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Facioscapulohumeralis izomdisztréfidval
asszocialt allelok és a hipometilacié
szerepe a beteg fenotipus kialakulasaban
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Az autoszomélis domindns 6roklédést facioscapulohumeralis izomdisztréfia (FSHD) betegség hitterében a 4q35-
régioban talilhaté D4Z4 makroszatellita-ismétlédések kontrakei6ja dll. A patomechanizmusban szémos tényezé, igy
epigenetikai médosité hatésok is szerepet jitszanak. Célok: Uj diagnosztikai panel bevezetése Magyarorszigon a be-
tegség teljes kord molekuldris genetikai vizsgélatira, amellyel a fenotipus hatterében 4ll6 médositd tényezékrdl is
teljesebb kép adhatd. Mddszerek: Osszesen 185, Klinikailag FSHD-beteg és 71, tiinetmentes hozzatartozé molekuls-
ris genetikai vizsgdlata tortént meg. A molekularis diagnosztika a megrovidiile 4q35-régié detektildsan alapszik,
EcoRI és Blnl restrikcids emésztést kévetd Southern blot analizissel, pl3-E11-préba felhasznilasival. Az FSHD-
betegséghez kapesolddo tovibbi vizsgilatokhoz a 4qA és 4qB allélasszocidcios, a proximalis D4Z4-ismétlédés G/C
SNP, valamint a metildcié-szenzitiv enzimatikus analizisek jirultak hozzi. Eredmények: A vizsgilt betegesoportbol
115 betegnél igazolddott a D4Z4-ismétlédés kontrakcidja, mig a 71, tiinetmentes hozzitartozéd kézil 6t esetben
igazolddott a patolégids fragmentumméret 6roklGdése. Nyole, FSHD-betegséggel diagnosztizélt csalddnak kellett
magzati vizsgilatot felajénlani és négy magzati mintdban igazolédott a kéros fragmentumméret. A D4Z4-ismétlédé-
sek metildcios vizsgdlata 31 igazolt FSHD-betegben tértént meg, és minden betegben hipometildlt dllapot igazols-
dott. Mind a 115 igazolt FSHD-betegben a 4gA- és a G-polimorfizmust hordozé allél asszocidciéja volt kimutathaté.
Ezenfeliil a 4935 és a homolég, de nem patogén 10926 kromoszomélis locus kézétti transzlokicids események is
detektédldsra kertiltek. Kovetkeztetés: Az FSHD-betegség molekuldris diagnosztikdja hazdnkban is rutinné val, a klini-
kus munkdjit, a betegek életvitelét és a csalddok genetikai tandcsaddsit segitve. A kutatdsi eredmények igazoljik to-
vibbd, hogy a betegség kialakulasaban komplex epigenetikai médosité tényezék kulesszerepet jitszanak.
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Role of associated alleles and hypomethylation status in the clinical expression
of facioscapulohumeral muscular dystrophy

Autosomal dominant facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD) is caused by contraction of the D474 repeat
region on 4q35. In addition, epigenetic modifying factors play a role in the complex pathomechanism of the discase.
Aims: Introduction of a new diagnostic panel in Hungary for the extended molecular analysis of the disease which
also provides new insights into the pathomechanism. Methods: In total, DNA samples of 185 clinically diagnosed
ESHD patients and 71 asymptomatic relatives were analyzed by EcoRI and Blnl restriction digestion and Southern
blot technique with probe p13-E11. Further investigations of the 4q35 alleles associated with the FSHD phenotype
utilized gA and qB probes and a restriction analysis of the proximal D4Z4 unit by detecting a G/C SNP and the
methylation status. Results: From the patients analyzed 115 had the D4Z4 repeat contraction, whereas from 71
asymptomatic family members five harbored the pathogenic fragment size. In eight families, prenatal testing had to
be offered with an outcome of four affected fetuses, Methylation test was performed in 31 genetically confirmed
FSHD patients and hypomethylation status was detected in all cases. All the 115 confirmed patients had 4qA alleles
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with the G polymorphism. Translocation events between 4q35 and the homologous 10q26 regions were also de-
tected. Conclusion: Molecular diagnosis of ESHD became a routine approach in Hungary thus supporting the work
of the clinicians, improving quality of life and genetic counseling of the affected families. The provided results from
this research suggest that FESHD is associated with complex epigenetic disease mechanisms.

Orv. Hedl, 2011, 152, 1576-1585.
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A szerkeszt8ség felkérésére késziilt kézlemény.

Roviditések

ANTI = adenin nukleotid transzlokitor 1 gén; ChIP = kroma-
tin-immunoprecipitdlds; DNMT1 = DNA {cytosine-5) methyl-
transterase 1; DNMT3A = DNA (cytosine-5) methyltransferase
3A; DNMT3B = DNA (cytosine-5) methyltransferase 3B;
DUX4 = double homeobox 4 gén; FRGI1 = FSHD-régié gén
1; FRG2 = (FSHD-related gene 2) FSHD-régié gén 2;
FRR-MAR = FSHD-related region-matrix attached regions;
ESHD = facioscapulohumeralis izomdisztréfia; G/C SNP =
G/C single-nucleotide polymorphism; hhspm3 = GC-rich low
copy repeat; Lsau = GC-rich low copy repeat; MBD = methyl
binding domain; pLAM = poliadeniliciés szigndl; S/MAR =
scaffold /matrix associated regions; YY1 = Yin-Yang 1 fehérje

A facioscapulohumeralis izomdisztréfia a harmadik leg-
gyakoribb izomdisztréfia, a Duchenne/Becker izom-
disztrofia és a dystrophia myotonica utin. Eléfordulési
gyakorisiga 1:20 000, 6roklédésmenete autoszomalis
dominans [1]. Ellentétben a legtébb monogénes érok-
18désti betegséggel, amelyeknél a betegség hatterében
egy adott gén mutdcidja 4ll, az dltala kbdold fehérjében
strukturdlis vagy funkciondlis eltérést okozva, az FSHD-
betegség kialakuldsiban egy komplex epigenetikai me-
chanizmus megviltozésa jatszik szerepet, amely a szub-
telomerikus makroszatellita-ismétlédések kontrakcidji-
nak a kévetkezménye [2, 3].

A betegség teljes penetrancidjinak (95%) kifejezs-
dése a betegekben koriilbeliil 20 éves korig virhat, de
el6fordul felnSttkori megjelenés is [2]. Néhany obligit
heterozigdta teljesen tiinetmentes is lechet. A betegség
sulyossiga nemcsak a csaladok kozott, hanem az adotr
csalddon beliil is nagy valtozékonysigot mutat., A izom-
gyengeség tiinetei eldszor az arc- és a valloy izmaindl je-
lennek meg. Altaldban az arc izmainak aszimmetrikus
gyengesége figyelhetd meg. A facialis izmok gyengesége
miatt az arcmimika szegényebbé vilik, viszont megki-
méltebb a musculus orticularis oris. Ezért tgynevezett
horizontalis mosoly jelenik meg, illetve az arcizmokhoz
viszonyitva ez az izomzat témegesebbnek, vaskosabb-
nal tlinik; ezt tapirajaknak is szoktdk nevezni. Bizonyos

esetekben a nyelv megnagyobbod4sit is megfigyelték.
A vallov esetében a scapula régzitéizmai érintettek leg-
inkdbb, a mellkas f6 izmainak gyengiilése is koran meg-
jelenik és ugyantigy aszimmetridval jellemezhetd. Jelleg-
zetes tiinet a periscapularis izmok gyengesége, ezért a
scapula elemelkedik a mellkas szintjébé] — scapula alatét
litunk [1, 2]. Az FSHD-betegség agynevezett infantilis
formdjira jellemz8, hogy a tiinetek mar korai életkor-
ban megjelennek, és a tipikus FSHD-fenotipus mellett
gyakori a siiketség, mentélis retardécio, epilepszids gor-
csok, macroglossia. Ezekben az esetekben a jaraskép-
telenség kordn kialakul és nem ritka a légzészavar sem.

Az FSHD-betegség elsGsorban a 4q35-régiéban ta-
lilhaté polimorf D4Z4 makroszatellita-ismétiédések
kontrakci6jahoz kéthets. Az egyes D4Z4-ismétlédések
mérete 3,3 kb, és egészséges egyénekben ezen ismét-
16désck szdma 11-100 egységre tehetd. Az ESHD-
betegséggel érintett személyeknél a D4Z4-ismétlEdé-
sek kontrakcidja miatt az ismétlédések széma 1-10
értékre csokken [2, 4]. A D4Z4-ismétl6dés kontrak-
cidja €s a régi6 metildltsiginak megvéltozdsa a szom-
szédos gének tualkifejezEdését eredményezi az izom-
szovetben, mint példdul az FRG2 (FSHD-régi6 gén 2,
MIM: 601278), FRG1 (FSHD-régi6 gén 1, MIM:
609032) és az ANT1 (adenin nukleotid transzlokitor
1 gén, MIM: 103220) [5, 6]. A csokkent méreti
D4Z4-ismétl6dések hipometildlt dllapota kulesszerepet
jatszhat azokban az epigenectikai kaszkddfolyamatok-
ban, amely FSHD-fenotipust alakithat ki [4, 6]. Tovibb
bonyolitja az FSHD-betegség patomechanizmusinak
megértését, hogy a 10q26-ré- giéban taldlhaté egy
homolég polimorf D4Z4-ismétlédéseket tartalmazéd
DNS-szakasz [4, 7]. A két kromoszémaszakasz {4935
¢s 10q26) kozott a D4Z4-ismétlédések transzlokiléd-
hatnak a nagyfokt homolégia miatt. FESHD-fenotipust
csak a 4. kromoszéma eredetii D47Z4-ismétlédések
kontrakci6ja okozhat, mig a 10q26 ecredetii D474-
kontrakcié nem patogén (1. dbra).

A betegség molekuldris genetikai vizsgalatival egyre
inkdbb viligossd vilt, hogy egy komplex epigenetikai
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Az FSHD-betegséggel asszocidlé allélok és D4Z4-ismétlédésck kontrakcidjinak szerepe (S. M. van der Maarel alapjin)

Az FSHD-beteg fenotipus kialakuldsaére felelds allélok: a) Az egészséges egyének 4q35 telomer régidjaban 11-nél nagyobb szimban detektilhatok a
D474 makroszatellita-ismétlédések. Az FSHD-érintettség biztosan igazolr, ha 4935 telomer régioban a D474 makroszatellita-ismétédések szama
<11 és 4qA alléllal asszocidl, valamint, ha a 4q35 telomer régidban 10g26 eredetd D4Z4-ismérdédések transzlokilodtak (ezzel csdkkentve a 4935
eredetii D4Z4-ismétlGdések szamat), és ez a 4qA alléllal asszocidl. b) Ha a 4q35 credeti D4Z4-ismétlédések szdma >11 vagy <11 és 4B allélal
asszocidl, az nem jar FSHD-fenotipussal. ¢} A 10q26 credet(i ismétlédések szdmdnak kontrakcidja 10gA alléllal asszocidlva sem okoz FSHD-geno-

tipust

hatdsmechanizmus 4llhat a beteg fenotipus kialakuldsa-
nak hdtterében.

Epigenetikai hatdisok az FSHD-betey
fenotipus kinlakitdsiban

Bar mar 15 éve ismert, hogy az FSHD-betegség a 4q35-
régid D47Z4-ismétlddések kontrakcidjival jar egylitt,
a pontos patomechanizmusit még a mai napig nem is-
merjitk. A kutatdsok alapjan Ggy tGnik, hogy nem egy
kandiddns gén defektusa okozza az FSHD-fenotipust,
hanem egy komplex genetikai és epigenetikai mechaniz-
mus, amely hatdssal lehet szamos tovibbi génre mind
cisz-, mind transzszabdlyozassal.

DNS-metilacio az FSHD-betegségben

Az eml6sok DNS-ében a CpG dinukleotid-ismétlédések
citozinbdzisdt a DNS-metiltranszferdz enzim (DNMT]I,
DNMT3A, DNMT3B) metildlhatja. Altaliban a meti-
l4ci6 jelenléte a DNS-ben a kromatinstruktira konden-
zélt dllapotédval jir, azaz az adott gének elcsendesitését
jelenti [8, 9]. Minden egyes D4Z4-ismétl6dés tartalmaz

két GC-gazdag régiot (hhspm3 és Lsau), amelyek ala-
csony szamu ismétlédéscsoportba tartoznak. Ezek az is-
métlédések a genom heterokromatin dllapotdval tirsul-
nak. Az FSHD-betegeknél a D4Z4-ismétldések szdma
lecsokken és ezzel egyiitt a metildltsigi szint is csékken,
amely a heterokromatin dllapot viltozdsihoz vezethet.
A metilicids vizsgilatok is igazoltik, hogy a D474-
ismétlédések kontrakcidja hipometildle dllapotot ered-
ményez, amely a szomszédos gének epigenetikus el-
csendesitését felfiiggeszti, igy azok dtirédnak, FSHD-
fenotipust eredményezve [5, 6, 10]. A hipometillt
dllapotot nemcsak a FESHD1-betegekben, hanem a masik
FSHD-csoportban, az tugynevezett FSHD2-betegek-
ben is kimutattdk, annak ellenére, hogy ebben a cso-
portban a D4Z4-ismétlédések nem révidiilnek le [11].
Azokndl az FSHDI-betegeknél, akiknél a D474-
ismétlddések kontrakcidja 10 és 20 kb méretf a norma-
lis, minimum 38 kb helyett, fokozott hipometildlt alla-
potot és shlyos fenotipust igazoltak. Azokban az
esetekben, amelyekben a kontrakcié mértéke 20 és 31 kb
kézé esik, mind klinikailag, mind a hipometildltsig szint-

jén nagy variabilitdst mutattak.
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Hisztonmodifikil4s

A hiszton fehériék egyik 6 feladata a DNS-éridgsmo-
lekula csomagoldsa, hogy a sejtmagban elférjen az 6ro-
kitGanyag. A feltekeredetr DNS informicié Atirésa fiigg
atedl is, hogy mennyire kondenzil (feltekeredett) 4l-
lapotban van az adott DNS-szakasz. A hiszton fehérjék
poszttranszliciés médosftasival (acetilécio, metildcio,
foszforilicié és ubiquitinalds) szabilyozhaté az adott
DNS-szakasz expresszi6ja. Az ESHD-betegségben kro-
matin-immunoprecipitilds-analizissel (ChIP) a D474-
ismétlédések heterokromatin allapotat vizsgdltdk, és
igazoltik, hogy a H4 hiszton acetildciéjdnak mértéke
sokkal nagyobb a 4q35 eredet( D474-ismétlédések-
ben, mint amely a normilis heterokromatin dllapotot
jellemzi. A vizsgalatokkal igazoltdk, hogy a 4q35 eredet
D4Z4-ismétlédések  inkibb €gy nem expresszilédo
cukromatin vagy fakultativ heterokromatin dllapotnak
felelnek meg, mint egy konstitutiv heterokromatinnak
[12].

A D4Z4 transzkriptum szerepe

az FSHD-betegségben

Minden egyes D4Z4-ismétlédés tartalmaz cgy kettds
homeodomén (DUX4) gént. Egészséges mintdban a
D4Z4-ismétlédések heterokromatin allapotban vannak,
de az FSHD-val érintett betegeknél a D474 -kontrakeié
kévetkezményeként a stabil heterokromatin dllapot egy
transzkripciés aktiv eukromatin dllapotba alakul 4t és
ennek eredményeként a DUX4 gén upregulilédik.
A DUX4 gén talkifejezédése apoptozist, kaszpiaz 3,/7
aktivdciot indukdl. A distalis helyzetd D47Z4-ismétls-
désrdl irodik at az a DUX4 traszkriptum, amely mdr
intronokat és a distalis helyzetd pLAM szekvencidrél
poliadenildlt farokrészt is tartalmaz (2. dbra) [13, 14].
Kisérletesen igazoltik tovibba, hogy az FSHD-beteg-
ség specidlisan a 4qA161 haplotipussal asszocil, amely
szekvencia a D4Z4-ismétlédések kdzvetlen koézelében
helyezkedik el és ennek a haplotipusnak is szerepe van
a DUX4 gén transzkripci6jiban. Ezenfeliil a D47Z4-
ismétlédés metiliciés mértéke is szabdlyozza a DUX4
gén expresszidjat [3].

A szomszédos gének cisz- és transzszabalyozasanak
szerepe az FSHD-betegségben

Az FSHD-fenotipus a 4q35-régidban talilhaté D474-
ismétlédések kontrakcijival tirsul, de a beteg fenoti-
pus kialakitisdban szcrepet jatszik a szomszédos gének
expresszidjinak fokozédisa is. A D4Z4-ismétl6dések
kontrakciéja mindig hipometilalt dllapottal jir egyiitt,
amelynek eredményeként a cisz helyzetti szomszédos gé-
nek transzkripciés kontrollja elvész, Az FSHD-betegség
ciszszabilyozdst vizsgilva kimutattak egy olyan fehérje-
komplexet, amely DNS-specifikus szekvencia felisme-
résére és megkotésére képes [12, 15]. Ennek a komp-
lexnek a részét képezi YY1 (Yin-Yang 1), HMGB2
(high-mobility group box 2) és a nukleolin fehérje; ezek
az adott DNS-szakaszhoz kotédve transzkripcids rep-

resszorként funkciondlnak. Az FSHD-betegekben a YY1
HMGB2 és nukleolin fehérjekomplex DNS-hez kots-
dése er8sen lecsbkken, igy a represszor hatds is meg-
sziinik.

A masodik mechanizmus, amellyel a szomszédos ge-
nek ciszszabdlyozisa befolydsolhaté, a nuclear matrix
attachment (S/MAR) (scaffold /matrix associated re-
gions) rendszerhez kapcsolhaté. Az cukaryota metafs-
zisos kromoszémékban a DNS molekula feltekeredve
hurkokba szervez8dik, amely kézvetleniil kapcsolédhat
a nukledris szkeletonhoz vagy nukledris matrixhoz.
A DNS-hurkok specidlis szekvencidn keresztiil kap-
csolédhatnak; ezt a specifikus szekvencige S/MAR-nek
nevezik, amely 200-1000 bp hossziisign, A/T gazdag
DNS-szakasz és az 4t nem frodé vagy intronikus ré-
szekben helyezkedhet el [12]. Egészséges emberek
DNS-mintdiban a D4Z4-ismétlédések és a szomszédos
gének két kiilénbozé DNS-hurokban helyezkednek el,
amelyet fizikailag is elvilaszt az S/MAR tipust régié.
Ezt a szakaszt az ESHD 4q35-régi6jdban FRR-MAR
(FSHD-related region-matrix attached regions) komp-
lexnek nevezik, amelynek feladata, hogy a magban 1évé
DNS-t a maghértyihoz késse és ezzel biztositja a nor-
milis térbeli elrendez&dést (12, 16]. Az ESHD-beteg-
ségben a szomszédos gének és a D47Z4-ismétlédések a
kontrakcié kovetkeztében egy DNS-hurokban helyez-
kednek el, igy a fizikai tivolsig is megsziinik, amely a
szomszédos gének (FRGI, FRG2, ANT1) atirdsit segiti
[9, 10, 17] (3. dbra). Az FRG1 gén igen konzervativ
szekvencidkat tartalmaz és a huméan splisosoma alkoté-
eleme, valamint szerepet jitszik a pre-mRNS-érési fo-
lyamatokban is. Ezzel tovabbi gének szabilyozisit is
befolydsolhatja transz hatisként, Az ANTI gén foko-
zott expresszidja érzékennyé teszi a sejteket az oxidativ
stresszre s apoptdzist induk4lhat,

Célkitiizések

Olyan molekuldris genetikai médszerek bevezetése volt
a cél, amellyel megbizhatéan és pontosan igazolhatjuk
az FSHD-betegség eléfordulisi gyakorisigdt a magyar
populdciéban. A D47Z4-fragmentanalizis bevezetésével
lehet6ség nyilt az FSHD-betegséggel Osszefliggd D474-
makroszatellita-ismétl&dés kontrakcidjinak kimutats-
sdra. A transzlokiciés analizissel a 4q35- és 10q26-
régiok kozott  kialakuld kromoszémaszakasz-kicseré-
16dés vizsgalhato, amellyel pontosan elkiilénitheték a
4. €s 10. kromoszémaeredet( D474-ismétlédések. Ez
azért fontos, mert a 10926 eredet D474 -repeatek
kontrakciéja nem okoz ESHD-betegséget, viszont
hibrid repeatek is eléfordulnak. A 4qA és 4gB allél
vizsgilataival pontosithatjuk a molekuléris genetikai
diagndzist, mert az ESHD-betegséggel csak a qA allél
asszocidl. Az 0 kutatdsok eredményeit adaptélva be-
vezettitk a metildciés vizsgalatot is, amellyel a D474-
ismétlédések metildltsigi dllapotit hatdrozzuk meg,
czzel vizsgdlva az epigenetikai hatdsokat az ESHD-be-
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A 4q és 10q kromoszéma szubtelomer régidjinak szerkezete (N. A. Rabaia alapjin)

A szomszédos gének clhelyezkedése és orienticitja (ANTI = adenine nucleotide translocator; FRG1 = ESHD region gene 1; FRG2 = FSHD region
gene 2; TUBB4q = tubulin beta polypeptide 4; PDLIM3 = PDZ and LIM domain 43.

Az FSHD két alléljanak, a qA és gB szerkezeti bemurardsa: A g4 allél telomer régiojaban specifikus szekvencia talalhato, amelyet a gA-préba detek-
til. Abban is kiilonbozik a qB alléltél, hogy tartalmaz a D4Z4-ismétlédésekél distalisan elhelyezkedd pLAM-régiét, valamint egy B-szatellira-

ismétlGdést

tegségben. A leglijabb kutatdsok igazoltik egy tgyne-
vezett FSHD2-betegségesoport meglétée is, amelynél
minden esetben a D4Z4-ismétlédések hipometilalt 4lla-
potdt mutattdk ki, viszont egyik esetben sem taldltak
D4Z4-kontrakciot. Ezért jovébeli vizsgalatként tervez-
zilk a metiliciés analizis clvégzését minden olyan eset-
ben, amely Klinikailag teljesen megegyezik az FSHD1
tipussal, de nem mutathaté ki a D4Z4-ismétlédések
kontrakcidja.

Modszerek

A betegek klinikai vizggilata

A betegek ¢s hozzdtartozoinak klinikai vizsgalata az
eurdpai uniés normaknak, a Humdan genetikai 2008, évi
XXI. torvény el&irdsainak, valamint a European Mole-
cular Genetic Quality Network (EMQN) ttmutatisai-
nak megfelel6en tortént a Semmelweis Egyetem Neu-

rolégiai Klinikdn, a Heim Pédl Gyermekkérhazban, illetve

az orszdg szimos mds egészségiigyi intézményében.

A vizsgdle betegek demogrifiai eredményeit az Ered-
mények fejezetben tiintettiik fel, mivel azokat a taldlt
gencetikai eredményekkel korreldltattuk. A genetikai vizs-
gilatba betegeink irdsos beleegyezésiiket adtik. A vizs-
gdlatok a helsinki deklardcié szabdlyozdsinak megfele-
I8en torténtek.

Molekularis genetikai vizsgalatok

DNS-izolélas

Genomidlis DNS-izolalds a periférids vér lymphocyta-
frakeiéjabol kisézdsos modszerrel tortént. A kicsapott
és tisztitott DNS-t TE* (Tris-EDTA) pufferben old-
juk fel és tiroljuk [18].

Southern blot analizisek

Az FSHD-betegség molekuldris genetikai analizisét
klasszikus Southern blot technikéval végezzik [19],
a D4Z4-1smétlédések kontrakcidjnak, a gA és qB allé-
loknak, valamint a G/C SNP és a D4Z4-ismétlédések
metildciés dllapotdnak vizsgdlatara is.
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FRR-MAR

4q telomer

Nukledris matrix

3. dbra

érintett betegek esetében 2 D4Z4-ismétlSdések és a szomszédos
adédéan az FRR-MAR régié nem rogziil a nukledris matrixhoz
potot eredményez, igy a szomszédos génnek upregulilédnak.

D474 makroszatellita-ismétlidések kontrakeids

analizise

5 pg genomiilis DNS-t restrikcids endonukledz enzim-
mel emésztiink két pirhuzamos vizsgalattal; az egyik
emésztést EcoRI enzimmel, a mésik vizsgdlator EcoRI
és Blnl enzimmel végezziik egy €jszakdn 4t. A mintdkat
0,5% gélen futtatjuk 40 V fesziiltségen 36 6rén keresz-
til. Kapilldriselven alapulé Southern blot analizist
végziink, amelyet 32P-dCTP radioaktivan jelsle spe-
cidlis p13-E11 genomidlis DNS-prébéval hibridiza-
lunk. A hibridizdlds munkalépést a specidlisan erre a
folyamatra kialakitott kamriban (Techne Hybridiser
HB-1D) és hibridizdloelegyben végezziik 16 érin ke-
resztiil, 65 °C-on. A radioaktivan jelslt mintik gyors
megjelenitését a hibridizdlds utin kézvetleniil a Packard
Instant Imager késziilékkel végezziik, majd ezt koveti
a Kodak X-Omat filmmel 6tnapos, ~100 °C-on térténd
expondlds, a fragmentek finomabb megjelenitése célj-
bdl (4. dbra),

A 4qA és 44B allélok analizise

Ennck a vizsgdlatnak a lépései megegyeznek a fent le-
irt D4Z4 makroszatellita-ismétlédések kontrakcids
vizsgdlatdval; az egyetlen cltérés, hogy a hibridizdlas-
hoz speciilisan a 4qA és 4qB allé] disztilis szekvencii-
jahoz kot6dS tgynevezett qA és gB DNS-probat hasz-
nilunk,

A G/C SNP-analizis és dozisteszt

G/C SNP-analizis: 5 pg genomiilis DNS-t Pvull és
BlnI restrikciés endonukledz enzimmel emésztiink egy
¢jszakdn dt. A mintdkat 0,6%-os gélen futattuk 40 V
fesziiltségen 16 6ran keresztiil, majd Southern blot

4q telomer

A szomszédos gének cisz- &s transzszabilyozdsénak szerepe az FSHD-betegséghen (A. Petrov alapjin)

A felsé képen a normilis 4q telomer régié nukledris matrix organizéciéjdnak bemutarisa lithaté. A D4Z4-ismétlédések (fekete hiromszogek) és a
szomszédos gének (FRG2, FRG1, ANT1) kér kiiléndllé DNS-hurokban helyezkednek el. A két hurok kézétr talilhard az FRR-MAR. régié (FSHD-
related region-matrix atrached regions), amellyel a nukledris métrixhoz kapesolédik, ezzel mintegy kihorgonyozva a DNS-t. A D474-ismétédések
metildlt dllapotban vannak, amely egy transzkripcids inaktiv dllapotot eredményez, valamint a két killonallé hurokban elhelyezked D4Z4-ismétl6dések
és a szomszédos gének fizikailag is elkitloniilnek, igy egyiittes hatisként a szomszédos gének represszilt dllapotban vannak. Az alsé képen az FSHD-val
gének egy DNS-hurokban helyezkednek el, mert a D4Z4-ismétlédés kontrakciéjabél
, valamint a D474-isméd8dések hipometilalt dllapota egy transzkripciésan akuiv 4lla-

analizist végziink, amelyet 32P-dCTP radicaktivan je-
16lt specidlis p13-E11 DNS-prébaval hibridizilunk.

Dozisteszt: A 4 pg genomidlis DNS-t két restrik-
ciés endonukledz enzimmel emésztiink egyszerre;
Bglll/Blnl enzimmel egy éjszakdn 4t. A mintikat
0,8%-0s gélen futatjuk 40 V fesziiltségen 16 6ran ke-
resztiil, majd Southern blot analizist végziink, amelyet
32P- dCTP radioaktivan jellt specidlis pl3-Ell
DNS-probdval hibridizilunk. A kvantitatfv kiértékelés
a kapott jelintenzitds alapjan Packard Instant Imager
késziilékkel torténik.

A D4Z4-ismétlidések metilicids dllmpotdnak

vizsgilata

A 4 pg genomidlis DNS-t restrikciés endonukledz
enzimmel emésztiink két pdrhuzamos vizsgilattal; az
egyik emésztést EcoRI és Bglll enzimmel, a mdsikat
EcoRI és BInl enzimmel végezziik egy éjszakdn 4t
Precipitiljuk az emésztett DNS-t &s tisztitjuk a csapa-
dékot, majd metildcidérzékeny Fsel és Bsal restrik-
ciés enzimekkel Gjabb emésztést végziink. A mintakat
0,6%-0s gélen futtatjuk 40 V fesziiltségen 16 6rin ke-
resztil. Kapilldriselven alapulé Southern blot analizist
végziink, amelyet 32P-dCTP radioaktivan jelolt spe-
cidlis p13-E11 DNS-prébaval hibridizalunk. A hibridi-
zilds 16 Ordn keresztiil, 65 °C-on torténik. A hibridizs-
lis utdn az eredmények kiéreékelését a fent emlitett
kvantitativ médon végezziik.

Eredmények

A molekuldris vizsgilatokat mindig a D474 makro-
szatellita kontrakci6jinak analizisével kezdjiik. Akkor te-
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4. abra Magzati vizsgilat Southern blot analizissel

A Southern blot képen egy FSHD-betegséggel érintett nd, fér-
jének és magzatuknak a genetikai vizsgdlata lithatd. A DNS-
mintiknil kett8s emésztést végeztiink EcoRI (E) és EcoRL/
BinI (EB)restrikci6s enzimekkel. A beteg n6 esetében a EcoRI
fragmentmérer 18,5 kb-nak felelt meg; ezzel igazolodott az
FSHD-betegsége. Magzatindl is patolégids fragmentméretet
detekedltunk (18,5 kb), amelyer az édesanyatdl orokolt. Az
egészséges édesapa mintdjdban nem detcktdltunk <35 kb-ndl
kisebb EcoRI fragmentet

kintjiik genetikailag igazoltnak az FSHD-betegséget,
ha az EcoRI-emésztés fragmentje 38 kb érték alatr de-
tektilhaté, mig az ennél nagyobb méretd fragmentek
esetében elvethetd az FSHD-betegség fenndlldsa.
A Blnl-emésztéssel a 4. kromoszéma eredetli D47Z4-
ismétlédéseket jeldld fragment 3 kb-sal révidebb mé-
reti, mint az EcoRI-emésztésnél detcktdlt fragment.
Ennek az a magyarizata, hogy a 4. kromoszoma
szubtelomerikus régidja csak egy Blnl-emésztési helyet
tartalmaz (Ggynevezett Blnl-rezisztens fragment), amely
kozvetleniil a p13-E11 DNS-proba bekotSdési helye
clétt helyezkedik el, az EcoRI-hasité hely utin 3 kb
tavolsigra. Ugyanakkor a 10. kromoszéma eredetfi
D474-ismétl6dés mindegyike tartalmaz egy Blnl-ha-
sité helyet (Ggynevezett Blnl-szenzitiv fragment). Ezért
abban az esetben, ha a Blnl-emésztésnél nem detek-
talunk egy, az EcoRI-fragmentnél 3 kb-sal révidebb
DNS-szakaszt, azaz a teljes EcoRI-fragment elemész-
t6dik, akkor feltételezziik, hogy a megrovidiilt EcoRI-
fragment 10q eredet. Ugyanakkor tovibbi analizis
sziikséges az esetleges transzlokdcios események kivizs-
galasa céljabol. A 10. kromoszéma eredetl D4Z4-is-

EREDETI KOZLEMENYEK

1. tdblazat Az FSHD-betegség tiineteinek kezdete és a parogén EcoRl

fragmentum mérete kozort dsszefliggés

Igazolt FSHD- Patogén EcoRI fragmentméret
betegek szdma  és a tiinetek kezdete
Ossszesen

D474
makroszatellita-
ismétl6dés szdma

26 8,2 kb (7 évesen) 1
416 11,6 kb (8-18 éves korban) 2
7 6 14,9 kb (10-28 éves korban) 3
35 {8 18,2 kb (20-54 éves korban) 4
34 £6 21,5 (20-25 éves korban) 5
14 £6 24.8 (19-60 éves korban) 6
6 f6 28,1 kb (35-37 éves korban) 7
4 {6 31,7 kb (40-52 éves korban) 8
76 34,7 kb (38-58 éves korban) 9
216 38 kb (41-60 éves korban) 10
métlédések talsilya FSHD-fenotipust eredményez,

mivel ebben az esetben az egyik megrovidilt repeat
régid a 4. kromoszéma telomer régidjiban helyezke-
dik el és ott patogén hatdst fejt ki. Ugyanakkor a 4. kro-
moszéma eredetl ismétlédések talstlya nem eredmé-
nyez FESHD-fenotipust (1. dbra).

Eddig osszesen 185, klinikailag FSHD-beteg mole-
kuldris genetikai vizsgilatit végeztiik el és 115 beteg-
nél igazoltuk a D47Z4-ismétlédés kontrakciojat. Meg-
vizsgdltunk tovabbd 71 tiinetmentes hozzatartozot is,
és ot esetben kimutattuk a D4Z4-ismétlédések kont-
rakciéjat. Nyole, FSHD-betegséggel diagnosztizilt csa-
lidnak ajinlottuk fel a magzati vizsgilat lehet&ségét
a folyamatban 1év§ terhességben és végeztiik el a D474-
ismétlédés kontrakcidanalizisét. Négy magzati mintd-
ban mutattuk ki a patogén EcoRI- és Blnl-fragment-
méretet. Ezekben a terhességekben a szil6k a megsza-
kitas mellett déntotrek, genetikai tandcsaddst kovetden.

A megvizsgilt és igazoltan FSHD-betegek nemi
megoszlisa 55 né és 60 férfiaz atlagéletkoruk 37,9
év volt. A D47Z4-ismétlédések kontrakcidjanak csok-
kenése ¢és a tiinetek kezdete kozott dsszefliggés mutat-
haté ki: a gyermek- vagy fiatal feln&ttkorban kezd8dé
és nagy klinikai véltozatossigot mutatéd betegek pato-
gén fragmentmérete 10 és 20 kb kozé esett, és az el6-
forduld leggyakoribb patogén fragmentméret a 18,2
és 21,5 kb volt. Osszesen 46 esctben igazoltunk 10 és
20 kb kozotti patogén fragmentméretet. Egy mono-
zigotikus ikerparndl igazoltunk egyetlen D4Z4-ismét-
16dés meglétét, 8,3 kb patogén fragmentmérettel, va-
lamint nagyon stlyos fenotipussal. Ebben az esetben
a mutacidé de novo esemény volt. Tovibbi 67 FSHD-
betegben 20-35 kb kozotti patogén fragmentméretet
detektiltunk; a leggyakoribb patogén fragmentméret a
21,5 és 24,8 kb volt. Erre a csoportra jellemzd, hogy a
tiinetek felnSttkorban és altaliban az arcizomzat érin-
tettségével kezdSdnek. A fenotipus viltozatossigot mu-
tat, de a tiinetek dltaliban enyhék vagy kozepesen silyo-
sak (1. tablazat).

2011 m 152. évfolyam, 38. szam

- E4

ORVOSI HETILAP



| EREDETI KOZLEMENYEK

2. tablizat A 4q35 és 10926 régidk kozotr kialakuls kromoszémaszakasz-kicserélédés megoszlisa az FSHD-betegekben, illetve csalddtagjaikban, a Bglll /Blnl
dézisteszt alapjin
Tetraszémia Triszémia Diszémia Monoszémia Nullszémia
4 krm.:10krm. 4krm.:10krm. 4krm.:10 krm. 4krm.:10krm. 4 krm.:10 krm,
4:0 31 2:2 1:3 0:4
FSHD-betegek (52) 4% 10% 72% 8% 0
Hozzatartozdk (64) 1,50% 3% 74% 20% 1,50%
4 $its ’ 3. tdblizat A 4635 €5 10926 régick kézott transzlokicié vizsgdlata a
Az FSHD.‘P"—W%,S@% mmdl% az ugynevezett gA D4Z4-ismétlédés Pvall G/C SNP-analizise alapjdn FSHD-
alléllal asszocidl, mig a qB allélon kimutatott D474- betegekben
ismétl6dés kontrakciéja nem okoz ESHD-fenotipust.
A gA é qB allél analizisét 115 betegnél végeztiik el, 49G 4qC 10q Arény
akiknél igazoltuk el8zetes vizsgalattal a D4Z4-ismét- 2 0 2 58%
16dés kontrakci6jdt. A kontrakcié é&s az FSHD korkép
. i - 1 1 2 17%
minden esetben a gA alléllal asszocidlt. A transzlo-
kdcids események kimutatasit és a 4. és 10. kromo- 1 0 3 6,50%
szoma eredetli D4Z4-ismétlEdések ardnydnak meg- 2 2 0 2,50%
hatdrozisit kétféle vizsgilati médszerrel is elvégeztiik. - 3 ; &
A 2002-ben bevezetett dézistesztet alkalmaztuk eld- P
szor a 4. és 10. eredetl§ D4Z4-ismétlédések aranys- 1 2 1 5,20%
nak kimutatsira, amely alapja, hogy a 10. kromo- 3 1 0 1,30%

széma eredetli proximalis D4Z4-ismétldés tartalmaz
egy Blnl-hasit6 helyet, mig a 4. kromoszéma eredetd
proximalis D4Z4-ismétl6dés nem tartalmaz ilyet,
A BglII/BInI emésztést kovetden, a pl3-E11 prébdval
detektdlt fragmentméret a 4. kromoszéma eredetd
D4Z4-ismét6dés esetén 4061 bp, mig a 10. kromo-
szoma eredetli D4Z4-ismétlédés esetén a Blnl-hasitd
hely megléte miatt 1774 bp méretiire csokken. Az ana-
lizis sorin a kéttipusi D4Z4-ismétlédések kénnyen
megkiilonboztethetSek, és a két sév jelintenzitasibol
meghatdrozhaté a 4. és 10. kromoszéma eredetd
D4Z4-ismétl6dések arinya. 52 FSHD-betegnél végez-
tiik el a dézistesztet, és 72%-ban (35 betegben) diszo-
mids statust (4. kromoszéma:10. kromoszéma ariny »
2:2) igazoltunk, triszémia statust (4. kromoszéma:10.
kromoszéma ariny > 3:1) 10%-ban (6t betegben),
tetraszOmia stitust (4. kromoszéma:10. kromoszéma
ardny - 4:0) 4%-ban (két betegben), monoszémia stitust
(4. kromoszéma:10. kromoszéma arny 1:3) 8%-ban
(6t betegben) és nullszémia statust (4. kromoszéma:10.
kromoszéma ardny » 0:4) a vizsgilt FSHD-betegek
koziil egyik esetben sem igazoltunk. A dézisteszt-anali-
zissel 6t FSHD-betegnél (10%) mutattuk ki a D474-
ismétlédések deletidjat, amelynél a 4. kromoszéma:10.
kromoszéma ardnyinak vizsgalatakor 1:2 értéket mér-
tink. Tovibbi vizsgilatokat végeztiink az egészséges
hozzétartozék mintdiban (6sszesen 64 f6) a 4. kro-
moszéma és 10. kromoszéma eredetd D47,4-ismétl&dé-
sek ardnydnak meghatdrozisira. A legnagyobb gyalkori-
sdggal, 74%-ban a diszémia dllapotot igazoltuk, mig
triszOémidt 3%-ban, tetraszémit 1,5%-ban, monoszémiit
20%-ban és nullszémidt 1,5%-ban mutattunk ki (2. tdb-
lazat).

A D474 SNP-analizissel az elsé (proximalis) D474-
ismétldést vizsgiljuk, a Pvull-polimorfizmusra nézve.

Az analfzissel pontosan meghatirozhaté az Ggynevezett
G/C SNP, azaz egy nukleotidpolimorfizmus. Ha a 4.
kromoszéma eredeti proximalis D4Z4-ismétl6dés hor-
dozza a Pvull-polimorfizmust, akkor egy 2849 bp mé-
retli fragmentet detektdlunk (C allél), ha nincs Pvull-
polimorfizmus, akkor nem hasit az enzim és egy 4559 bp
fragmentet detektdlunk (G allél). Minden esetben latha-
tok a 10. kromoszéma eredetd D47Z4-ismétl6dések is,
amelyek 2464 bp méretnél detektilhaté fragmentként
azonosithat6k. Tehdt az egyes fragmentek jelintenzitisa-
bél kévetkeztethetiink a 4. és 10. kromoszéma eredeti
D4Z4-ismétlGdésck ardnydra is, igy kivalthat6 a korab-
ban emlitett klasszikus dézisteszt. Eddig 76 igazolt
FSHD-betegnél végeztiik el a G/C SNP-analizist; min-
den esetben az FSHD-fenotipussal a G allél jelenléte iga-
zolédott, valamint ésszehasonlitva a 4. ¢s 10. kromo-
szoéma eredetld D4Z4-ismétlédések ardnyat, 75% gyako-
risaggal 2:2, 14,7%-ban 3:1, 6,5%-ban 1:3 és 3,8%-ban
4:0 ardnyt igazoltunk (3. rdbldzar).

A D4Z4-ismétlédések metildcids vizsgilatit 31 igazolt
ESHD-betegben végeztiik el és minden betegnél hipo-
metildlt dllapotot igazoltunk. A metilicié szenzitiy Esel-
emésztéssel egy 3387 bp, mig a Bsal enzimmel cgy 3031
bp méretti fragmentet detektaltunk, amely csak a 4. kro-
moszéma credeti D4Z4-ismétlédéseket jellemzi. Min-
den vizsgdlatndl elvégezziik a negativ kontrollminta ana-
lizisét is, és az Fsel és Bsal fragmentek jelintenzitisit
lemérjiik Packard Instant Imager késziilékkel. A negatfv
kontrollminta Fsel és Bsal fragmentjeinek 6sszesitett jel-
intenzitdsdt 100%-osnak vessziik és chhez viszonyitjuk
a vizsgdlt beteg mintdit. A detektilt Fsel- és Bsal-
fragmentek jelintenzitésib6l kévetkeztethetiink a meti-
lacios dllapotra.
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Megbeszélés

Az FSHD-betegség molekuldris genetikai diagnézisa
gyorsan fejlédott, miutdn a betegségért felelds locust fel-
térképezték. Mind a D47Z4-ismétl6dések kontrakcioja,
mind pedig a 4q35 és 10g26 homoldg kromoszomasza-
kaszok atrendez8dése, a qA allél és a G SNP jelenléte,
valamint a 4gA161 haplotipus és a hipometildlt dllapot
fontos tényezdk az FSHD-fenotipus kialakitdsiban. Az
FSHD-betegség kutatdsaval egyértelmiivé vilt, hogy a
beteg fenotipus kialakitasiban komplex epigenetikai t¢-
nyez6k is szerepet jatszanak. Célkitfizéstink volt, hogy
olyan diagnosztikai panelt vezessiink be az FSHD diffe-
rencidldiagnézisiban, amely viszonylag gyors, koltség-
hatékony és legf6képpen megbizhatd eredményt nyijt.
Ezért vezettiikk be elészor a D4Z4-ismétédések kont-
rakciéjinak vizsgdlatit, amely mind a familidris, mind
pedig a sporadikus esetekben alkalmasnak bizonyult a
pontos diagnézis megadisihoz. A molekuldris geneti-
kai diagnosztikit necheziti, hogy a szubtelomerikus
D4Z4-ismétlédések kicserélédhetnek a 4q35- és 10q26-
régidk kozott. Ennek a problémdnak a megoldisara el6-
szor az Ggynevezett dézistesztet, majd késébb a G/C
SNP-analizist vezettikk be. Mind a két esetben lehet6-
ség van a 4. és 10. kromoszéma eredetli D47Z4-
ismétlédések ardnyinak kimutatdsira. Az FSHD-feno-
tipus csak a 4q35-régidban elhelyezkedé D4Z4-
ismétl8dések szdmdnak cstkkenésével asszocidl, amely
tgy is bekovetkezhet, ha a 4. kromoszémara 10. kromo-
széma eredetli D4Z4-ismétlédések transzlokaldodnak.
Ez a transzlokdcié mutathaté ki a dézis-, illetve G/C
SNP-analizissel (4. kromoszéma:10. kromoszdma ardny
1:3 lehet). A vizsgélt magyar ESHD-populdciéban a leg-
gyakoribb 4qG:4qC:10q ariny a G/C SNP-analizis
alapjan 58%-ban 2:0:2 volt, és a tobbi eloszlas is megfe-
lelt a hollandiai vizsgalatokban tapasztalt értékeknek
[11] (1. tdbldzat). A misik célkitGzésiink az epigene-
tikai faktorok vizsgilatinak bevezetése, amelyet a D474
ismétlédésének metilacios vizsgilatdval valdsitottunk
meg. A metiliciés vizsgilatok sziikségességét igazolja,
hogy a legijabb kutatisok szerint az FSHD2-bete-
geknél a 4q35 D4Z4-ismétlédések kontrakcidja nem
igazolhaté, viszont a hipometildlt 4dllapot igen [20].
A D474 kontrakci6s analizis sordn negativnak bizo-
nyult betegek esetében, akiket a klinikus tipikus FSHD-
fenotipussal jellemez, minden esetben sziikséges lehet a
metiliciés vizsgalat elvégzése a 4q35-régidban.

A négy bevezetett molekuldris genetikai vizsgalattal
sikeriilt pontos, megbizhaté diagnézist adni az FSHD-
betegséggel érintett csalidokban. Mivel Magyarorsza-
gon egyetlen laboratériumként végezziik a betegség
genetikai diagnosztikdjit, minden, klinikailag FSHD-
beteg mintija hozzdnk érkezik 2000 6ta. Az igazolt
FSHD-s csalidoknak felajinlhaté a praenatalis analizis
is, amellyel az ismétl6dési kockazat csokkenthetd ebben
a stlyos betegségben. A patogén fragment méretének
ismeretében becslés adhaté a virhat6 fenotipus és a be-
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tegsép progresszidjira vonatkozdan is. A genotipus-
fenotipus korreldcié alapos vizsgdlata nemcsak a pato-
mechanizmus feltdrdsiban nydjthat segitséget. A betegek
klinikai és pontos genetikai adatainak adatbazisban valé
rogzitése lehetSséget biztosithat a fejlesztés alatt 4ll6
nemzetkdzi gyogyszeres terdpids kiprobdlisokban vald
részvételre is. Mindez elérhetévé vilik a magyar FSHD-
betegek szdmadra is.
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vekszik; 2010 novemberéig Gsszesen 1286 hallgatd szerzett PhD fokozatot, és a 2011/2012-es tanévben t5bb mint 400 PhD-hallgaté vesz

részt a képzesben. A kilfoldi hallgatok létszama is folyamatosan béviil, jelenleg az angol nyelvii képzésben részt vevé PhD-hallgatok a

létszam 13%-4t teszik ki.
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A PhD-hallgaték magas szinvonald képzésének és kutatémunkaj

megérzésében.
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yiségei. Az egyetem és més intézetek szakmai kivalésagainak bevonasa a
PhD-kepzésbe a kezdetekitl fontos szerepet jatszik a Semmelweis Egyetemen megszerzett PhD-diploma elismertségének és értékének

anak legfoniosabb biztositéka, hogy a képzésben részt vev professzo-

Keépzési program

A PhD-hallgatok témavezettik kozvetlen iranyitasa meliett, tn. »egy hallgato — egy tutor” rendszerben végzik munkajukat, és tudomanyteri-
letlik mélyebb ismereteit kurzusokon sajétitiak el. A kutatasi témaban végzett munka eredményei egyben a PhD-értekezés alapjaul szolgal-
nak. A képzés a fokozatszerzési szakasszal zarul, melynek része a doktori szigorlat, a doktori értekezés elkészitése és annak nyilvanos
megvedése. A doktori értekezéseket a védés elétt a Doktori Iskola sajat honlapjan is nyilvanossa teszi: http://phd.sote.hu/hul.

PhD-értekezések, -publikaciok

A PhD-értekezések tudemanyos szinvonalat és értékét a tudomanyteriletek kiemelten fontos kérdéseihez kapesolodo kutatasi témak és
a magas szinvonall publikcios kévetelmények biztositjak. A sikeresen megvédett doktori értekezések Gsszefoglaldjat és a legfontos-
abb tudomanyos kézleményeket a Doktori Iskola Almanac kotetekben publikalja, melyek a http:/iphd.sote.hufhu/ honlapon is elérhetsk,
A 2010/2011-es tanévtdl a PhD-hallgatok a Semmelweis Kutatoegyetem keretében részt vesznek az Eurdpai Uni¢ tamogatéasaval, az Eurépai
Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval elnyert palyazati projekt megvaldsitasaban.
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