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A munkacsoport celkitizése a kilonbdzé tipust izomdystrophidban szenvedo
betegek differencidl-diagnosztikai vizsgalata, a pontos diagndzis megéallapitasa
molekuléris DNS és feheérjeanalizisekkel. A mutécids analiziseket a Duchenne/Becker
izomdystrophidban (DMD/BMD), valamint a facioscapulohumeralis izomdystrophidban
(FSHD) diagnosztizalasaban kivanjuk bevezetni, amely célokat a palyazat els6 két
évében terveztik megvalositani. A végtagovi izomdystrophiak (LGMD), tovabba a
DMD/BMD  esetében a  kulonbozé  izomfehérjék  kimutatasara  alkalmas
immunhisztokémiai és western-blot analizisekkel lehetéve valik a betegek pontos
diagnosztizdlasa nemzetkozi standardoknak megfeleléen. A protein szinti vizsgalatokat a
palydzat a 2004.-2005. évben kivanja megvalositani. A molekularis vizsgalatok
elofeltétele a betegek megel6z6 klinikai kivizsgélasa elektrofiziologiai paraméterek
alapjan. A genetikai diagndzis birtokaban az érintett csalddok megfelelé genetikali
tandcsadasa, a lehetdség szerint prenatalis vizsgalatok elvégzése szintén klinikus
kollégakkal torténd szoros egyittmiikodésen alapul.

Elért eredményeink:

Az osztdlyunkra beérkezé, a klinikusok altal Duchenne/Becker izomdystrophia
(DMD/BMD) betegseggel diagnosztizalt betegek vérének limfocita frakciojabol izolaljuk
a DNS-t Wizard Genomic DNA Purification kittel (Promega). Az izolalt DNS mintabdl
els6 1épésként a dystrophin gén multiplex PCR reakcids analizisét végezzik el (Beggs és
Chamberlain, 1989). A reakci6 soran szimultdn génamplifikéciot végzink, amelyben az
izomspecifikus promoter, valamint 17 exon vizsgélatara van lehetéség. Ez a delécios
forropontok mintegy 95%-at fogja at. A mddszer beéllitasa 6ta (2001) 6sszesen 120, a
klinikusok &ltal DMD/BMD betegséggel diagnosztizalt fid, ill. fiatal ferfi betegben
vegeztik el a multiplex PCR reakciot és 72 (60%) esetben sikerilt a dystrophin gén
mutéciojat és ezzel a betegséget igazolni. Két esetben kildtek a neurolégusok DMD
gyanaval lednyokat, akikben ,manifesztdlodé hordoz6” diagnozist feltételeztek.
Kvantitativ analizis hidnyaban nem tudtunk a vizsgalt hot-spot régiokban deléciot
kimutatni, igy a feltételezett diagnozist ezzel a modszerrel nem tudtuk megerésiteni ill.
elvetni. Prenatélis vizsgalatra a négy év alatt 13 esetben kaptunk megkeresést; két esetben
betegnek bizonyult a magzat, mig 11 esetében nem tudtunk kimutatni deléciét. A
vizsgalat elvégzése utan dertlt ki, hogy 4 esetben a magzat leAnynak bizonyult, mig 7
esetben nem kaptunk informécidt a magzat nemére.

A pélyazat els6 évében a DMD/BMD genetikai diagnosztizalasdnak
korszerisitése sordn a cDNS préobakkal torténé kvantitativ Southern blot analizist
vezettlk be. Ezzel lehetéve VvAalt a betegek delécios spektruménak pontosabb



feltérképezése, amely lehetéséget ad az enyhébb vagy sulyosabb fenotipus elkilonitésére,
valamint a hordozosag sziirésére. A hordozdk kimutatasa kopiaszam meghatarozason
alapszik. A beteg személy dystrophin génjében deletélt exonok megfeleléje a rokon néi
hordozdkban csokkent radioaktiv intenzitassal jelenik meg a tébbi exonhoz képest az
autoradiogrammon. Az intenzitads kulonbsegeket Instantimager (Packard) elektronikus
autoradiograf készilékkel is megmertiik, a szamitott intenzitas ertékek jol korellaltak a
filmen lathato dozis értékekkel. Eddig 6sszesen 89 néi hozzatartozo esetében vegezhettik
el a hordozdséagi analizist, 27 esetben igazoltuk a hordozdségi statuszt. Ezekben az
esetekben mindenképpen kotelez6 a kdvetkezo terhesség esetén a prenatalis vizsgalat
felajanléasa, hiszen az ismétlodési kockézat fiumagzat esetén 50%. Tovabbi 33 esetben ki
tudtuk zarni a beteg anyjanak vagy noi rokonainak mutacio hordozésagat. Az anya
esetében azonban mégsem mondhaté ki bizosan a de novo mutacié ténye, hiszen a
dystrophin gén mutécidk esetében mintegy 6% a germinalis/szomatikus mozaikossag
valésziniisége. igy a negativ eredmény ellenére is kotelez felajanlani a magzati
vizsgélatot; ellenben a lednytestvérek ilyen esetekben menteslinek az ismétlédesi
kockazat alol. Tovabbi 29 néi rokon vizsgéalata még folymatban van. A cDNS analizissel
a deléciok meretére is pontosabb felvilagositast kaphatunk, igy a betegeket a néi
csaladtagok mellett szintén tovabb vizsgaltuk. A 26 vizsgalt betegbdl 9 esetben tovabbi
delécidkra dertlt fény, igy pontositani tudtuk a deléciok kiterjedését.

A pélyazat utolsé évében sor kerilt egy Ujabb korszerii mddszer bevezetésére,
amely a multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) technikan (J.P.
Schouten, 2002) alapszik. Az MLPA technika soran egy specifikus ligalasi lépést
kdvetéen alkalmazunk PCR reakciot, a hasznalt probak mindegyikére egyarant specifikus
primerparral. A PCR reakcioval az egyes exonokra specifikus, kulonbdz6 méretii
prébakat szaporitjuk fel. A keletkezett termékek ezutan elektroforézissel valaszthatdk el
méret szerint; megfelel6 fluoreszcens jelolést alkalmazva pedig mennyiségileg is
detektalhatoak ABI-prism készulékkel. Az MLPA technika segitségével kvantitativ
modon vizsgalhaté a dystrophin gén 0Osszes, azaz 79 exonja, igy ritka deléciok is
kimutathatova valnak. A mennyiségi analizis lehet6veé teszi az esetek 5%-aban el6fordul6
exon duplikaciok -més modszerrel nem lehetséges- kimutatasat, valamint a néi
csaladtagok hordozdsaganak hatékonyabb sziiréseét is.

Az (jonnan bevezetett modszer segitségével eddig 36 néi hozzatartozondl
végeztik el a fluoreszcens MLPA analizist hordozosag sziirés céljabdl és a hordozosagi
statuszt 15 esetben igazoltuk. Az uj MLPA modszerrel 16, a multiplex PCR technikéval
kordbban mar vizsgalt beteg analizisét végeztik el és 11 betegben mutattunk ki exon
delécidkat, ezek kozul négy esetben az Uj modszerrel pontositani tudtuk a deléciok
kiterjedeset a dystrophin génben. Egy betegben, aki negativnak bizonyult a multiplex
PCR analizissel, ritka exon delécidkra deriilt fény az MLPA analizis segitségével, amely
hozzajarult ahhoz, hogy a beteg pontos genetikai diagnozist kapjon.

Két gyermek esetében a teljes dystrophin gén hidnyat sikeriilt igazolnunk mind a
multiplex PCR reakcioval, mind pedig az MLPA analizissel. Ezek a gyermekek rendkivil
sulyos fenotipust mutattak, az izomdystrophia tlineteihez mentalis retardacio ill.
glycerolkindz deficiencia is tarsult. Tovabbi molekularis vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a
dystrophin gen teljes delécidja mellett a szomszédos gének is hianyoztak, igy a GK
(glycerol-kinase) gene (exon 19), NROB1 (Daxl) gene (Nuclear receptor subfamily O
group B), valamint az ILLRAPL1 gene (Interleukin-1-receptor acessory protein-likel).



Ez a ,continuous gene syndrome” jelenségre utalt és magyarazatot adott a tarsulo
tlnetekre. A delécids toréspont meghatarozasara felvettik a kapcsolatot kulfoldi
laboratériummal, amely chip technikat fog alkalmazni. Mindkét beteg esetében az
édesanyaknal sikerilt igazolnunk a hordozésagi statuszt; a teljes dystrophin géen csak
egy-egy koépiaban volt jelen. Ezekben az esetekben a sulyos korkep ismétlédéseének
kockazata fiu magzatok esetében 50% minden koOvetkezé terhessegben, amelyre
prenatalis vizsgélat felajanlasaval hivtuk fel a figyelmet.

Tovabbi tudoményos érdekességkent sikerllt azonositanunk a DMD tineteket
mutatd két leanygyermek dystrophin génjében bizonyos exonok egy kopiaban vald
jelenlétét. Ilymodon igazolni tudtuk a klinikusok gyanujat és a két leany a rendkivil ritka,
un. manifesztalodo hordozd besorolédsba kertlt. A jelenségért feltehetéleg a nem-random
X kromoszoma inaktivacio felelés, amelynek vizsgalata tovabbi célkitiizésiinkben
szerepel. A manifesztdlodd hordozok azonositdsa kizarélag csak a kvantitativ MLPA
modszerrel volt lehetséges. A kovetkezokben még harom, hasonlo klinikai gyanuval
hozzank bekuldott leany vizsgalatatvégezziik el.

Az MLPA mddszerrel vizsgalt Osszesitett eredmenyeink kilfoldi folyoiratban
tortén6 publikacioja folyamatban van. Ugyancsak kozlésre készitjuk elé a két, teljes
dystrophin gén deléciot mutatdé gyermek genetikai analizisét, a klinikum teljes leirasaval
egyutt.

A végtagovi  izomdystrophiadk  (LGMD)  heterogén,  progressziv
izomdystrophiaval jar6 betegségcsoport, amely néhany fontos szempontban eltér a
DMD/BMD betegségtol, igy a tlnetek megjelenésének idejében, a lassubb
progresszioban, valamint, hogy a betegség nékben is eléfordulhat. A kissé enyhébb
lefolydst autoszomalis dominans 6roklédésmenetti formak hatterében eddig 4 gén és 2
génlokusz  defektusa igazoldédott (LGMD1A-F), az autoszomalis recessziv
oroklédésmenetii formaknak a hatterében pedig ez idaig 10 kilonb6zé gén defektusat
irtdk le (LGMD2A-J), melyek igen véltozatos sulyossadgu klinikai tiinetekkel jarnak. E
betegségcsoport hatterében az izomrost dystrophin-asszocialt glycoprotein komplex
valamely strukturalis fehérje tagjanak defektusa all, igy megszakad a sarcolemma és az
extracellularis matrix kozotti 6sszekottetés, izomrost degenerciot vonva maga utan. A
recessziv formak hétterében leggyakrabban a calpain3 és a dysferlin proteinek defektusa
all, s Ujabb eredmények arra utalnak, hogy legalabb is a kdzép- és nyugat-eurdpai
populécioban az FKRP (fukutin related protein, egy feltételezett glycosyltransferase)
protein defektusa szintén nagy gyakorisdggal fordul el6. A Klinikailag limb-girdle
eloszlast izomdystrophidk kb. 30-40%-4ban azonban még az eddig leirt 6sszes protein
vizsgélata soran sem taldlhato meg a korokozo géndefektus. Az ilyen esetek tovabbi
kutatdsa varhatéan Gjabb fehérjék szerepét fogja igazolni. A congenitalis
izomdystrophidk csoportja (CMD) Kklinikailag és genetikailag is Ujabb heterogén
csoportot alkot, amelyben elsésorban a merosin fehérje hidnya, valamint az a-
dystroglycan glikozilaciéjaban résztvevé enzimek defektusai szerepelnek. Az emlitett
izomdystrophiak differencial-diagnosztikaja a hasonlo klinikai tinetek és a genetikai
heterogenitds miatt elészor mindig a kéros fehérjék immunhisztokémiai-, valamint
Western blottal torténé azonositasan alapszik, amelyet azutan a kdédolé gén mutécio
analizise kovethet.



Osztalyunkra eddig osszesen, 122, végtagovi izomdystrophia (LGMD), nem-
specifikus myopathia, valamint CMD betegség tlneteivel érintett szemely izom- ill.
vérmintaja érkezett feldolgozasra. A morfoldgiai és immunhisztokémiai vizsgalatok az
OPNI Neurobiopszids Kozpontjaban, valamint kulféldi egyuttmikédes keretében a
muncheni LMU Egyetem Friedrich-Bauer-Institut Neurologiai Klinikajan készultek, prof.
H. Lochmiller kozremiikodésével. A western blot analiziseket reszben az OKK-OKI
Molekularis Genetikai és Diagnosztikai Osztalyan, részben pedig a mincheni intézet
segitsegevel végeztik el. Az eddig elvégzett vizsgéalatok alapjan a kulonb6zé
izomdystrophia ill myopathia gyanuval diagnosztizalt betegekb6l 38 esetben detektaltuk
valamely cytoskeletalis izomfehérje hianyat vagy csokkeneseét, mig a Kiegészité western
blot analizis 14 esetben azonositotta a kéros fehérje molekulat. Tovabbi 18 esetben nem
talaltunk koros eltérést az immunhisztokémiai analizis alapjan.

Az immunhisztokémia mddszerrel, valamint western blot analizissel azonositott
fehérjedefektusok egy részét DNS szinten is kimutattuk a fehérjét kodolé gén patogén
mutéciojanak azonositasaval; eddig dsszesen 14 beteg esetében talaltuk meg a genetikai
defektust. Ezeket a mutéciokat az altalunk kikuldott DNS mintakban nemet molekularis
genetikai laboratoriumok azonositottak DNS szekvendlas segitségével: A calpain-3
fehérjét kodol6 CAPN3 génben Arg355Trp/550del A compound heterozigta mutaciot —
LGMD2A betegséget okozva (4 f6); a lamin A/C LMNA génben homozigota R453W
mutéciot — AD Emery-Dreifuss izomdystrophiat okozva (1 f6); az FKRP génben
homozigéta W231C mutéciét — LGMD2I vagy MD1C1 tipust CMD betegséget okozva
(1 f6); valamint szintén az FKRP génben compound heterozigéta formaban egy gyakori
826C>A (Leu276lle), valamint egy eddig még ismeretlen 1475delC (Tyr492ArgfsX28)
mutéciot, LGMD?2I betegséget okozva (1 f6, valamint 3 f6 hordozo csaladtag). A desmint
kddol6 génben a desminopathiat okozé R406W mutéciot (1 6), az aktint kodold génben
pedig egy stop kodon mutaciét TAG>TAT (1 f6) mutattunk ki, amely nemalin
myopathiat okozott. Tovabbi két betegben a y-sarcoglycan génben C283Y, a roma
populécidra jelemzé alapité mutécidt azonositottunk, amely LGMD2C tipust okozott.

Az (jonann leirt mutaciok nemzetkdzi folydiratban tortén6é publikacioja
elokészités alatt all.

A facioscapulohumeralis izomdystrophia (FSHD) a harmadik leggyakrabban
eléforduld izomdystrophia, autoszomalis dominansan 6roklédé progressziv betegség. Az
FSHD pathomechanizmusaban szerepet jatszé gént még nem azonositottdk. A betegség
kialakulaséaért a 4935 kromoszomalis régioban elhelyezkeds, 3,3 kb nagysagu, uan. D4Z4
szekvenciak szdmanak csokkenese felelés. Molekularis diagnosztika soran Southern blot
analizissel a 4935 kromoszomalis régiobol eredé EcoRI fragment méretét vizsgaljuk. A
pathogén fragmentek <38 kb méretiiek.A diagnosztikai munkat neheziti, hogy a
hibridiz&ldshoz hasznalt p13E-11 préba nemcsak a 4q35-6s régiot jeloli, hanem a
homolog 10026 régiot is és az ott detektdlhato DNS fragmentek mérete atfed a 4935
régiobol szarmazo fragmentek méretével. Betegseget csak a 4935 régidban elhelyezkedd
38 kb-nal kisebb fragmentek okoznak. A 435 eredetii D4Z4 szekvencidk restrikcios
polimorfizmus alapjan (Blnl hasitasi helyek) megkilonbdztethetok a 10026 eredetii D424
szekvenciaktol. A molekuléaris DNS diagnosztikat tovabb neheziti hogy a fent emlitett
homolog l6kuszok kozott rekombinacios és transzlokécios események torténhetnek. Ezen
események detektdlasa pulsed field gélelektroforézissel vagy az ugynevezett dozis teszt



alkalmazésaval torténik, amikor a 4g35-6s és a 10g26-0s régiobol szarmazd D4z4
szekvenciak aranyat allapitjuk meg normal gélelektroforézis utan.

Laboratoriumunk 2002. Ota vegez molekularis DNS diagnosztikai vizsgalatot
FSHD betegségben Southern-blot analizisse,l a p13E-11 proba felhasznalasaval. 2002. és
2005. kozott osszesen 54 csaladbol 142 egyén vizsgalatat vegeztik el. A beérkezett
mintak 90 betegtdl és 46 tinetmentes hozzatartozotdl szarmaztak. Vizsgalataink alapjan
54 esetben erésitettik meg az FSHD diagndzisat a betegek mintéibol, igy a csaladok
részére pontos genetikai tandcsot tudtunk biztositani. A tunetmentes hozzatartozok
mintaiban egy mozaikos és egy pozitiv esetet detektaltunk. A 2003. és 2006-ig terjedd
idészakban 6 prenatélis vizsgalatot végeztink a korabban mar molekularis vizsgélattal
megerositett FSHD csalddokban. Két esetben a magzat Orokélte a pathogén méreti
fragmentet, mig negy esetben nem. A Kkoros terhességeket a szllok kérésére
megszakitottak.

Minden beérkezett mintdban meghataroztuk a 4-es illetve 10-es kromoszomalis
eredett D4Z4 szekvencidk arényat és meghataroztuk a 4-es és 10-es kromoszoma
homolog régioi kozott eléforduld transzlokécids gyakorisagot. Az altalunk mert
transzlokacios gyakorisdg nem tert el az irodalomban kozolt, eurdpai populéciora
jellemzé, FSHD betegekben és egészséges egyénekben azonos transzlokacios
gyakorisagtol. A vizsgalt DNS mintak 13%-dban talaltunk 4-es kromoszomardl
transzlokaciot a 10-es kromoszOmara, 7%-aban talaltunk transzlokéciét 10-es
kromoszomarodl a 4-esre mig a mintdk 35%-aban egynél tobb transzlokacios esemenyt
detektaltunk. A mintadk 77%-aban nem detektaltunk transzlokacios eseményt.

Az 6roklodo betegségek kialakulasaban egyre gyakrabban epigenetikus tényezok
szerepére dertl fény, amelyek emlésokben fontos szerepet jatszanak a fejlodésben, a
sejtdifferenciacidban és a sejtszaporodasban. Az epigenetikus valtozasok kulcsfontossagu
eleme a DNS metil&cidja, amelynek normal allapottdl eltéré6 mintazata transzkripcid
deregulalodast okoz. Az FSHD kialakuldsdban, a legujabb irodalmi adatok szerint,
epigenetikai tényezok is szerepet jatszhatnak. A betegség pathomechanizmusdban a
D4z4 szekvenciaktol proximalisan elhelyezked6 gének megvaltozott transzkripciojanak
van szerepe. Kimutattdk, hogy FSHD betegek mintdiban a 4q35-6s régidhoz
legproximalisabban elhelyezked6 FRG1, FRG2 (FSHD régio génje 1 és 2) és ANT1
(adenine nucleotid transzlokéaz 1 tipus) génekrdl nagyobb mennyiségii RNS detektalhatd
mint egészséges egyének mintéiban. Ezt alatdmasztja az a kisérletsorozat, amelyben a
normal A&llapotndl nagyobb mennyisegii Frgl RNS-t termelé egérben tobb Frgl
fehérjetermék detektalodik és ez az FSHD Kklinikai tiineteinek megjelenéséhez vezet
(Gabllini et al, Nature. 2006;439:973-7). Igy az Frgl fehérjét taltermelé egér a betegség
allatmodelljekent szerepel. Human mintak vizsgalata soran megéllapitottak, hogy
transzkripcio deregulaciojat a D4Z4 szekvencidk metilaciés allapotanak megvaltozasa,
hipometilacidja okozza. Az FSHD betegseg esetében a pl3E-11 préba kétohelyének
kozelében taldlhato D4Z4 szekvencia metilacids allapota BsaAl és Fsel metilacio
érzékeny endonukledzok segitsegével vizsgalhato. A restrikcios emésztés utan Southern-
blot analizist végziink radioaktivan jelolt p13E-11 probaval. igy harom kiilonbdzé méreti
fragmentet detektalunk; a metilélt 4935 fragmentet és a hipometilalt (BsaAl és Fsel altal
kihasitott) ket fragmentet. Elektronikus autoradiogréaffal 6sszehasonlitjuk a harom
kilonbozé fragment intenzitdsadt. Az FSHD betegek DNS mintaiban hipometilaltak a
D4Z4 szekvenciak a kontroll egyének-, illetve mas izomdisztrofidban szenvedo betegek



mintaihoz hasonlitva. A fentiekben ismertetett mddszerrel, kutatasi célbol megvizsgaltuk
a laboratériumunkba beérkezett mintdkban a D4Z4 szekvencidk metilacids allapotat.
Eddig Osszesen 15 FSHD beteg, 10 egyéb izomdystrophidban szenved6 egyén és 10
egészséges hozzatartozo esetében végeztiik el a metilacids vizsgalatot. Eredmeényeink az
irodalmi adatokkal egyezéen azt mutatjak, hogy a vizsgalt DNS szakasz az FSHD
egyének mintaiban hipometilalt a masik két csoport mintaival 6sszehasonlitva.

Ezeknek az 0j eredmeényeknek a kozlését nemzetkdzi folyoiratban tervezzik,
miutan az 6sszes FSHD pozitivnak azonositott beteg D4Z4 metilaciés mintdzatat a
megfelel6 kontroll mintdkkal 6sszehasonlitva analizaltuk.

A hazankban altalunk bevezetett es eddig vegzett munka folytatasakent
szeretnenk tovabbfejleszteni a molekuléris diagnosztikai tevékenyseget a pulsed field
gélelektroforezis maddszerének bevezetésével. Az 0 modszer lehetéséget nydjt a
transzlokacios esmenyek, kulonos tekintettel a kevert 4935 és 10q26 D4Z4 repeatek
kimutatasara. Enenk megvalositasa eérdekeben a palyazat egyik résztvevéje 2006. évben
tovabbképzésen vesz részt a hollandiai Univ. of Leiden, Clinical Medical Center FSHD
munkacsoportjanal.

A pélyadzat eredményeit Osszefoglalva elmondhatd, hogy mindharom
betegségcsoportban jelentds eredményeket értink el az eddig nem azonositott
izomdystrophiaban szenvedd betegek kivizsgalasdban, a pontos genetikai diagnozis
kialakitasaban. Szamos 0j mutaciora, (LGMD betegségekben), ritka genetikai eseményre
(DMD betegségben), valamint transzlokécids eseményre ill. az epigenetikus tényezok
szerepére derllt fény (FSHD betegségben), amelyek segitséget nydjtanak a regulacios
folyamatok megértéséhez, a geno-és fenotipus korrelaciok felallitasahoz, ill. a
pathomechanizmus tisztdzasahoz. A tudomanyos eredményeken tul nem elhanyagolhat6d
szempont, hogy a tisztazott genetikai betegseg esetében az érintett csalad szamara pontos
ismétlodési kockazat és ilymodon genetikai tanacs adhat6. Kiemelked6 eredménynek
tartjuk, hogy szamos DMD/BMD, valamint FSHD betegségben szenved6 csalad részére
biztositottunk prenatalis diagnosztikai vizsgalatot a palyazati timogatas segitségével,
megteremtve ezzel a szekunder prevencio lehetoségét.

Mivel a projekt soran a legjelentésebb eredmények nagy része az utolsé évben
szlletett, az eredmények tovabbi kozléset az elkdvetkezé két éven belul tervezzik.
Kérjuk ezért, hogy a jelentésben foglaltak alapjan sziletett mindsitést az OTKA
kiegészitd6 eljarasban késébb mddositsa, a jovében megjelent kdzlemények
figyelembevételével.



