezanosti je indirektna metoda i podrazumeva 

praćenje nasleđivanja polimorfnih DNK markera koji se nalaze u okviru DMD gena ili 

u njegovoj blizini. Ova metoda je od značaja kada se kod probanda ne nađe delecija ni 

duplikacija, pa se na osnovu forme DNK markera koju ima proband indirektno prati 

nasleđivanje tog markera, odnosno X hromozoma sa mutacijom, u porodici.  

Prema iskustvima mnogih autora analiza veaznosti daje značajne informacije o statusu 

nosioca. Analizom pomoću 6 RFLPs markera Malayeri i sar. (157) nalaze da su isti bili 

informativni za Iranske porodice u više od 80% slučajeva, i da je metoda laka za 

izvođenje uz manje troškova. Takođe, analizom vezanosti pomoću RFLPs markera, 

González-Herrera i sar. (158) (Španija) otkrivaju 66,7% ženskih nosioca, a 

najinformativniji markeri su bili pERT 87-8/TaqI i MP1P. Ferrerio i sar. (149) nalaze da 

je STR analizom bilo moguće dijagnostikovati kao nosioce ili ne, 75% žena sa 

familajarnim slučajevima DMD/BMD, sa verovatnoćom od 95-100%, odnosno sa istom 

verovatnoćom isključiti kao rizične 32% žena iz sporadičnih DMD slučajeva. Za STR 

markere 5'DYS II, STR44, STR45, STR49, STR50 and 3'DYS MS, u detekciji ženskih 

DMD/BMD nosioca u istočnoj Indiji, informativnost se kretala – 80%, 57%, 57%, 71%, 
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73% i 43% (148). Delgado-Luengo i sar. (159) (Španija) ispitivanjem 68 ženskih 

članova iz porodica sa jednim ili više obolelih DMD/BMD članova, primenom STR 

markera - STR44, STR45, STR49, STR50, STR3'DYS, utvrđuju definitivnu dijagnozu 

kod 79% ispitanica. Autori nalaze 39,7% ženskih nosioca, 39,7% koje nisu bile 

potvrđene kao nosioci, dok u 20,58% nije bilo moguće utvrditi status nosioca. Takođe, 

za 3 slučaja nije mogao biti isključen gonadni mozaicizam (159). Analiza vezanosti 

odabirom četiri visoko informativna STR markera, koja leže unutar vrućih tačaka u 

distalnom delu DMD gena, može pokazati gubitak heterozigotnosti kod žena-nosilaca, 

pružajući direktne dokaze o njihovom statusu. U 14 od 15 (93%) porodica sa delecijama 

u distalnom delu gena, STR markeri su dali direktne informacije o statusu nosioca, a u 

nekim slučajevima i informacije o tačkama prekida u genu i rekombinaciji (160). 

Mukherjee i sar. (52) takođe zaključuju da je analiza veaznosti dinukleotidnim 

mikrosatelitnim markerima važna u dijagnozi de novo mutacija. Primenom četiri STR 

markera, odabrana na osnovu lokalizacije deletiranih regiona kod probanada (29 

sporadičnih slučajeva), autori nalaze heterozigotnost u deletiranom regionu kod 18 

majki, što sugeriše pojavu de novo mutacije. U 9 slučajeva, nije bio određen status 

nosioca, dok je u 2 slučaja pokazao gonadni mozaicizam (52).  

Ipak, uprkos velikom broju intragenskih DNK polimorfizama, i iznetim pozitivnim 

iskustvima autora, kod analize vezanosti je prisutna doza neizvesnosti u predviđanju 

ishoda i prenatalnoj dijagnozi Dišenove i Bekerove mišićne distrofije. Razlozi leže u 

izuzetnoj veličini DMD gena, slučajnom rasporedu mutacija i visokoj stopi intragenskih 

rekombinacija (103). Tako Taylor i sar. (151) ispitivanjem 967 žena koje su bile u 

riziku za nosioca, zaključuju da se na osnovu standardne procedure, što uključuje - 

povišene vrednosti CPK, pedigre i analizu vezanosti, status nosioca može utvrditi kod 

67% žena. Takođe, samo analizom vezanosti autori otkrivaju 47% žena koje su nosioci 

pri čemu je „...analiza vezanosti bila najproduktivnija među rođacima prvog i drugog 

stepena u porodicama u kojima je bilo nekoliko pogođenih pojedinaca, a najmanje 

efikasna u porodicama izolovanih slučajeva zbog mutacija koje nisu bile delecije…” 

(151). Takođe, autori su kao dodatne metode primenili MLPA metodu (ili qPCR) i 

metodu sekvenciranja gena, što je povećalo efikasnost detekcije ženskih nosioca za 

33%, tj. 25% MLPA (ili qPCR) metodom i još za 8% metodom skvenciranja. 
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U našem istraživanju analizom vezanosti je bilo ispitano ukupno 37 članova iz 9 

porodica sa izolovanim slučajevima probanada (8 DMD i 1BMD), od čega je ženskih 

članova bilo 20. Kod 6 porodica analiza je rađena u cilju utvrđivanja statusa ženskih 

nosioca, a kod tri porodice i u cilju prenatalne dijagnoze. Analiza je bila uspešna kod 8 

porodica (za jednu porodicu primenjeni markeri nisu bili informativni).  

U linkage analizi u našem istraživanju je korišćeno 6 mikrosatelitnih markera: 3’DYS 

(DXS1234), 5’DYS-II (DXS1242), STR44 (DXS1238), STR45 (DXS1237), STR49 

(DXS1236), STR50 (DXS1235) i dva RFLPs markera, pERT87-8taqI i pERT87-15taqI. 

Marker DXS1237 je bio primenjen kod svih 9 porodica i informativan kod 7 porodica 

(77,8%); marker DXS1235 je bio primenjen kod 8 porodica, ali informativan kod svega 

tri porodice (37,5%). Ostali markeri koji su bili korišćeni su pokazali različit stepen 

informativnosti, ali je broj porodica kod kojih su ovi markeri primenjeni bio mali (1, 2 

ili 3 porodice), pa je teško izvoditi šire zaključke. Kod svih probanada prethodno je bio 

rađen PCR i za tri probanda je bila potvrđena delecija. Takođe je za 7 porodica, nakon 

analize vezanosti, ispitivanje bilo dopunjeno MLPA metodom kod pojedinih članova. 

Od 17 ispitanih ženskih članova (8 porodica) primenom analize vezanosti, za njih 14 

(82,3%) je zaključeno da su mogući prenosioci mutacije. U 7 porodica ispitivanje je bilo 

dopunjeno MLPA analizom, kod 5 probanada i 9 ženskih članova, što je omogućilo 

preciznije zaključivanje u svakom pojedinačnom slučaju. Nakon MPLA analize, 

predviđeni ishodi na osnovu analize vezanosti su bili potvrđeni kod dve majke i jedne 

bake (po majci), dok očekivani ishodi nisu bili potvrđeni kod 3 majke, ali se u njihovom 

slučaju ne isključuje mogućnost tačkaste mutacije s obzirom da ni kod njihovih sinova – 

probanada, nije bila potvrđena mutacija. Kod jedne majke i njene rođene sestre 

predviđen ishod da će biti nosioci, nije bio potvrđen MLPA analizom. Takođe, na 

osnovu MLPA analize je potvrđeno da dve sestre jednog probanda ne nose mutaciju, što 

je i bio očekivan ishod na osnovu analize vezanosti. Za sestru drugog probanda, 

predviđanje da je mogući prenosilac, nije bilo potvrđeno MLPA analizom, kao ni 

mutacija kod njenog muškog ploda, za koga je indirektnom metodom utvrđeno da ima 

isti haplotip kao i njegov oboleli ujak. Kako MLPA nije rađena kod probanda (ujaka), 

ostaje mogućnost prisustva tačkaste mutacije.  
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Prikazujemo četiri porodice iz našeg uzorka koje ilustruju primenjene metode: 

1. Porodici br. 6 (Tabela 20. iz rezultata). PCR metodom nije bila nađena delecija 

kod probanda. Kod porodice je primenjena analiza vezanosti korišćenjem 5 

polimorfnih markera, na osnovu kojih je zaključeno da dve sestre probanda nisu 

nasledile X hromozom od majke koji ima oboleo brat. Dalje ispitivanje MLPA 

analizom je otkrilo duplikaciju egzona 2 kod probanda i njegove majke, dok kod 

sestara nisu bile detektovane mutacije. U ovom slučaju u potpunosti su bila 

potvrđena predviđanja formirana na osnovu analize vezanosti, a veći broj 

primenjenih markera kod porodice je doprineo većoj preciznosti u zaključivanju. 

 

2. Prikaz rodoslova porodice br. 5 (iz rezultata). PCR metodom je kod probanda 

utvrđena delecija egzona 50. Analizom vezanosti, na osnovu nađenih 

genotipova, je zaključeno da su baka, majka i tetka probanda nosioci mutacije. 

Dalje je MLPA analizom kod probanda, majke i bake bila potvrđena delecija 

egzona 49 i 50. Tetki probanda (majčina sestra) nije rađena MLPA analiza, pa je 

zaključak izveden samo na osnovu analize vezanosti - da majčina sestra nosi isti 

X hromozom kao i proband, i da je mogući prenosilac DMD. 
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Za dve porodice je bila rađena samo analiza vezanosti pa se zaključivanje o statusu 

nosioca i genetičko savetovanje zasnivalo na ovom nalazu. U jednoj porodici je bio 

poznat mutacioni status probanda, a u drugoj nije.  

 

3. Prikaz rodoslova porodice br. 3. (iz rezultata). Proband ima deleciju egzona 6-

19. Porodica je bila informativna za STR marker (intron 50) na osnovu koga su 

utvrđeni genotipovi kod probanda, oca, majke i dve sestre probanda:  

 

 

 

Zaključak: Ćerka II.3 je nasledila isti X hromozom od majke koji poseduje oboleli brat, 

što ukazuje da je prenosilac mutacije. Takođe, ćerka II.2 nije nasledila od majke X 

hromozom koji ima oboleli brat pa nije prenosilac mutacije. 
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4. Prikaz rodoslova porodice br. 8. (iz rezultata). Porodici je rađena analiza 

vezanosti u cilju prenatalna dijagnoze. Mutacioni status probanda nije bio 

poznat. Porodica je bila informativna za STR marker (intron 45) na osnovu koga 

su utvrđeni genotipovi kod probanda, oca, majke, zdravog brata probanda i 

muškog ploda: 

 

 

Zaključak: Muški plod (II.3) je od majke nasledio isti X hromozom kao i zdrav brat, pa 

neće bolovati od DMD. 

 

Takođe, analiza vezanosti je bila sprovedena još u dva slučaja u cilju prenatalne 

dijagnoze kod dva muška ploda. U oba slučaja nije bio utvrđen mutacioni status kod 

probanada. Na osnovu utvrđenih genotipova za određeni marker, zaključeno je da jedan 

muški plod neće biti bolestan, dok je kod drugog ploda bio utvrđen rizični haplotip. Kao 

što je napred pomenuto, kod ploda je urađena dodatna MLPA analiza koja je bila 

negativna (kao i kod njegove majke), a kako MPLA nije rađena kod probanda ostaje 

mogućnost prisustva tačkaste mutacije. Napominjemo da u slučajevima negativnog 

nalaza prenatalne dijagnostike, kada su trudnoće nastavljene, nisu dobijene informacije 

o eventualnom kasnijem oboljevanju ispitanika.  
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Kada je u pitanju primena analize vezanosti u cilju prenatalne dijagnoze vrlo 

ilustrativnu studiju su dali Ward i sar. (161). Ova studija pruža prikaz DMD rizika kod 

133 ploda, 60 ženskih i 73 muška ploda, primenom linkage analize (RFLPs markeri). Za 

ženske plodove procenjen je mogući rizik za nosioca, ali nije bilo prekida trudnoća iz 

tog razloga. Od 73 muška fetusa za njih 35, autori nalaze DMD rizik manji od 2% 

(nijedna trudnoća nije bila namerno prekinuta), a od 31 živorođenog dečaka, njih 20 je 

imalo normalan nivo CPK u serumu. Za 4 muška fetusa je bio predviđen rizik veći od 

95%, sve četiri trudnoće su bile dobrovoljno prekinute, a dva fetusa su imala deleciju. 

34 muška fetusa su bila sa procenjenim DMD rizikom od 3-95%. Za ovako širok raspon 

rizika, autori navode nedostupnost obolelog za analizu, neinformativnost markera, 

prisustvo rekombinacije ili nepoznatu lokalizacija mutacije. Devet trudnoća iz ove 

grupe je bilo dobrovoljno prekinuto na osnovu predviđenih rizika za datu trudnoću, dok 

je 25 dečaka bilo živorođeno, od kojih je 17 imalo normalan CPK, a troje povišene 

vrednosti CPK u serumu. Takođe, autori zaključuju da je veća preciznost predviđanja 

bila prisutna u porodicama sa više aficiranih članova, nego kod izolovanih DMD 

slučajeva (161). Shirosita i Katayama (162) primenom 8 STR markera, nalaze 6 

aficiranih muških plodova od 7 ispitanih, kao i 5 nosioca od 9 ispitanih ženskih 

srodnika. Takođe, Wang i sar. (163) kombinujući više konvencionalnih metoda i analizu 

vezanosti, nalaze 34 aficirana muška ploda od 91 ispitanih. Autori smataraju da je 

porodicama sa DMD potrebno predložiti prenatalnu dijagnozu, bez obzira da li je majka 

potvrđena kao nosioc ili ne.  

Veliki napredak u prenatalnoj dijagnozi je donelo otkrivanje ekstracelularne fetalne 

DNK (engl. cell-free fetal DNA, cffDNA) u plazmi majke tokom trudnoće i uvođenje 

neinvazivnih prenatalnih dijagnostičkih testova (engl. non-invasive prenatal diagnosis, 

NIPD). U pitanju je analiza relativnog doziranja haplotipa (engl. relative haplotype 

dosage analysis - RHDO) za promene na odabranim pojedinačnim genima, pomoću 

metode sekvenciranja sledeće generacije (engl. Next generation sequencing, NGS). U 

slučaju DMD/BMD, potrebna je DNK probanda za identifikovanje rizičnog haplotipa, 

dok je DNK majke potrebna za identifikaciju informativnih heterozigotnih SNP-ova 

(pojedinačni nukleotidni polimorfizmi), na osnovu kojih se utvrđuje koji je DMD alel 

nasledio muški fetus od majke (164).  
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Naše istraživanje je pokazalo da je u analizi vezanosti od primenjenih markera 

najinformativniji bio marker DXS1237 (77,8%). Takođe, na osnovu rezultata dobijenih 

samo analizom vezanosti za 8 porodica učestalost ženskih hetrozigota je iznosila 82,3%. 

Dodatna MLPA analiza koja je bila sprovedena u 7 porodica potvrdila je ishode na 

osnovu analize vezanosti kod 55,5% ispitanica, tj. nosioce u 33,3% slučaja, odnosno da 

nisu nosioci u 22,2% slučaja. Naime, kod dve porodice (28,6%) je bio potvrđen ishod za 

nosioce koji je bio predviđen na osnovu analize vezanosti; kod četiri porodice (57,1%) 

nije mogla biti isključena tačkasta mutacija, ali je u dve porodice na osnovu analize 

vezanosti bio predviđen povoljan ishod, s obzirom da muški plodovi nisu nasledili X 

hromozom koji imaju njihova obolela braća; a za jednu porodicu (14,3%), MLPA 

analizom kod majke nije bila potvrđena delecija koju ima njen oboleli sin, pa se  

zaključuje da ni ona ni njena rođena sestra nisu prenosioci mutacije.   

Sumirajući izneto, može se reći da analiza vezanosti daje važne informacije o 

nasleđivanju markera u porodici, za probanade sa poznatim mutacionim statusom, i 

posebno kod probanada kod kojih nam taj status nije poznat, pa je analiza vezanosti u 

tom slučaju metoda izbora. Praćenjem polimorfnog markera X-hromozoma aficiranog 

deteta, moguće je utvrditi prisustvo ili odsustvo rizičnog hromozoma kod majke i 

drugih braće i sestara, što je važan aspekt u pružanju genetskog saveta porodicama i 

prenatalnoj dijagnozi. Metoda se pokazala vrlo korisnom kod isključivanja statusa 

nosioca među ženskim članovima u porodici. Ipak, moraju se imati u vidu i ograničenja 

analize vezanosti kada su u pitanju neinformativni genotipovi, rekombinacije unutar 

DMD gena i prisustvo gonadnog mozaicizma kod majke. Preciznost u zaključivanju 

moguće je povećati primenom većeg broja polimorfnih markera kod porodice. Takođe, 

predviđanje ishoda analizom vezanosti daje pouzdanije rezultate kod familijarnih 

DMD/BMD slučajeva.  

Ipak, zbog karakteristika samog DMD gena i promena koje u njemu mogu nastati, 

dodatne metode kao što su MLPA i metoda sekvenciranja gena, daju pouzdane podatke 

o mutaciji kod probanda i statusu nosioca kod žena, što je od značaja za davanje 

adekvatnog genetskog saveta i prenatalnu dijagnozu. Međutim, ako se kod majke 

probanda ni tada ne utvrdi mutacija u somatskim ćelijama, rizik oboljevanja muškog 

ploda u narednoj trudnoći je mali, ali i dalje ostaje mogućnost da majka ima gonadni 

mozaicizam. Kako je ranije navedeno, kada se u majčinim limfocitima ne utvrdi 
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mutacija, tada rizik rekurencije kod braće sporadičnih slučajeva sa istim 

haplotipom iznosi 14%, odnosno 7% ako je rizični haplotip nepoznat (75). Majka koja 

nema mutaciju, a ima više od jednog zahvaćenog deteta, ima rizik rekurencije od 25-

30% (76). Kada postoji sumnja na gonadni mozaicizam kod majke, u svakoj narednoj 

trudnoći treba savetovati prenatalnu dijagnozu, s obzirom da je rizik kod gonadnog 

mozaicizma nepredvidiv i zavisi od veličine mutiranog klona.  

Metode prenatalne dijagnoze omogućavaju otkrivanje oštećenja ili oboljenja ploda pre 

njegovog rođenja. Kako još uvek nema efikasne terapija za Dišenovu mišićnu distrofiju, 

to otkrivanje ženskih nosioca i prenatalna dijagnoza predstavljaju važan korak u 

prevenciji ove bolesti. Porodice sa DMD/BMD istorijom su pod većim rizikom, pa je  

utvrđivanje nosioca među ženskim članovima u porodici od velikog zanačaja, a time i 

davanje genetskog saveta. Kada su u pitanju izolovani slučajevi obolelih u porodici, za 

davanje adekvatnog genetskog saveta, potrebno je utvrditi da li majka probanda nosi 

mutaciju ili ne, s obzirom da je 1/3 mutacija kod probanda novonastala. 

Prvi pokušaji prenatalne dijagnoze su se svodili na određivanje pola fetusa i na 

eliminaciju muških plodova, bez obzira da li bi oni bili bolesni ili ne. Drugi pristup, na 

osnovu određivanja biohemijskih markera kod ploda kao što su intracelularni kalcijum, 

fetalna karboanhidraza i keratin kinaza,  nije dao pouzdane rezultate (165;166). Takođe, 

jedna od oprobanih metoda je biopsija mišića ploda i imunohistohemijska analiza 

prisustva distrofina u uzorku, mada je opisan mali broj slučajeva. Za ovu analizu je 

uziman uzorak iz glutealne regije kod ploda između 18-23 nedelje gestacije, a spontani 

pobačaj posle izvođenja biopsije je bio prisutan u 17% slučajeva (167). Prenatalna 

molekularno genetčka dijagnoza, direktna ili indirektna, omogućila je pouzdanije 

utvrđivanje promena u DMD genu i statusa ženskih nosioca, a samim tim i genetsko 

savetovanje. Ipak, za svaku porodicu je potrebno odrediti adekvatan tip analize DMD 

gena u zavisnosti od prethodno utvrđenog mutacionog statusa probanda i majke. 

Standardni uzorci za prenatalnu dijagnozu kod ploda podrazumevaju uzorak horionskih 

resica, plodove vode ili uzorak krvi ploda iz pupčanika. 

Naše istraživanje je obuhvatilo 11 slučajeva (15 trudnoća) kod kojih je bila indikovana 

prenatalna molekularno genetička DMD/BMD dijagnostika. Za 12 trudnoća (8 trudnica) 
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je urađena direktna molekularno genetička analiza, a kod tri trudnice je bila primenjena 

indirektna genska analiza, što je opisano u prethodnom delu.   

Razlog za prenatalnu dijagnozu kod 8 trudnica su bili izolovani slučajevi obolelih 

muških srodnika. U tri slučaja u pitanju je bio oboleli otac (BMD) trudnice, u tri slučaja 

majke su imale obolelog sina (DMD), u jednom slučaju je bio bolestan rođeni brat 

(DMD) trudnice, a u jednom rođak (BMD). Svi probandi su imali deleciju lokalizovanu 

u distalnom delu DMD gena, osim kod jednog BMD probanda sa delecijom egzona 13, 

u čijem slučaju je i njegova ćerka (trudnica) bila potvrđena kao nosilac. Kako su 

navedeni probandi imali deleciju patognomoničnu za distrofinopatiju, za gensku analizu 

kod plodova (muških i ženskih), izbor je bila multipleks PCR metoda, zbog brzine 

izvođenja i mogućnosti otkrivanja delecija u predilekcionim regionima u DMD genu 

kod muških plodova. Kod ženskih plodova se dijagnoza zasnivala na odsustvu 

homozigotne delecije koja je patognomonična za distrofinopatiju. Ipak, na ovaj način se 

ne isključuje mogućnost da je ženski plod heterozigotni prenosilac delecije (143). Kod 

jednog ženskog ploda je bila primenjena MLPA metoda.  

Naše ispitivanje je obuhvatilo 5 muških i 7 ženskih plodova iz 12 trudnoća (8 trudnica), 

a nalaz kod plodova je bio pozitivan za dve majke. Kod jedne majke (dve trudnoće) čiji 

je rođak oboleo od BMD, oba ploda muškog pola su bila zahvaćena. Kod druge majke 

(tri trudnoće), čiji je otac oboleo od BMD, a i sama je bila potvrđena kao nosilac, jedan 

muški plod je imao deleciju, kao i jedan ženski plod (nosilac), dok je treći plod – muški, 

bio zdrav. Plodovi su imali iste mutacije kao i njihovi oboleli muški srodnici.  

Prikazaćemo pomenutu porodicu u kojoj je otac oboleo od BMD (del 13) i gde je 

genetičko testiranje bilo sprovedeno kod tri generacije. 
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Prikaz porodice – BMD otac i tri ćerke (slučaj br. 33, Tabela 17.; slučaj 1 i 2, Tabela 

21., iz rezultata). Kod članova porodice je bila primenjena direktna molekularno 

genetička analiza (kod probanda - oca, testiranje nosioca - ćerki, kao i u prenatalnoj 

dijagnozi): 

 

 

 

S obzirom da otac boluje od BMD (delecija egozna 13), prema porodičnom stablu, 

njegove tri ćerke su obavezni prenosioci mutacije. Kod dve ćerke MLPA metodom smo 

utvrdili da nose deleciju egzona 13, za treću ćerku nismo imali potvrđen mutacioni 

status, ali se takođe smatra obaveznim preosiocem. Kod svih ćerki, prisutan rizik za 

oboljevanje muškog ploda iznosi 50%, a 50% je verovatnoća da će biti zdrav. Za ženski 

plod verovatnoća da bude zdrav ili prenosilac mutacije kao i majka iznosi 50%:50%. 

Kod jedne ćerke, iz tri trudnoće, jedan muški plod je imao deleciju 13, što znači da će 

biti bolestan; jedan muški plod nije imao deleciju i biće zdrav; dok je kod ženskog ploda 

MLPA metodom utvrđeno da nosi deleciju 13, što znači da će biti prenosilac mutacije 

kao njena majka. Kod ćerke za koju nam nije bio poznat mutacioni status, nije bila 

utvrđena delecija kod njenog ženskog ploda. I ovde napominjemo da nemamo 

informacije o ishodima ovih trudnudnoća i eventualnom kasnijem oboljevanju 

ispitanika. 
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Možemo zaključiti da su za ženu koja je nosilac mutacije, prema modelu nasleđivanja 

X-vezanih recesivnih bolesti, jasni rizici kako za oboljevanje njenog muškog ploda, 

tako i da njen ženski plod bude nosilac. To ukazuje na važnost utvrđivanja statusa 

ženskih nosioca mutacije kako kod familijarnih, tako i kod izolovanih DMD/BMD 

slučajeva. Ukoliko se kod majke ne utvrdi prisustvo mutacije, to još uvek ne isključuje 

mogućnost promene u DMD genu ili prisustva gonadnog mozaicizma, pa se u krajnjem 

slučaju od strane nekih autora preporučuje biopsija mišića kod fetusa i 

imunohistohemijska analiza distrofina u ćelijama (168).  
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6. Zaključci  
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1. a) Kod 72 DMD/BMD probanada primenom PCR i/ili MLPA metode je 

otkriveno 68,1%, velikih mutacija, a od tog broja delecije su činile 87,7%, a 

duplikacije 12,3%. 

b) MLPA metoda je potvrdila sve delecije nađene kod probanda PCR metodom, 

takođe je u 22,7% slučajeva nađena veća delecija, u 22,7% slučajeva delecija na 

drugoj lokaciji, a kod 4 ispitanika otkrivena je duplikacija (18,2%). 

c) Velike mutacije su obuhvatile egzone 2-20 u 16,3% slučajeva, odnosno 

egzone 44-55 u 63,3%. Značajno veći broj BMD bolesnika (N=20) je imao 

mutacije u distalnom delu gena. 

d) Velike mutacije su zahvatile veći broj egzona u 79,6% slučajeva, a najčešća 

lokalizacija je bila u štapićastom domenu gena, u 85,7%. 

e) Odstupanje od Monakovog pravila je bilo prisutno kod 8,7% DMD bolesnika 

i 16,7% BMD bolesnika. 

f) U grupi probanda bez potvrđenih delecija i duplikacia bilo je 82% sa BMD 

fenotipom. 

2. a) Od 53 uspele MLPA analize kod ženskih srodnika probanada, velike mutacije 

su bile nađene u 39,6% slučajeva. 

b) Od 37 ispitanih majki probanada (21 DMD i 16 BMD), potvrđenih nosioca je 

bilo 45,9%. Kod izolovanih DMD slučajeva je nađeno 50% majki nosioca, 

odnosno 37,5% kod BMD.  

c) Od 17 majki nosilaca, njih 14 (82,4%) su imale deleciju, od toga su kod 10 

(71,4%) majki delecije obuhvatile distalni deo gena između egzona 45-55. 

Duplikacije su bile nađene kod 3 majke (17,6%). 

d) Među DMD/BMD slučajevima sa delecijom, majke su bile potvrđene kao 

nosioci u 56% slučajava (14 majki od 25), a u DMD/BMD slučajevima sa 

duplikacijom majke su bile nosioci u 75% slučajeva (3 od 4 majke). 

e) Mutacije nađene kod majki nosilaca su bile iste kao kod sinova probanada, 

osim kod dve majke. 

f) Od 16 ženskih srodnika, kod 25% su bile nađene delecije koje ima i proband 

sa kojim su u srodstvu. 
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3. a) Stopa novih mutacija dobijena za naš uzorak iznosi ukupno 51,4%, odnosno 

45,5% za DMD bolesnike i 60% za BMD bolesnike. Gonadni mozaicizam nije 

mogao biti isključen kod dve majke (5,1%). 

4. a) U analizi vezanosti najinformativniji je bio marker DXS1237 (intron 45) u 

77,8% slučajeva. 

b) Na osnovu samo analize vezanosti kod 8 porodica, učestalost ženskih 

heterozigota je iznosila 82,3%. 

c) Kod 7 porodica analiza vezanosti je bila dopunjena MLPA analizom kojom je 

predviđanje ishoda na osnovu analize vezanosti bilo potvrđeno za dve porodice, 

kod 4 porodice nije mogla biti isključena tačkasta mutacija, a za jednu porodicu 

je utvrđen suprotan ishod od predviđenog. 

5. a) Indikacije za prenatalnu dijagnozu su bile delecije kod muških srodnika 

karakteristične za distrofinopatije.  

b) Kod 3 trudnice primenjena je indirektna molekularno genetička metoda. Za 

dva muška ploda očekivani ishod je da će biti zdravi. Kod trećeg ploda 

predviđeni ishod, da će biti bolestan, nije bio potvrđen MLPA analizom. 

c) Kod 8 trudnica (12 trudnoća) primenjena je direktna molekularno genetička 

metoda. Kod jedne majke dva od tri ploda (jedan muški, jedan ženski) su imala 

deleciju; kod druge majke oba muška ploda su imala deleciju u DMD genu.  

6. a) Dijagnostičko genetičko testiranje se izvodi kod simptomatskih bolesnika ili 

kao prenetalna genetička dijagnostika, kao i u cilju određivanja statusa 

prenosioca kod žena. Genetičko testiranje kod osobe obolele od DMD/BMD 

daje mogućnost postavljanja konačne dijagnoze. Na tome se zasniva dalje 

praćenje bolesnika i davanje prognoze, kao i genetičko savetovanje obolelog i 

njegove porodice.  

b) Svaki genetički test ima svoj domen primene, ali i ograničenja. PCR metoda 

omogućuje detekciju 98% delecija u predilekcionim regionima DMD gena i 

predstavlja prvi korak u DMD/BMD dijagnozi. MLPA metoda, kao 

kvanititativna metoda, daje mogućnost otkrivanja delecija koje se nalaze van 

„vrućih mesta” u DMD genu, detekciju duplikacija, kao i utvrđivanje statusa 

ženskih prenosioca, pa se rutinski primenjuje u svakodnevnoj praksi.  
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c) Primenom direktne molekularno genetičke metode moguće je detektovati 

delecije i duplikacije u DMD genu kod 70 - 80% slučajeva, kako kod probanda 

tako i kod ženskih nosioca. Ukoliko se ne otkrije promena u ispitivanom 

materijalu, to još uvek ne isključuje prisustvo mutacije. Primenom indirektne 

metode moguće je utvrditi koji od članova porodice (muški ili ženski) je 

nasledio rizični hromozom, što je od značaja u 20 - 30% slučajeva nastalih kao 

posledica tačkastih mutacija. Sa druge strane, metoda skvenciranja gena daje 

informaciju o redosledu nukleotida, odnosno promeni unutar gena. U slučaju da 

nijedna od metoda ne pruži odgovor, imnohistohemijska analiza distrofina u 

mišićnom bioptatu omogućuje dijagnozu kod probanda, a korisna je i u 

otkrivanju žena nosioca. 

d) Poznavanje mutacije kod probanda i statusa nosioca kod žena je od velikog 

zančaja za davanje gentičkog saveta i prenatalnu dijagnozu, kao vid prevencije 

ove bolesti. 
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