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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 

Ο όρος δυστροφινοπάθειες χρησιµοποιήθηκε την τελευταία εικοσαετία και 

περιλαµβάνει νοσήµατα τα οποία οφείλονται σε µοριακή διαταραχή του γονιδίου της 

δυστροφίνης µε συχνότερη και σοβαρότερη την µυική δυστροφία Duchenne (DMD).  

Ο σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η ανάπτυξη και η εφαρµογή νέων 

τεχνικών για την ανίχνευση σηµειακών µεταλλάξεων και διπλασιασµών σε ασθενείς 

µε µυική δυστροφία Duchenne/Becker που δεν έφεραν έλλειψη στο γονίδιο της 

δυστροφίνης µε απώτατο στόχο την βελτιστοποίηση της διάγνωσης και της 

πρόληψης του νοσήµατος, αλλά και την βαθύτερη κατανόηση του.   

Η εκπόνηση της παρούσας διατριβής πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο 

Ιατρικής Γενετικής του Πανεπιστηµίου Αθηνών, στο Χωρέµειο Ερευνητικό 

Εργαστήριο, στο Νοσοκοµείο Παίδων Αγία Σοφία.  

Θερµές ευχαριστίες θα ήθελα να απευθύνω στον Καθηγητή Γενετικής και 

Διευθυντή του Εργαστηρίου Ιατρικής Γενετικής κ. Εµµανουήλ Καναβάκη για την 

ευκαιρία που µου έδωσε να εργασθώ στο Εργαστήριο και να παρακολουθήσω 

εκπαιδευτικά προγράµµατα στο Πανεπιστήµιο του Leiden (Εργαστήριο της Ιατρικής 

σχολής – LUMC) στην Ολλανδία καθώς και για την εποικοδοµητική του συµβολή 

καθόλη την διάρκεια της εκπόνησης της παρούσας διατριβής. Θα ήθελα να 

ευχαριστήσω ιδιαιτέρως την Καθηγήτρια  Γενετικής κ. Σοφία Κίτσιου-Τζέλη που είχε 

την επίβλεψη της διατριβής και συνέβαλε σηµαντικά στην καθοδήγηση , ολοκλήρωση 

και συγγραφή της παρούσας εργασίας. Θερµές ευχαριστίες οφείλω στην Οµότιµη 

Καθηγητρια Γενετικής κ. Καλπίνη-Μαύρου για τη συνεχή της υποστήριξη στην 

διεκπαιρέωση της παρούσας µελέτης  

Οφείλω επίσης να ευχαριστήσω την Οµότιµη Καθηγήτρια κ. Αικατερίνη 

Μεταξωτού, διευθύντρια τότε του Εργαστηρίου, για την εµπιστοσύνη που µου έδειξε 

και µε δέχθηκε αρχικά ως εκπαιδευόµενο και στη συνέχεια ως υποψήφιο διδάκτορα.  
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Ιδιαίτερα θα ήθελα να ευχαριστήσω την Δρα κ. Κέκου Κυριακή για την 

καθοδήγηση και την υποµονή της, καθώς και για τις πολύτιµες συµβουλές για την 

ολοκλήρωση αυτής της εργασίας.  

Πολλές ευχαριστίες για την πρακτική βοήθεια και ηθική συµπαράσταση τους, 

οφείλω στους βιολόγους, χηµικούς και ιατρούς φίλους µου και στελέχη του 

Εργαστηρίου Ιατρικής Γενετικής: Χρισταλένα Σοφοκλέους, Χριστίνα Χριστοφίδου, 

Αγγελική Γαλάνη, Ευµορφία Τζαγκαράκη,  Γεράσιµο Δηµισιάνο, Ασπασιά Δεστούνη, 

Μυρτώ Πούλου, Ειρήνη Φυλακτού, Άκη Μεγρέµη, Χριστίνα Βρεττού,  Βασίλη 

Οικονοµάκη, Μαρία Σβίγγου, Ελβίνα Σακελαρίου, Έλσα Κουβίδη, Νικολέτα Σελέντη, 

Γεωργία Τούντα, Γεωργία Κάκουρου, Αµαλία Σερτεδάκη, Αγγελική Κολιαλέξη και 

Δηµήτρη Πετυχάκη.  

Ευχαριστώ τις Αναπλ. Καθηγήτριες κυρίες Φρυσίρα Έλενα και Jan Traeger-

Synodinos και την Επίκουρη Καθηγήτρια κ. Μαρία Τζέτη για τις εποικοδοµητικές 

συζητήσεις καθ’ όλη την παραµονή µου στο εργαστηριο.  

Για την βοήθεια που µου προσέφεραν, ευχαριστώ επίσης τις βιολόγους του 

τµήµατος προγεννητικού ελέγχου κυρίες Τούλα Παναγιωτοπούλου και Ελισάβετ 

Δαφέρµου καθώς και την επίκουρη επιµελήτρια κα Κωνσταντίνα Κοσµά µε την οποία 

µοιράζοµαι το ίδιο γνωστικό αντικείµενο των νευροµυικών νοσηµάτων τον τελευταίο 

χρόνο.  

Πολύτιµη ήταν και η βοήθεια των παρασκευαστών του εργαστηρίου Σοφίας 

Βρέττα, Σταυρούλας Παπαδοπούλου, Κωνσταντίνας Πούλιου, Ανθής Κοσµά, 

Σουζάνας Γεωργούλα, Γιώτας Παυλοπουλου, Έφης Δανιήλ, Ιωάννας 

Χριστοδουλάτου και Σπύρου Ανδριώτη καθώς και των γραµµατέων του εργαστηρίου 

Δέσποινας Μπέλλου και Δήµητρας Παλαιοπάνου. Επίσης ευχαριστώ τον Μιχάλη 

Μόσχο για την επιµέλεια του εξωφύλλου . 

Στου γονείς µου οφείλω τα µέγιστα για την αµέριστη συµπαράσταση, 

οικονοµική και ηθική, και την απεριόριστη αγάπη τους όλα αυτά τα χρόνια, καθώς και 

στην σύζυγό µου Μαρία. Χωρίς τη βοήθεια τους δε θα ήταν δυνατή η ολοκλήρωση 

αυτής της δουλειάς. 
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Περιληψη  
 

Εισαγωγή 

Η ανίχνευση µεταλλάξεων στο γονίδιο της δυστροφίνης έχει αποδειχθεί 

ιδιαίτερα απαιτητική κυρίως λόγω του µεγάλου µεγέθους του γονιδίου (79 

εξόνια, 2,4Μb). Παρόλο που έχουν αναφερθεί στην βιβλιογραφία «θερµές 

περιοχές» («Hot Spot») όπου συσσωρεύονται ελλείψεις και διπλασιασµοί 

εξονίων, δεν έχει αναφερθεί ένα ανάλογο σηµείο συσσώρευσης σηµειακών 

µεταλλάξεων οι οποίες απαντώνται διάσπαρτες καθ ‘όλο το µήκος του 

γονιδίου.  

 

Μεθοδολογία 

Στην µελέτη αυτή παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα του ελέγχου 645 

ασθενών (608 άρρενα άτοµα και 37 θήλεα) που παραπέµφθηκαν στο 

Εργαστήριο Ιατρικής Γενετικής του Πανεπιστηµίου Αθηνών τις δυο τελευταίες 

δεκαετίες για έλεγχο για δυστροφινοπάθειες. Οι ελλείψεις και οι 

διπλασιασµοί εντοπίστηκαν χρησιµοποιώντας το κλασικό πολλαπλό PCR 18 

εξονίων αλλά και την τεχνική πολλαπλής ενίσχυσης 

υβριδοποιηµένων ανιχνευτών µε το ένζυµο της λιγάσης (Multiplex Ligation –

dependant Probe Amplification, MLPA). Οι σηµειακές µεταλλάξεις 

ανιχνεύθηκαν χρησιµοποιώντας τη µέθοδο σάρωσης ECMA (Enzymatic 

Cleavage Mismatch Analysis protocol, Vogiatzakis et al, 2007; 2010) η 

οποία τιτλοποιήθηκε στο Εργαστήριο Ιατρικής Γενετικής, αρχικά για τις 

ανάγκες της παρούσας µελέτης. Οι σηµειακές µεταλλάξεις επιβεβαιώθηκαν µε 

ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του DNA (Direct DNA sequencing). Τα όρια 

των µεταλλάξεων (όπου δεν ήταν προφανή) µελετήθηκαν περαιτέρω µε 

πολλαπλό PCR ή MLPA. Για την σύγκριση των δεδοµένων χρησιµοποιήθηκε 

η τράπεζα µεταλλάξεων για το γονίδιο DMD του πανεπιστηµίου του Leiden, 

Ολλανδία (www.dmd.nl). 

  

 

Αποτελέσµατα 

Η παρούσα µελέτη αποκάλυψε συνολικά 309 µεταλλάξεις και ειδικότερα, 254 

ελλείψεις εξονίων, 24 διπλασιασµούς και 31 σηµειακές µεταλλάξεις. Επίσης 
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ταυτοποιήθηκαν αρκετοί πολυµορφισµοί του γονιδίου της δυστροφίνης από 

τους οποίους 6 χρήζουν περαιτέρω µελέτης λόγω της 

αµφίβολης παθογένειας τους. Παρόλο που η πλειοψηφία των µεταλλάξεων 

που βρέθηκαν εντοπίζονται στα γνωστά «θερµά σηµεία» του γονιδίου 

παρατηρήθηκαν διαφορές στα όρια των µεταλλάξεων σε σχέση µε τα 

αναφερόµενα στην διεθνή βιβλιογραφία.  

 
Συµπεράσµατα 

1. Παρατηρήθηκε µη τυχαία κατανοµή µεγάλου αριθµού ελλείψεων στο 

κεντροµερικό «θερµό σηµείο» (εξόνια 45-55) καθώς επίσης και µεγάλου 

αριθµού διπλασιασµών στο αµινοτελικό «θερµό σηµείο» (εξόνια 2-8). Τα 

αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε την διεθνή βιβλιογραφία, (Tuffery-Giraud 

S et al, 2009, Aartsma-Rus A et al, 2006). Ανάµεσα στις 31 σηµειακές 

µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν, παρατηρήθηκε συσσώρευση µεταλλάξεων 

στα εξόνια 21 και 66, µε τρείς διαφορετικές µεταλλάξεις στο κάθε ένα.  

2. Κατά την διάρκεια της µελέτης αποκαλύφθηκαν 31 σηµειακές µεταλλάξεις 

του γονιδίου της δυστροφίνης σε ασθενείς µε µυϊκή δυστρο-

φία Duchenne Becker. Συγκεκριµένα, 37% των µεταλλάξεων ήταν µεταλλάξεις 

αλλαγής πλαισίου ανάγνωσης, 17% ήταν µεταλλάξεις σε σηµεία µατίσµατος 

και 46% µεταλλάξεις που προκαλούν πρόωρο κωδικόνιο λήξεις. Τα 

αποτελέσµατα της µελέτης συµφωνούν και µε την διεθνή βιβλιογραφία 

παρόλο που ο αριθµός των ασθενών δεν ήταν ικανός για να διευκρινιστεί το 

ποσοστό των σηµειακών µεταλλάξεων σε ασθενείς µε Duchenne, και Becker 

ξεχωριστά. 

3. Απαιτείται η µελέτη των µεταλλάξεων στο γονίδιο της δυστροφίνης ακόµα 

και στις περιπτώσεις ασθενών που εµφανίζουν απλά υποκλινικά συµπτώµατα 

(όπως αυξηµένα CPK) καθώς και σε περιπτώσεις φορέων της νόσου.  

4. Η δυσκολία µοριακής επιβεβαίωσης πολλών νευροµυικών παθήσεων 

οδηγεί στην παραποµπή για έλεγχο του γονιδίου DMD περιστατικών όπου η 

δυστροφινοπάθεια αποτελεί διαφορική διάγνωση. Ως εκ τούτου πολλοί 

ασθενείς παραπέµπονται χωρίς να έχουν την τυπική κλινική εικόνα 

δυστροφινοπάθειας (αρκετές παραποµπές έχουν γίνει µε µοναδικό εύρηµα 

αυξηµένα CPK στο αίµα) γεγονός που ερµηνεύει το µειωµένο ποσοστό 

διάγνωσης στην παρούσα µελέτη.  
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Abstract 
 
Introduction 

Mutation detection in the DMD gene has historically been challenging, due 

mainly to the large size of the gene and the fact that over 90% of the point 

mutations are unique. Although hot spots have been reported for exon 

deletions and duplications no such spot has been identified for point 

mutations which are scattered across the whole gene.  

Materials and Methods 

In our study we present a general overview of the molecular analysis findings 

in 645 patients (608 male and 37 female) referred to our department during 

the past 2 decades for DMD gene testing. Exon deletions and duplications 

were identified using either the standard 18 exon multiplex PCR (mPCR) or 

the MLPA method while Enzymatic Cleavage Mismatch Analysis protocol 

(Vogiatzakis et al, 2007; 2010) followed by direct DNA sequencing was 

performed for the detection of point mutations.  

The deletion boundaries, where not apparent, were further investigated with 

either mPCR or MLPA.  

Results 

The study revealed 309 alterations comprising 254 exon deletions, 24 exon 

duplications and 31 point mutations. Several polymorphisms were also 

identified on the DMD gene, of which 6 single nucleotide alterations remain 

still under investigation regarding their possible pathogenic character. 

Although the majority of the mutations were detected along the DMD gene 

hotspot regions (as mentioned in literature), minor discrepancies were noted 

concerning  the boundaries of the exons’ deletions.  

Conclusions  

1.  A non-random distribution concerning a high incidence of deletions in the 

distal hot spot (exons 45-55) and duplications in exons 2-8 was noticed and is 

consistent  with  the  results  reported for previous  large cohorts (Tuffery-

Giraud S et al, 2009,  Aartsma-Rus A et al, 2006). Among the 31 point 

mutations disclosed, a rather high detection rate was noted in exons 21 and 

66 having 3 different mutations each.  
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2. This study revealed 31 point mutations on the DMD gene. Specifically, 37% 

frameshift mutation  17% splice site mutation and 46% stop codon mutation. 

All the results are in accordace to the international literature.  

3.Mutations in the DMD gene should be studied even in individuals with 

chronic subclinical  CK elevations such  as DMD carriers  

4.It should be noted that 251 of the patients (males and females) were 

referred solely due to minor BMD-like phenotypic symptoms such as 

hyperCKemia thus explaining the reduced (47%) detection rate among  

referrals.	
  	
  


