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KLINI.KE KARAKTERISTIKE I DUAGNOSTIKA
FACIOSKAPULOHUMERALNE MISICNE DISTROFUE

Osman SINANOVIC

Klinika za neurologiju, Univerzitetski klinidki centar Tuzla,
75000 Tuzla, Bosna i Hercegovina

Uvod

Progresivne mi5i6ne distrof,rje (distrofinopatije, udno pojasne mi5i6ne distrofije,

facioskapulohumeralna mi5i6na distrofija) su klinidki i etiolo5ki heterogena grupa miopatija.

Termin miii1na distrofija je pwi put pomenuta od strane Wihelma Erba 1891. za progresivnu

neuromiSiinu bolest (<dystrophia muscularis progressiva>). Termin distrofrja namjeravao je

da opiSe klinidku i histolo5ku koegzistenciju znakova miSiine atrofije ihipertrof,ije. Razlidite

miopatoloSke promjene opisane u ovoj bolesti predstavljaju kriterij koji je i danas validan.

ProSirenje identifikacije brojnih etioloSki razliditih miopatija, medutim, sada oteZavaju

identifikaciju progresivne degenerativne miopatije - mi5i6na distrohja ili miopatija. Stoga se

klasifikacija na neki nadin dini arbitramo, jer npr. razlidite forme distalnih miopatija nisu

progresivne distrofije. Na drugoj strani, okulofaringealna mi5iina distrofija obidno ne

pokazuje histopatolo5ki distrofidke promjene. Medutim, progresivne mi5idne distrofije se

jasno razlikuju od kongenitalnih mi5idnih distrofija. Ova etioloiki heterogena grupa

autozomno recesivnih poremeiaja obidno podinje na rodenju i dovodi do teske progresivne

onesposobljenosti ( I ).

Facioskapulohumeralna mi5i6na distrofija

Facioskapulohumeralna mi5iina distrofija (FSHD) je bolest koja se naslijeduje autozomno

dominantno sa visokom genskom penetractom i varijabilnom ekspresijom. opise bolesnika

sa klinidkom slikom FSHD moZemo na6i u medicinskoj literaturi u 19. stolje6u, a prve opise

bolesti kao zasebnog klinidkog entiteta su dali Landouzy i Dejerine u dlancima objavljenim

1885. godine (2-4Xslikal). oni su dokazali da se radi o miopatiji i ukazati na dinjenicu da se
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u mnogim sludajevima radi o nasljednoj bolesti. Istaknuli su da samo ime ukazuje na

najvaZnije klinidke znake, a koji je razlikuju od miopatije, ranije opisana od strane Duchenne-

a (progresivna mi5idna distrofija - Duchenne). Ne5to kasnije, uveden je i termin

(skapuloperonealna amiotrofija> (4-5) za mi5iinu distrofiju dija je klinidka slika slidna ranoj

fazi FSHD u velikog broja bolesnika, u kojih je facijalna slabost tek minimalno izraiena.

Zbog ovih slidnosti nerijetko bolesnici sa FSHD se pogreSno dijagnostikuju kao

skapuloperonealna mi5idna distrohja (4).

*rf

Louis Th6ophile Joseph Landouzy
( 1845- 1917)

Jules D6j6rine (1849 - 1917)

Slika l. Louis Landouzy i Jules Dejerine

Epidemiologija

Prevalenca FSHD se ke6e od I na 20 000 do I na 45 000, zavisno od geografskog podrudja.

Bolest pogada oba spola, ali se nesto de56e sre6e u Zena nego u mulkaraca. hosjedna pojava

bolesti je vezana za drugu deceniju, ali se bolest moZe javiti i ranije i kasnije.

Molekularna genetika

Bolest se nasljeduje autosomno dominanantno. uzrodni genjos nije otkriven, alije poznato da

genetsku osnovu u 957o sludajeva FSHD predstavlja smanjenje polimorfnog D4Z4

ponavljaju6eg niza na kromosomu 4 (4q35) koji prepoznaje sonda pl3E-11 (1,4'6-7)' Ovaj

oblik bolesti se oznadava kao tip I FSHD (FSHDI), a u samo malom procentu nije utvrdeno

t7
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smanjenje D4Z4 ponavljajt6eg niza na hromozomu 4q35 i ovaj oblik bolesti se oznadava kao

FSHD2.

Kliniika slika

Bolest, kao Sto smo vei rekli, zahvata oba spola, ali delie Zenski. U oko 57o sludajeva javlja

se u dobi do detiri godine, a t 957o a dobi od l5-19 godina. Klinidka slikaje vrlo varijabilna,

od minimalne slabosti facijalnih mi5iia do znadajne generalizirane slabosti. MoZe se oditovati

u vrlo ranoj slabosti mi5i6a lica, mada su saop5tenja o manifestnoj slabosti facijalnih mi5ia

vrlo razlidita.

Podetak bolesti se defini5e kao trenutak kada bolesnik postane svjestan da ima odredenih

slabosti i/ili o5te6enja uzrokovanih bole56u. lzraz lica je miopatski, bolesnik oteZano zatvara

odi, ne moZe napuiiti usne, te5ko ili ne moZe da fu6ka, ponekad ima lagoftalmus i sijaloreju

(Slika 2 i 3). Neki bolesnici spavaju sa otvorenim odima i kada slabost mi5i6a lica nije

znadajan.

Slika 2. Slabost facijalnih miSiia kod bolesnika
sa facioskapulohumeralnom miSiinom distrofijom

(tjubaznosdu prol dr. S. Apostolskog)
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Slika 3. Slabost facijalnih mi5i6a kod bolesnika
sa facioskapulohumeralnom miSi6nom distrofijom

Zahvatatje miSiia lopatica uzrokuje razvoj tzv krilastih lopatica (scapula alata) Sto je

posljedica slabosti Sirokog lednog mi5i6a (m. lattisismus dorsi) i prednjeg pilastog mi5i6a (m.

serratus anteriorXSlika 4).

Stika 4. Krilaste lopatice (scapulae alatae) kod bolesnika
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sa facioskapulohumeralnom distrofijom

Bolesnik te5ko moZe di6i ruke iznad horizontale (Slika 5). Deltoidni mi5ii obidno nije

zahva6en, a biceps je manje zahva6en nego triceps, Sto podsje6a na izgled Popaja, poznatog

lika iz ranije vrlo populamog djedijeg crtanog filma.

Slika 5. Slabost mi5i6a ramenog pojasa i skapularnih miSiia kod bolesnika sa
facioskapulohumeralnom distrofijom

(ljubazno5iu prol dr. S. Apostolskog)

Mi5i6i karlidnog pojasa bivaju kasnije zahvaieni nego ramenog. Mi5idna slabost moze biti

prisutna i u distalnim mi5i6ima donjih udova sa pojavom viseiih stopala. Rani podetka bolesti

uglavnom korelira s teZim tokom bolesti. Kada bolest odmakne razvija se naglaiena lordoza

(Slika 6) ali i skolioza, sa te5kom slabo56u paravertebralnih mi5i6a. U znadajnog broja

bolesnika (oko 7 57o) bolesnici imaju bolove u mi5i6ima. Posebno je desta bol u ramenom

zglobu. Od ukupnog broj a oko 207o bolesnika vremenom postanu vezani za invalidska kolica
(4,7,8,e).
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Slika 6. Naglalena slabost mi5iia ramenog pojasa i lordoza u bolesnika
sa facioskapulohumeralnom mi5i6nom distrofijom

Dijagnostika

Dijagnoza facioskapulohumeralne misidne distrofije (FSHD) nije jednostavan zadatak, kao u

ostalom i mnogih drugih neuromuskulamih bolesti. Na klinidkom nivou prihva6ena su detiri

glavna kriterija koji definiraju ovu bolest, mada je zasigumo, definitivna potvrda moguda

sarno na DNK nivou (vetidina delecije polimorfnog podrudj a D47A na 4q35

fragmentu)(8,10,I 1).

Glavni klinilki kriteriji su: I . pojava slabosti facijalnih mi3i6a i ramenog pojasa, ne prelaze6i

na ekstraokularne, faringealne i lingvalne mi5iie kao i na miokard;2. slabost facijalnih miXida

u viSe od 507o pogodenih Elanova porodice: 3. autozomalno dominantni nadin nasljedivanja:

evidenrna miopatija na elektromiografiji i miSiinoj biopsiji u bar jednog pogodenog dlana, bez

biopsijskih nalaza koji upuiuju na mogu6e druge bolesti (l l).
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Uobidajeno je dasu pmi simptomi vez li za facijalne mi5i6e i mi5i6e ramenog pojasa. Pojava

slabosti mi5i6a karlidnog pojasa kao prvi znak bolesti nije tipidna za FSHD, ali je slabost ovih

mi5i6a u daljem toku bolesti odekivani dio klinidkog spektra. Vrijeme po{etka bolesti ilili
njenog uodavanja, je vrlo varijabitan. Mogui je i prije pete godine Zivota, ali je najde56i u

drugoj deceniji. Kada se bolest dijagnostikuje u ranom djetinjstvu uobidajene su slabosti

facijalnih mi5iia (1 1,12).

Facijalna slabost pogada odne zatvarade (m. orbicularis oculi) i perioralne mi5i6e (m.

orbicularis oris) i javlja se u velike ve6ine bolesnika. U odsustvu facijalne slabosti, dijagnoza

FSHD se moZe prihvatiti samo ako ve6ina pogodenih dlanova porodice imaju facijalnu

slabost. Facijalna slabost ponekad moZe biti vrlo diskretna i vidljiva samo u obliku izvjesne

asimetrije facijalne ekspresije. Postoje i dokazi da dominantna skapulohumeralna prezentacija

bolesti bez facijalne slabosti moZe pripadati istom mehanizmu mutacije na hromozomu 4q35

(7,8,1 l).

Slabost miiita ramenog pojasa pnje svega podrazumijeva slabost skapulamih fiksatora i

pektoralnih mi5i6a koji bivaju zahva6eni na samom podetku bolesti u ve6ine bolesnika. Na

drugoj strani deltoidni mi5iii ostaju po5tedeni kroz duZi period, a kada budu zahva6eni onda

je to parcijalna i proksimalna atrofija. Po5to je triceps obidno vi5e zahvaden nego biceps to

daje karakteristidan izgled ramena koji se opisuje, kao Sto smo ve6 rekli, kao Popajev izgled.

AsimetriCna zahvatenost miiida ramenog pojasa je skoro pravilo i obidno prvo biva

zahvaiena desna strana. Asimetridna zahvaienost facijalnih miSiia je takoder desta. U

detekciji mi5iine atrofidne asimetrije od koristi moZe biti ultrazvuk, kompjuterizirana

tomografija ili pak magnetna rezonanca (l l).

Bolest je progresivza a progresija je vrlo varijabilna, a u nekim sludajevima vrlo diskretna i

skoro neprimjetna, tako da mnogi bolesnici ostaju dugo relativno dobro pokretni. Vezanost za

invalidska kolica, dakle nije obavezna i prema nekim serijama sre6e se u manje od 50Vo

sludajeva (u oko l07o-207o sludajeva). Progresivnosr je izralenija u bolesnika sa ranijim

ispoljavanjem bolesti. Treba naglasiti da pobolj5anje bolesti ne postoji i ako se zapazi

odigledno se radi o pogre5noj dijagnozi. Progresija inade podrazumijeva zahvatanje

abdominalnih miSiia i ekstenzora na nogama relativno rano, a pojava slabosti u podrudju

karlidnih mi5i6a i mi5i6a gomjih ekstremiteta moZe se pojaviti u bilo koje vrijeme nakon

pojave slabosti mi5i6a ramenog pojasa ( l, I l).
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Kod nekih bolesnika mogu biti prisutne mrii0ne pseudohipertroftje (Slika 7), kao i umjerene

kontrakture. Pad sluha je relativno dest i uglavnom je progresivan fenomen, sa prvim

pote5kodama u podrudju percepcije vi5ih tonova, te Coatosv sindrom, odnosno eksudativna

retinopatija s teleangiektazijama. Pad sluha i retinopatija su de56i u onih bolesnika sa ranim

podetkom bolesti.

Slika 7. Umjerena pseudohipertrofija listova u bolesnika sa facioskapulohumeralnom
mi5iinom distrofijom

Laborator[iski dijagnostiEki kriteriji podrazumijevaju analizu serumske kreatin kinaze

(SCK), elektromioneurografski (EMNG) nalaz i nalaze mi5i6ne biopsije. SCK moZe biti

normalna, ali je desto (u oko 507o bolesnika) umjereno povi5ena, rijetko znadajno (preko pet

puta od normale). Ako se visoke vrijednosti SCK zadrZavaju kroz duZe vrijeme treba

razmisliti o drugoj dijagnozi. EMNG nalaz najde56e je tipidno miopatski (potencijali kradeg

trajanja, polifazidni, niske amplitudeXSlika 8). U ekstenzivnom elektromiografskom nalazu
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mogu se na6i i neurogeni znaci u vidu potencijala visoke amplitude, te pozitivnih neurogenih

valova. Brz ine motomog i senzomog provodenja su tipidan nalaz.
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Slika 8. Tipidan miopatski nalaz kod bolesnika sa
facioskapulohumeralnom miSi6nom distrofijom

Standardna miSi6na biopsija se peporuduje kao obavezni dio dijagnostidkog spektra i

pokazuje tipidan miopatski nalaz. Nadalje, prisustvo malih angularnih vlakana je relativno

dest biopsijskih nalaz. U sludaju prisustva malih grupa atrofidkih vlakana, poZeljna je druga

biopsija u istog bolesnika ili u njegovog pogodenog rodaka. Prisustvo ielijskih infiltrata nije

iznenadujude ali je njihov znadaj nepoznat. U ovim sludajevima nuZna je molekulama

dijagnostika i velidina delecije DNK fragmenta na 4q35 su presudni za potvrdu dijagnoze (l l-
13).
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KLIMdKA SLIKA I DIFERENCIJALNA DUAGNOZA
FACIOSKAPULOHUMERALNE MISIENE DISTROFUE

Biserka KOVAC

Odjel za neurologiju, OB Vukovar

Facioskapulohumeralna miSi6na distrofija (FSHD) je nasljedna miSi6na bolest s progresivnim

razvojem slabosti mi5iia i propadanjem mi5i6nog tkiva. Nasljeiluje se autosomno

dominantno, u l0 do 307o sludajeva javlja se sporadidno. FSHD je osobito je zanimljiva

klinidarima iz viSe razloga. Prema novijim podatcima iz 2008-e godine najdeiia je medu

mi5i6nim distrofijama s prevalencijom od 7/100000'. Dok nije do5lo do vaZnih spoznaja iz

podrudja molekularne genetike FSHD, ona se svrstavala prema prisustvu tzv. klasidnih

simptoma u treiu nasljednu bolest mi5i6a po udestalosti iza Duchenneove mi5idne

distrofrje,Beckerove mi5iine distrofije i miotonije distrofike2.Zbog Sirokog spektra razliditih

fenotipova FSHD teSko je bilo dak i najve6im autoritetima iz podrudja miologije

uspostavititodno definirani set klinidkih simptoma i znakova simptoma koji bi upuiivalina

FSHD. Kako su dolazile spoznaje o pojedinim novim klinidkim simptomima i znacima u

sklopu FSHD, bolest je tijekom vremena nazivana razlidito: Landouzy-Dejerine mi5i6na

distrofija,facioskapulama miSi6na bolest, facioskapulohumeralna mi5idna distrofija,

skapulohumeralna mi5iina distrofije,Coatova bolest, bilateralna senzorineuralna gluhoca itd.

Kllinidki simptomi i znaci FSHD su po prvi puta od francuskih lijednika Lois Landouzy-a i

Joseph Dejerin-a jo5 daleke 1884. Oni su upozorili na pojavnost bolesti u pojedinim

familijama, opisuju6i prisutnost bolesti u 4 generacije jedne obitelji koji su istraZivali koz I I

godina.Formalna definicija klinidke slike je nastala tek 1952. godine na temelju istraZivanja

obitelji iz Utaha s velikim brojem oboljelih od FSHD. Podetkom 1980-ih klinidari postaju

svjesni da je varijabilnost klinidkog izraZaja upravo posljedica genetske i patofiziolo5ke

kompleksnosti bolesti,da bi u 90-im godinama proSlog stoljeda zavriila istraZivanja koja s

pojavom bolesti povezuju promjene na genu D[IX4 na kromosomu 43 .Genetidkim

testiranjima se mjeri broj ponavljaju6ih sekvenci D4ZA (3,2kb jedinica) odnosno njhovih

delecija na subtelomeridkoj regiji kromosoma 4q35 kojesu najuvjerljiviji dokazi potvrde

dijagnoze FSHD i u asimptomatskih bolesnika.Normalni D4ZA aleli imaju I l-
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100 ponavljaju6ih jedinica, a u osoba s FSHD je broj ponavljanja smanjen na od 1 dol0. U

viSe od 957o sludajeva FSHD se detektira upravo navedena genetska mutacija, dok postoje

bolesnici s nezamjetljivom razlidilijim fenotipom (FSIID tip lB) kod kojih nema patolo5ke

promjene na 4q kromosomskom mjestu, ali i bolesniciu kojih se sumnja da postoje drugi

odgovorni geni i drugi mehanizmi koji objalnjavaju tzv. objedinjenu teoriju genetidkog

modela FSHD.Unatod novih otkri6a iz podrudja molekularne genetike ostaje saznanje da se

jo5 dosta u istraZivanju bolesnika s FSHD mora udiniti jer egzaktni mehanizam koji vodi dio

atrofije miSiia u bolesnika i posljedidne slabosti u njima jo5 nije jasan. To bi dakako bilo

vaZno u terapiji FSHD; u izboru valjanog farmaceutskog pripravka ili genetidkog lijedenja

bolestia .

Teba naglasiti da u svakodnevnoj rutinskoj praksi u naSoj zemlji neurolozima nisu

dostupnilaboratoriji za molekularnu dijagnostiku FSHD. Vedina se lijednika praktidara mora

osloniti na klinidki pregled i poznavanje simptoma i znakova suspektnih na FSHD, te na

detaljno razmatranje velikog broja slidnih bolesti u sklopu diferencijalne dijagnoze. U

sludajevima negativnog nalaza najdeS6e genetske mutacUe za FSHD potrebo je pristupiti

postupcima dokazivanja ili isljudivanja drugih nasljednih i stedenih bolesti koje klinidki slide

FSHD.

KliniEka slika u bolesnika s facioskapuluhumeralnom mi5i6nom distrof[iom

Osnovno Sto se u klinidkoj slici prepoznaje u bolesnika s FSHD su opisali upravo Landouzy i

Dejerine je slabost mi5i6a lica, progresivna slabost i atrofrja mi5iia lopatice i nadlaktice.

TeZina miSi6nih slabosti jeprema njhovom opisu varirala u pojedinih aficiranih dlanova iste

obitelji. Na poja5njenje razumijevanja mehanizma nasljeda FSHD i varijabilnosti ekspresije

klinidke sike su utjecali Tyler i Stephens 1950. godine kad su u 240 dlanova jedne obitelji

koja je 1840. godine imigrirala u Utah pronaili 58 bolesnika. 1982. godine Padberg je u

retrospektivnom prikazu 107 bolesnika dao pojaSnjenje o klinidkim simptomima, progresiji

bolesti, te pridonio upotpunjenju klinidke dijagnoze odgovarajuiim laboratorijskim nalazima.

Klinidki kriteriji za dijagnozu FSHD koji su etablirani 1991. godine su: pojava bolesti na

miSiiima lica (i to u vi5e od 507o aficiranih dlanova obitelji), na miSiiima lopatice i ramenog

pojasa uz po5tedu ekstraokularnih mi5i6a, faringealnih mi5iia,mi5i6a jezika i miokarda' U te

kriterije ulazi i autosomno dominantni nadin nasljedivanja u aficiranim obiteljima,

prisustvomiopatskog uzorka u nalazu biopsije mi5i6a u najmanje jednog aficiranog dlana
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obitelji bez specifiEnogbioptidkog nalaza mi5iia koji bi govorio u prilog druge mi5i6e

bolestis.Nakon publikacije navedenih kriterija opisani su bolesnici u kojih je miokard bio

involviran6.

Facioskapulohumeralna mi5i6na distrofija je bolest se visokim stupnjem interfamilijame i

intrafamilijarne varijabinosti kako u klinidkoj slici tako iu progresiji bolesti. Genetidka

dijagnoza kojom se utvrduje broj ponavljanja D4A jedinica nije pogodan za predvidanje

klinidkog izraiaja i tijeka bolesti. Godine pojavljivanja bolesti imaju utjecaj na tuek bolesti,

ali se prognoza ipak temelji na individulanoj procjeni u svakog bolesnika.U 90% bolesnika

simptomi se javljaju do 20-e godine, najde56e u tinejderskim godinama, u te5kim infantilnim

oblicima miSi6na slabost je vidljiva po rodenju.

Najde5di su klinidki simptomi u bolesnika s FSHD sukarakteristidni:osjeiaj slabosti mi5i6a

ramena kao prvi simptom Sto im u drugoj ili treioj dekadi Zivota dini pote5koie u izvodenju

aktivnosti za koje je potrebno odizanje ruku iznad glave. Potom se javlja slabost facijalne

muskulature, slabost odizanja stopala. U objektivnom neuroloSkom pregledu bolesnika s

FSHD nadi ie se klinidki znaci, prema Padbergu, u slijededoj udestalosti: slabost facijalne

muskulature u 947o bolesnika, slabost mi5iia ramenau 937o, slabost dorzifleksora stopala u

67Vo, slabost muskulature zdjelidnog pojasa u 50Tobolesnika. U samo 57o bolesnika bolest

zapodinje simptomima slabosti muskulaturezdjelidnog pojasaT.

Napredovanjem molekulamih dijagnostidkih testova za dokazivanje FSHD, osim se poveiao

broj detektiranih bolesnika, pro5iren je i spektar klinidkih simptoma koji se pripisuju FSHD:

osje6aj boli u mi5i6ima kao vodedi simptom uvelikom broju bolesnika , pote5koie hoda

usljed visedeg stopala, bol u ramenu, pote5koie hoda zbog slabosti mi5i6a lista ili slabosti

mi5i6a natkoljenice uznestabilnsttetiva koljena.Opisuju se i atipidni simptomi i klinidki znaci

kao npr. bolesnici s FSHD s poStedenom facijalnom muskulaturom a izraienim

znacimamiopatije na lopaticama, bolesnici s FSHD i samo izraZenom udno pojasnom

slabo56u, bolesnici sa slabo56u distalne muskulature, bolesnici sa sporom progresivnim FSHD

i s progresivnom eksternom oftalmoplegijom i dr.

Slabost mi5i6a lica se odituje najde56e u vidu slabosti kruZnog mi5iia oka i usta (m.

orbicuralis oculi i m. orbiculais oris). Odite su pote5koie kod otvaranja i zatvaranja odiju. Od

28



NOVOSTI U KLTNICKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, terapija i prevenqija facioskapulohumeralne miSiine
distrofije (FSHD), HIIM, agrcb, 31.03. i 01.04.201 l.

ranog djetinjstva spavaju s poluotvorenim odima a kod pokusaja dvrstog spustanja kapka

uvrcu trepavice prema unutra.Odi sene mogu zatvoriti (lagophtalmus), mogud je keratitis.

Bolesnici se ne smUu,odnosno kod poku5aja smje5ka imaju karakteristidan tzv. ,,transverzalni

osmjeh", ne mogu pokazivati lutnju (ne mrSte se), ne mogu zviLdati. Poneki bolesnici imaju

pote5kode kod izgovora glasa M,B i P.lzraz lica ima je uvijek ozbiljan zbog nemoguinosti

postizanja smje5ka Sto im moZe praviti pote5koce socijalne prirode. eesto je nalaz na ustima

asimetridan, a nedavno su na miSiiima jezika snimanjem magnetnom rezonancijom pronadeni

znaci atrofije. Nije nadeno znakova atrofije niti slabosti muskulature Zdrijela i grktjana Sto

upuiuje da su problemi s gutanjem koje neki bolesnici mogu imati sekundama postjedica

slabosti samo orofacijalnih mi5i6aE.Rijetko imaju probleme s artikulacijom odnosno

izgovaranjem rijedi mada se ona moZe pojaviti u kasnijem stadUu ili kod vrlo izraiene

klinidke slike bolesti.

Slikal. Izraz lica u bolesnika s FSHD (preuzeto s Interneta)

Slika 2. ,,Transverzalni osmijeh" i hipotrofija mi5i6a ramenog poj asa u bolesnika s FSHD

(preuzeto s Interneta)
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Slabost mi5i6a ramena se odituje u vidu neobidnog poloZaja skapule kod odizanja ramena

zbog slabosti srednjeg i donjeg dijela m. trapesius i unutamje rotacije ruke.Ramena imaju

tendenciju pomicanja ukoso i naprijed, ravna se prednja grudna stuenka, a u 57o bolesnika

postoji pectus excavatum. Atrofija velikog pektoralnog mi5i6a osobito stemalne glave i

klavikulamog dijela sternokleidomastoidnog mi5i6a su rani znaci bolesti. Kod aktivne fleksije

i abdukcije ramena upadljiva je krilasta skapula. One nisu samo uzrokom funkcionalog

deficita ruku u vidu nemoguinosti izvodenja pokreta, nego izvor bola u bolesnika, a

predstavljaju i kozmetski deficit. Slabost je desto asimetridna i ta karakteristika razlikuje

FSHD od udno-pojasne miSi6ne distrofije.

Slika3. Krilaste skapule u bolesnika s FSHD

Slabost abdominalne muskulature je takoder rani znak bolesti. To uzrokuje koStani deformitet

u vidu izravnanja lumbalne lordoze, te izged prominentnogtrbuha u bolesnika s

FSHD.Slabost je izraLenija u donjim abdominalnim mi5i6ima, javlja se pozitivan Beevor-ov

znak - pomicanje pupka na gore kod posjedanja, odnosno nakon fleksije vrata. Neki od autora

prisustvo tog ktinidkog znaka istidu kao vrlo vaZan kriteriji postavljanja dijagnoze FSHDe.

Slika 4. Prominentan trbuh i izravnanje lumbalne lordoze u bolesnika s FSHD (preuzeto s

Interneta)
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Slabost i atrofrje mi5i6a donjih ekstremiteta najviSe je izraiena, kako klinidki, tako i na

magaetnoj rezonanciji na mi5i6u prednjeg dijela potkoljenice (musculus tibialis anterior,

peronealna muskulatura), miSiiima straZnjeg dijela natkoljenice, zatim i na medijalnom dijelu

mi5i6a straZnjeg dijela potkoljenice (medijalni dio musculusgastrocnemius).Najde56a klinidka

manifestacija kao posljedica afekcije muskulature donjih ekstremiteta je visede stopalo koje

kod bolesnika zahtjeva karakteristidan hod uz odizanje natkoljenica. Ako su zahva6eni i

mi5iii zdjelidnog pojasa javlja se uz peronelani i gegajuii hod u bolesnika uz oketanje zjelice

prema naprijed, te vrlo izraZenu lumbalnu lordozu.Bolesnici sa slabosdu muskulature donjih

ekstremiteta tesko ustaju iz stolice, ne mogu dugo stajati, hodati, penjati se uz stepenice.

Slika 5. Slabost mi5i6a prednjeg dijela potkoljenice u bolesnika s FSHD

Premda je progresija bolesti varijabilna, u ve6ine bolesnika je spora. Karakteritidna je

asimetrija razvoja mi5iinih slabosti; prvo na jednoj potom na drugoj strani tijela.Bolest u

veiine zapodinje slabo5iu muskulature ramena, lica; vi5e donje no gomje facijalne

muskulature, pa muskulature trbuha, itd.U 307o familijarnih FSHD ne dolazi do progresije

bolesti dalje od slabosti mi5i6a ramena, s druge sFane, u ostalih familija u ve6ine bolesnika

dolazi do razvoja slabosti dorzifleksora stopala (u 80Vo), Le slabosti muskulature zjelidnog

pojasa (u 20Vo). U istoj obitelji mogu postojati i razlidite varijacije progresije bolesti. Na

pode&u bolestideltoidni miSiiu na rukama je u poCetku minimalno aficiran, promjene su

izraiene nanadlakticama; musculus biceps brachi i musculus triceps brachi postaju slabi i

smanjuju se. Mi5i6i podaktice mogu biti po5tedeni i bolesnici mogu imati ruke nalik

Popajevim.U nekih bolesnika se moZe se javiti eventualno i slabost ekstenzora Sake s
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oslabuenim hvatom Sake i oslabljenom funkcijom ruke u cjelosti. l0 do 20% bolesnika nakon

50-e godine starosti treba invalidsku stolicu za funkcioniranje izvan doma. Oko u oko 20 7o

bolesnika dolazi do teSkog invaliditeta zbog vrlo izraZenih mi5iinih slabostiT.U prosjeku

bolesnici s FSHD imaju normalan Zivotni vijek.

Sto je u podlozi karakteristidnog asimetridnog razvoja mi5i6nih slabosti u FSHD, ne znase.

Neke hipoteze govore u prilog izrazitijeslabosti jedne strane kao rezultat njezine pojadane

upotrebe; kod de5njaka desne, a ljevaka lijevero, a neke nastanak asimetrije pripisuju

iskljudivo utjecaju genetskog mehanizma u razvoju bolesti. Unatod asimetriji incidencija

kontraktura (u oko l09o bolesnika) i skolioze (u oko 307o) je malarr.

Inako ne desto, u manjeg broja bolesnika s FSHD su prisutne kardiolo5ke i plu6ne

komplikacije tako da se i o njima mora voditi raduna osobito u bolesnika s FSHD koji imaju

jako izraiene miSiine slabosti i zbog toga su u invalidskim kolicima, u onih s te5kom

kifoskoliozom i pectus excavatum. Kardiolo5ke komplikacije se javljaju zbog reducirane

funkcije lijevog ventrikla srca i shodno tome abnormalnom srdanom aktivno56u6.

Padberg je 1980. godine FSHD je nazivao multisistemskom boleS6u obzirom da

jezamjedenopostojanjeretinalnih abnormalnosti u bolesnika usljed nastanka vaskularnih

promjena u vidu retinalnih teleangiektazija te prisustvo gubitka sluha.Gubitak vida je

zamjeien u vrlo malog broja bolesnika s FSHD, ali gubitak sluha s nalazom obostranog

neuralnog o5teienja je de56i: u 25 do 65Vo. testo je gubitak sluha prisutan u infantilnom

obliku bolesti ili u bolesnika s ranom pojavom simptoma.

Bol je vrlo ozbiljan simptom u bolesnika s FSHD, viSe od 587o bolesnika osjeia bol vi5e od 4

puta na tjedan. IzraLen je kod pojadanog napora i usljed nepravilnog drZanja tijeta Sto je

posljedica mi5i6ne slabosti. Nepovoljne meteorolo5ke prilike, osobio povi5en postotak vlage u

zraku imaju utjecaj na frekventniju pojavu bolir2. Osima bola, vi5e od polovine bolesnika s

FSHD se Zali na pojadan umor, diji mehanizam nastanka nije potpuno jasan. Nesumnjivo

umor moZe bitii posljedica smanjenog opsega fizidkih aktivnosti, ali i reducirane motivacije

za kretanjem koja se dini sejo5 pojadava s duljinom trajanja bolesti.

U Infantilnom obliku FSHD ili obliku s ranom pojavom simptoma tegobe zapodinjuranije, po

rodenju ili u drugoj dekadi Zivota. Cesto se radi o sporadidnima oblicima FSHD s velikom

delecijom D47A na samo I ili 3 ponavljanja (u zdravih je broj ponavljanja l1 do 1O0).Mnogi

su dijagnosticirani kao Moebius sindrom Sto je zapravo ekstremno rijetka kongenitalna

neurolo5ka bolest koja s odituje obostranom facijalnom paralizomi obostranom nemoguinosti

abdukcije odiju kao posljedica defektnog razvoja VI i VII kranijskog Zivca. Veiina bolesnik
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s ranom pojavom simptoma FSHD imaju normalni motorni razvoj, razvijaju mi5idnu slabost

nekoliko godine poslije. Treba naglasiti da posoje i teSki oblici infantilne FSHD. U Japanu su

opisani bolesnici u kojih je te5ka motoridka slabost udruZena s mentalnom retardacijom i

epilepsijomu bolesnika s ranim javljanjem bolestir3.U nekih pak bolesnika s ranom pojavom

bolesti i s epilepsijom, gluho6om i retinopatijom su izraZeni blagi ili umjereni kognitivni

deficiti.

Temeljiti neurolo5ki preged bolesnika je svakako od neprocjenjive vaZnosti u procesu

postavljanja dijagnoze facioskalupohumeralne mi5i6ne distrofije. Genealolki podatci koji

mogu uputiti na autosomno dominantni nadin nasljedivanja su vrijedni u postavljanju

dijagnoze kao i mjerene blago poviSene vrijednosti kreatinin kinaze (CK) u serumu

bolesnika, elektromioneurografski nalaz miopatskog uzorka, testiranje sluha, genetidko

testiranje kromosoma 4. MoZe koristiti nalaz biopsije mi5i6a koji moZe povrditi dijagnozu ali

viSe s ciljem traZenja druge mi5i6ne bolesti u sludaju negativnog nalaza genetidkog testiranja

na FSHD.

U diferencijalnoj dijagnozi kod pregleda bolesnika sa izraZenim klinidkim kriterijima koji bi

mogli govoriti zaFSHD a to je: asimetrija i selektivna zahvaienost pojedinih gnrpa mi5iia,

po5teda ekstraokulamih mi5iia, bulbarnih mi5i6a" deltoideusa i respiratorne muskulature koji

pomaiu razlikovanju FSHD od drugih mi5i6nih distrofrja, treba razmotoriti i druge vrste

bolesti koje se odituje istim ili slidnim klinidkim simptomima ili znacima.

Diferencijalna dijagnoza facioskapulohumeralne mi5idne distrofije

Nasljedna multisistemska bolest autosomno dominantnog nadina nasljedivanja miotona

distrofqia tip I @M tip l-Steinert) vrlo je udestala u pojedinim obiteljima. Osnovno klinidko

obiljeZje u bolesnika je slabost miSiia lica i muskulature ekstremiteta. Slabost mi5i6a je

uglavom simetridna; na licu je simetridna ptoza kapaka, na ekstremitetima je slabost distalne

muskulature. U bolesnika s DM tip I je slabost i atrohja izraiena je na miSidima vrata i

facijalnoj muskulaturi s izraienom slabosti mastikatomih mi5ida.Usta u tih bolesnika

izgledaju napu6ena, vilica im visi.Djetuju iscrpljeno Sto se uobidajeno oznadava kao

miopatski facies.Zbog slabosti steronkleidomastoiodnog mi5i6a glava im je nagnuta prema

naprijed.
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Slika 6. Slabost miSiia lica i vrata u bolesnika s miotonom distrofijom(preuzeto s Iltemeta)

Kao i u bolesnika s FSHD bolesnici s DM tip I mogu imati disartriju i disfagiju.Ono Sto ih

znadajno klinidki razlikuje od bolesnika s FSHD su miotoni fenomeni usljed prolongirane

relaksacije mi5iia i prisustvo ditavog niza klinidkih simptoma zbog dega je priroda DM

multisistemska jer osim skeletnih mi5i6a patolo5ke promjene u DM tip I zahvaiaju i glatku

muskulaturu, odi, srce,endokrini sustav i sredi5nji Zivdani sustav bolesnika. Diferencijatno

dijagnostidke pote5ko6e moZe diniti distrofija miotonika u novorodendadii FSHD s podetkom

po porodu. Radaju se hipotona djeca s generaliziranom slabosti mi5iia i slabosti mi5i6a lica,

nemogudnosti sisanja, gutanja,respiratotnom insuficijencijom i dr. smetnjama. Dokazivanje

povi5enog broja CTG nukleotida u DMPK (dy.tstrophia myotonica protein kinasa) genu u

bolesnika s DM tip I uvelike pomaZe u postavljanju dijagnoze infantilnih, ali i adolescentnih

oblika bolesti.

MiotoniCka distrofiia tip II PROMM (proksimalna miotonidka miopatija) se odituje slidnim

simptomima kao u miotonidkoj distrofiji tip I,obidno ne5to blaZim, zbog manje anticipacije

nego u DM tip I. Treba ju uzeti diferencualno dijagnostidki u razmatranje osobito u

komparaciji s bolesnicima s FSHD s blaZim simptomima i kasnijeg podetka. U bolesnika s

PROMM se bolesnici Zale na miSidnu slabost provociranu naporom, klinidki se uodava blaZa

miotonija, osobito slidan je raspored mi5idnih slabosti kao u bolesnika u FSHD a to je u

proksimalnoj muskulaturi (ramena, bedra), rijetko je u bolesnika s DM tip 2 je zahvatena

facijalna muskulatura. Metode dokazivanja DM2 genetidkim testovima utvrdivanjem

ekspanzije na Znfg (cink finger 9) genu kromosoma 3 raz{e5avaju diferencijalno

dijagnostidke dileme.
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Slika 7. Slabost muskulature ekstremiteta u bolesnika s DM tip 2

Udno pojasne (limb-girdle, LMGD) mi5iine distrofrje su velika skupina klinidki slidnih ili

istih entiteta prvi put opisane 1876. godinekoja moZe i danas diniti diferencijalno dijagnostdke

pote5koce u njihovom razlikovanju od bolesnika s FSHD.FSHD je opisana ne5to kasnije nego

LGMD i ostaje dojam da je detaljan neurolo5ki pregled i pomno proudeno nasljede u

bolesnika s miSi6nim distrofijama omoguiilo distinkciju tih dviju bolesti. Walton i Nattrass

1954. godine opisali udno pojasnu distrofiju mi5i6a kao bolest koju karakterizira progresivna

slabost i atrofija predominantno proksimalne muskulature ekstremiteta, velika varijabilnost u

godinama starosti pojave simptoma; u prvoj, drugoj, tre6oj, detvrtoj ili petoj, pa dak i Sestoj

dekadi Zivota, lagana klinidka progresija, autosomno recesivni ili autosomno dominantni

nadin nasljedivanja.LGMD su unutar skupine razlidite prema patofiziolo5kom nastanku

odnosno genetskom deficitu koji dovode do mutacija razliditih proteina koji su neophodni za

normalnu funkciju miSiia:sarkoglikana,disferlina, fukutina, kalveolina, kalpaina 3, lamina

A/C i drt4., a iste suzbog karakteristiEno udno pojasne slabosti mi5iia zdjelidnog pojasa,

osobito mi5iia ramenog pojasa. Osnovna razlika u tipidnim oblicima LGMD i FSHD je u

distribuciji slabosti i hipotrofija na nogama: kod bolesnika s udno pojasnom mi5i6nom

distrofrjom osim slabosti i atrofije mi5iina zjedlidnog pojasa de56a je zahva6enost femoralne

muskulature donjih ekstremiteta dok je u bolesnika s FSHD delia afekcija peronealnih

mi5iia.Treba naglasiti dapostoje pote5koie u klinidkom razlikovanju od FSHD s bolesnicima

s LGMD tip 2G koja se javlja u ranijem djetinjstvu s vise6im stopalom zbog atrofije m.

tibialis anterior. U LGMD tip 28 (dysferlin miopatija)je distrubicija slabosti muskulature

donjih ekstremiteta vi5e distalna i kod Miyoshi forme distibuirana straga. U malog broja
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bolesnika s FSHD se slabost muskulature zdjelidnog pojasa pojavljuje kao prvi simptom 5to je

kod veiine udno-pojasnih mi5i6nih distrohja osnovno obiljeZje.Kod LGMD tip lA moZe se

javiti uz udno-pojasnu distribuciju mi5i6ne slabosti i nazalni govor zbog hipotrohje

faringealne muskulature, dok je u bolesnika s FSHD moguia disartrija kao posljedica atrofije

facijalnih mi5i6a i miSida jezika koji treba razlikovati od nazalnog govora.Kod bolesnika s

pojedinim tipovima LGMD su de5ie prisutni poremeiaji srdanog ritma no Sto se nalazi u

bolesnika s FSHD.Ono Sto je slidno u obje vrste FSHD i LGMD je rijeda pojava

kontraktura,sporo progredijentni tijek, mentalna oduvanost. Treba znati da unutar LGMD

postoje velike varijabilnosti fenotipskog izraiaja. Opdenito, autosomno recesivne LGMD su

distrofije s teZim klinidkim simptomima tako da jeu LDMD tip 2C,2D,2E i

2F(sarkoglikanopatije) i udestala pojava lumbalne lordoze i kontraktura.Kod razmatranja

asimetridne distribucije mi5i6ne slabosti kao vaZnog kriterija za postavljanje dijagnoze FSHD,

treba imati na umu da i Leiden-Moebius varijanta kao najheterogenija od svih LGMD se

moZe oditovati asimetridnom slabosti ali zdjelidne muskulature.Skapulohumeralna distrofija

(Erbova) je tip LGMD autosomno recesivnog nadina nasljedivanja, a odituje je asimetridnnom

slabo56u mi5i6a ramenog pojasa (sindrom ,,smrznutog ramena")s po5tedom deltoidnog mi5iia,

supra i infraspinatusa.Ukoliko se znaci miopatije javljaju u kasnijoj Zivotnoj dobi bolesnika

(detvrtoj ili petoj dekadi Zivota ili dak kasnije), osobito s klinidkom slikom tzv. quadriceps

miopatije vjerojatno se ne radi o FSHD nego o autosomno dominantnoj LGMD kasnog

pojavlj ivanjara.Danas, kao i u ostalim tipovima mi5iinih distrofija, osim razlikovanja

osnovnih klinidkih karakteristika u svakog pojedinog bolesnika razvoj sofisticiranih

djagnostidkih metoda histologije, histokemije, ultrastrukture, elektrodijagnostike, genetidkih

metoda omogudava postavljanje todne dijagnoze ne samo pojedinih mi5i6nih distrohja, nego i

pojedinih tipova unutar istih klinidkih entiteta.

Udno pojasna miSi6na distrofije tip 2,{ je najde5da autosomno recesivna forma LGMD

dijadistribucija miiiine slabosti u bolesnika moZe biti slidna kao u bolesnika s FSHD.

Uzrokovana je mutacijom kalpain 3 gena (CAPN 3 - koji kodira kalpain 3 proteazu)rs, a

tipidna distribucija slabosti i hipotrohje mi5i6a je na straZnjim mi5iiima bedra, izraLena je

skapula alata, Siroki stav, kontrakture Ahilove tetive. Unekih bolesnika s kalpainopatijom

(LGMD 2A) zahva6ena jedijafragma uzrokominsuficijencijerespiracijske muskulature,

rjedese javlja hipertrofija miiiia lista i uve6an jezik. Klinidka slika u bolesnika je vrlo
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varijabilna, a kao i u bolesnika s FSHD, rijetke su kardiogene abnormalnosti. U

diferencijalnoj dijagnozi kalpainopatije i FSHD osim molekulame analize pomaZe i vrijednost

serumske kreatin fosfokinaze (CK) koja je de56e povi5ena u svih bolesnika s autosomno

recesivno nasljednim LGMD, pa i u one tip 2A, nego u bolesnika s FSHD u kojih je

uglavnom blago povi5ena.Ipak, vrijednosti CK nije u autosomno recesivnih LGMD nije ve6a

nego u distrofinopatUa, dermatomiositisa, polimiositisa, hipotireodne miopatije, rabdomiolize

i deficijencijeacid maltazer6.

Duchennova milidna distrof{e (DMD) i Bekerova miSidna distrolfia (BMD) se razlikuju

od FSHD ponajvi5e po tome Sto su u njih predominantno involvirani donji ekstremiteti. Osim

toga, kao najprepoznatljiviji znak se pojavljuje pseudohipertrofija mi5i6a lista, deltoideusa i

jezika, te brza progresija mi5iinih slabosti osobito u Dechenneovoj distrofiji gdje dolazi do

nepokretnosti bolesnika u prosjeku oko l2 godine Zivota.

Slika 7. Pseudohipertrofija m. deltoideusa u bolesnika s Duchenneovom miSiinom

distrohjom
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Bekerovu miSiinu distrohju je ponekad teZe razlikovati od FSHD samo na temelju pregleda,

obzirom da ima blaZe simptome i klinidke znake od Duchenneove. Dokaz manjka ili
potpunog nedostatka distrofina na bioptidkom materijalu mi5i6a Westemblot tehnikom ili
imunohistokemijski, kao i dokaz genske mutacije (najde56e delecije) na Xp2l lokusu, dakako

najuvjerljivijegoyore za distrofinopatije.Distrofinopatije i FSHD razlikuje bitno nadin

nasljedivanja bolesti; X vezani nadin nasljedivanja kod Duchenneove i Beckerove MD, a

autosomno dominantni kod FSHD. Vrijednost kreatin fosfokinaze (CK) je znadajno vi5a u

distrofinopatija shodno izrazitijoj progresiji miSi6nih slabosti nego u bolesnika s FSHD.



NOVOSTT U KLINtaKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, terapija iprevencija facioskapulohumcralne miSiine
distrofije (FSHD), HltM, Zagreb, 31.03. i 01.04.201 l.

Emery-Dreifuss mi5i6na distrof[ia je X- vezana (kad je mutacija gena koji kodira protein

ovojnice jezgre mi5i6na stanice emerin) ili autosomno dominantna (kod mutacije Eer. za

laminin A i C) nasljedna mi5i6na bolest koju treba razmotriti u diferencijalno dijagnostidkom

promi5ljanju FSHD.Javlja se u tinejdZerskim godinama kao i FSHD, ima postepeni razvoj

mi5iine slabosti skapuloperonealne distribucue (m. biceps brachi, triceps brachi, peronealne

muskulature), str5eie skapule. Slabost facijalne muskulature javlja se u nekih sludajeva rijetko

ili u kasnijem tijeku bolesti. Ono Sto je vrlo tipidno za EDMD x-vezanu formu su rani razvoj

kontraktura, osobito laktova, krute kraljeZnice, poremedaji srdanog ritma zbog kojih bolesnici

ponekad trebaju pace-maker ve6 prije 30-e godine starosti.

Distalna miopatija moZe se oditovati kao autosomno dominantna distalna miopatija s

dokazanom mutacijom myotilin S55F i agregatima myotilina i desmina na bioptidkom

materijalu mi5i6a u bolesnikarT. Ta se miopatija javlja u starijoj Zivotnoj dobi, a atrofije i

slabost su distalno distribuirani na miSiiima stopala i na miSi6ima5aka. MoZe biti involviran i

mi5i6 bedra (biceps femoris, semimembranosus), mi5iii glutealne musklature i tada pravi

manje diferencijalno dijagnostidke poteikoie u odnosu na FSHD. 1980. godine je opisana

familija s distalnom hereditamom miopatijom, ali i s razlidiim stupnjem zahva6enosti udno

pojasnih mi5i6a, te u nekih sludajevima i mimidke muskulaturers. Distalna hereditama

miopatijase javlja u juvenilnom obliku. Termin distalna miopatija je uveden jo5 daleke 1902.

kada je Gowers opisao l8-godiSnjaka s atrohjom i slabolu miIi6a stopala i Saka koje je

zapodela rano od l0-11 godine Zivota. Proksimalna muskulatura je bila po5tedena, nije bilo

neuropatskog uzorka, senzomih ispada, a zabiljeZana je hipotrofija facijalne muskulature te

oba stemokleidomastoeideusa5to ju je povezivalo s fenotipom FSHD kojoj je klinidka slika

ve6 tada bila definiranale.

Kongenitalne miSi6ne distrolije su autosomno recesivne bolesti koje se odituju jako

izraLenom proksimalnom slaboS6u mi5i6a po rodenju (ili u prvoj godini Zivota)koja moZe biti

progresivna ili ne.

Za razliku od FSHD kontrakture su vrlo deste kao i abnormalnosti srediSnjeg Zivdanog

sustava. Nalaz biopsije koji govori za distrofidki proces (znadajno poveiano endomizijalno i

perimizijalno vezivno tkivo, varijacije u velidini mi5iinih vlakana s malim okruglim

vlaknima, nezrelih vlaknima i nekotidnim miSidnim vlaknima) ih razlikuje u odnosu na
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kongenitalnemiopatije.U postavljanju dijagnoze vaZna je klinidka slika i rezultati genetidke

obrade. Klasifikacija pojedinih oblika kongenitalnih mi5i6nih distrofija je prema defektu

pojedinih proteina: deficit proteina ekstracelularnog matriksa (laminina, nekoliko tipova

kolagena), deficit integrina, deficit glikosiltransferaze (POMTI /O-mannsytransferaze l),

POMT 2 /O-mnanosyltransferaze 2), fukutina, fukutin vezanog proteian i dr. deficita proteina

endoplazmatskog retikuluma (selenoproteina N- rigid spine syndom)2o.

NajdeSda (7- l2/100000) kongenitalna mi5i6na distrofija u Japanu (s mutacijoimfukutina),

nazvan Fukuyama, moZe upu6ivati na FSDH s pojavom po rodenju. Odituje se te5kom

mi5iinom slabo5iu udnopojasne distribucije, ali i bulbamim smetnjama, okulamom

patologijom. Kod mi5iine distmhje okulama patologija je u vidu strabizma ili abnormalnih

pokreta odiju, pojavljuje se s respiracijskom insuficijencijom, kontrakturama, s mentalnom

retardacijom uzrokovanom patolo5kim promjenama u mozgu.Prognoza je loia, madapostoje

bolesnici koji Zive dugo s minimalnim deficitima.

Kongenitalna miSiina distroFrja s deficitom laminina alfa 2 je u ve6ini sludajeva vrlo te5ka .

Odituje se atrofijom proksimalne muskulature ekstremiteta kasnije i distalne, slaboS6u

facijalnih mi5i6a, u nekih i hipertrofijom jezika.U bolesnika s parcijalnim deficitima laminina

ima klinidkih varijanti koje upuiuju na FSDH zbog udno-pojasne distribicije mi5i6nih

slabosti, ali i na Emery-Dreifus miSiinu distrofiju zbog izraLenog fenomena krute kaljenice

(rigid spine).

Urlich-ova kongenitalna mi5iina distrofija podsjedati na FSDH ranog podetka jer se u nje

osim rane hipotonije i slabosti distalne muskulature na nogama javlja i facijalni dismorfizam:

mikrognatija, okruglo lice s spu5tenom donjim kapkom i prominentnim odima.Ova je vrsta

kongenitalne distrofije tela no FSHD ranog podetka budu6i da zbog slabosti muskulature

nogu i jakih konraktura takvi bolesnici uopde ne hodaju ili prestaju hodati u dobi od 2-10

godine. Inteligencija im je normalna.

Bethlem miopatija nastaje usljed autosomno dominantne mutacije gena za kolagen VI i
otituje se mi5i6nom slabo5iu udno pojasne distribucije blaze progesivnog rijeka. Kao i urlich
distrofija karakterizirana je jakim konrrakturama i promjenama na koZi, respiracijskim
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smetnjama, a moZe se pojaviti i u 6-oj dekadi Zivota 5to je znadajna razlika u odnosu na dob

pojavljivanja FSHD.

kontrakture koje se postupno razvijaju od 3-10 godine i skolioza, kontrakture lica,

proksimalnih dijelova ekstremiteta, ekstenzora prstiju Sto ih znadajno razlikuje od bolesnika s

FSHD ranog podetka.

Walker-Warburg sindrom uzrokuju mutacije u svih 6 glikotransferaza a rezultiraju najteZom

formomsvih kongenitalnih miSiinih distrofija u kojima dolazi do smrti aficiranog djeteta u 9-

mjesecu Zivota. Osim jake hipotonije mi5i6a takva djeca imaju velike abnormalnosti na

odima: mikroftalmus, glaukom, okulami kolobom promjene na retini i posljedidnu sljepodu

kao i vrlo izraiene strukuturalne abnomalnost mozg*o.

Okularna miopatija moZe biti dominantno nasljedna bolest, a moZe biti i sporadidna.Odituje

se kao ptoza kapaka koja je asimetridna,statidna i tu mogu postojati diferencijalno

dijagnostidke dileme kod podetka simptoma FSHD na facijalnoj muskulaturi. Kad se okularna

miopatija odituje ptozom u kombinaciji s paralizom vanjskih pokretada odnih jabudica bez

dvoslika ili s oftalmoplegijom, onda je razlika prema FSHD jasna.

Kongenitalne miopatije su hereditarne uglavnom neprogresivne bolesti koje treba spomenuti

u razmatranju diferencijalne dijagnoze FSHD. Poznatje veliki broj kongenitalnih miopatija, a
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Kongenitalna mi5idna distrofija s rigid spine moZe se oditovati str5eiom skapulom, slaboSdu

facijalne i bulbame muskulature.Takvi bolesnici imaju prosjedno niZi BMI index zbogne

uzimanja hrane, najde5di znak je spinalni rigiditet, nemoguinost hoda u ranoj Zivotnoj dobi,

Okulofaringealna mi5idna distrofija (OPMD) je autosomno dominantna nasljedna bolest

kod koje se promjene na odima odituju kao progresivna ptoza kapaka koja desto zahdeva i

operacijsku korekciju. Javlja se i disfagija, a slabost mi5iia moZe se oditovati i na

proksimalnoj muskulaturi ekstremiteta u daljnjem tijeku bolesti. Metode molekulame

dijagnostike (dokaz ekspanzije CTG tripleta u PABPNI genu u bolesnika s

okulofaringealnom misidnom distrohjom) pomaZu postavljanju pravilne dijagnoze u odnosu

na FSHD uz uodavanje ostalih klinidkih osobitosti koje govore u prilog FSHD.



osnovna podjela prema morfolo5kim i genetskim obiljeZjima ih svrstava u 4 osnovne grupe:

l.miopatije s nakupljanjem proteina (npr.nemalinska miopatija, miopatije usljed nakupljanja

miozna i dr.)2.miopatije s jezgrama (central coredisease, multiminicoredisease) 3.miopatije s

centralnim jezgrama (miotubularna miopatija, centronukleamamiopatija) 4.miopatije s

varijacijama u broju vlakana (kongenitalna disproporcija vlakana).Uglavnom se klinidki

odituju u neonatalnom periodu hipotonijom djeteta, zaostajanjem glave, vanjskom rotacijom

bedra, slabim pokretima fleksije bedra, koljena i lakta, difuznom slabo56u miSiia, lica,

zjelidnog i ramenog pojasa, aksijalne muskulature i gubitkom mi5idne mase. Postoje i izrazito

te5ki klinidki oblici u ranoj djedijoj dobi (npr.autosomno recesivni oblik central core disease)

s ekstemom oftalmoplegijom, generaliziranom slabo5du muskualture i atrofijama, bulbarnim

smetnjama bez respiracijske insuficijencije, kod nekih kardiomiopatijom i manifestacijama od

strane SZS2I. Medutim, neki sludajevi kongenitalne miopatije se mogu pojaviti u odrasloj

dobi ili mogu imati lagano progresivni tijek i time kao i s pojavom nekih simptoma pokazati

slidnost s FSHD. Kongenitalnemiopatije s prezentacijom u adolescentnoj dobi se mogu

oditovatii sporo progresivnom udno-pojasnom slabo5iu mi3i6a. Za razliku od FSHD 6e56e su

izraiene skeletne abnormalnosti: kongenitalne dislokacije kuka, kifoskolioza i deformiteti

stopala.

Nemalinska miopatija na primjer,koja je uzrokovana mutacijom 6 gena, se moZe oditovati

minimalno progresivnim ili neprogresivnom slabo56u udno pojasne muskulature, bulbamih i

facijalnih mi5i6a uz razliditoi zraZene ko5tane deformitete u vidu kontraktura. Javlja se desto i
pectus excavatum koji moZe biti i u bolesnika s FSHD.Lice bolesnika s nemalinskom

miopatijom tipa 2 je elongirano, usta u obliku satora,gotsko nepce, retrognatija.U ranom

podetku slabost ekstremiteta je na distatnoj muskulaturi, kasnije zahvaia proksimalnu i
ekstenzore vrata, moZe se javiti i oftalmolegda.

u nemalinskoj miopatUi 5 (autosomno recesivna mutacija za troponin Tl)je osim rane pojave

slabosti vei u prvim mjesecima Zivota s hipotonijom, proksimalnomslabos6a, opisan tremor

brade i ekstremiteta.

u centronukleralnoj miotubulamoj miopatiji (mutacija myotubularina u teskoj x-vezanoj

formi) u prvim danima Zivota desto moZe biti izraiena bilateralna ptoza, slabost facijalne

muskulature i oftalmoplegija.
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U bolesnika s multiminocor kongenitalnoj miopatiji (mutacije gena za selenoprotein N) s

pojavom simptoma u djetinjstvu koja se odituje slabo56u proksimalne ili aksijalne

muskulature, facijalne i bulbame slabosti, uz kontrakture se javlja i maligna hipertermija5to

nikako nije sludaj u bolesnika s FSHD.

U bolesnika s kongenitalnom miopatijom usljed disproporcije miSiinih vlakana klinidka slika

moZe se oditovati slaboSdu facijalne muskulature, ptozom, slabo56u aksijalne i proksimalne

muskulature i dorzifleksora stopala, str5edim skapulama i opdenito dojmom tankog habitusa

tijela. Takvi bolesnici desto imaju potrebu za neinvazivnom noinom ventilacijom zbog

respiracijske insuficijencije, negdje od 3. do 55. godine Zivota .

Kongenitalna miopatija usljed nakupnjanja myosina (hyalin body myopathy) se u manjeg

broja bolesnika moZe pojaviti u adultnoj dobi. Kod njih je slabost je skapuloperonealne

distribucije i sporo progresivna Sto moZe bili vrlo nalik na FSHD pa dak i sa simptomima

povremenog poremedaja srdanog ritma koji se moZe javiti u obje bolesti.

Oligosimptomatskom obliku FSHD moZe biti vrlo slidna klinidka slika u bolesnika sa

sarkotubulamom kongenitalnom miopatijom (ili LGMD 2H) osobito u nekih bolesnika kad se

javlja u adultno doba. Odituje se umjereno progresivnom slaboSiu proksimalnih mi5i6a ruku i

nogu, te facijalnom slabo56u, str5e6im skapulama. Javlja se i bol kao jedan od de56ih

simptoma i kod FSDH i to izazvano vjeZbama, te kontrakture.

Diferencijalno dijagnostidki je potrebno misliti i na reducing body miopatiju s pojavom

simptoma u adultno doba koja se odituje skapuloperonealnom slabo56u, ali i slabo56u

aksijalne muskulature, spinalnim rigiditetom i pognutim poloZajem bolesnika koji su ranije

bili atletski gradeni s hipertrofijom mi5i6a2r. lzralene kontrakture i fatalne kardiomiopatije

govori protiv dijagnoze FSHD.

veliki je jo5 brq klinidkih, histoloSkih i genetskih entiteta rijetkih i tzv. ,,vjerojatnih"

kongenitalnih miopatija koje klinidki mogu sliditi na teske, klasidne i oligosimptomatske

oblike FSHD.

Mnoge druge klinidke manifestacije kao Sto su: teske hipotonije, pote5ko6e hranjenja

respiracijski distres, teske kostane abnormalnosti, makrocefalija, pilorostenoza, jetrena
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disfunkcija ukazuju na izrazito loSu prognozu

dijagnoze FSHD.

uglavnom govore protiv postavljanja

Miofibrilarna miopatija (bolest nakupljanja desmina- desminopatija, miotilinopatija,

zasopatija,alfa-B kristalinopatija i dr.) je u veiini sludajeva autosomno dominantna nasljedna

mi5i6na bolest koja se odituje sporom progresivnom slabo5iu mi5i6a, a dokazuje se

histolo5kim nalazom biopsije miSiia, imunocitokemijskim tehnikama, metodama molekulame

genetike koja upuduju na mutacije nekoliko poznatnih gena koji kodiraju proteine citoskeleta

mi5i6a: miotilin, desmin, alfa-B kristalini dr. Klinidki se u tih bolesnika zamjeduje slabo

progresivna slabost mi5i6a u nekih vi5eproksimalne muskulaaxe [t 20Vo), a u nekih distalne

(u 807o) na ekstremitetima. MoZe se javiti, mada rijetko, i slabost facijalne muskulature.Po

tim karakteristikama moZe sliditi na FSHD. Ono sto govori protiv FSHD su parestezije, jaki

grdevi u mi5i6ima, dispneja i disfagija, de56a je i miokardiopatija i smetnje disanja usljed

slabosti respiracijske muskulature. Elektromioneurografijom moZemo u takvih bolesnika osim

miopatskog uzorka naii i spontana miotona izbijanja te usporenje brzine provodljivosti uz

klinidki nalaz polineuropatije i to u 20Vo bolesnika.Vrijednosti serumske CK su normalne ili
blaZe povi5ene22.

Kronidna progresivna eksterna oftalmoplegija (cPEo) je desta klinidka manifestacije

mitohondrijske miopatije. Mutacija mitohondrijske DNA u najve6em broju sludajeva

nastaje sporadidno, ali moZe biti i nasljedna. Mitohondrijske miopatije su bolesti s vrlo

razliditim klinidkim izraLajima. CPEO moZe biti jedini klinidki znak u bolesnika, ali ukoliko
je udruZena sa slabo5iu skeletne muskulature moZe biti diferencijalno dijagnostidki problem u

odnosu na ostale mi5iine distrohje, pa tako i FSHD. cpEo bolest koju karakterizira sporo

progresivna paraliza ekstraokularnih mi5i6a koja zapodinje simetridnom ptozom kapka, a

nakon vi5e mjeseci i godina se pojavljuje oftalmopareza. ptoza moZe napredovati a bolesnik

koristi frontani mi5ii za podizanja kapaka, podiZe bradu ili rukama pridrzava kapke. ptoza

moZe biti i unilateralna ili se razvija samo oftalmopareza.Kronidna ekstema oftalmoplegija

moZe biti dio klindke slike atipidnih fenotipa FSHD.
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Zahvaljujudi naprednim tehnikama elektronske mikroskopije, enzimskim histokemijskim i

imunocitokemijskim metodama kao i metodama molekulame genetike za identifikaciju

genskih mutacija koji je kodiraju pojedine proteine, mnoge od kongenitalnih miopatija su

dobro definirane i time je njihovo razlikovanje od FSHD ranog podetka uspje5nije.
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Slika 8. Bolesnik s progresivnom ekstemom oftalmoplegijom(preuzeto s Intemeta)

Keams-Sayre sindrom (KSS) jerijetka mitohondrijska miopatija u kojoj dominira kronidna

progresivna ekstema oftalmoplegija. Javlja se prije 20-e godine uz joS ditav niz simptoma:

mi5i6na slabost koja je progresivna i pogor5ava se hzidkom aktivnoSiu, javlja se umor,

ponekad grdevi u mi5iiima. Od simptoma se pojavljuje pigmentna retinopatija, gubitak sluha,

bolest srca.,,Ragged red fibers" na histolo5kom preparatu mi5i6a su tipidan znak Sto pomaZe u

diferencijalnoj dijagnozi u odnosu na FSHDkao i je prisustvo ostalih abnormalnosti:

mentalna retardacija, cerebelami znaci, endokrinolo5ke abnormalnosti, epileptidki napadaji i

dl3.

Neki od klinidkih entiteta koji prate mitohondrijske miopatije su MELAS sindrom sa znacima

mitohondrijske encefalopatije s laktacidozom i epizodama nalik na moZdani udarimioklona

epilepsija s ragged reg fibers(MERRF). Op6enito su to tefke bolesti s razvojem progresivnih

mi5i6nih slabosti.

Endokrine miopatije se uobieajeno odituju mi5idnom slabosti, najde56e proksimalne

muskulature ekstremiteta. Njihov patofizioloSki mehanizam nastanaka nije u potpunosti jasan,

a histolo5ki i elekomioneurografski nalaz nije uvijek konzistentan. Najde56e kategorije

endokrinih miopatUa ukljuduju: l.miopatije uslijed adrenalne disfunkcije (Cushing-ova bolest

ili steroidna miopatija), 2. miopatije uslijed tiroidne disfunkcije:miksedem ili tireotoksiEna

miopatija.Ukoliko postoji hipertireoidizam u takvih bolesnika postdi slabost skeletne

muskulature, a ukoliko je izraien hipotireoidizam prevladavaju miSi6ni grdevi.3.miopatije

usljed paratireoidne disfunkcije 4. dijabetidka miopatija s ishemijskom infarkcijomfemoralnih

mi5i6a5. miopatije uslijed hipofizame disfunkcije2a.Najdes6a je steroidna miopatija i moZe

praviti diferencijalno dijagnostidke potelko6e u razlikovanju FSHD mada u toj miopatiji nije

zahvaiena facijalna muskulatura.
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Tiroidna oftalmopatija (Gravesova oftalmopatija) je dio autoimunog procesa koji izmedu

ostalog zahvada orbitalno i peiorbitalno tkivo i daje karakteristidan izgled bolesnikovih odiju-

egzoftalmus, koji moZe podsjeiati na izgled bolesnika sa slabo5du snage i tonusa m.

orbicularisoculi.Tipidna je pojava retrakcija gornje i donje vjede s vidljivim sklerama i

proptozom bulbusa. Bolesnici se Zale na binokulame vertikalne diplopije. Poreme6aji

funkcioniranja tiroidne Zlijezde moZe uzrokovati i orbitalni miositis i slabost odnih mi5i6a uz

znake miopatije na ekstremitetima2a.

Nas[iedne metabolilke bolestikoje se odituju kao miopatije su brojne, nazvane prema

substancama koje im nedostaju: deficijencija acid maltaze (Pompeova bolest), deficijencija

karnitina, deficijencija kamitin palmitil transferaze, deficijencija laktatdehidrogenaze,

deficijencija mioadenilatdeaminase, deficijencija fosfofruktokinaze, deficijencija fosforilaze

(Mc Ardleova bolest) i dr. Osnovno 5to se u nasljednim metabolidkim miopatijama dogada je

razvoj kronidne mi5iine slabosti uslijed gubitka mi5i6ne mase usljed nedostatnog stvaranja

energetskog produkta u mitohondrijima miSiia. Bolesnici s nasljednim metabolidkim

bolestima ne mogu tolerirati napor, javljaju se bolni mi5idni grdevi koji se ne javljaju redovno

u bolesnika s FSH. U bolesnika s metabolidkim miopatijama javlja se i slabost miSiia a

kliniEke slike ovise o dobi pojavljivanja simptoma, ako sejave po rodenju, mogu biti fatalne.

U Pompeovoj bolesti(defekt gena odgovoran za deficit enzima acid maltaza)

elektromioneurografski nalaz je tipidan, postoje miotona izbijanja, pozitivni denervacijski

valovi i fibrilacije i kompleksna repetitivna izbijanja. Mi5iina biopsija pokazuje vakuole koje

sadrZavaju glikogenr6. Klinidka slika se odituje slabo progresivnom mi5iinom slabo56u mi5iia

bedra, ramena i slabo56u respiracijske muskulature. VaZno je postaviti pravu dijagnozu jer

nadoknada nedostatnog enzima znadajno poboljSava inade lo5u prognozu ove bolesti.

McArdleova bolest (genetski deficit za enzim fosforilazu) se odituje najde5de prije l5-e

godine. Mi5i6na slabost nije jako progresivna, a nakon napora se javljaju jaki bolovi i slabost

u mi5idima koja pokazuje tendenciju znadajnog pobolj5anja nakon odmora, Sto nije sludaj u

bolesnika s FSHD.

Inflamatorne miopatije su stedene bolesti popredno prugasrih miSiia koje se odituju

mi5iinom slabo5iu, inflamacijskim promjenama i poviSenom razinom CK u serumu i kao

takve mogu praviti dijeferencijalno dijagnostidke poteskoie u razlikovanju od FSH. Znadajnu

razliku od FSHD kod inclusion body miositisa, dermatomiositisa i polimiositisa su promjene
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na mi5i6ima, koZi i vezivnom tkivu nastalim na imunolo5koj osnovi koja ujedno daje i

odgovarajude imunolo5ke laboratorijske pokazateue (miositis specifidna antituela) i znadajno

vi5i CPK od razine mjerene u bolesnika s FSHD. U bolesnika s dermatomiositisom i

polimiositisom karakteristdna je slabost i bol u miSi6ima proksimalne muskulatature, odni

miSiii nisu zahvaieni, a u teZim oblicima bolesti involvirani su i mi5iii facjialne

muskulature. U dermatomiositisu postoje odgovarajuie promjene na koZi: eritem oko odiju na

gornjoj vje<li oka, tamno crveni eritem na ekstenzomim dijelovima prstiju, laktovima i

koljenima koje znadajno pomaiu klinidkom razlikovanju od FSHD. MiSi6ne slabosti u

polimiositisu i dermatomiositisu su subakutnog ili akutnog podetka, progresivnog tijeka, a

kasnije mogu zahvatiti i distalnu muskulaturu ekstremiteta. lnvolvirani su mi5i6i farinksa i

vrata Sto uzrokuje oteZano gutanje i pote5ko6e drZanja glave.U blaiim klinidkim oblicima

mogu biti samo zahva6eni mi5i6i vrata i paravertebralne muskulature. U polimiositisu se za

razliku od FSHD javlja respiracijska insuficijencija zbog slabosti respiracijske muskulature

osobito u teskom akutnom obliku.

Sporadilni Inclusion body miositis (s-IBM) i hereditarna inclusion body miopatija je

zanimljiva skupina bolesti u diferencijalno-dijagnostidkom promi5ljenju u odnosu na FSHD

jer se odituje mi5i6nom slabo56u koja se moZe javiti asimetridno, odnosno na jednoj strani

tijela, moZe dodi do slabosti facijalne muskulature,a ekstraokulami mi5i6i nisu

zahvaieni.Obidno se slabost postepeno javja usljed upalne aktivnosti na miSiiima i to na

proksimalnoj i distalnoj muskulaturi ekstremiteta. MoZe podeti slabol6u mi5i6a natkoljenice,

Sake, fleksora prstiju, neki bolesnici imaju pote5koie s gutanjem Sto klinidki ne upu6uje na

tipidan klinidki tijek u bolesnika s FSHD.MiSiina biopsija pokazuje tipidan nalaz

citoplazmatskih vakuola i inkluzija. Do sada nema specifidne uzrodne terapije niti za FSHD

niti za IBM za koji se pretpostavlja da ga uzrokuju neovisno generirani degenerativni i

imunolo5ki procesi25 .

Adulltne forme spinalne miBidna atrofije (SMA tip III -Kugelberg-Welanderova

bolest"SMA tip IV) su bolesti koje gotovo redovito u klinidkim simptomima mogu praviti

diferencijalno dijagnostidki pote5ko6e u dijagnozi u odnosu na FSHD. To su autosomno

recesivne bolesti s definiranim genetskim deFrcitom (SMN I gen na kromosomu 5q) kojima

je osnovna karakteristika progresivna slabost donjeg motoridkog neurona. Buduii da su to

neuropatije, klinidki se raztikuju od FSHD po odsutnim mi5i6no tetivnim
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refleksima,fascikulacijama na skeletnim mi5i6ima. Razlikuju se po nalazu detekcUske

elektromioneurografije (gubitak perifemih motoneurona) te nalazu denervacijske atrofije na

bioptidkom materijalu mi5i6a. Prema klinidkom nalazu slidnija je LGMD po karakteristidnoj

distribuciji mi5iine slabosti, sporo je progresivnog tijeka. SMA tip III se javlja nakon l8

godine, adultna forma tip [V sredinom 30 -ih. Sporo progredijentnoj slabosti mi5iia

ekstremiteta u bolesnika sa SMA za razliku od bolesnika s FSHD mogu se u kasnijem tijeku

bolesti pridruZiti bulbame smetnje, a klinidki se mogu uoditi pseudohipertrohje. U obje

bolesti ; SMA tip III i tip tV kao i u FSHD bolesnici imaju normalni odekivani Zivotni vijek.

Facioskapulohumeralna spinalna mi5idna atroflia (FSH SMA) - spinalna muskularna

distrofija s FSH fenotipom jeopisana je davno kao atipidna slika Kugelberg Welander

spinalne atrofije upravo zbog facioskapulohumeralne distribucije mi5iinih slabosti i atrofije

pra6ene vidljivim fascikulacijama, oslabljenim mi5i6no tetivnim refleksima i nalazom EMNG

koji upuduje na neurogenu leziju stranica prednjih rogova spinalne moZdine26. To je

autosomno dominantna ili sporadidna bolest kojaje karakterizirana s udno pojasnom slabo5iu

i slabo5iu facijalne muskulature spore progresije koja se pojavljuje prije 20 godine Zivota u

bolesnika, najviSe je opisana u Japanu.

Danas su poznate skapuloperonealne spinalne miSidne atrofije: tip I (autosomno

dominantna), tip 2 (autosomno recesivna forma) i X-vezana skapuloperonealna spinalna

mi5iina atrof,rja od kojih je tip I je naslidnija FSHD po godinama pojavljivanja (od, 14-26

godina), atrofiji distalnih dijelova donjih ekstremiteta, afekcijom facijalne muskulature i

pektoralnog mi5iia.

Skapulohumeralna spinalna miii6na atrolija je karakterizirana slabo5du miSi6a

skapulohumeralne distribucije a razlikuje se klinidki od FSHD po tome Sto se atrofrja javlja

kasno, u periodu od 4. do 6. desetlje6a Zivota, rapidne je progresije sa smrtnim ishodom zbog

respiracijske insufi cijencije unutar tri godine.

Davidenkow sindrom je poznata forma skapuloperonealne SMA karakterizirane slabo5iu

pektoralne i udno pojasne muskulature i distalne muskulature ekstremiteta. Bolesnici imaju

pes equinovarus, gubitak osjeta po tipu ,,darapa" i fascikulacije Sto ih znadajno klinidki

razlikuje od bolesnika s FSHD.
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Distalna spinalna misi6na atroqia (spinalni oblik Morbus CharcorMariae-Tooth ili
hereditama senzomotoma neuropatija tip II) se klinidki odituje atrofijom peronealnih mi5iia

na potkoljenicamai slabosti dorzalne fleksija stopala2'. Pes cauus, odsutni ili oslabljeni

mi5iino tetivni refleksi u klinidkom pregledu ve6 upuduju na neuropatiju u podlozi

poremedaja.Elektromioneurografija i genetska analiza pomaZu u diferencijalnoj dijagnozi

distalne spinalne miSiine atrofije i FSHD.

Miastenija gravis (MG) jebotest koja se javlja kao posljedica imunolo5kog zbivanja na

postsinaptidkom dijelu neuromi5iine sinapse. iesto se odituje okulamim simptomima, npr.

ptozom kapaka koja moZe biti asimetridna. Kod miastenije postoji desto zahvaienost mi5i6a

pokretada odnih bulbusa uz dvoslike, poreme6aje vidne o5trine (akomodacije) Sto ju razlikuje

klinidki od slabosti na m.orbicularis oculi bolesnika s FSHD. Razliditosti su i u klinidkim

znacima motoridke zamorljivosti u miastenije gravis npr. kod forsiranog pogleda prema gore

nastaje ptoza kapka zbog patolo5ke zamorljivosti na mi5i6u podizadu gomjeg odnog kapka,

kod bolesnika s MG se moZe javiti strabizam koji mijenja smjer tijekom dana. Kod bolesnika

s MG je izraZen miopatskifacies (kiselo lice) zbog slabosti mimidke muskulature, postoji

zaostajanje gornje usne, ponekad otvorena usta zbog slabosti m. massetera, izmijenjen govor,

rinolalija,disfonija, oteZano Zvakanje i gutanje hrane, a sve se to popravlja nakon primjene

antikolinesteraznih lijekova Sto je vrlo vaZan dijagnostidki znak. Bolesnici s miastenijom

nemaju atrofije muskulature na licu, ramenom i zdjelidnom pojasu izuzev u kasnim atrofidnim

stadijima bolesti,mada je slabost muskulature preteZno proksimalna kao i u bolesnika

FSHD.Slabost popredno prugastih miSiia u bolesnika s miastenijom gravis pokazuje dnevne

varijacije (s odmaranjem se smanjuje ili nestaje), a bolest se dokazuje i elektrohziololkim

testom repetitivne stimulacije,dokazom smanjenja mi5i6ne slabosti primjenom

antikolinesteraznih lijekova te dokazom antitijela na nikotinske acetilkolinske receptore.

Lambert-Eatonsindrom kao stedeni poreme6aj presinaptidkog dijela neuromiSiine spojnice

se rijetko odituje okulamim simptomima. U bolesnika s LE sindromom se javljaju pote5kode

u vidu slabosti proksimalne muskulature ekstremitetakoje se popravljaju ponavljanjem

pokreta Sto se u distrofijama nikada ne javlja. U postavljanju dijagnoze presinaptidkog

poreme6aja neuromi5iine spojnice pomaZe dokaz antitijela na voltaZne kalcijske kanale i ev.

dokaz maligne bolesti.
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Bolesti motornih neurona (BMN): amiotrofitna lateralna skleroza, progresivna bulbama

paraliza, progresivna muskulama atrof,rja i primama lateralna skleroza su progresivne i desto

fatalne neurodegenerativne bolesti. Zbog toga ihje vaZno ihje razlikovati od FSHD. U MND

se javljaju neki od simptoma i znakova slidnih FSHD:slabost, umor i atrofija u mi5idima

ekstremitetima. Atrofije mi5i6a su uglavnom drugadijeg rasporeda (segmentnog) no u FSHD i

napreduju znadajno brZim tijekom. Grdevi u miiiiima, napreduju6e bulbarne smetnje i slabost

respiracijske muskulature su tipidni za MND.Klinidki nalaz koji upu6uje na kombinaciju

o5tedenja donjeg i gornjeg motoridkog neurona, kao i tipidan elektromiografski nalaz (te5ki

gubitak motoridkih neurona s izraZenim fenomenom teritorijske i vremenske kompenzacijske

aktivnosti preostalih motoridkih jedinica) ima veliko znadenje u postavljanju dijagnoze BMN.

Asimetridna slabost muskulature ramenog pojasa i asimetridna strSeia skapula koja se moZe

vidjeti u bolesnika s FSHD moZe klinidki nalikovati na upalno o5tedenje vlakana brahijalnog

pleksusa. Pleksus neuritis se odituje slabo5iu mi5i6a ramena (flakcidna paraliza ramena i

paraskapulamih mi5i6a nekoliko dana poslije)i atrofijom kojoj prethodi akutno ili subakutno

nastala jaka bol.Osobite diferencijalno dijagnostidke pote5ko6e moZe diniti rijetka hereditama

forma brahijalnog neuritisa (BN) s autsomno dominantnim nasljedivanjem u bolesnika s

mutacijom SEPT9 gena na kromosomu l7q koja moZe biti rekurentna, desto i bilateralna i s

facijalnom dismorfijom u vidu asimetrije facijalne muskulature, hiportelorizmom28 .

Kroniina inflamatorna demijelinizaciiska poliradikuloneuropatija (CIDP),dijabetiEka

polineuropatija ili amiotroliia se mogu oditovati mi5iinim slabostima i atrofrjama u

ekstremitetima proksimalneili distalnedistrubucije gdje 6e klinidki nalaz koji upuduje na

o5te6enja donjeg motoridkog neurona uvelike pomoii u diferencijalnog dijagnozi, kao i

elektromioneurografski nalaz.

Mi5iina slabost u ekstremitetima i muskulaturi lica su desta klinidka obiljezja u

kanalopatijama zbog dega se razmatraju u diferencijalnoj dijagnozi FSHD. Kanalopatije su

skupina bolesti kojesu uzrokovanerazliditim genetskimmutacijamadije su posljedice

poremedaj strukture ionskih kanala (kloridnih, natrijskih, kalijskih i kalcijskih) koji se klinidki

odituju ditavim nizom simptoma od miotonije do periodidne paralize.

Bolesti nastale mutacijom gena za kloridne kanale su Thomsenova kongenitalna miotonija i
Beckerova generalizirana miotonija koja uz simptome miotonije moZe imati i vidljive
hipotrofije miSiia ruku i vrata. Mi5i6nom slabo56u se moze oditovati i neuromiotonija (Isaacs
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sindrom), gdje je ipak klinidki predominantno izraZena kontinuirana ili povremena nevoljna

miSiina kontrakcija prisutna i za vrijeme sna. Poreme6aji u kalcijskim kanalima (koji su

rijanodinski receptori u retikulumu sarkoplazme) uzorkuju poreme6aje u kontrakciji mi5iinih

vlakana.Ti su poremedaji izraZeni u hipokalijemijskoj periodidnoj paralizi, uzrokuju i malignu

hipertermiju a vidaju se u centralcormiopatiji.U periodidnoj hipokalemijskoj paralizi

osimkarakteristidkih nodnih ataka slabosti miSiia kojima prethode vegetativni simptom, moZe

se oditovati i atipidnim atakama slabosti: slabost jednog ekstremiteta, obostrana brahijalna

slabost. Genetski uzrokovane mutacije natrijskih kanala su najde5ii uzrok hiperkalemijske

periodidne paralize i kongenitalneparamiotonije (Euleburgova bolest).Kod njih se javljanju

atake miSi6nih slabosti uz izraiene fenomene miotonije provociranih vjeZbanjem i hladno6om

koje se mogu kod ponavljanja oditovati i kao trajna slabost u proskimalnoj muskulaturi Sto

moZe slieiti mi5iinoj distrofiji.Obidno takvi bolesnici imaju i moiopatske promjene na EMNG

uz poviSene vrijednosti CK2e.

Postaviti sumnju na FSHD u na5ih bolesnika ukoliko poznajemo osnovne klinidke

karakteristike bolesti moZda i nije te5ko. Medutim, ako smo svjesni koliko se veliki broj

razliditih bolesti i klinidkih entiteta prezentira istim ili slidnim klinidkim znacima kao i

FSHDteuzmemo u obzir veliku varijabilnost njezinog klinidkog izraiaja,trebali bismo u

procesu postavljanja dijagnoze FSHD biti oprezni i temeljiti.

Literatura:

l. Prevalence of rare diseases: Bibliographic data.www.orpha.net,November 2008

Number l, Orphanet report Series

2. Emery AEH. Population frequencies of inherited neuromuscular diseases:a world

survey.Neuromuscul Disord. l99l;l:19-29.

3. lcmmers RI, Wohlgemuth M, van den Gaag KJ, et al (November 2007) Specific

sequence variations within the 4q35 region are associated with facioscapular muscular

dystrophy. Am.J.Hum.Genet. 8 I (5):884-94.

4. Rose MR,Tawil R.:Drug tratment for facioscapulohumeral myscular dystrophy'

Cocrane Database Syst Rev. 2N4;(2):CD0O2276.

5. Padberg GW,Lunt PW, Kohm M, et al. Diagnostic criteria for facioscapulohumeral

muscular dystrophy.NeuromuscuI Disord. 1991 :l:231 -234'

50



NovosTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, rerapija i prcvencija facioskapulohumeralne misiine
distrofije (FSHD), HllM, Zagreb, 31.03. i 01.04.201 l.

6. Trevisan CP, Pastorello E, Armani M. Et al. Facioscapulohumeral muscular dystrophy

and occurence of heart arrhythmia. Eur Neurol. 200,6:56l.l-5.

7. Padberg GW.Fasciscapulohumeral Diseases /thesis/.lriden, the Netherlands: lriden

University; 1982.

8. Wohlgemuth M, de Swa( BJM,Kalf JG, et al. Dysphagia in facioscapulohumeral

muscular dystrophy. Neurology. 2006;66:1926-1928.

9. Shahrizaila N, Wills AJ. Significance of Beevors sign in facioscapulohumeral

dystrophy and other neuromuscular diseases. J Neurol Nerusurg Psychiatry.

2005;76:869-870.

10. Brouwer OF, Padberg GW,Van Der Ploeg RIO, et al. The influence of hundendness

on the distribution of muscular weakness ofhe arm in facioscapulohumeral muscular

dystrophy. Brain. I 992; I l5: 1587- I 598.

ll. Padberg GW. Facioscapulohumeral muscular dystrophy: a clinicans experience. In

Upadhyaya M, Cooper DN, eds. Facioscapulohumeral Muscular Dystrophy. New

York. NY: Bios Scientific Publishersl2004:41 -54.

12. Koetsier CP. Pain related to FSHD dystrophy: an underestimated problem? Results of

an inquiry in the Netherlands, Baam VSN,FSH Watch. Publication of FSH Society

USA). I 997 :sum mer:23 -24.

13. Funakoshi M, Goto K, Arhata K. Epilepsy and mental retardation in a subset of earlay

onset 4q35-associated facioscapulohumeral muscular dystrophy.Neurology.

1998;50: l79l - 1794.

14. Sahgal V, Reger S. Physical Medicine and Rehabilitation for Limb-Girdle Muscular

Dystrophy. 2009.April. Dostupno na:http://emedicine.medscape.com/article/3 135 l5-

overview( l3.oZujka 201 l.)

15. Kramerova I, Beckman JS, Spencer MJ. Molecular and cellular basis of calpainopathy

(limb girdle muscular dystrophy type 2A), Biochim Biophys Acta. 2007

Feb;1772(2):128-44.

16. Santra G. Limb Girdle Muscular Dystrophy. Joumal,lndian Academy of Clinical

Medicine 2008;9(4):302-5.

17. Berciano J, Gallardo E, Dominguez-Perles R, Garcia A, Garcia-Barredo R, Combarros

o, et al. Ausosomal-dominant distal myopathy with a myotilin S55F mutation: sorting

uot the phenotype. J Neurol Neurosurg Psychiatry.2008 Feb;79(2):205-g.

5l



18. Bachmann H, Wagner A. Myopathia distalis tarda hereditaria. Results of a

genealogical, clinical, clinical-hemical and electromyographic family study. Psyciatr

Neurol Med Psxchol (kipz). 1980 Jan;32(1):20-8.

19. Biemond A. Myopathia distalis juvenilis hereditaria. Acta Psychiatrica Snandinavica

Vol 3o;Issue 1-2:25-38, June 1955.

20. Lopate G. Congenital Muscular Dystrophy. 2009. Feb. Dostupno

na:http://emedicine.medscape.com./article/l I 80214-overview( l4.oZujka 201 l.)

21. Lopate G. Congenitale Myopathies. 2009. May. Dostupno na:

http://emedicine.medscape.com/article/1 175852-overview (l5.oZujka 201 1.)

22. Selcen D, Engel AG, Myofibrillar Myopathy. Includes: Alpha-B Crysllinopathy,

BAG3-Related Myoirrillar Myopathy, Desminopathy, Filaminpathy, Myotilinopathy,

Zaspopathy. 2010, July.

Dostupno na: http:/www.ncbi.nim.nih.gov/booksNBKl499.(l 5.oZujka 201 l.)

23. Hampton R. Cronic Progressive Extemal Ophtalmoplegia. 2008.Dec. Dostupno

na:http://emedicine.medscape.com/article/1215103 (l6.oZujka 201 l.)

24.W ayne E Anderson,DO Endocrine Myopathies 2010. Feb. Dostupno

na:http:/emedicine.medscape.com/articlei I 170469-overview( l6.oZujka20l1.)

25. Lin HC, Barkaus PE, Collins MP, Collins MIP, InclusionBodyMyositis 2010, June

Dostupno na http://emedicine.medscape.c oml articlel 1 17 2746-overview ( I 6.oZujka

201 l.)

26. Furokawa T, Toyokura Y. Cronic spinal muscular atrophy of facioscapulohumeral

type. J.Med Genet. I 976 August; I 3 (4):285 -289.

27. Tsao B, Armon C. Spinal Muscular Atrophy. 201 LMar. Dostupno

na:http:emedicine.medscape.com./article/l 181436-overview( l7.oZujka 201 l.)

28. van Alfen N, van Engelen BG, Huges RA. Treatment of idiopathic and hereditary

neuralgic amyotrophy (brachial neuritis). Cocrane Database Syst Rev.2009 Jul

8;(3):CD006976.

29. Ropper HA, Brown HR, Adams and Victor's Principles od Neurology'Sth edition.New

York:The McGraw-Hill Companies;2005.

52

NovoSTI U KLINICKOJ GENETCI: Molekularna dijagnostika" terapija i preveocija facioskapulohumeralne milicne
distrofije (FSHD), HtlM, Zagreb,31.03. i 01.O4.201l.



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICt: Molekulama dijagnostika, terapija i prevencija facioskapulohurneralne misiine
distrohje (FSHD), HllM, Zagreb, 3l.03. i 01.M.201 l.

VARIJABILNOST KLINIdKE SLIKE FACIOSKAPULOHUMERALNE
MISI.NE DISTROFIJE

Davorka VRANJES

KBC Zagreb Klinika za neurologiju, Medicinski fakultet sveudiliSta u Zagrebu

Facioskapulohumoralna mi5i6na distrofija je relativno desta primama bolest mi5iia.

Naslje<luje se autonomno dominatno, a uzrokovana je patolo5kom promjenom gena na

krajnjem dijelu dugog kraka kromosoma 4.

Tipidna klinidka slika karakterizirana je slabo56u mi5i6a lica, sporo progresivnim

descendentnim razvojem asimetridne slabosti mi5i6a ramenog obruda, posebno onih koji

podiZu lopatice, te mi5i6a nadlaktica, a potom zdjelidnih i peronealnih mi5i6a. Ono Sto je

specifidno za ovaj oblik mi5iine distrofij e je izrazita varijabilnost klinidke slike, odnosno

teZine pojedinih simptoma i znakova bolesti. Prema nekim radovima do 307o aficiranih osoba

ostanu asimptomatske. Vedina bolesnika vrlo postupno razvija umjerenu do znatnu mi5i6nu

slabost, ali ostaje pokretna do visoke Zivotne dobi. Oko 20Vo bolesnika relativno brzo

razvijaju te5ki motoridki deficit te postaju nepokrctni desetak godina nakon pojave prvih

znakova bolesti.

Oko 5Vo bolesnika nemaju karakteristidnu deleciju na kromosomu 4q35, te se govori o FSHD

tip II. Interesantno je da kod tih bolesnika klinidka slika ne pokazuje znadajniju razliku niti

ve6u varijabilnost u usporedbi sa FSHD tip I.

Prvi znakovi bolesti najdes6e se javljaju izmedu 20-40 godine zivota. Pojava bolesti u ranom

djetinjstvu po dojenadkoj dobi je rijetka, a klinidki se manifestira sa slabosiu facijalnih

miSiia, te kasnijom brZom progresijom i teZim motoridkim deficitom. Slabost facijalnih

mi5iia jedan je od ranih znakova bolesti i u adulrnom obliku i najdeSie je asimetridna.

Ponekad moZe biti vrlo blagog intenziteta te se prepoznaje samo kod nekih radnji kao sto je

nemoguinosti fudkanja, puhanja balona, pijenja na slamku, ili nepotpuno zatvaranje odiju kod

spavanja. Ekstraokulami mi5iii kao i bulbami mi5iii su saduvani. Fleksori vrata su relativno
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saduvani u odnosu na ekstenzore. Cesto dominira slabost mi5i6a ramenog obruda sa odignutim

skapulama, horizontalno poloZenim klavikulama, te atrofijom pektoralnih mi5i6a. Na

nadlakticama je zahva6en m. biceps i triceps brachii dok je m. deltoideus obidno saduvan.

Osim ekstenzora Sake mi5iii podlaktica i Saka po5tedeni. Slabost abdominalnih mi5iia odituje

se izbadenim trbuhom i lumbalnom hiperlordozom. Kod naglaSenije slabosti mi5i6a donjeg

dijela trbuSne sdenke pri fleksiji vrata dolazi do pojave podizanja umbilikusa (Beevorov

znak). Na nogama prvo se razvija slabost peronalnih miSiia (dorzofleksora stopala) dok su

miSiii lista saduvani. Ne tako rije&o asimetridna slabost peronalnih mi5i6a moZe biti i jedan

od prvih znakova bolesti Sto predstavlja diferencijalno dijagnostidki problem u odnosu na

heterogenu grupu skapulo-peronealnih sindroma. Prema nekim autorima oblik s dominantnim

zahvaianjem mi5iia ramenog obruda te peronalnih mi5i6a uz izostanak evidentne faciopareze

je poseban klinidki entitet/Scapuloperoneralna mi5i6na distrofija/ iako su obje bolesti

povezane sa delecijom 4q35. Mi5i6i zdjelidnog pojasa i natkoljenica u ranoj fazi bolesti

obidno su saduvani, premda rana pojava slabosti proksimalnih mi5iia nogu nije tako rijetka.

O5tedenje sluha te pojava teleanigektazija na retini su desti kod bolesnika s FSHD. Miokard je

rijetko zahvaien, ali kod oko 607o bolesnika nadene su smetnje provodenja.

CK je blago do umjereno povi5en, a moZe biti uredan. EMNG obrada pokazuje znakove

miopatije samo u atrofidnim mi5iiima udova te mi5iiima lica. U ostalim poglavito u distalnim

miSidima desto se nalazi Siri i vi5i potencijali koji upuiuju na neurogeno o5teienje.

U klinidkoj praksi desto se susredemo s bolesnicima kod kojih se razvoj bolesti i klinidki

nalaz razlikuje u usporedbi sa klasidnim obrascom motoridke slabosti, kako u vremenu

pojave te intezitetu prisutnih simptomima, Sto desto moZe dovesti do dijagnostidkih

pogreSaka ili neprepoznavanja bolesti u ranijoj fazi

Prikazi bolesnika:

Obireljska anamneza: Majka 66 god. slidne tegobe i klinidki nalaz., navodno i njen otac. K6er

(14 god) klinidki suspektna ( slabost peronealnih mi5i6a). Sin I I god. klinidki izgleda zdrav.
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Anamneza: Motomi razvoj uredan, u adolescenciji i ranoj odrasloj dobi bavio se aktivno

sportskim aktivnostima. Nakon 35 god. zapaZa pojadano zamaranje osjedaj slabosti ruku i

nogu, imao de56e distorzije skodnih zglobova, osjeiao krampe u listovima, bol duZ vratne i LS

kralje5nice, te osje6aj parestezija kod eleviranih ruku.

Neurololki status: prominetna lumbalna lordoza, atrofija peronealnih mi5iia i

pseudohipotrofija mi5i6a lista uz oduvan m. extensor dig.brevis, spu5tena ramena, izbodene

lopatice slabost miSiia lica. EMNG: tipidna miopatUa samo u atrofidnim mi5idima Mijelani

uzorak sa znacima miopatije i neuropatije u ostalim miSiiima. Ostalo: CK povi5en do 448

u,/L, ostali biokemijski parametri uredni. Perciptivna gluho6a (25Vo) EKG: uredan. UZ srca:

proSirenje lijevog ventrikla i septalna hipertrofija.

I
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Prva neurolo5ka obrada u dobi od 40 god. Uputna dg. Sy. cervicobrachiale et LS.

DNA analiza udinjena u Parizu uz pomod sonde pl3El I koja prepoznaje lokus DlZ4 na

distalnom dijelu kromosoma 4 je pokazala smanjenje fragmenta karakteristidno za FSH.

.t

:r--
:

.

I

I
I

rl

I

I
r

I
1
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tOOns

obosrano, distalne tredine lijeve natkoljenice. Ramena savijena prema naprijed uz str5eie

lopatice pri abdukciji izrazitije desno. Slabost fleksije glave, pu6enje asimetridno, stisak apaka

oduvan. Vlastiti refleksi prisutni. EMG: jasna miopatija u atrofidnim mi3i6ima, znakovi

miopatije i neuropatije u ,,oduvanim" mi5i6ima. CK oko 500U/1.

DNA nalaz: PatoloSki smanjen fragmet (38,5kb) blizu telomemog kraja kromosoma 4, Sto

potvrduje dijagnozu FSH.

500uv
lO0ns

FI

FILIER :. 2oilz

Bolesnica 2z K. P . 1952 god. Prva obrada u dobi 46 god.

Obiteljska anamneza: Ne zna za slidne tegobe kod dlanova obitelji.

Anamneza: Do tridesetih godina bez te5ko6a. Kasnije zapaia da ne moZe potrdati zbog

slabosti lijevog stopala, desti grdevi u listovima. Neurolo5ki nalaz: Hod na peti lijevo

neizvediv, na prstima bez ogranidenja. Atrofija peronealnih mi3iia lijevo uz oduvan m.ext.

digg. brevis. Atrofija medijalne glave lista

l
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Bolesnik 3. L.2., rod. 1955. god.

Obiteljska anamneza3 b.o

Anamneza: U treioj godini roditelj i zamjeiuju da ne moZe potpuno zatvoriti odi. U 5 god.

lijeden bolnidki radi Sarlaha nadena asimetridna slabost mimidne muskulature te postavljena

sumnja na mi5iinu distrofiju. U 13 god. slabost mi5iia nogu prilokom trdanja, nemogu6nost

podizanja iz dudnja, kasnije nemogu6nost penjanja uz stepenice. Dg. Mi5idna distrofrja. Od

34 god. nepokretan koristi se kolicima.

Neurolo5ki status: 47 god. Nepoketan. Facies myopatica obostrana slabost mi5iia lica sa

Belovim fenomenom. Atrofija mi5iia ramenog obruda, skapule alate, zdjelidnog pojasa,

peronealnih mi5i6a, hipotrofija malih mi5iia Saka, podlaktica Fleksijeske kotrakture koljena i

lakatnih zglobova.

EKG: Sinus ritam, hipertrofija lijeve klijetke, hipertrofija lijevog atrija.

Oftalmolog. Rethinopathia ( na retini vidljivi eksudati, hemoragije mikroaneurizme ) jade

ldevo.

Perceptivna nagluhost.

DNA obrada u Parizu 1998. god. potvrduje dg. FSHD.

Bolesnica br 4. S. M. roil. l97l god.

Obiteljska anamneza: b.o.

Anamneza: Psihomotomi razvoj uredan. Oko 30 god. Zivota ( nakon II poroda) zapaZa

zapinjanje stopala kod hoda. Prvi neuroloSki pregled u 37 god. Dg' Protrusio disci' L5 Sl.

Radiculopathia . Posljednje dvije godine dini joj se da je progresija mi5i6ne slabosti nesto

bria.

Neurolo5ki nalaz: Ne5to slabije puienje ustUu, hipotrofidna oba m'

stemocleidomastoideusa, jade lijevo. Lijeva skapula str5i, diskretno i desno ali jo5 uvijek uz

primjerenu mi5i6nu snagu i opseg pokreta u ramenima. Hipoterofija peronealnih misiia
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potkoUenica uz odrZan m. extensor brevis, te medijalne glave m. gastrocnemiusa, dorzalnu

fleksiju stopala ne izvodi, peronealni (pijetlov) hod, refleks simetridno oslabljeni ali prisutni

osim RAT obostrano. CK oko 300.

EMNG: Miopatija u peronealnim mi5i6ima m. gastrocnemius i m. stemocleoidomastoideus,

Neurogena lezija tz pojedine polifazidike potencijale u mi5i6ima ramenog obrdda i nadlektica.

EKG uredan.

DNA analiza: Nije udinjena.

Dg. FSHD suspt. Dif. dg. Scapuloperonelana MD
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NOVOSTI U KLINTCKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostik& terapija i prevencta facioskapulohumeralne miSiCne

distroftje (FSHD), HIIM, Za$eb, 31.03. i 01.04.201 l.

KAKO PREPOZNATI FSHD?

Nina CANKI-KLAIN

Medicinski fakultet Sveudili5ta u Zagrebu, Hrvatski institut za istraZivanje mozga

Saietak. Facioskapulohumeralna misiina distrofrja (FSHD) ili Landouzy-Dejerineov

atrofidni oblik mi5idne distrofrje, (MIM 158 900) po udestalosti je treia, a po nekim

najnovijim podacima jedna od najdeSdih genetskih miSiinih bolesti, s poprednom

incidencijom od najmanje I :20 000 Zivorodendadi.

Nasljetluje se na autosoman dominantan nadin, premda l0-307o svih bolesnika predstavlja

prvi sludaj u obitelji tj. de novo nastalu mutaciju koju u 407o uzrokuje mozaik jednog od

roditelja ili samog bolesnika.

Klinidka slika bolesti je vrlo raznolika obzirom na dob, teZinu i napredovanje simptoma, a

znatne razlike postoje izmedu razliditih kao i unutar iste obitelji. Varijabilnost simptoma

obuhva6a Siroki spektar idudi od asimptomatskih nositelja/nositeljica gena do teSkih oblika

koji dovode do gubitka autonomnog kretanja (207o bolesnika). Isto je tako raznolika dob

podetka bolesti, premda se simptomi u ve6ine bolesnika javljaju u drugoj dekadi Zivota.

Kako se radi o visokoj penetracUi gena, vi5e od 957o bolesnika pokazuje simptome do 20

godine. Klinidke znakove karakterizira bilateralna, asimetridna, selektivna i progresivna

hipotrofija i slabost mi5i6a koja najprije lokalizirano zahva6a lice te se polagano Siri na

rameno podrudje, trup, donje dijelove trbuha, ekstenzore stopala te proksimalne dijelove

gomjih ekstremiteta i mi5i6e zdjelidnog pojasa.

Bolest mogu pratiti osteienja nemiSi6nih struktura. Tako se desto opaZaju senzoridki gubitak

sluha i promjene kapilara retine. Te promjene rijetko pokazuju simptome, ali je korisno da

bolesnik bude pod kontrolom okulista koji 6e u sludaju potrebe, anomalije moii potvrditi uz

pomoi fluorescentne angiografije (FAG). Sistematsko trazenje promjena na oku se preporuda

u bolesnog malog djeteteta koje nije u stanju zamijetiti promjene vida te u teskim oblicima

bolesti koji se obidnojavljaju ved u djedjoj dobi.
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Genetska osnova FSHD se sastoji u smanjenju polimorfnog D4ZA ponavljajuieg niza na

krajnjem dijelu dugog kraka kromosoma a (aq35) koji prepoznaje sonda p13E-ll i koji je

povezan sa specijalnim haplotipm A4l6l. Premda se radi o intenzivnim istraZivanjima koja

traju vi5e od dvadeset godina, uzrodni gen jo5 nije poznat. Dosada5nji podaci ukazuju na

sloZen i moZda jedinstven molekulamo genetski mehanizam u kojem bi vaZnu ulogu igrali

epigenetski mehanizmi.

Ve6ina bolesnika (>95Vo) su heterozigoti za djelomidnu deleciju ponavljaju6ih elemenata

makrosatelitnog podrudja ponavljanja D4ZA. U klasidnim sludajevima, dijagnoza se osniva

prvenstveno na karakteristidnoj klinidkoj slici i obiteljskoj povijesti bolesti i potvrduje

standardnom visoko senzibilnom (95Vo) i specifidnom (957o) molekutarnom analizom uz

pomod sonde pl3E-l I koja pokazuje smanjenje fragmenta DNK ispod 38 kb ( ti.< l0
ponavljaju6ih jedinica) dok normalne vrijednosti iznose od 4l-350 kb ( tj. od ll-100

ponavljajuiih jedinica ). Varijabilnost klinidke slike i sloZenost genetskog uzroka mogu

pokatkada oteZati dijagnozu bolesti. U takvim sludajevima su potrebna dopunska ispitivanja

( CK, EMG, MR ili CT mi5i6a) uz upotrebu specifidnih molekulamih tehnika. Genetsko

savjetovanje naoko zdravim roditeljima nakon rodenja FSHD djeteta u obitelji u kojoj je to

prva pojava bolesti, nuZno nalaZe detaljan klinidki pregled oba roditelja uz molekulamu

analizu upotrebom specijalne metode( PFGE) kako bi se otkrio ili iskljudio mogu6i mozaik.

Za sada ne postoji djelotvomo lijedenje FSHD premda su bila izvedena neka klinidka

ispitivanja koja nisu pokazala zadovoljavajuie rezultate.

Kako bismo prepoznali FSHD, potrebno je misliti na:

Genetsku mi5i6nu bolest

UCestalost pretpostayuene bolesti u populaciii

Dob i spol bolesnika

Poznavati kliniEku sliku i paifivo gledati bolesnika:

o Atrofidna

o Asimetridna

o Selektivna

o Descendentna zahvadenost miSiia

SIuIati bolesnika (bolovi u mi5i6ima)

Genetske osobitosti:

o Autosomna dominantna bolest

6l
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distroirje (FSHD), HIIM, Zagreb, 31.03. i 01.04.201l.

o De novo nastala bolest u l0-307o bolesnika od kojih l2-4OVo ima mozaik

o Penetracija genaje visoka (do druge dekade Zivota prisutni simptomi u

> 95% bolesnika)

Obite[isku podaci

o Velika varijabilnost unutar iste i razliditih obitelji (od asimptomatskih ili pauci

simptomatskih osoba do vezanosti uz invalidska kolica)

o Posojanje perceptivne nagluhosti u nekih dlanova s ili bez mi5i6ne slabosti

o Pitati dlanove obitelji o spavanju s poluotvorenim odima
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MORFOLOGUA PATOLOSTTTT PNOUJENA U FSHD

Biopsija skeletnog mi5i6a je znadajna za postavljanje dijagnoze miopatskih poremedaja.

Predstavlja korisnu dijagnostidku tehniku pri dijagnosticiranju svakog pojedinadnog tipa

miopatskih poreme6aja. Analizom strukturalnih i ultrastrukturalnih obiljeZja razliditih

miSi6nih poreme6aja morfolo5ki se isti diferenciraju i doprinosi se usmjerenom i ciljanom

dijagnosticiranju. Poznato je da miopatije pokazuju fenotipsku varijabilnost koju

objainjavamo genetskom patogenezom. No, za patologe je znadajna i histoloSka heterogenost

kojaje osobito izraLena u FSHD.

Neki poreme6aji se mogu dijagnosticirati na rutinskim rezovima obojanim hematoksilinom i

eozinom (HE). Svjetlosnim se mikroskopom jasno mogu uoditi opce karakteristike tkiva

procijeniti odnos miSidnih vlakana, jezgara, vezivnog i masnog tkiva, prisutnost upalnih

stanica, vaskularnih i neuralnih komponenti. Zasebna i sama metoda rutinske svjetlosne

mikroskopije (HE) desto nije dostatna za postavuanje dijagnoze poremedaja skelerne

muskulature.
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Histokemijske metode su neophodne u nekim prilikama, a ukljuduju modificirana trikromna

bojanja poput Gomory-a, ili Masson-a; periodidne kiselina Schiff-a (PAS), Oil red O (ORO).

Enzimatske histokemijske metode poput congo Red, reduciranog nikotinamid adenin

dinukeotida (NADH-TR), sukcinat dehidrogenaza (SDH), citokrom oksidaza, ksela

fosfataza, adenozin trifosfataza (ATPaza) preinkubirane na pH 9.4, 4.6 i 4.3. Isto tako u

odredenim sludajevima je neophodna imunohistokemijska analiza (npr. distrofina,

sarkoglikana i merozina) i naposlijetku elektronsko mikroskopska (EM) analiza.



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, rerapija ip,evencija facioskapulohurneratne misiine
distrohjc (FSHD), HIIM, ZagrEb,31.03. i 01.04.201l.

Prijem i priprema uzorka

Za histolo5ku analizu u pravilu se uzima mi5ii standardnih lokalizacija ili iz mi5i6ne skupine

najzahvadenije promjenom. SvjeZi uzorak (na ovlaienoj gazi) doprema se za patohistolo5ku

dijagrostiku. Ovisno o dimenziji uzorak se procjenjujeoptimalnim (lcm) /suboptimalnim

(>O,5cm) i jedan dio se odvaja za smrzavanje u poprednom/uzduZnom rezu. Dio se stavlja u

postupak fiksacije u puferiranom formalinu, a dio se fiksira za EM(2mm) u gluteraldehidu.

lm,oRo,PAS

Na IIE se promatra postoji li odstupanje u velidini vlakana, vakuole, pravilna distribucija

obojenja i artefakti koji mogu biti od dijagnostidkog znadaja.

Histologija FSIID

Histololke promjene u sludaju FSHD su nespecifidne. Nespecifidne kronidne miopatske

promjene na poprednom presjeku angulirana vlakna, atrofidna i sporadidno hipertrofidna

vlakna; mononukleami upalni infiltrat oskudan do srednje obilan (stika l), prisutnost

anguliranih i atrofidnih vlakana je potvrdena u brojnim biopsijama. Sarkomere su ponekad

norrnalne, dok se povremeno moze uoditi distorzija miofibrila, vezikulame svijetle jezgre.

No, karakteristidno da je vedina miSi6nih vlakana neupadljiva.

Sludajevi kada je prisutan izraZeni gubitak mi5i6nih vlakana nerijetko su pra6eni izraZenijim

upalnim infiltratom, nekrozom i fagocitozom.

7a elektronsku mikroskopiju, mali fragment uzorka mi5i6a s poprednim i uzduZnim

presijekom se svjeZi odmah po eksciziji fiksiraju u 3Vo cacodylatom puferiranom

gluteraldehidu, post-fiksiraju u osmij tetraoksidu, dehidriraju kroz smole na 65oC tijekom 24

sata. Polutanki rezovi I pm debljine se kontrastiraju toluidinskim plavilom i pregledaju

svjetlosnim mikoskopom. Ultratanki rezovi 70 nm debljine se diZu na (bakrene) mreZice,

bojaju uranil acetatom i olovo citratom i analiziraju pod elektronskim mikroskopom.

U ve6ini biopsija miSiina vlakna izgledaju normalno, no nalaze se ultrastrukturni znakovi

nekroze kojaje prethodila i prekid, nepravilnosti regeneracije vlakana

"Cufanje" bazalne membrane u intersticij u kojem su sporadidno makrofagi' Poneka mi5i6na

vlakna su smeZurana te je ultrastrukturno te5ko razlikovati radi li se o posljedici denervacije

ili ozljede.
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EM morfologija u tr'SHD

Osnovna obiljeZja su raznolikost i varijabilnost promjena. Mogu se uoditi pseudomijelinske

figure, nemalini 5tapi6i, razdvajanje i suZavanje miofibrila (slika 2), polama, perinukleama

a$egacUa mitohondrija segmentiranje jezgara, pradeno polamom perinuklearnom

agregacijom mitohondrija, glikogena i tipidnih vakuola.
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Dopustit 6ete mi na kaju da postavim pitanje: Pa demu onda izlagati bolesnika biopsiji kada

sa vrlo visokom razinom nepouzdanosti klinidar dobiva nalaz koji je nerijetko

nekonkluzivan? Naime, joS uvijek nije poznat specihdan ili karakteristidan

patolo5ko morfoloSki supstrat na celulamoj i subcelulamoj razini mi5i6ne stanice koji bi

ukazivao na FSHD.Sukladno mi5ljenju ve6ine neurologa, smatramo da je indikacija za

biopsiju indicirana u sludaju kada molekularna dijagnostika nije potvrdila dijagrozu ili ako

ista nije izvediva, a radi se o usamljenom bolesniku u obitelji s ne karakteristidnom klinidkom

slikom .



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETTCI: Motekularna dijagnostik4 terapija i prevencija facioskapulohumeralne misiine
distrofije (FSHD), HIIM, ZaFeb, 31.03. i 0l.04.201 l.

Slika l. Histokemijsko bojanje PAS. Prikaz miSiia proZetog upalnim infiltratom, i perifemo
subsarkolemalno umnaZan u uzduZnom na (x 100).

Slika 2. Elektronsko mikoskopski prikaz, razdvajanje i suZavanje miofibrila, x8900.
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DrJAcNosrrdra r pRocNosrrira vnusDNosr MAGNETSKE
REZONANCIJE U ANALIZILEZIJA U FSHD BOLESNIKA

Draien LOVRIC

Poliklinika Sunce, Zagreb

Iako je mi5i6na biopsija joS uvijek zlatni standard u dijagnozi nasljednih bolesti mi5i6a,

mi5idno oslikavanje, osobito magnetska rezonanciia je postala metoda izbora u

dijagnostidkoj obradi pacijenata u smislu otkrivanje i kvantifikacije distrofidnih promjena za

vrijeme klinidkog pra6enja pacijenata sa nasljednim mi5iinim bolestima.

Facioskapulohumeralna mi5idna distrofija (FSHD) je autosomno-dominantni nasljedni

poremeiaj i treia najdeSia nasljedna miSi6na distrofija, odmah iza Duchenne i miotonidne

mi5i6ne distrof,rje, sa prevalencijom u svijetu l: 20000.

Genetska greSka se objainjava gubitkom kritidnog broja repetitivnih elemenata (D424) a

4q35 subtelomernoj zoni.

Varijacije u broju kopija (CNVs) desti su uzrok fenotipskih raznolikosti, ali i podloZnosti

bolestima te su uzrok i facioskapulohumeralne miSiine distrofije .

Nova otkrida pokazuju da sama redukcija broja D4A kopija nije dovoljna za ekspresiju

simptoma FSHD.

Bolest se obidno javlja prije 20 godine Zivota i karakterizirana je asimetridnim gubitkom

snage i atrofijom mi5i6nog tkiva koje podinje na licu i ramenom obruEu te dorziflektorima

stopala. Podetak simptoma i progresija bolesti su varijabilni Sto je vaZno u diferencijalnoj

dijagnozi tako da pacijenti bez slabosti mi5iia lica mogu lako biti svntani u skupinu

pacijenata sa LGMD.

Oko 20 Vo pacijenata treba pomod invalidskih kolica no odekivana duljina Zivota nije

skra6ena.
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Slika l
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Trenutno FSHD, kao i druge mi5i6ne distrofije nemaju poznatu efikasnu metodu lijedenja.

Kako je napredovanje bolesti sporo i nasumidno, a detaljni podaci o prirodi bolesti nepotpuni,

odredivanje uspje5nosti terapijskog/terapeutskog pristupa je teSko.

Isto tako, joS ne postoje objektivni i kvantitativni neinvazivni biomarkeri za procjenu teZine i

progresije miSi6ne degeneracije. Razvoj takvih biomarkera mogao bi poboljSati razumijevanje

bolesti i istovremeno poveiati moguinost uspjesnog i efektivnog terapijsko/terapeutskog

pristupa.

Magnetska rezonanciia

Magnetska rezonanc[ia (MRI) je neinvazivna dijag-nostidka slikovna metoda koja za

dobivanje slikovnog prikaza tijela koristi snaZan magnet i radiovalove'

Glavni dio uredaja za magnetsku rezonanciju je magnet koji stvara magnetsko polje koje je i

do 10000 puta jade od magnetskog polja Zemlje. Magnetsko polje usmjerava atome vodika u

naiem tijelu u istom odredenom smjeru (slidno kao Sto se igla kompasa okreie prema

magnetskom polju Zemlje).

Drugi vaZan dio uredaja za magnetsku rezonanciju su radiofrekventne zavojnice.

Radiofrekventne zavojnice Salju radiovalove prema atomima vodika u tijelu koji se zbog

dobivene energije otklanjaju od prvotnog smjera u kojem su bili poredani u magnetskom polju

rlE__a r [ ! ll l
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te se snima kolidina energije radiovalova koja se oslobada prilikom povratka atoma vodika u

osnovno stanje.

Razlidita tkiva daju razlidit signal te se na osnovu tog signala stvara dijagnostidka slika.

Razvoj protokola pretrage na magnetskoj rezonanciii

Od podetka se u dijagnostici neuromuskulamih bolesti primjenjivalo multisekvencijsko

oslikavanje najde56e u transverzalnoj ravnini i uz primjenu T1 mjerenih slika (Tl-weighted

spin echo) te T2 mjerenih slika (T2-weighted spin echo) ili STIR (short tau inversion

recovery) sa debljinama slojeva od 5 mm do 10 mm te uz razlidite razmake izmedu dva sloja

kako bi se smanjila duljina pretrage.

Razvojem brzih protokola za oslikavanje cijelog tijela na magnetskoj rezonanciji, osobito

,,whole-body muscles MRI", osim ramenog obruda i kukova sada su nam za analizu dostupni i

gomji ekstremiteti, paraspinalna muskulatura, trbu5ni zid te donji ekstremiteti.

Takoder, po potrebi se mogu dodati i presjeci tijela u ostalim ravninama (koronarnoj,

sagitalnoj).

To nam olak5ava analizu distrofidnih promjena pojedinih mi5i6a te distribucdu zahvaienih

mi5i6a gotovo cijelog tijela.

69

NOVOSTI U KLINTCKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostik4 terapija i prevencija facioskapulohumeralne misiine
distrohje (FSHD), HIIM, Zagreb,31.03. i 01.04.201l.

Zbog visoke kontrastne rezolucije koja je bolja nego kod ultr zvuka i kompjuterske

tomo$afije te obzirom da je neopasna za zdravlje jer ne koristi ionizirajuiu energiju za

stvaranje dijagnostidke slike, magnetska rezonancija je zadnjih godina postala metoda izbora

u dijagnostidkoj obradi pacijenata u smislu otkrivanja i kvantifikacije distrohdnih promjena te

za klinidko pradenje pacijenata sa nasljednim mi5idnim bolestima Sto je, iako ponekad uz

potrebnu sedaciju, izuzetno vaZno kod dijagnostidke obrade djece.
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Distrofidne promjene kao Sto su masna infiltracija i degeneracija te atrofrja mi5i6a na Tl
mjerenim slikama se prikaZu porastom intenziteta signala zahvaienog/ih mi5i6a dok se upalne

promjene kao Sto je mioedem, koji moZe biti prvi znak mi5idne distrofije, prikaiu povi3enim

intenzitetom signala miSiia na T2 i STIR mjerenim slikama.

Magnetska rezonancija u pra6enju bolesnika sa kliniikom slikom FSHD

Magnetska rezonancija je visoko senzitivna no nisko specifidna dijagnostidka metoda te treba

imati na umu da opisane distrofidne promjene i mioedem pojedinadnog mi5i6a koje prikaZemo

nisu specifidne za FSHD kao niti za druge mi5i6ne distrofije.

Zbog toga se na uzorku distrofidnih promjena mi5i6a i mi5i6nih skupina raznim

semikvantitativnim i kvantitativnim metodama poku5avaju prona6i promjene koje bi bile

specifidne za pojedine tipove miSidnih distrofija.

Kod facioskapulohumeralne mi5i6ne distrofije karakteristidnu asimetriEnu slabost i atrofiju

mi5i6nog tkiva koja najdesie podinje na licu i ramenom obrudu te zahvada i medijalnu glavu

m. gastroknemiusa, m. tibialis anterior i m. soleus te na natkoljenici m. semimenbranosus, m.

biceps femoris, m. semitendinosus i grupu aduktomih mi5i6a prate distrofidne promjene

nadene pri oslikavanju na magnetskoj rezonanci'
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Slika 2. Prikazuje pripremu protokola na radnoj stanici za,,whole-body MRI" pacijenta
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NOVOSTI U KLINIcKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostika, rerapija i prevencija facioskapulohumeralne miliine
distrofije (FSHD), HIIM, Zageb, 3 1.03. i 01.04.201 l.

Slika 3. pokazuje koronami prikaz mi5iia trupa i ramenog obruda. Slika 4. pokazuje

asimetriju u zahvaianju prednjeg odjeljka mi5i6a lijeve potkoljenice pacijenta sa dokazanom

FSHD

Slika 5. pokazuje mioedem bicepsa lijeve nadlaktice. Stika 6. pokazuje masnu degeneraciju

m. tibialis anterior obje potkouenice.

Potencijalna uloga magnetske rezonanciie kao objektivnog biomarkera u FSHD

Progresiju bolesti i stupanj zahva6enosti pojedinog miSiia je tesko evaluirati klinidki te se od

podetka upotrebe magnetske rezonancije u dijagnostici mi5i6nih distrohja poku5ava

kvantificirati i objektivizirati distrofidne promjene mi5i6a i uzorak distribucije distrofidnih

promjena zahva6enih mi5iia i mi5iinih skupina.
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NOVOSTT U KLINICKOJ CENETICI: Molekulama dijagnostika, tempUa iprevencua facioskapulohumeralne miliine
distrofije (FSHD), HI[M, Zagreb. 31.03. i 01.04.201 l.

Zbog visoke senzitivnosti i kontrastne rezolucije magnetska rezonancija se pokazala kao

izrazito uspje5na i neopasana dijagnostidka metoda za evaluaciju distrofidnih promjena

miSi6a.

Recentne studije su pratile korelacUu izmedu miSi6ne snage i stupnja hiperintenzivnog signala

na Tl mjerenim slikama kao pokazatelja masne infiltracije mi5i6a kod FSHD i drugih

distroFrja.

Jednu od prvih takvih semikvantitativnih metoda predloZio je Mercuri et al. 2fi)2.g. sa

svojom 4-stupanjskom skalom kod koje se prati stupanj masne infiltracije mi5i6a.

Vei je spomenuto da STIR sekvenca otkriva upalnu komponentu bolesti ranije videnu samo

kod biopsije mi5i6a te je vaian indikator podetnih promjena kod mi5iine distrofije pa tako i

FSHD, i time objektivni biomarker.

Potencijalnu ulogu novijih MR tehnika kao Sto su MR perfuzija i MR difuzija te MR

spektroskopija, mjerenje T2 relaksacijskog vremena, kvantifikacija mi5i6nog masnog

upotrebom 3-point Dixon tehnikom tek treba vidjeti.
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Razvojem protokola za magretske rezonancije cijelog tijela (whole-body MRI protocols)

postalo nam je dostupno identificirati promjene u mi5i6u i kvantificirati stupanj distrofidnih

promjena. Premda nalaz promjena na miSi6ima kod pacijenata sa mi5iinim distrofijama nije

uvijek specifidan uzorak I distribucija distrofidnih promjena miSi6a mogu suziti diferencijalnu

dijagnozu i uputiti klinidara todnoj dijagnozi dak i prije invazivne dijagnostidke pretrage kao

Sto je biopsija mi5i6a.

[2]Padberg GW. Facioscapulohumeral disease. Leiden: lriden University; 1982;.
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OFTALMOLOSKI ASPEKTI FSHD.DUAGNOSTIKA,
DIFERENCUALNA DIJAGNOZA I LUEdENJE

Neda STIGLMAYER i Nenad VUKOJEVIC

Klinika za odne bolesti Medicinskog fakulteta SveudiliSta a Zagrebu, KBC Zagreb

UVOD

Facioskapulohumeralna mi5iina distrohja je autosomno dominantna bolest i jedna od

najde5dih mi5i6nih distrofija. U podrudju oftalmoloSkog zanimanja su moguinosti nastupa

promjena koje zahva6aju mi5iie lica, odnosno narodito vjeda, no miSidne promjene organa

vida povezane su s promjenama mreZnice oka, koje mogu dovesti, do znadajnog oSteienja

vidne funkcije.

Genetski mehanizam koji determinira ovu bolest jo5 u potpunosti nije poznat, ali se smatra da

je povezan sa skraienjem (delecijom) polimorfnog MZ4 ponavljajtteg niza na komosomu

4q35. (l) i specifidnog haplotipa 4,{161 (2,3). Postoje istraZivanja koja promjene na mi5i6ima

i na Zilama mreZnice oka povezuju s nepravilnom ekspresijom FRGI. Smanjena ekspresija

dovodi do smanjene angiogeneze, a pretjerana ekspresija istog FRGI dovodi do pojadanog

grananja krvnih Zila mreZnice, dilatacije Zila, propu5tanja i stvaranja edema. (4) Postoje

istraiivanja koja detektiraju vi5e gena dija je prederana ekspresija otkrivena u ranoj fazi

FSHD, od kojih neki reguliraju glatku muskulaturu Zila i stanice endotela, dok druga

istraZivanja navode uz ve6 poznate varijacije kopija D4ZA i znadajan utjecaj epigenetskih

dimbenika (5,6).

Medu prvim manifestacijama FSHD je zahvaianje kruZnog mi5i6a vjeda, dok su vanjski odni

mi5iii, koji pokreiu odnu jabudicu po5tedeni. Atrofija i slabost kruZnog odnog miSiia dovodi

do disproporcije nabora i bora na delu i oko odiju; lice postaje glatko i ulaiteno, odi se

doimaju velike, otvorene i izbodene, ali ne postoji pravi egzoftalmus.

50-707o oboljelih od FSHD na mreZnici oka ima promjene koje se manifestiraju kao pojadana

vijugavost zila, teleangiektazije, mikroaneurizme, eksudacija, eksudativna ablacija mreznice.
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Uznapredovale promjene koje zahva6aju Zutu pjegu mogu dovesti do trajnog o5teienja vidne

funkcije.

BOLESMCI I METODE

U ovom prikazu pokazat iemo bolesnike sa navedenim promjenama, kako vanjskog dijela,

tako i sa promjenama na mreZnici vezano za FSHD. Uz standardnu oftalmolo5ku obradu

funkcije svih dijelova oka, analizirane su i kolor fotografije pozadine odiju i fluoresceinska

angiografija mreZnice, metoda koja nam omogu6uje detaljnu razradu krvoZilnog dijela

mreZnice i sve njezine promjene.

REZULTATI

U djece su rjede jasno uodljive promjene vjeda i mi5i6a lica koji bi upuiivali na FSHD,

premda obidno postoje, ali ih treba traZiti zahdevom jakog zatvaranja odiju, puhanjem balona

itd. Bolesnici su obidno mrSavi, mogu imati povi5eni krvni tlak i druge bolesti koje su prije

koincidencija nego povezanost s FSHD. Opisujemo majku i sina sa razlidito razvijenim

karakteristikama bolesti, gdje je kod sina izraienija bolest i u dobi od l8 godina vezan je za

kolica. Promjene na licu i vjedama prisutne su od najranijeg djetinjstva sa nemogudno5iu

zatvaranja vjednog raspora. Lijedenje se sastoji, i kod njega i kod majke, u za5titi prednjeg

segmenta oka umjetnim suzama za prevenciju oiteienja i zamuienja roZnice.

Na desnom oku promjene su bile manje izraiene sa propu5tanjima iz krvnih Zila, alije vidna

oltrina bila oduvana jer tada nije razvio znadajniji edem makule' Bolesnik je lijeden laser

fotokoagulacijom, nakon koje se stanje stabiliziralo, edem retine i makule je regredirao te se

vidna oStrina oporavila.

'76

Sljededi bolesnik s dokazanom mi5iinom distrofijom je razvio obostrane, za FSHD tipidne

promjene na mreZnici, s izraZenom vijugavosti i arterija i vena, edemom mreZnice,

krvarenjima i eksudatima i gubitkom vidne o5trine na lijevom oku. (Slika I i 2)

Fluoresceinskom angiografijom se nadu vijugave i arterije i vene, dilatirane vene,

teleangiektazije mikroaneurizme, zona mreZnice bez kapilame perfuzije, hipofluorescentna

krvarenja, okludirane manje Zilice, Santovi, propu5tanje iz krvnih Zila i teleangiektazija, edem

mreZnice, ukljudujuii i edem makule lijevog oka. (Slika 3 i 4)
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RASPRAVA

Analiza dokumentacije i molekulamo testiranje bolesnika potvrduju pojavnost, rjede

prepoznatu, iako prisutnu i na strukturama vjeda, a de56e uodljivu u sludajevima sa tipidnim

retinolo5kim manifestacijama FSHD. Zapravo pailjivom analizom vide se i neke

neuobidajene promjene kao Sto su zone mreZnice bez perfuzije, vaskularna okluzija, Santovi te

izrazitu vijugavost i arterija i vena. Neki autori ba5 stupanj arterijske vijugavosti povezuju sa

teZinom osnovne bolesti 3to je vidljivo i kod na5eg pacijenta. (7) Odekivan je povoljan

odgovor na laser fotokoagulaciju opisanih lezija kao i kod drugih vaskulamih bolesti

mreZnice sa slidnom patogenezom (Coatsova bolest ili dijabetidna retinopatija).

Nai bolesnik je uz uobidajene, ali jako izniene manifestacije bolesti, imao i angiom

mreZnice. Iste promjene spominju i neki drugi autori (8,9). Unatod laser fotokoagulaciji,

zbog opseZnog edema i eksudativno odignute mreZnice nije do5lo do oporavka vidne oStrine.

Slidan problem su kod djece nailazili i neki drugi autori pa je zajednidki zakljudak da

opisivane promjene treba otkriti i lijediti ranije, dok ne dodu do stupnja kada lijedenje vi5e

nije efikasno.(10)

l. Striphati, Facioscapulohumeral dystrophy. eMedicine, Neurology. 20 10.

2. Lemmers RJ, de Jievit P, Sandkuijl L, Padberg GW, van Ommen GJ, Frants RR, van

der Maarel SM, Facioscapulohumeral muscular dystrophy is uniquely associated with

one of the two variants pf the 4q subtelomere. Nat Genet 2002;32: 235-6.
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Kod devetogodi5njeg djedaka, koji je prvi put do5ao na pregled zbog eksudativno odignute

mreZnice lijevog oka, na pregledu se nade vrlo slaba vidna o5trina lijevog oka (osjet i

projekcija svjetla) te eksudativno odignuta mreZnica u svim kvadrantima sa obilnom

subretinalnom i intraretinalnom eksudacijom. ( Slika 5) Pregledom periferije fundusa, u

gornjem dijelu preekvatorijalno nade se angiom mreZnice promjera 7-8 mm. (Slika 6)

Fluoresceinska angiografija je potvrdila dijagnozu angioma, a po mreZnici vidljiva obilna

propuitanja iz dilatiranih Zila, teleangiektazije, te jako izraZen edem mreZnice. (Slika 7 i 8)

Pacijent je lijeden laser fotokoagulacijom. U dva navrata je tretiran angiom, nakon dega je

do5lo do regresije angioma, ali zbog obilnog edema mreZnice laser nije bio udinkovit na ostale

lezije na mreZnici te je eksudativno odignuie mreZnice ostalo.
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Slika 1. Kolor fotografija fundusa. Vidljiva krvarenja, eksudati, edem i vijugavost Zila
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Slika 2. Kolor fotograf,rja Zute pjege i okolne mreZnice sa edemom i eksudatima

Slika 3. Fluoresceinska angiografija. Vidljiva propuStanja iz teleangiektazija, i nakupljanje
kontrasta u edematoznu mreinicu

Slika 4. Fluoresceinska angiografrja. zamjetan edem makule i okolne mreZnice
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Slika 5. Kolor fotografija fundusa. Vidljiva obilna eksudacija sa edemom i odignudem
mrezntce

Slika 6. Kolor fotografij a perifemog angioma mreZnice

Slika 7, Fluoresceinska angiograFtja. Vidljivo nakupljanje kontrasta u edematoznu mreZnicu i
bojanje optidkog diska
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Slika 8. Fluoresceinska angiografrja angioma
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Uvod

Bolesnici s facioskapuloperonalnom distrofijom (FSHD) dio su velike, heterogene skupine

bolesnika s neuromuskularnim bolestima, za koje, usprkos vrijednim spoznajama o etiologiji

bolesti, jo5 uvijek ne postoji i etioloSka terapija. Njihov tretman je joS uvijek preteZno

simptomatski, a provodi se metodama fizioterapije, radne terapije, primjenom pomagala, a

ponekad i kirur5ki. Primjena tih metoda trebala bi biti dio kompleksnog rehabilitacijskog

tretmana, multimodalnog i interdisciplinarnog te provodenog po bio-psiho-socijalnom

modelu. Bolesnika ukljudujemo kao aktivnog partnera u program rehabilitacije, psiholo5ki ga

osnaiujemo te kroz prilagodbu na kronidnu, progresivnu bolest s naglaskom na preostale

moguinosti, a ne funkcionalne gubitke, i kroz bihevioralne postupke promjene ponaianja,

umanjujemo onesposobljenost, a podiZemo kvalitetu Zivljenja. Obzirom na relativno mladu

Zivotnu dob bolesnika s FSH distrofrju viSe bi paZnje trebalo posvetiti kvaliteti njihove

psihosocijalne integracije.

Kliniika slika

Klinidka slika bolesnika s facioskapuloperonalnom distrofijom GSHD) je karakterizirana

slabo5iu mi5iia lica i mi5iia ramenog obruda, a posebno stabilizatora lopatica (cca 807o

bolesnika) da bi kasnije bili zahva6eni i miSiii zdjelice (cca 509o) te dorzifleksori stopala.

Tipidni problemi bolesnika su radi slabosti muskulature lica vezani na probleme sa

Zvakanjem, gutanjem i govorom uz oteZanu elevaciju i abdukciju ruku u ramenima s

funkcionalnom insuficijencijom gornjih udova. Radi slabosti, pareze stopala razvija se oteZan

hod i problemi sa hodanjem. Nisu izraZeni znakovi bulbame simptomatologije. Klinidka slika

je vrlo varijabilna u ekspresiji kako intenziteta pojedinih simptoma bolesti tako i u tijeku i

progresiji bolesti. Nadelno, FSHD je sporo progresivna bolest s povremenim periodima brZeg

slabljenja misiia kao i progresije posljedidnih onesposobljenja. TeZina bolesti varira od vrlo
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blage do vrlo te5ke. Kod cca 207o bolesnika radi teZe miSiine slabosti nogu dolazi do gubitka

moguinosti samostalnog hoda odnosno vezanosti za upotrebu invalidskih kolica. Bolest se

dominantno javlja se u pubertetskoj dobi, ali se moZe javiti i u kasnijim godinama, kada su

simptomi uglavnom blaZi. Cesta je asimetrija u slabosti ramena i donjih udova Kontrakture

zglobova se relativno rjede nego kod progresivnih mi5i6nih distrofija kao Duchenne, a blaZeg

su stupnja. Kod 357o bolesnika je uodena deformacija kraljeZnice, primamo u smislu

hiperlordoze lumbalne kaljeZnice. Respiratorna funkcija je u pravilu primjerena, ali je kod

cca l0 9o ozbiljnije insuficijentna (Tawil & Van Der Maarel 2006, Kilmer i dr. 1995).

Nakon postavljanja dijagnoze, kod bolesnika se provodi klinidka evaluacija sa ciljem

planiranja rehabilitacij e, koja treba obuhvatiti :

1) Klinidki pregled sa funkcionalnim mjerenjima radi procjene mi5i6ne snage i

funkcionalnih ogranidenja

2) Planiranje fizioterapije i odabir pomagala

3) Kontrolni klinidki pregledi, sa procjenom mi5i6ne snage i funkcionalnom evaluacijom

jednom godi5nje.

Terapijski tretman lizioterapijom kod bolesnika s FSHD

Mi5idna slabost - tretman kineziterapijom

Slabost mi5i6a lica, koja znadajnija u donjim miSiiima lica nego u kranijalnim dijelovima

lica, je desto prvi znak bolesti. Bolesnik ne moZa napu6iti usta, nasmijati se a ima pote5koie

kod zatvaranja kapaka. Skapule alate su pak najde56i, rani znak bolesti kao posljedica

slabosti m. trapeziusa ( donjeg dijela) Sto dovodi do pomicanja lopatica prema proksimalno

kada bolesnik flektira ili aMucira ruke. Ramena tendiraju poloZaju prema naprijed, dok

pektoralni miSiii atrofiraju. M. deltoideusi ostaju minimalno zahvaieni sve do

uznapredovalog stadija bolesti , m. biceps i m. triceps su selektivno zahva6eni i brzo

atrofiraju dok mi5i6i podlaktica osraju oduvani. slabost trbusnih mi5i6a rezulrira

prominencijom trbuha uz naglaienu lumbalnu lordozu do ekstremne hiperlordoze. posebno je

izraiena slabost donjih abdominalnih misiia radi dega dolazi po pomaka pupka prema

proksimalno.
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MiSi6na slabost, kao vode6i simptom neuromuskulamih bolesti ukljuduju6i i FSH distrofiju

tretira se fizioterapijom, odnosno kinezioterapijom. Program kineziterapije se planira na

temelju dijagnoze, klinidko-funkcionalne evaluacije statusa bolesnika te provedenih mjerenja

mi5iine snage. lako je uloga kinezioterapije neospomo pozitivna, postoje jo5 uvijek dileme o

intenzitetu i duZini trajanja vjeZbi kod pojedinih vrsta neuromuskulamih bolesti. Sa strudnog

aspekta, naZalost, o ulozi vjeZbi kod bolesnika s neuromuskularnih bolesti joi nema

jedinstvenog stajali5ta, prvenstveno s aspekta intenziteta kao i vrste vjeZbi. koblem je

nedostatak ili nezadovoljavaju6a kvaliteta kontroliranih, randomiziranih studija na tu temu pa u

klinidkom radu znadajnu i praktidnu ulogu imaju klinidke smjemice i iskustva eksperata i

radnih skupina.

Kineziterapija obuhvaia vjeZbe snage i izdrZljivosti za skeletnu muskulaturu, posebno ramenog

i zdjelidnog pojasa, dorzifleksora stopala, vjeLbe za odrZavanje pokretljivosti zglobova s

vjeZbama istezanja, kao i respiratomi trening. VjeZbe mogu biti aktivne, sa ili bez otpora, a

kod tezih pareza, aktivno potpomognute i pasivne. U klinidkoj praksi preporuka je da bolesnika

educiramo i potaknemo da usvoji kontinuirano, svakodnevno provodenje vjeibi kao redovnu

naviku i dio Zivljenja. Znadajnu ulogu, dokazano, imaju i aerobne vjeZbe (Setnja, voZnja

bicikla, vjeZbe u vodi).
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Kilmer i suradnici su 1995. verihcirali su oSte6enja i onesposobljenja na grupi od 53

bolesnika s FSHD tijekom l0 godi5nje analize. Primamo delesno o5eienje u smislu miSiine

lezije i slabosti evaluirali su mjerenjima ( man. uelnim mi5i6nim testom MMT-om) te

izometridkim i izokinetidkim mjerenjima. Mjerenjima sa MMT-om je ustanovljena znadajnija

oslabljenost proksimalne muskulature tj. ramenog obruda i lica iako se i pareza dorzalnih

fleksora stopala rano pojavljuje. Uodena je asimetrija u mi5iinoj snazi odnosno stupnju

pareza na gomjim i na donjim udovima. Prosjedna slabost muskulature je bila umjerenog

stupnja sa prosjednom ocjenom 3,715 po MMT-u. Progresija slabosti je bila -0,22 MMT po

dekadi Zivotne dobi. Kod bolesnika kojima se bolest ranije javila, progresija je bila

znadajnija. Mjerenja izometridke i izokinetidke snage, pokazale su smanjenu snagu prosjedno

za 36-68Vo u usporedbi s kontrolnom populacijom. MiSi6na slabost ima za posljedicu

funkcionalna ogranidenj a odnosno onesposobljenost.
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Kod bolesnika s miopatijom, postoji oprez i strah od mogudih o5te6enja mi5iia neadekvatno

doziranom kinezioterapijom, Sto je dokazano kod brzo progresivnih distrofija gdje je uoaen

ve6i porast kreatinin kinaze distrofidnih mi5iia nego kod zdravih mi5i6a (Reimann J 200).

Fowler 1998. izvje5tava o pozitivnom udinku vjeZbi s otporom koji su doveli do porasta

miBi6ne snage kod bolesnika sa neuromuskulamim bolestima, ukoliko slabost mi5i6a nije bila

prevelika, uz spori porast intenziteta vjeZbi. VjeZbanje je bilo svakodnevno, ogranidenog

trajanja vjeZbi uz po5tivanje tjelesne izdrZljivosti i sposobnosti bolesnika.

Po studiji Delateura 1979. provedenoj as bolesnicima sa mi5idnom distrohjom preporuduje

se izvodenje ve6eg broja aktivnih, aerobnih vjeZbi vjeZbi sa submaksimalnim otporom.

Ciljanim aktivnostima ko 5to su hodanje, plivanje u vodi ili voZnja bicikla, poveiava se

izdrZljivost kod bolesnika ali i opdi osje6aj kondicije.

Za kineziteraprlski tretman bolesnika s FSH distrofijom, znadajnu ulogu ima studija Olsen

DB i suradnika 2005. Autori su pokazali pozitivne rezultate kontrolirane kineziterapije kod

bolesnika s FSHD. Pet bolesnika s FSHD ( detiri mu5karca i detiri Zene) je provelo

vjeZbanje na sobnim biciklima, po 35 minuta, 5 puta dedno, tijekom 12 tjedana.

Usporedivali su se efekti programa vjeZbanja bolesnika s FSHD sa 7 osoba (4 mu5karca i 3

Zene) koji ne boluju od FSHD-e. Trening je, u konadnici, poveiao fizidku kondiciju u obje

gnrpe. Znadajno je da nije uodeno o5te6enja mi5i6a (procjenjeno biopsijama) i laboratorijskim

testovima niti u jednoj grupi bolesnika. U obje grupe je uoieno neznatno povedao broj

kapilara u mi5i6ima, Sto je normalna reakcija na vjeZbanje. Sest ljudi sa FSHD-om je imalo

pove6anje snage, sedam poveianje izdrZtjivosti, a pet porast nivoa aktivnosti nakon treninga.

Nitko nije imao promjenu u moguinosti hodanja, a samo je jedna osoba imala smanjen osjeiaj

zamora. Zakljudak autora je da su aerobne vjeLbe, niLeg intenziteta pobolj(ale oksigenaciju i

radni kapacitet kod bolesnika s FSHD, a da pritom nisu izazvale miSi6na o5teienja. Takvo

kontrolirano vjeZbanje kod bolesnika sa FSHD se pokazalo kao sigumo i korisno.

Van der Kooi EL i suradnici su 2005. analizirali udinak kineziterapije u kombinaciji s

primjenom beta2-adrenergidnih agonista na mi5i6nu snagu kod bolesnika s FSHD, pri demu

je dokazan pozitivan udinak na mi5idnu snagu i masu. udinci dugotrajne primjene terapije

su jo5 uvijek nepoznati, stoga joS nema klinidke rutinske primjene.
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Opdenito, udinak kineziterapije je ovisan o podetnoj mi5iinoj snazi na podetku treninga, a

najbolji su udinci kineziterapije kod mlade djece i kod bolesnika sa slabije progresivnim

miopatijama, te su bolji Sto je podetna snaga misiia oduvanija dok kod vrlo slabih bolesnika

nema odekivanog pozitivnog udinka vjeZbi. Individualna varijabilnost u mi5i6noj slabosti i u

ostalim manifestacijama FSH distrofije na lokomotomom sustavu ( deformacija kraljeZnice,

kontrakture) kao i funkcionalnim onesposobljenjima dini nuZnim individualni pristup u

planiranju rehabilitac ije.

Kontrakture kod bolesnika s FSH distrofliom se rijede razvtjajt, a relativno su blagog

stupnja. Po udestalosti i po stupnju kontraktura FSH distrofija se znadajno razlikuje od ostalih

distrofija tipa Duchenne, Backer ili Emery Dreifuss. Najde5ie se javljaju na gleZnjevima i

stopalima radi skra6enja Ahilovih tetiva, rjede na koljenima. Kontrakture, uz slabost mi5iia,

oteZavaju stajanje i hod, izazivaju umor radi pojadanih napora pri hodu, provociraju

nestabilnost te sklonost padanju. U kombinaciji s slabo5iu natkoljenidnih mi5i6a te zdjelidne

muskulature (ekstenzora kuka), kontrakture su uzrok progresivnih pote5koia u hodu, akd,207o

dolazi i do gubitka samostalnog hodanja. Kompenzatome modifikacije u posturi ( prominencija

trbuha uz hiperlordozu) dovode do dodatnog pogor5anja kontraktura.

Fizioterapijski tretman kontraktura se provodi po nadelima kojima se tretiraju i bolesnici sa

slidnim neuromuskularnim bolestima odnosno miopatijama. Za prevenciju ili tretmanu

umjerenih kontraktura, po ve6ini autora, provode se aktivne vjeZbe i pasivne vjeZbe istezanja

zglobova nogu. VjeZbe istezanja treba, dva puta dnevno po 10-15 puta, dva puta dnevno, za

svaki zglob. Prije podetka vjeZbi je moguia i poZeljna primjena termoterapije (krioterapije ili

oprezna primjena topline). U borbi protiv kontraktura, korisnim se pokazalo hodanje i stajanje (

samostalno ili u stalku za vertkalizaciju) po barem nekoliko sati dnevno, kao i potrbu5no

leZanje. Kineziterapija se desto provodi u kombinaciji s primjenom otloza za prevenciju

kontraktura ili olakianje hoda. Navedeni postupci su u tremanu kontraktura kod mi5i6ne

distrofije pokazali umjerenu udinkovitost po studijama Scotta 198l.iFowleral982.
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U kasnijoj, uznapredovaloj fazi bolesti kada kontrakture postaju fiksirane, a fizioterapija viie

nema udinka, postavljase indikacija za operativnu korekciju kontraktura tj. tenotomUe.
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Radi slabosti dorzalnih fleksora stopala koja klinidki rezultira flakcidnom parezom stopala,

oteZanim hodom koji postaje nestabilan te zahtijeva pojadani napor bolesnika, korisna je

primjena orloza za stabilizaciju stopala i gleZnjava (AFO - Ankle Foot orthosis). Ortoze za

stabilizaciju stopala i gleZnja mogu pobolj5ati stabilnost i prevenirati padove kod osoba s

parezoma stopala. Ukoliko postoji znadajnija mi5i6na slabost nogu i zdjelidne muskulature

koristi se hodalica, a kada pareza progredira do stupnja da samostalni hod viSe nije mogui (u

cca 209o po Kulmeru), nuZna je primjena invalidskih kolica. Radna terapija kao i primjena

tehnidko-rehabilitacijskih pomagala trebaju bolesniku s FSHD, konidnom bolesti s brojnim

funkcionalnim onesposobljenjima, poboljSati i olak5ati obavljanje aktivnosti svakodnevnog

Zivota, radnih i okupacijskih sadrZaja.

JoS uvijek u nedostaku etiolo5ke terapije bolesnika s facioskapuloperonalnom distrofijom,

rehabilitacija ima znadajnu ulogu. Po suvremenim nadelima struke, treba biti provedena po

bio-psiho-socijalnom modelu. Fizioterapija ima nezaobilaznu ulogu jer se njom usporava

nastanak tjelesnih oltedenja i posljedidnih funkcionalnih nesposobnosti bolesnika. Na prvom

mjestu je kinezioterapija (aktivne vjeZbi, vjeZbe s doziranoim otporom, pasivne vjeZbe i vjeZbe

istezanja za odrZavanje pokretljivosti zglobova). Prema studiji po Olsenu i koautorima 2005.

najbolji udinak kod bolesnika s FSHD su pokazale aerobne vjeZbe koje su dokazano

pobolj5ale okcigenaciju i radni kapacitet bolesnika, a da pritom nisu izazvale mi5iina

olteienja. VaZno je, takoder, u pravom trenutku, uoditi potrebu za adekvatnim pomagalom (

npr. ortoza za stabilizacuu donjih udova ili pomagala za kretanje (hodalice, kolica) kako bi se

umanjio stupanj onesposobljenosti bolesnika. Kod ireverzibilnih kontraktura zglobova radi

skradenja tetiva, nakon neuspjesne fizioterapije, provode se kiruSki zahvati u smislu tenotomija
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Postoperacijski se provodi imobilizacija ortozama u trajanju do 6 tjedana uz ftmu

vertikalizaciju i intenzivnu rehabilitaciju (kineziterapiju).

Fizioterapija ima svoje mjesto u postoperacijskom tretmanu i kod drugih kirur5kih zahvata

koji se provode radi ublaZavanja deformacija muskuloskeletnog sustava, poglavito u smislu

stabilizacija skapula, torakoskapulame fuzije. Intenzivnom kineziterapijom se zapodinje tri

mjeseca nakon operacijskog zahvata, tj nakon skidanja imobilizacije ortozom. Kineziterapija

se provodi radi pobolj5anja pokretljivosti ramena tj. glenohumeralnog zgloba kao i

poboljSanja snage muskulature ( m.deltoideusa).

ZAKLJUCAK



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekularna dijagnostika, terapija i prevencija facioskapulohurneralne miSidne
distrofije (FSHD), HIIM, Zagreb,31.03. i 01.04.201l.

(uz ortotsku opskbu i prateiu rehabilitaciju). Primjena ortoza (AFO) kod pareza stopala radi

slabosti dorzifolekora stopala omoguiava bolju stabilnost, olak5ava hod i i prevenira padanje.

Psiholo3kom potporom, edukacijom kao i primjenom pomagala pomaZe se bolesniku da u

okviru postojeie bolesti ima Sto bolju kvalitetu Zivljenja. Suvremena tehnidkih pomagala za

kontrolu okoline i obavljanje aktivnosti svakodnevnog Zivljenja kao i primjena pomagala za

kretanje, olak5avaju obavljanje aktivnosti svakodnevnog Zivota, komunikaciju, mobilnost i

omogu6avaju bolju kvaliteta Zivljenja i psihosocijalnu reintegraciju, u svakodnevni Zivot,

Skolovanje i radne aktivnosti bolesnika s FSHD.
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PLUCNE KOMPLIKACIJE FACIOSKAPULOHUMERALNE MISIdNE
DISTROFUE

Specijalna bolnica za pludne bolesti, Zagreb

Fascioskapulohumeralna miSi6na distrofija (FSIID) je autosomno dominantno nasljedni oblik

mi5i6ne distrofije i donedavno se smatralo da je to, nakon Duchennove i miotonidke mi5iine

distrofiije, tre6a najde56a distrofrja. Lista rijetkih bolesti iz 2008. navodi pak FSHD kao

najde56i oblik miSiine distrohje.

Bolest je karakterizirana sporo progresivnom asimetridnim slaboS6u mi5i6a ramena,

nadlaktice, donjeg dijela lica, zdjelidnog pojasa i nogu, varijabilnim nastupom, teZinom i

progresijom bolesti. Postoje velike individualne razlike u pojavnosti simptoma i progresiji

bolesti iak i unutar obitelji koje dijele istu gensku mutaciju. Simptomi bolesti mogu se javiti u

ranom djetinjstvu, ali u oko 957o sludajeva bolest se manifestira oko 20-te godine. Oko 10-

207o bolesnika postanu ovisni o kolicima a isti postotak ostane asimptomatski cijelog Zivota

(1,2).

Plu6ne komplikacije neuromuskularnih bolesti (NMB)

NMB uzrokuju patoloSku funkciji mi5i6a, bilo zbog poremeiaja na nivou ledne moZdine (npr.

spinalna mi5idna atrofija, amiotrofidna lateralna skleroza), perifernih Zivaca (npr. Gullain-

Barre'sindrom), neuromi5iine spojnice (mijastenija gravis) ili samog mi5i6a (npr. Duchenne

misiina distrofija, FASCIOSI(APULOHUMERALNA MISICNA DISTROFUA-FSHD).

Neovisno o kojoj se NMB radi, ako se razvije respiracijska insuf,rcijencija (RI), uzroci,

mehanizam nastanka i klinidke manifestacije RI su iste. RI je najozbiljnija komplikacija, te

najde56i uzrok morbiditeta i mortaliteta kod bolesnika s NMB (3).

RI definiramo sniZenim parcijalnim tlakom kisika u arterijskoj krvi (PaO2 <60 mmHg) i

urednim ili poveianim parcijalnim tlakom ugljidnog dioksida arterijske kmi (PaCO2). Za

razliku od parenhimskih bolesti plu6a koje uzrokuju dominantno hipoksemidnu RI (sniien

9l
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PaO2 , uredan ili sniZen PaCO2), NMB uzrokuju zatajenje respiracijske pumpe Sto vodi u

hipoventilaciju i hiperkapnidnu RI (PaCOb45 mmHg i sniZen PaO2).

NMB nisu karakterizirane samo progresivnom slabo5iu skeletne muskulature, ve6 i

respiratome, bulbame, a kod miopatija i srdane muskulature. (Slika I ). Nemogudnost

adekvatne ventilacije zbog slabosti inspiratorne muskulature (neadekvatna ekspanzija plu6a i

atelektaze), nemogu6nost adekvatnog iska5ljavanja zbog dominantne slabosti ekspiratorne

muskulature (rizik atelektaze i pneumonije), rizik od aspiracija hrane (apscedirajuie

pneumnije) zbog slabosti bulbame muskulature, te pludne komptikacije uzrokovane ovim

stanjima osnovni su uzrok RI (3,4).

Torakalna skolioza, desta kod NMB, dodatno pogorlava plu6nu funkciju. U stabilnih

bolesnika (bez plu6ne infekcije) popustljivost (complianse) prsnog ko5a je obmuto

proporcionalna Cobb-ovu kutu. Bolesnici sa Cobb-ovim kutom manjim od 70Vo su uglavnom

asimptomatski, oni sa kutem izmedt T0-lNVo imaju dispneju u naporu, a kod onih s kutom

veiim od l00%o javlja se respiracijska insuficijencija. U blizini konveksnog dijela skoliotidne

kralje5nice komprimirani su dijelovi plu6a Sto dodatno kompromitira ventilaciju i smanjuje

klirens seketa iz diSnih putova. Udestale infekcije na tom podrudju dovode do fibroznih

promjena u preegzistentno zdravim plu6ima (5).

Kod bolesnika kod kojih je zbog vezanosti za kolica smanjena potreba za veiim di5nim radom

dolazi do brojnih struktumih promjena muskuloskeletnog sistema, pa tako i ankiloze

torakovertebralnih i kostosternalnih zglobova, sto dodatno smanjuje popustljivost prsnog kola

i kompromitira ventilaciju (6).

Zahva6enost srdanog mi5iia kod miopatija te poremeiaji disanja u spavanju, koji su desti u

bolesnika s NMB, takoder pridonose progresiji RI.

RI se najprije javlja tijekom spavanja i moZe mjesecima i godinama prethoditi dnevnoj RI (7).

I kod zdravih ljudi spavanje je izazov za respiracijski sustav s padom ventilacije i promjenom

tipa disanja Sto dovodi do pada (ali ne klinidki znadajnog) PaO2 i porasta PaCO2. Mogu6nost

bolesnika s NMB da odgovori na izmijenjeno hziolo5ko stanje tijekom spavanja ogranideno je

njihovim kapacitetom ventilacije i funkcijom respiratornih mi5i6a. Simptomi RI tijekom

spavanja su: desta budenja tijekom no6i, no6ne more, noina znojenja, jutarnje glavobolje,

smanjenje koncentracije, umor, razdrailjivost i pretjerana dnevna pospanost. Ti su simptomi
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nekarakteristidni, aesto se previde i ne povezuju se s RI. Dispneja kao dominantni simptom RI

najprije sejavua u naporu Sto je prekriveno slabom pokretljivosti ovih bolesnika, paje pojava

dispneje u mirovanju znak uznapredovale RI. Posljedice RI su policitemija (sklonost

tromboze), pluina i arterijska hipertenzija, hipertrofija desnog i lUevog srca te konadno srdano

popu5tanje (8).

Pludne specifi inosti fascioskapulohumeralne mi5idne distrolije

Pluine manifestacije NMB ovise o stupnju zahvadenosti respiratornih mi5iia, o skupini

zahva6enih respiratornih mi5i6a, o stanju ko5tanog dijela prsnog ko5a, stupnju zahvaienosti

bulbamih mi5iia i srdanog miSiia, te prisutnosti poreme6aja disanja u spavanju.

Respiratorni mi3idi i ko5tani dio prsnog koBa kod FSHD

Znatajan broj bolesnika s FSHD ima kompromitiranu pludnu funkciju Sto desto ostaje

neprepoznato i nedijagnosticirano, jer neposredno ne ugroZava Zivot, ali moZe pridonijeti

brZem razvoju FSHD.

l0 godiSnje prospektivno praienje profila o5te6enja i invalidnosti u 53 bolesnika s FSHD

pokazalo je da je 50Vo bolesnika imalo blago sniZen VC kao dokaz restriktivnog poreme6aja

ventilacije, l3%o je imalo teZe oSteienje YC, a 227o bolesnika je imalo pludne komplikacije.

357o bolesnika s FSHD je imalo deformitet kaljeZnice, a kod veiine to je bila hiperlordoza.

Dob ili trajanje bolesti, u ovoj studiji, nisu imali utjecaja na pludnu funkciju (9).

U studiji Sttibgena iz 20019. g. nadena je signifikantno znadajna razlika u funkciji respiratome

muskulature izmedu zdravih i bolesnika s FSHD. Bolesnici s FSHD nisu imali simptoma ili
znakova koji bi upuiivali na slabost respiratomih mi5i6a. Slabost respiratornih mi5i6a je bila

blaga, slabo56u su viSe bili zahva6eni eskpiratorni nego inspiratomi miliii, a funkcija

dijafragme (odredivanjem transdijafragmalnog tlaka) nije se razlikovala u ispitivanih grupa

(10).

Kod nekih NMB podjednako su zahvaieni inspiratomi i ekspiratomi misiii (npr.

Duchennnova miSiina distroFrja), a kod nekih (npr. spinalna misiina tiistrofija) zbog delie
zahvaienosti ekspiratorne muskulature i nemogudnosti iskasljavanja udestale respiracijske
infekcije javljaju se puno prije nastanka RI (l l).
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Atipidan tijek FSHD bolesti moZe uzrokovati i slabost mi5i6a gornjih diSnih putova. U

japanskoj studiji od 151 bolesnika s genetski dokazanom FSHD i ranim nastupom bolesti

4,6Vo je imalo atrofiju lingvalne muskulature, a dvojica su imala disfagiju (12), pa iako se

disfagija ne smatra simptomom FSHD, ne treba je smatrati ni iskljudnim kriterijem za

dijagnozu FSHD (13). Disfagija moZe uzrokovati aspiraciju hrane te razvoj recidivirajudih

pneumonija i posljedidne fibrozne promjene na plu6ima.

Skolioza se javlja u oko l/3 bolesnika s FSHD, uglavnom je blaga (Sto ne iskljuduje pojavu

te5kih oblika) i uglavnom se javlja kod ranog podetka bolesti. Zbog nemogudnosti uspravnog

sjedenja dijafragma je pritisnuta Sto moZe dodatno pogor5ati ventilaciju pluia FSHD

bolesnika.

Kod Dichenne miSiine distrofije (DMD) RI se odekuje kod svih bolesnika. Pojava RI je

individualna i ovisi o postignutom vitalnom kapacitetu (VC). Kod bolesnika s DMD vitalni

kapacitet do l0+e godine odekivano raste. Nakon toga slijedi plato, a potom VC pada, u

podetku sporo a potom i do 250 mUgodi5nje. Bolesnici koji postignu VC manji od 1200 ml

umiru u prosjeku s 15,3 godina, a oni koji postignu VC >od 1700 ml doZive u prosjeku 2l

godinu. Podaci se odnose na bolesnike koji nisu provodili kudnu ventilaciju (14).

Za razliku od DMD, FSHD je sporo progresivna bolest i slabost respiratome muskulature

rijetko progredira u RI. (Slika 2). Ako se razvije RI uzrokovana je deformitetom prsnog ko5a

ili (ako se bolest manifestira u djedjoj dobi) primarnom slabo36u dijafragme i/ili slabosti

interkostalnih mi5i6a.

Simptomatsku respiracijsku insuficijenciju i potrebu za dugotrajnom ventilacijskom potporom

tijekom no6i razvije samo l7o bolesnika s FSHD. Faktori rizika za n zYoj RI su te5ka mi5i6na

slabost i vezanost za kolica, srednje teSka do te5ka kifoskolioza (kao dobro poznati uzrok RI) i

lumbalna hiperlordoza. Kako se pektus excavatum nalazi u oko 57o bolesnika s FSHD, a u

bolesnika koji su na ventilacijskoj potpori u 3 od l0 bolesnika" pectus excavatum se takoder

smatra faktorom izrka za razvoj RI. Restrospektivno svi su bolesnici (osim dvojice) imali

simptome RI koji nisu bili prepoznati i povezivani s RI. RI se javi kasno u tijeku bolesti i

vrijeme od poterka FSHD do razvoja RI, koja je zahtijevala potrebu za dugotrajnom

ventilacijskom potporom tijekom spavanja, je bilo od 22 do 59 godina (15)'
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Medutim kod 20 godina stare bolesnice s genetski dokazanom FSHD koja nije imala niti

jedan od gore navedenih faktora rizika (iskljuden embolizam i parenhimska bolest plu6a)

razvila je hiperkapnidku respiracijsku insuficijenciju u tre6em tremestru trudno6e 5to je

zahtijevalo ku6nu neinvazivnu mehanidku ventilaciju tijekom noci. Autori sugeriraju da bi i

trudnoda mogla biti jedan od potencijalnih faktora rizika (16). Inade u trudno6i kod 24Vo

bolesnica s FSHD dolazi do pogor5anja simptoma koji se ne vradaju na stanje prije poroda

(17). Opisana je FSHD sa senzoneuralnim gubitkom sluha, tortuoznim retinalnim arteriolama

i ranim nastupom i progresijom te5ke restriktivne pluine disfunkcije, RI, pluinog srca i sm(i

( l8).

Srce kod FSHD

Zahvadenost srdanog mi5i6a je desta u miopatijama, ali nije ekstenzivno istraZivana u

bolesnika s FSDH i joS je uvijek tema rasprava.

U multicentridnoj studiji Trevisan i sur. l29o bolesnika s FSHD a bez kardiovaskulamih

faktora rizika imalo je simptome (palpitacije zbog supraventrikulame aritmije) ili
elektrokardiografske znakove (kratkotrajne supraventrikularne tahikardije) srdane

zahvaienosti (19). Galetta i sur. usporedivali su srdanu funkciju u bolesnika s FSHD i zdravih

istih godina i izvijestili o subklinidkoj redukciji funkcije lijevog ventrikula i abnormalnoj

miokardnoj aktivnosti u bolesnika s FSHD (20), a u studiji laforEta i sur. od 100 bolesnika s

genetski dokazanom FSHD 57o je imalo smetnje provodenja ili aritmije a u odsutnosti drugih

kardiovaskulamih faktora rizika (21). Do 2009. objavljena su samo 4 sludaja hipertrofidke

kardiomiopatije kod bolesnika sa FSHD, a u jednom sludaju prvi put je dokazana

hipertrofidka kardiomiopatija biopsijom srdanog mi5i6a (22).

Poremedqii aisar\ia u spavanju kod FSHD

Poremeiaji disanja u spavanju (sleep disordered breathing) su desti kod bolesnika s mi5i6nom

distrofijom i opisani su kod Duchenn, miotonidke i limb girdle miSiine distrofije. Medutim, u

PubMed-u upotrebljavaju6i FSHD i spavanje kao kljudne rijedi nadeno je samo 8 referenca s

malim uzorkom FSHD bolesnika u kojima se ispitivala kvaliteta spavanja i poremeiaji disanja

u spavanju. u ispitivanim uzrocima poremeiaji disanja u spavanju su desti kod bolesnika s

FSHD. opstruktivne apneje u spavanju (kao najde56i oblik), REM ovisne desaturacije ili
mijesani oblici poremeiaja disanja u spavanju javljaju se u 39vo bolesnika s FSHD, ne ovise o

klinidkoj teZini bolesti i desto su asimptomatski. Indeks tjelesne mase, opseg vrata i dnevna
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pospanost nisu bili prediktori poremeiaja disanja u spavanju, pa se skrining poreme6aja

disanja u spavanju mora ukljuditi u klinidku procjenu FSHD (23). Druga studija Della Marca i

sur. pokazala je da uzrok OSAS u bolesnika s FSHD nisu anatomske anomalije

(cefalometrijska mjerenj a), vei slabost miSi6a gornjih diSnih puteva (24).

Procjena plu6ne funkciie kod bolesnika s NMB

Uz anamnezu i hzikalni pregled (osvrt na tip disanja, upotrebu pomoine muskulature,

paradoksno disanje) u pra6enju ovih bolesnika vaZna je procjena plu6ne funkcije (pluini

volumeni i protoci, plinska analiza arterijske krvi te eventualno cjelonoina polisomnografrja).

Tipidna metoda za procjenu slabosti perifeme muskulature kao Sto je elektromiografija telko

se moZe primijeniti na procjenu stanja respiratorne muskulature. Pluini volumeni, protoci i

plinska analiza arterijske krvi su nespecifidni i nesenzitivni testovi u procjeni stanja

respiratome muskulature, ali su vaZni u praienju i iskljudenju pridruZene pludne bolesti.

Naime vitalni kapacitet (VC) je uredan ili minimalno reduciran sve dok je snaga respiratorne

muskulature iznad, 501o predvidene.

Tek kada je snaga respiratome muskulature manja od 507o predvidene biljeZi se pad VC.

Pad VC iz sjedeieg u leZe6i poloZaj za 5-109o biljeZimo i kod zdravih osoba. Pad za 25Vo ima

specifidnost 907o, a senzitivnost 79Vo za dijagnozu slabosti dijafragme kao glavnog

inspiratomogmiSiia.

Mjerenje maksimalnog inspiratomog i ekspiratornog tlaka koji ispitanik generira u ustima je

jednostavna mjera snage inspiratomih (maximum inspiratorry pressure-Pl max, MIP) i

ekspiratomih miSi6a (maximum expiratory pressure -PEmax, MEP). SniZen MIP ili MEP

sugeriraju slabost respiratome muskulature. Visok MIP >od 80 cm HzO kod mu5karaca i >70

cm HzO kod Zena iskljuduje mi5iinu slabost i ima visoku negativnu prediktivnu vrijednost.

Upotreba standardnog usnika pri mjerenju VC, MIP ili MEP kod bolesnika s FSHD moZe dati

laZno negativne rezultate. Zbog slabosti orofacijalne muskulature bolesnici ne mogu ustima

obuhvatiti usnik te dolaz i do gubitka zraka . Stoga se kod tih bolesnika umjesto usnika koristi

facijalna maska, a za procjenu snage respiratorne muskulature desie se koristi test

uSmrkavanja (maximal sniff nasal inspiratory pressure -SNIP test)

Vr5ni protok pri manevru ka5tja direktno korelira s mogu6nosti iskalljavanja i di56enja sekreta
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iz diSnih putova. Vrijednost vr5nog protoka ispod ZTOUmin je povezana s neadekvatnim

iskaSljavanjem i potrebom za asistiranjem iskaSljavanj a.

Plinska analiza arterijske krvi determinira stupanj respiracijske insuficijencije. Kako se RI

prvo javlja tijekom spavanja pa dnevne vrijednosti respiracijskih plinova mogu biti uredne

unatod RI. Stoga je vjerojatnije da 6e RI biti prisutna ujutro nakon budenja, nego kasnije

tijekom dana. Dnevni poremedaj plinova arterijske krvi implicira kasno i te5ko o5teienje

respiratome funkcije, pa plinska analiza arterijske krvi nije niti senzitivna niti specif,rdna za

ranu detekciju RI. Ako je RI incipijentna manja infekcija, upotreba sedativa ili upotreba kisika

moZe uzrokovati znadajan porast PaCO2 (3,6,25).Algoritam praienja pludne funkcije u

bolesnika s NMB, pa tako i bolesnika s FSHD, ovisi o simptomatologiji i postignutim

vrijednostima plu6ne funkcije (26) (Slika 3).

Bolesnici koji nemaju znadajno poremeienu pludnu funkciju, ali imaju simptome koje

upuiuju na RI tijekom noci kandidati su za cijelonoinu polisomnografiju.

Zak[ulak: S obzirom na ekstremnu varijabilnost FS]ID, kod tih bolesnika treba misliti i na

moguinost da se u tijeku bolesti razviju plu6ne komplikacije, a u konadnici i respiracijska

insuficijencija. Kako je FSHD sporoprogresivna bolest RI ostaje nedijagnosticirana sve do

pojave akutne RI, najde5de uzrokovane respiratomim infektom, Sto desto zahtjeva hitnu

intubaciju i mehanidku ventilacijsku potporu. Odvajanje od respiratora kod NMB desto je

nemoguie i takvi bolesnici ostaju trajno vezani za respirator. Stoga je rano u tijeku bolesti

potrebna obrada plu6ne funkcije, provodenje preventivnih mjera (imunizacija protiv influenze

(27), izbjegavanje aktivnog i pasivnog pu5enja, respirarorna fizioterapija) te odredivanje

dinamike daljnjeg pradenja.
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Slika l. Uzroci respiracijske insuficijencije u bolesnika s NMB
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Slika 2. Vjerojatnost razvoja respiracijske insuficijencije u bolesnika s NMB

Probability of developing respiratory failure in neuromuscular disease

Hight probability Variabile probability

Lower probability

Duchenne muscular dystophy Limb girdle MD

Type III SMD

Type l, intermediate SMD Myopathies nemieline metabolic

[,ow thoracic spinal codre lesion

Merosin-negative CMD Fascioscapulohumeralna MD

Motor neurone disease/ALS

Early onest scoliosis

Spinal cord lesion above C6

SMA:spinal muscle atrophy; CMD:congenital muscular dystrophy; ALS amiotrophyc lateral

sclerosis; MD:muscular dystrophy
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Algoritam pracenja bolesnika s NMB
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Slika 3. Algoritam pradenja pludne funkcija u bolesnika s NMB (modificirano po ref 26).

VC; vitalni kapacitet, MIP: maksimalni inspiratomi tlak, PECF: maksimalni vr5ni protok pri
manevru kaSlja,
PaCO2;parcijalni tlak ugljienog dioksida arterijske krvi, SpO2; saturacUa kisika perferne krvi

Ventilator za kudnu upotrebu

Neinvazivna ventilacija
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ULOGA ORTOPEDA U ZBRINJAVANJU BOLESNIKA S FSHD

Vladimir KOVAC

Bolesnici sa facioskapulohumeralnom distrofijom (FSHD), predstavljaju sloZeni medicinski

problem koji zahtijeva timsko rjeSavanje. Za razliku od drugih neuromuskulamih bolesti gdje

su kontrakture ekstremiteta i skolioze glavni ortopedski problem, bolesnici sa FSHD-om

razvijaju drugadiju ortopedsku problematiku.

Dominantna je patologija slabost mi5i6a koji stabiliziraju lopatice, Sto rezultira nestabilno5iu

skapula, razvijaju se scapula alata, sa oteianom funkcijom gornjih ekstremiteta u predjelu

ramenog obruda.

Drugi je problem pojava izraiene struktume deformacije kraljeSnice (357o), od kojih su

najdelie hiperlordoze lumbosakralne kraljeSnice, a tek nakon toga po vaZnosti dolaze

skoliotidne deformacije kaljeSnice Kontrakture zglobova donjih ekstremiteta se rjede sredu i

blaZeg su intenziteta nego kod npr. progresivnih miSiinih distrofija tipa Ducjhenne ili Emery

Dreifus.

Nestabilnost skapula

Operacijsko nestabilnosti koje su posljedica slabosti stabiliztatora i fiksatora skapula sastoji u

razliditim oblicima skapulopeksije kao i skapulodeze. Opisane metode korisre kostane

transplantate, vijke, plode te serklaZe kojima se mediokaudalni dio lopatice fiksira za 5-8

rebro, obidno u poloZaju od 15 - 25 st. aMukcUe. Kao sredstva serklaZe mogu se koristiti 16

gg. Zidana serklaia, ili pak trake od umjetnih materijala. Nakon takve je operacije neophodna

imobilizacija gipsom ili ortozom (torakoabdukcijskog tipa), obidno u trajanju do 3 mjeseca, a

potom slijedi postoperascijska rehabilitacija. Prosjedno se postoperacijski postiZe dobro

pobotjsanje aktivne pokretljivosti ruku u ramenom pojasu (100 st. aMukcije, g0 st. fleksije,

35 st. ekstenzije, vanjske rotacije 20 st., unutamje rotacije 90 st.), dokazano u nekoliko

studija (Bunch wH i surad. 1993, Demirhan M i sur. , Diab M i sura. 2005, Giannini s i
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surad. 2006, Krishnan SG i suradnici 2005. Opisani dobri postoperacijski rezultai mogu biti

relativno brzo kompromitirani u sloudaju brze progresije bolesti, odnosno daljnje miSiine

slabosti.

Nefuzijske fiksacije dini se da postiZu jednake rezultate, bez negativnih efekata

postoperac ij ske imobilizacije.

Strukturna lumbosakralna hiperlordoza

Primama struktuma hiperlordoza kraljeZnice je rijetkost u ortopedskoj praksi. Hiperlordoze

uglavnom nastaju kao sekundarne, popratne pojave kontraktura donjih ekstremiteta, u prvom

redu fleksome kontrakture kukova.

Preoperacijski je , stoga, nuZna dijagnostika funkcijskim testovima (Thomas-ov hvat), te

funkcijskim Rtg slikama kojima se registrira stupanj kontrakture zgloba kuka, te

strukturalnost deformacije kraljeSnice. Operacijski izborje stabilizacija lumbalnog segmenta

kraljeZnice, segmentalnom fiksacijom odnosno spondilodezom. Za razlika od prethodnih,

distrakcijskih tehnika kojima se nekontrolirano korigirala lordoza, te je postojala opasnost od

fiksacije kralje5nice u disbalansiranom poloZaju, danaSnje tehnike omoguduju segmentalnu

fiksaciju i korekciju deformacije primjenom transpedikulamih vijaka i serklaZa, te postizanje

planiranog stupnja lordoze. RTG obrada profila cijelog trupa, ukljuduju6i kranium, te prikaz

nagiba zdjelice, omogudavaju planiranu rekonstrukciju balansiranog profila cijele kralje5nice,

pa tako i lumbalne lordoze.

Pri tome je od vaZnosti i poznavanje fiziolo5kih segmentalnih nagiba kraUe5aka, koji se mogu

koristiti u rekonstrukciji profila kralje5nice. U zagradama je naveden intervertebralni nagib

izraien u stupnjevima Thl-2 (+l),Th2-3 (+3), Th3-4 (+3,5), Th4-5 ( +5) , Th5-6 (+5),

Th6-7(+5), Th7-8(+5), Th8-9 (+4), Th9-10 (+3), ThlO-ll (+3), Thlt-12 (+2,5),Thtz-

Ll (+l), Lt-L2 (-4), L2-L3 (-7), L3-L,t (-13), trt-L5 (-20), L5-Sl (-28).

Jasno je da je preduvjet svake fiksacije kalje5nice na sakrum, saduvana gibljivost kukova

kojima se kompenzira ukodenje kraljesnice. Danainje moguinosti operacijske segmentalne

fiksacije kralje5nice imaju prednost brze mobilizacije bolesnika nakon operacije, bez potrebe

postoperacijske imobilizacije odnosno mirovanja, 5to se ranijim tehnikama fiksacije nije

moglo izbje6i.
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Neuromuskularne skolioze

Relativno su rijetke i njihovo se luedenje ne razlikuje od su5tinskog rje5avanja skolioza kod

drugih neuromuskulamih bolesti, kao i rjedavanje kontraktura na ekstremitetima.

Kontrakture se gotovo neizbjeZno razvijaju kod svih bolesnika s miopatijama, a najudestalije

su kontrakture na gleZnjevima uz deformaciju stopala po tipu ekvinusa a rjede fleksijske

kontrakture na koljenima. Njihovo prisustvo oteZava stajanje i hod, izaziva umor radi

pojadanih napora pri hodu, provocira nestabilnost i sklonost padanju a, u kombinaciji s

slabo56u mi5iia natkoljenica te zdjelidne muskulature mogu dovesti i do gubitka samostalnog

hodanja. Kada su fiksirane, a fizikalna terapUa viSe nema udinka, postavua se indikacija za

operativnu korekciju kontraktura tj. tenotomije. Najdesii op. zahvat je korekcija kontraktura

stopala, dnosno elongacija skradenih Ahilovih tetiva, a metoda izbora je tzv. perkutana

tenotomija. To je minimalno invazivan zahvat nakon kojeg je moguda brza mobilizacija

bolesnika u plastidnim AFO ortozama. Operacijski zahvat se obidno provodi simetridno,

obostrano, i to u jednom operacijskom zahvatu. Vrlo vaZan dio tretmana je rana postoperacijska

rehabilitacija s brzom vertikalizacijom bolesnika plastidnim ortozama za donje udove tipa AFO

ili KAFO. Operacijsko rje5avanje kontraktura zglobova omoguduje uvjete za nastavak i

provodenje kvalitetnije rehabilitacije a bolesniku bolje koriStenje preostale snage mi5i6a.

Indikacija za operaciju skolioze se postavlja rano, za razliku od idiopaskih skolioza, tj. ve6 kod

zakrivljenosti po Cobbu za cca 30 st., dok je vitalni kapacitet (FVC) jo5 iznad 50Vo. Operacija

predstavlja stabilizaciju kraljeZnice tj. spondilodezu i to metodom sublaminame serklaZe (po

Luque-u) ili sistemom "multi hook- rod systems"). Ove instrumentacije ne zahtjevaju

postoperaclsku imobilizaciju spinalnim ortozama te je bolesniku je dozvoljeno sjedenje odmah

nakon operacije.
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A UNIFYING GENETIC MODEL FOR FACIOSCAPULOHUMERAL
MUSCULAR DYSTROPHY

Richard JLF LEMMERS

Department of Human Genetics, Leiden University Medical Center, Leinden, Netherlands

Facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD) is a common form of muscular dystrophy

in adults that is characterized by progressive and often asymmetric weakness and wasting of

facial, shoulder girdle and upper arm muscles. FSHD is most often caused by contraction of

the MA macrosatellite repeat aray, but only when the repeat array is localized on a specific

genetic background of chromosome 4q. Repeat contractions on other, non-permissive 4q or

lOq chromosomes do not cause FSHD. D47A repeat contractions cause a local chromatin

relaxation, resulting in the transcriptional deregulation of genes within or close to D424. The

candidate gene DUX4 has been identified within each D47A unit and encodes for a double

homeobox protein of unknown function. Different from DUX4 transcripts originating from

intemal units, the DUX4 transcript from the last D47A unit is spliced to a unique last exon in

the region immediately flanking D4ZA. This exon contains a polyadenylation signal which

presumably stabilizes the distal transcript which can be observed in FSHD myotubes only.

We performed detailed genotyping and D47A sequencing in permissive and non-permissive

haplotypes and in FSHD patients with an unusual genotype that were selected worldwide after

a complex molecular diagnosis outcome. We show that FSHD patients carry specific single

nucleotide polymorphisms (SNPs) in the polyadenylation signal that affects the

polyadenylation of DUX4 transcripts. Permissive chromosomes carry a canonical DUX4

polyadenylation signal, and a non-canonical polyadenylation signal was detected in non-

permissive chromosomes. Transfection studies revealed that DUX4 transcripts are efficiently

polyadenylated and are more stable when expressed from permissive chromosomes.

These findings suggest that FSHD arises through a toxic gain of function attributable to the

stabilized distal DUX4 transcript. our study not only explains the striking haplotype-

specificity of the disorder, but also provides a genetic mechanism that unifies all genetic

observations in all patients with FSHD.
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PSIHOLOSKI ASPEKTI FSHD

Natasa JOKIi.BEGIE

Odsjek za psihologiju, Filozofski fakultet u Zagrebu

Znam da imam FSHD od kada sam bio djeiak. Naslijedio sam tu bolest od majke. U

djetinjsnu sam mogao sve ito i moji vrinjaci. Bolesti nije bilo, samo sam znao za nju, ali

nisam o njoj mislio niti sam vjerovao d.a te se ona kod mene javiti. Ponekad me bilo malo

sram mame. Nisam nikome od prijatelja priiao o bolesti, potpuno sam poricao iinjenicu da

tu i ja oboljeti. Kroz srednju ikolu nisam imao nikakvih simptoma i moje negiranie se

uspjeino nastavilo. Znate kakvi su mladi ljudi: vjeruju da im se bai niita ne moi,e dogoditi.

No, na fakultetu je bolest postajala sve vile dio mog iivota. Osim toga i mojoi mami ie bilo

sve lolije. Osjetao sam se kao da sam sam na svijetu, kao da me nitko ne mo\e razumjeti osim

mame s kojom sam pokuiavao raqovarati ali ona se uvijek rasplakala kada smo dotaknuli tu

temu, govorett mi: ,,Oprosti, ja sam kriva ito si ti bolestan". To mi niie nimalo koistilo, od

tih sam ijeii postajao sve depresivniji. Kao da sam bio greika prirode, kao da mi je oduzeta

budutnost. Imao sam djevojku, njoj nisam niita govorio, samo sam jedan dan prekinuo naiu

vezu. Ne bih se mogao pomiriti s iinjenicom da i moje dijete jednog dana pati kao mama i ja.

Netko treba prekinuti taj lanac. Kako je vrijeme odmicalo bolest je btla sve oiitija, trpio sam

piliCno snalne bolove, bio sam stalno umoran. U to vrijeme je Internet ulao u naie Zivote i
ondje sam nalao pregrlt korisnih sajeta, alt od sveg mi je najviie znaiila spoznaja da nisam

sam, da je mogute Zivjeti kvalitetan i,ivot, da ima naiina i za dobivanje zdravog potontstva.

Mislim da je najvainije za bolesnika dobiti istinite i jasne infornacije, te anti da u svemu nisi

sam. Marko,Z9g.

Facioskapulohumeralna mi5iina distrohja je nasljedna bolest koja pogada ljude oba spola.

Facioskapulohumeralna miSidna distrofrja je relativno desta primama bolest mi5i6a s

prevalencijom 1:20 000. Nasljeduje se autosomno dominantno (Vranje5 i sur., 2004.). Javlja

se uglavnom u adolescentnoj i ranoj odrasloj dobi. U klinidkoj slici dominira slabost facijalnih
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mi5iia (mi5i6a lica) i ramenog obruda. Simptomi koji se rano pojavljuju su pote5koie sa

zatvaranjem odiju, podizanjem ruku i zviZdanjem. Zivotni vijek ovih bolesnika je normalan.

Psiholo5ki aspekti bolesti ukljuduju suodavanje s kronidnom boli i umorom, a mogu se javiti i

psihidke smetnje u vidu anksioznosti, depresivnosti i slabije socijalne prilagodbe. U tekstu

koji slijedi paZnju 6emo posvetiti subjektivnoj patnji koju mogu osje6ati osobe oboljele od

FSHD-a.

FSHD je nasljedna neurololka bolest koja se moZe manifestirati u dijapazonu od jedva

zamjetnih znakova do ozbiljne naruSenosti kako zdravlja, tako i vanjskog izgleda. lz toga

proizlaze nekoliko izvora osobne patnje koji mogu pratiti bolest:

a) zabrinutost zbog zdravlja - obzirom na vanjske znake bolesti, osoba s FSHD je konstantno

podsje6ana na dinjenicu da je bolesna (dakle vulnerabilna, fragilna), Sto onemoguiuje

"negaciju" kao vrlo snaZan mehanizam obrane - posljedidno se javlja anksioznost i

depresivnost

b) suodavanje s kronidnom boli i umorom - istraZivanja pokazuju da se oboljeli najde5de Zale

na konidnu bol i to prije svega u donjem dijelu le<la i nogama koja im znadajno naruSava

kvalitetu Zivota (Padua i sur., 2009).

c) zabrinutost zbog prijenosa bolesti na potomke - kako se radi o nasljednoj bolesti kod

oboljelih su mogudi snaZni osjeiaji krivnje ukoliko su i njihova djeca naslijedila bolest, ili
stanja visoke tjeskobe tijekom trudnode ili pak osje6aji uskradenosti ako su odludili da radi

bolesti ne6e imati potomstvo

d) zabrinutost zbog izgleda - s dime su povezani nisko samopoltovanje, nisko

samopouzdanje, slabija socijalna prilagodba, te posljedidna depresivnost

ZABRINUTOST ZBOG ZDRAVLJA

Od svih spoznaja koje imamo o sebi, vjerojatno je najteZe prihvatiti spoznaju da smo smrtni.

Iako je potpuno izvjesno da ie svatko od nas jednom u buduinosti umrijeti, te dinjenice nismo

svjesni uvijek i stalno. Dapade, gotovo uvijek i gotovo stalno imamo iluziju neranjivosti koja

je bitan dio naleg mentalnog zdravlja. Kada bi stalno bili svjesni nadolaze6e smrti, brojni naSi

postupci ne bi imali smisla, osjeiali bi se bespomo6no i apatidno, depresivno i ustra5eno.

Zbog toga je mehanizam negacije te potpuno izvjesne dinjenice o na5oj konadnosti bitan i

nuZan element kvalitetnog Zivota. Negacija je vrlo koristan mehanizam obrane jer nas odmide

ll0



NOVOSTI U KLINICKOJ GENETICI: Molekulama dijagnostik4 terapija i prEvencija facioskapulohurneralne miaiCne

distrofije (FSHD), HIIM, Zagreb, 31.03. i 01.04.20t l.

od pote5koia koje ne moZemo rije5iti, i ostavua prostora i energije za pote5ko6e s kojima se

moZemo izboriti. poduzimamo korake kojima nijedemo tu dinjenicu.

Nadin na koji to dinimo je stvaraju6i obrambene atribucije, odnosno objalnjenja dogadaja

koja omoguduju izbjegavanje osje6aja ranjivosti i smrtnosti. Jedan oblik obrambenih

atribucija je nerealistiini optimizam, vjerovanje da 6e se nama dogoditi dobre stvari, odnosno

da se nama nede dogoditi lo5e stvari u budu6nosti. Upravo zbog ove pristranosti u mi5ljenju

puSadi misle kako oni ne6e oboljeti od raka, mladi vozadi misle kako se drugima dogadaju

nesreie, igradi lutrije misle kako ie ba5 oni ostvariti dobitak. Iako nerealistidni optimizam

moZe u konadnici dovesti do fatalnih posljedica, on omoguiuje ljudima da budu optimistidni i

da se osjedaju bolje.

lll

Mogu li bolesni ljudi negirati svoju bolest i biti nerealno optimistidni? U pravilu da, ovaj

obrambeni mehanizam je toliko snaZan da ie se aktivirati i u najteZim stanjima (Lazarus,

1979). Pogotovo je to mogu6e kod bolesti koje su ,,nevidljive", odnosno ne izazivaju bolove i

ne ostavljaju traga na vanjskom izgledu. Sama ta dinjenica dozvoljava oboljelima da nekada

negiraju bolest, a time i da kvalitetnije sudjeluju u svakodnevnim Zivotnim zahtjevima.

Medutim, bolesnici koji trpe bolove i/ili imaju vanjske znake bolesti stalno su podsjeiani na

bolest, na dinjenicu koliko su fragilni i vulnerabilni, sto moZe interferirati s nerealnim

optimizmom, Sto ih moZe diniti depresivnim i ustra5enim.

J

oS jednu prisranost uobidajeno koristimo u trenutcima suodavanja s tragidnim vijestima. Radi

se o vjerovanju u pravedan svyet, odnosno vjerovanju da se lo5e stvari dogadaju loSim

ljudima, a dobre stvari dobrim ljudima. Kada se dogodi neka nesreia ili bolest, vrlo vjerojatno

6e svi ljudi traZiti odgovomost u ponaianju koje je dovelo do nesre6e. Kada dujemo da je

netko obolio od raka pluia pitat iemo je li puSio, i pozitivan odgovor ie nam objasniti

,,razloge" za pojavu bolesti, pri demu iemo potpuno zanemariti dinjenicu da brojni oboljeli

nisu nikada pu5ili. NaSa potreba da objasnimo tragidne dogadaje nekom pravilno56u, a ne

samo sludajnoSiu nas duva od uznemirujuiih misli o vlastitoj sigurnosti.

No, Sto je s obrambenim mehanizmima u situaciji informacije o nasljednoj bolesti? Takva

spoznaja govori kakoje,,sudbina u genima" , 5to je potpuno opredno ljudskoj prirodi koja Zeli

Zivot imati pod kontrolom. Jedan vrlo ilustrativni citat iz ,,Genoma" Matta Ridleya opisuje Sto

znadi spoznaja o nasljedu bolesti: ,,Dobar zivot, izvrsna medicina, zdrava hrana, briZna obitelj
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Rezultati dosada5njih istraZivanja pokazuju da je ljudski psiholo5ki aparat dovoljno

prilagodljiv da i u situaciji suodavanja s neizbjeZnom sudbinom aktivira obrambene snage,

daje smisao Zivotu i na taj ga nadin odrZava (Joki6-Begi6 i Aramba5ii, 2010). Pri tome treba

naglasiti da postoje velike interindividualne razlike koje su prije svega uvjetovane osobinama

lidnosti. Nemaju svi pojedinci iste mogu6nosti pozitivnog procesiranja informacija. Stoga je

nuZan interdisciplinami pristup oboljelim osobama.

NuZno da lijednici u radu sa ovim (ali i svim ostalim) bolesnicima jasno daju informacije o

rizicima koje bolest nosi, daljnjem tijeku bolesti, moguinostima oporavka. Dati ie na taj

nadin priliku bolesniku da integrira te informacije, a kasnije izvan lijednidke ordinacije

dobivene informacije 6e mu pomoii da se uspjeSnije izbori sa svojim osje6ajima straha i
Zalosti. Pri tome treba naglasiti da je nuZno davanje istinitih informacija. Posebno je bitno da

lijednik ne banalizira bolesnikova pitanja i da daje iskrene odgovore - pojadat ie se

povjerenje, a time 6e i komunikacija biti uspjeSnija. Valja naglasiti odgovomost lijednika u

prepoznavanju psihidkih smetnji u prihva6anju i suodavanju s bole56u, koje ako se

pravovremeno uode mogu biti tretirane na odgovaraju6i nadin dime ie se oboljelom omogu6iti

bolja kvaliteta Zivota.

SUOEAVANJE S BOLI I UMOROM

Rezultati rijetkih istraZivanja kvalitete Zivota FSHD-a govore o sniZenju tjelesnog aspekta

kvalitete Zivota uslUed bolova koje trpe oboljeli, te konidnog umora (Padua i sur., 2009).

IstraZivanje je takoder uputilo na moguie rodne razlike: Zene izvje5tavaju o intenzivnoj boli i

posljedidno niZoj kvaliteti Zivota. Bol se najde5ie javljala u donjem dijelu leda i u nogama-

Bol je uvijek osobno iskustvo. Biopsihosocijalni model doZivljavanja i suodavanja s boli

predstavlja dobar okvir za shvadanje te prediktora i zaititnih dimbenika u odredivanju

l2

i bogatstvo ne mogu pomoii. VaIa sudbina je u vaiim genima i ni5ta ne moZete udiniti da to

sprijedite". MoZe li se u takvim okolnostima aktivirati pristranost o nerealistidnom

pozitivnom doZivljaju sebe? MoZe li se u sludaju informacije o nelijedivoj nasljednoj bolesti

aktivirati iluzija kontrole? Sto je s nerealistidnim optimizmom i homeostatskim mehanizmom

oduvanja kvalitete Zivota?
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intenziteta boli, odnosno za pokuSaj razumijevanja individualnog iskustva boli (Miro i sur.,

2010). Rezultati istraZivanja na osobama oboljelim od FSHD-a potvrduju znadaj osobinskih

varijabli kao Sto je katastrofiziranje (preuvelidavanje simptoma, ruminiranje, bespomo6nost) u

lo5ijem psiholo5kom funkcioniranju, te u intenzivnijim doZivljajima boli. Ova nalaz je

sukladan rezultatima dobivenim na drugim bolnim stanjima Autori su i na skupini oboljelih

od FSHD-a potvrdili dobro dokazanu dinjenicu da socijalna podrSka predstavlja za5titni

dimbenik u doZivljaju boli. Sto osoba percipira vi5e socijalne podr5ke to 6e njezino psiholo5ko

funkcioniranje biti bolje, a doZivljaj boli manje intenzivan(Miro i sur., 2010).

I

ako rijetka, ovakva israZivanja upuiuju i na praktidne smjemice. Oboljelog treba upoznati sa

mogu6nostima suodavanja s boli. Pri tome treba Sto viSe usmjeravati na usvajanje ne-

farmakoloSkih nadina suodavanja s boli, a Sto ukljuduje aktivan Zivotni stil, ne prepu5tanje

crnim mislima i ruminacijama (ponavljajuiim mislima), preusmjeravanje paZnJe,

upraZnjavanje tehnika relaksacija, znadaju traZenja i dobivanja socijalne podr5ke. Sve su ovo

nadini na koji osoba vra6a svoje prirodne obrambene mehanizme, uvodi ponovno kontrolu u

svoj Zivot, a time vra6a i osje6aj smisla i svrsishodnosti.

ZABRINUTOST RADI FOTOMSTVA

FSHD se nasljeduje autosomno-dominantno, Sto znadi da ie svaki nositelj sigumo oboljeti,

iako klinidka slika moZe varirati od jednog do drugo dlana obitelji. Svako dijete oboljelog ima

507o Sansu oboljeti od ove bolesti.

l r3

Strelovit napredak genetike doveo je do razvoja i primjene genetskih testova. Oni omoguiuju

otkrivanje nasljednih bolesti, odnosno rizidnih faktora za pojavu nekoga patololkog procesa.

U FSHD-u je genetsko testiranje svakako indicirano kako u dijagnostidke svrhe, tako i u

predikciji pojave bolesti. Prema naiim spoznajama u literaturi nema istraiivanja koja su se

bavila iskljudivo psiholoskim reakcijama nakon genetskog testiranja bas za ovu specifidnu

bolest, psiholo5ke reakcije na spoznaju o genetskom optereienju su istraiivane za druge

bolesti. Rezultati su iznenailuju6i. Emocionalne reakcije nakon suodavanja s pozitivnim DNA

nalazima (o genetskoj predispoziciji) za razvoj bolesti su kratkorajne, pogotovo kada se radi

o dijagnostidkom testiranju. Cini se da psiholoski aparat aktivira obrambene snage koji daje

smisao zivotu i tako ga odrZavaju. Istrazuju6i ponasanja nakon prenatalnog testiranja



istraZivadi zakljuduju da je odluka o ponaianju dinamidan proces koji se mijenja u vremenu

pod utjecajem iskustva i zahtjeva koji su stavljeni pred osobu. Stavovi ujednoj vremenskoj

todci nisu pouzdani prediktori ponaianja u budu6nosti. Stoga svakako treba oboljele u svakoj

fazi bolesti, a pogotovo pred donoSenje odluka o potomstvu ponovno upudivati na genetsko

savjetovanje.

Treba naglasiti da u emocionalnim i pona5ajnim reakcijama postoje velike interindividualne

razlike, koje su, prije svega, uvjetovane osobinama lidnosti i stoga je nuZan interdisciplinami

pristup osobi prije pristupanja genetskom testiranju. Drugim rijedima, iako istraiivanja

pokazuju da su psiholoSke posljedice genetskoga testiranja kratka vijeka, to ne znadi da u

klinidkim uvjetima, d. u kontaktu s pojedincem, ne moZemo odekivati i drukdije situacije.

Osobitu paZnju valja posvetiti obiteljskim interakcijama te populaciji sada5njih i buduiih

roditelja, jer su se najvedi udinci genetskoga testiranja pokazali upravo na tim skupinama. U

svakom sludaju, paZljiva procjena psihidkih karakteristika pojedinca omogudit ie pravilnu

primjenu osjetljivih medicinskih postupaka, pa i postupka genetskoga testiranja (Joki6-Begi6 i

Arambalii, 2010).

ZABRINUTOST ZBOG IZGLEDA

U socijalnom okruZenju koje cijeni ljepotu, osobe dija vanj5tina je ozbiljno nagrdena izloLer.a

su stalnim i intenzivnim socijalnim stresovima. Izoblidenja tijela, a poglavito lica, koja su

desto simptom u FSHD-u, udedu na : (i) doZivljaj sebe (tzv. self-image); (ii) socdalnu

prilagodbu.

Posljednjih 20+ak godina u okviru psihologije brojna istraZivanja su se bavila utjecajem

tjelesnog izgleda na brojne aspekte Zivota pojedinca. Naru5avanje tjelesnog izgleda nije

trivijalan problem, ona sa sobom nosi brojne i ozbiljne posljedice na osobno psihidko zdravlje

i kvalitetu Zivota. Zivimo u zapadnjadkoj kulturi koja tjelesnu ljepotu istide kao vrijednost i

poZeljnost. Voditi raduna o svome izgledu, truditi se izgledati lijepo i njegovano, kultumi je

imperativ koji nam se name6e preko svih medija i u kojem odrastamo. Ne biti lijep vrlo desto

znadi i biti odbaden. Brojna istraZivanja su pokazala koliko vanjski izgled utjede na socijalne

interakcije od najranije dobi. Primjerice, delesno atraktivne osobe 6e imati bolje izglede

tijekom studiranja, traZenja posla, pa dak i kod uhidenja radi kaznenog djela - manja im je

Sansa da ie biti optuZeni nego "ruZni" ljudi.
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U FSHD-u bolest se najdeSie pojavuuje u adolescenciji ili ranoj odrasloj dobi, dakle u

razdobuu Zivota u kojem izgled predstavua vrlo vaZan aspekt svijesti o sebi. Objasnimo prvo

Sto znadi svijest o sebi i kako se ona formira. Slika o sebi je "kognitivna generalizacija o sebi,

nastale na osnovu iskustva, koje organiziraju i vode obradu svake informacije koja se odnosi

na samog pojedinca". (Markus, 1977, u Lazarus 1979). Ona se moZe izazvati bilo kojim

podraZajem koji ie naiu painju usmjeriti na nas same, Sto ukljuduje odraz sebe u zrcalu, iuti

vlastiti snimljen glas, udariti se u ne5to ili neodekivano doZivjeti neuspjeh u nedemu. SvUest o

sebi je sloZena mentalna shema sebe samoga koja se odnosi na najrazliditije aspekte osobe: od

izgleda (body-image), preko svijesti o vlastitim sposobnostima i aspektima lidnosti do vrlo

specifidnih aspekata kao Sto je npr. sposobnost izvr5avanja zadatak u okviru zadanih rokova,

ili kompetencije za obavljanje nekih Zivotnih zadaia. Covjek nije svjestan "svega" o sebi u

svakoj situaciji. U ovisnosti od podraZaja, aktivirat 6e se oni dijelovi sheme o sebi koji su

povezani sa znakovima u situaciji. Tako 6e pogled na svoj odraz u zrcalu izazvati aktiviranje

svijesti o svom delesnom izgledu, a ditanje ovog teksta aktiviranje dijela svijesti o svojim

sposobnostima shvadanja sadrZaja koji su izvan okvira va5e struke. Ako u situaciji nema

istaknutog znaka, aktivirat 6e se oni aspekti pojma o sebi koji su povezani s onim o demu ste

razmi5ljali. IstraZivanja su pokazala (Gibbons, 1990., u Adams, 1977) da "aktiviranje sheme o

sebi neizbjeZno dovodi do samoprocjenjivanja". Proces koji je zapodeo usmjeravanjem painje

na sebe dovodi do preispitivanja, odnosno usporedivanja aktivirane sheme o sebi sa

standardom. U sklopu naSeg pojma o sebi postoje dvije vrste "potencijalnog sebe": ja kakav bi

Zelio biti i ja kakav bih trebao biti. Ukoliko su ove tri slike sebe (dakle, ja kakav jesam, ja

kakav bih Zelio biti i ja kakav bih trebao biti) u suglasju tada osoba osjeda zadovoljstvo. No,

ako dode do nesuglasja izmedu ovih komponenti svijesti o sebi tada ie se javiti negativne

emocije kao Sto su anksioznost i depresivnost.

Na osnovu samovrednovanja se razvija samopo5tovanje. Ukoliko su u ljudskom iskustvu

de56e pozitivne samoprocjene, tada 6e samopostovanje biti viSe, i obmuto. Za samopostovanje

nisu jednako vaZni svi aspekti sebe. Netko ie visoko samopostovanje graditi na tjelesnoj

ljepoti, a netko drugi na visokim intelektualnim postignuiima. Cemu 6emo dati prednost,

ovisi o ranim iskustvima, te vrijednostima i ciljevima koje smo tijekom odgoja usvojili od

roditelja, grupa kojima smo pripadali re druitva u kojem iivimo.

svijest o sebi se razvija od najranije Zivotne dobi i ovisi o socijalnom iskustvu. Nas osobni

identitet odre<len je naiim odnosima s drugim ljudima.

l l5
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Razmotrimo Sto je sa "svijesti o sebi" i "samopo5tovanju" kod osoba koje imaju vidljive

tjelesne malformacije, kao Sto je kod osoba sa FSHD-om. U pojam o sebi je nuZno ugradena

slika sebe kao osobe s boleSiu, pri demu se bolest moZe osjeiati kao ,,nametnuta" ili kao

,,kazna" jer se javlja nakon razdoblja u kojem nije bilo znakova bolesti. Posljedice su

anksioznost i depresivnost, 5to ima negativan utjecaj na samopouzdanje (self-esteem). Radi

sniZenog samopouzdanja i socijalne interakcije su rjede. Na taj se nadin umanjuju negativne

reakcije okoline, ali se i umanjuje vjerojatnost da se ostvare dublje i toplije relacije koje bi

imale blagotvoran udecaj na samopo5tovanje. Posebno su kritidni sludajevi bolesti u kojoj se

ona manifestira na licu, obzirom da se ne moZe prikriti. Obraianje paZnje na lice druge osobe

je instinktivno pona5anje i uotava se ved kod novorodendadi (utvrdenoje da dijete staro samo

nekoliko dana duie zadrtava pogled na ljudskom licu ili slici ljudskog lica, nego na bilo demu

drugome). I u odrasloj dobi facijalna ekspresija je osnova komunikacije - putem nje se

i5ditavaju tuda raspoloZenja, namjere, odekivanja kao i reakcije na nas same. Zbog vaZnosti

koje lice ima u interakciji s drugima, svaka vidljiva promjena na vlastitom licu dovest 6e do

osjedaja izloZenosti, te moguiim osjeiajima srama i gubitka. ZnatiLellni pogledi, saZaljenje ili
averzija koja se moZe isditati iz tude facijalne ekspresije mogu dovesti do socijalne izolacije.

Nisko samopo5tovanje, depresija i anksioznost su osjeiaji koji ozbiljno i trajno mogu naru5iti

kvalitetu Zivota (dak i viSe nego tjelesni simptomi) i ugroziti psihidko i delesno zdravlje

osobe. Tijekom tretmana oboljelog svakako treba obratiti paZnju na psiholo5ku prilagodbu na

bolest. Psihidke potelkoie se ne smiju banalizirati, i ukoliko se primijete svakako treba

ukljuditi i strudnjaka psihijatra ili psihologa koji ie nauditi osobu kako da se bolje prilagodi

bolesti.
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PRIKAZI BOLESNIKA I RASPRAVA

Prikaz bolesnika iz obitelji obo(ielih od facioskapulohumeralne mi5i6ne
distrof[ie

Sanja KovaEidr i Nina Canki-Klain2

. 'Odjel neurologije, Op6a bolnica Zabok, Zabok, Hrvatska
-Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu, Hrvatski institut za istraZivanje mozga

I.IVOD

Facioskapulohumeralna miSi6na distrofija (FSHD) je po udestalosti tre6a od genetskih

mi5i6nih bolesti s pribliZnom prevalencijom l: 20 000. Nastjefiuje se na autosoman

dominantan nadin. Premda uzrodni gen joS nije otkriven, poznato je da bolest uzrokuje

smanjenje polimorfnog D4Z4 por.avljajuieg niza koji se nalazi na krajnjem dijelu dugog

kraka kromosoma 4 (4q35) a koji prepoznaje sonda pl3E-ll (l) i koji se nalazi na

kromosomu 4 povezanim s haplotipom 4A161 (2).

PRIKAZ BOLESNIKA

U ovom je radu prikazan pedeset dvogodi5nji bolesnik s FSHD i njegova obitelj.

Obiteljska anamneza: Majka i otac nisu bili u srodstvu premda su potjecali iz istog kraja. Otac

je radio u rudniku i umro od srdane slabosti u 50. godini. Roditelji navodno nisu imali

nikakvih misidnih tegoba. Bolesnik ima dva brata od kojihjedan nosi slusni aparat od 19. god.

te dvije sestre. Jednoj od njih, tri godine starijoj od bolesnika potvrfrenaje molekularno FSHD

I l8

Klinidku sliku karakterizira slabost mi5iia lica, sporo progresivan razvoj asimetridne slabosti

najdeSie mi5i6a ramenog obruda, posebno onih koji podiZu lopatice, te mi5i6a nadlaktica, a

potom zdjelice i peronealnih mi5i6a. Ovaj se oblik bolesti javlja najdeSie od 12. godine pa

nadalje, kod oba spola. Sporo napreduje, s povremenim kratkim periodima brzog

onesposobljenja miSiia i njihove slabosti. TeZina bolesti varira od vrlo blage do vrlo te5ke

koja dovodi do gubitka autonomnog hoda. Zivotni vijek obidno nije skra6en.
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u dobi od 43 god. Bolesnik je imao nedavno preminulu suprugu koja je bolovala od

neurofibromatoze tip l. Sin ima 25 godina i prema pridanju oca nema klinidkih znakova

bolesti kao ni k6er koja ima 20 godina. Sin bolesnika ima kier u dobi od 5 godina koja nije

pregledana, ali je po opisu djeda zdrava.

Osobna anannezt: Po pridanju je uvijek bio zdrav. Nije imao nikakav operativni zahvat koji

bi zahtijevao opdu narkozu.

Sadalnja bolest: Sada5nja bolest je zapodela ve6 u 14. godini. Od 14-15. godine je

primjeiivao pri igranju nogometa da ne moZe trdati kao drugi djedaci i desto je padao pri

hodu. Primijetio je da mu strSe lopatice i da sve tete moZe driati ruke iznad glave. Pri

novadenju je osposobljen, ali je u Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu postavljena

dijagnoza mi5iine distrofije. U dobi od 24 godine napravljen je bio detaljan neurololki i EMG

pregled i postavljena dijagnoza ,,progresivne miSi6ne distrofije pojasnog descendentnog tipa u

fazi kad je uz rameni pojas koji je najviSe zahva6en, do5lo do zahvaianja lica i zdjelidnog

pojasa". Bolesniku je savjetovano rehabilitacijsko lijedenje barem jednom godi5nje. Obzirom

na relativno benigan tok bolesti te oduvanost mi5iia podlaktica, Saka i prstUu, savjetovalo se

da se bolesniku osigura radno mjesto u sjededem poloZaju. Ne uzima trajne terapije. Alergije

na lijekove negira.

Klinidki nalzz.' Bolesnik je samostalno pokretan, no potpuno je ovisan o tufroj pomodi pri

obavljanju svakodnevnih radnji (obladenje, osobna higijena, telko jede Zlicom i sl.). Ne moZe

ustati iz dudnja niti iz stolice, ne moZe hodati niti uz niti niza stube. Slabije duje na desno uho.

Povremeno ima ,,palpitacije", no zadnjih vi5e od l0 godina nije neurolo5ki obraffivan.

Bolesnik ima slabije artikuliran govor uslijed slabosti mimidne muskulature koja je jade

izraiena desno. Elevacija ruku je mogu6a samo do razine trbuha. Ne izvodi fleksiju i

ekstenziju u laktu obostrano. Pronacija je moguia, ali ne izvodi supinaciju. Moze stati na

prste, ali ne na pete. Hod uz geganje. Dominira slabost misi6a ramenog obruda, osobito

podizada lopatica. Najizrazenija hipotrofija mi5i6a lopatica obostrano, oba ramena i obje

nadlaktice, nelto manje mi5i6a zdjelice i peronealnih misi6a, vise lijevo. MTR ne izazivam.

Vidi se blaga torakolumbalna lordoza.

RASPRAVA

Veliki broj osoba sa invaliditetom Zivi u klimi diskriminacije, predrasuda, neznanja, s desto

nezadovoljenim elementamim potrebama. Takofrer sve teZa gospodarska situacija u nasoj

zemlji koja je sa sobom donijela porast nezaposlenosti i male pla6e, problemi su s kojima se

susre6e sve ve6i broj granana, posebice osoba s invaliditetom. Iz razgovora s bolesnikom i

ll9
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njegovom suprugom stjede se dojam negacije bolesti u sina i od strane oca i sina radi moguie

diskriminacije, odnosno straha od gubitka posla. Kategoridka tvrdnja bolesnika neurologu da

ima zdravog sina, k6er i zdravu unuku nuZno nameie brojne etidke dileme lijedniku praktidaru

koji nije educiran za genetsko savjetovanje. Genetsko savjetovanje je proces, a ne din, Sto

znadi da je u vi5e navrata bolesniku i njegovoj obitelji potrebno dati iscrpnu informaciju o

tijeku, mogu6im komplikacijama i sadaSnjim moguinostima lijedenja bolesti, Sto ie motivirati

bolesnika. Isto tako, bolesnik treba znati da li ima izlk za bolesno dijete i kakve su

mogu6nosti izbora. Za to je neophodan uvjet stvoriti povjerenje izmefru lijednika i obitelji.

Postoje principi kojih se treba drZati: pravo bolesnika da zna za svoju bolest kao i pravo da to

ne zna, ukoliko ne Zeli. Genetsko savjetovanje bi trebalo biti ne direktivna informacija, a ne

savjet Sto bi bolesnik trebao ili ne udiniti. Ukoliko lijednik osje6a teSko6e u kontaktu s

bolesnikom koji ima genetsku bolest, bilo bi najbolje da ga uputi u genetsko savjetovaliSte.

ZAKLJUEAK

Na temelju poznavanja sestre i sina bolesnika kod kojih je u dobi od 43 i l3 god. postavljena

sumnja na FSHD kojaje potvrfiena u Parizu u laboratoriju prof. J-C.Kaplana, anamnestidkog

podatka o slabosti sluha brata te karakteristidne klinidke slike i tijeka bolesti bolesnika, moZe

se sa sigumo5iu tvrditi da bolesnik ima FSHD. Molekulama potvrda dijagnoze nije potrebna.

Bolesniku su preporudeni pregled sluha i procjena pludne funkcije, rehabilitacijsko lijedenje te

po potrebi pregled kod okulista i po potrebi FAG. NaZalost, bolesnik je zainteresiran jedino za

ocjenu radne sposobnosti
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GENETSKO SAVJETOVANJE, GENETSKO TESTIRANJE I
PRENATALNA DIJAGNOSTIKA FSHD

Nina CANKI-KLAIN

Medicinski fakultet SveudiliSta u Zagrebu, Hrvatski institut za istraZivanje mozga

GEI{ETSKO SAVJETOVANJE

Genetsko savjetovanje (l-a) je specijalizirani medicinski postupak koji u sebi sadrZi

racionalni i emocionalni dio, a obuhva6a proces komunikacije izmedu lijednika-savjetnika i

osobe ili para koji traZi savjet u vezi pojave ili ponavljanja genetskog oltedenja u obitelji.

Racionalni dio se odnosi na informaciju o prirodi, teZini, prognozi, etiologiji, vjerojatnosti

nastanka i mogu6nostima spredavanja pojave odredene bolesti. Emocionalni dio vodi raduna o

psiholo5kom stanju osobe koja treba razumjeti saop6enje kako bi mogla donijeti odluku koja

6e biti najbolja za nju. Posebna paZnja je posveiena emocionalnom aspektu genetskog

savjetovanja Sto zahtijeva od genetskog savjetnika poznavanje tzv. procesa svladavanja

te5koia pacijenta ,,Coping process" (5):

l. Sok i poricanje

2. Tjeskoba

3. Gnjev i krivnja

4. Depresija

5. Psihidka homeostaza

Nedovoljan broj educiranih medicinskih genetidara, uz neobidno nagli i sve sloZeniji razvoj

metoda koje omoguiuju postavljanje todne etiololke dijagnoze iduii od stanica blastociste do

klinidki jo5 zdrave osobe koja nosi smrtonosan gen za vi5e ili manje te5ku bolest nalaZu

multidisciplinami timski pristup strudnjaka razlidirih profila od lijednika specijalista,

raznovrsnih znanstvenika do klinidkih psihologa i djelatnika socijalne skbi. Posebno je

potrebno naglasiti neophodnost bolje informiranosti lijednika specijalista u primamoj za5titi

kao i medicinskih sestara i babica koji se uglavnom prvi susredu s osobom koja bi trebala

dobiti genetsku informaciju.
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U sludaju FSHD postoji vi5e nadina kojima se moZe dodi do dijagnoze i o demu je prethodno

bilo viSe govora. Neophodno je potrebno Sto ranije postaviti dijagnozu kako bi se Sto bolje

zbrinulo bolesnika i kako bi roditeui dobili pravilnu informaciju o riziku

Koliko je za sada poznato, biopsija mi5i6a je beskorisna u bolesnika s klasidnom FSHD

slikom i obiteljskom anamnezom, buduii da je histolo5ki nalaz nespecifidan,

imunohistokemija ne dolazi u obzir, a molekulska anal\za iz krvi moZe u najmanje 957o

bolesnika potvrditi ili iskljuditi dijagnozu. U sludaju negativnog molekulskog nalaza treba

udiniti detaljnu analizu mi5i6a o demu je vei bilo govora.

Testiranje potencijalno rizidnih asimptomatskih odraslih osoba je mogu6e. Medutim

potrebno je voditi raduna o psiholoSkim posljedicama pozitivne dijagnoze na zdravu osobu.

Osim toga, usprkos razvoju molekulame dijagnostike, teZinu i vrijeme pojavljivanja klinidkih

simptoma nije moguie sa sigumoSdu predvidjeti. To isto vrijedi za asimptomatske osobe kao i

za testirane fetuse.

Procjena rizika

Procjena rizika u sludaju FSHD nije te5ka pod pretpostavkom daje dijagnoza toina

Procjena se osniva na odredivanju egzaktne dijagnoze na osnovi klinidke slike, obiteljskih

podataka i /ili molekulame analize

Roditelji probanda- Ve6ina bolesnika s FSHD ima roditelja s klinidkim simptomima FSHD i

jedan D4'ZA alel sa skra6enjem (70?o-9o7o osoba s FSHD). Ipak u pribliZno 10-30%

propozitusa s FSHD bolest nastaje uslijed de novo nastalog skraienja D4Z4 podrudja alela

A416l. Zbog toga bi bilo korisno ispitati bolesnikove roditelje kliniiki i molekulamim

genetskim testiranjem. Pregledom je mogude ustanoviti, da je jedan od roditeua bolestan, ali
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Osnovni preduvjet za genetsko savjetovanje je poznavanje todne etiolo5ke dijagnoze. Tako

todna dijagnoza FSHD omogu6uje odredivanje potencijalnih rizidnih osoba na osnovi

autosomnog dominantnog nadina nasljedivanja. Osim poznavanja nadina nasljedivanja,

potrebno je voditi raduna i o nekim dnrgim fenomenima poput penetrantnosti gena,

varijabilnosti klinidke slike unutar iste i razliditih obitelji te posebno udestalosti de novo

nastalih mutacija (1O-30Eo), somatskom i germinalnom mozaiku.
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da blaga klinidka slika ili nedovouno poznavanje bolesti nisu omoguiili prepoznavanje

dijagnoze u roditeua. Zbog toga n|e mogu6e tvrditi, da se radi o negativnoj obiteljskoj

anamnezi prije nego Sto se udini primjereno ispitivanje bliskih dlanova obitelji bolesnika.

Propozifusova brada i sestre -Rizik za braiu i sestre propozitusa ovisii o genetskom statusu

roditelja. Ako je jedan od roditelja bolestan, rizik za bra6u i sestre da naslijede skradenu

mutaciju D47A iznosi 50Vo.

Kada niti jedan od ncditelja nema skradenje D4A, nzik za bra6u propozitusa izgleda mali.

Ako niti jedan propozitusov roditelj nema prepoznatuivo DlZ4 smanjenje, tada postde dvije

mogu6nosti:

LGerminalni mozaik u jednog od roditelja ili 2.de novo nastalo skra6enje D4ZA u

propositusa. Potrebno je naglasiti da udestalost mozaika u spolnim stanicama nije poznata.

Potomci probanda- Svaki potomak bolesnika ima 50Vo rizik da naslijedi mutaciju koju

predstavlj a skrai enje D47A

Drugi Elanovi obite[ii probanda- Rizik za druge dlanove obitelji ovisi o statusu probandovih

roditelja. Ako je jedan od roditelja bolestan ili samo ima skradenje D474, tada on i njegova

obitelj imaju rizik.

Percepcija rizika

Bez obzira kako se iskazuje rizik u postocima ili relativno, par tu brojdanu todnost ,,prevodi"

u prihvatljiv ili neprihvatljiv rizik. Svi lijednici s iskusrvom genetskog savjetovanja znaju da

je u istovjetnoj situaciji percepcija dva para ili osobe razlidita. Izuzev5i intelektualnu i

sociokultumu razinu pacijenata, odredeni dimbenici mijenjaju percepciju rizika. ovdje treba

spomenuti:
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Potrebno je imati na umu da obiteljska povijest bolesti moZe izgledati ,,negativna'Jer se nije

prepoznalo bolest u dlanovima obitelji,zbog asimptomatskog roditelja dija se delecija nalazi

subtelomerno od lokusa DlZ4 s kojim se hibridizira sonda (te je zbog toga sonda negativna),

rane smrti roditelja prije pojave simptoma ili kasnog podetka bolesti u bolesnog roditelja.

Ako je mutacija nastala u roditelja tada je mogude da majka ili otac ima somatski mozaik za

mutaciju te moZe biti blago ili minimalno zahva6en bole56u..
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o TeZinu bolesti i nadin na koji ju prihvaia okolina

o Mogu6i terapijski vidici i nadanje koje u njih daje obitelj

. Broj zdrave i /ili bolesne djece koju ve6 ima par

o Moguinostprenatalnedijagnostike

Ovisno o tome Sto su proZivjeli i ovisno o vlastitoj percepciji rizika, par ie trebati donijeti

odluku da li da ima ili nema drjete. Nije rijetko da parovi traie od lijednika direktivan stav,

istinski savjet. Medutim, genetski savjetnik mora dati najiscqpniju i najsuvremeniju

informaciju, ali bez udecanja na odluku.

Sto je genetski test i za5to se genetsko testiranje razlikuje od ostalih medicinskih

testova?

Genetski testje analiza nekog specifidnog gena, njegovog produkta ili funkcije, ili neka druga

analiza na razini DNK ili kromosoma, koja ima za cilj da otkrije ili iskljudi neko o5teienje

koje je vjerojatno povezano s odredenim genetskim poremeiajem. Genetski test se razlikuje

od ostalih vrsta medicinskih testova bududi da ne izaziva iste emocionalne, etidke i socijalne

probleme poput drugih medicinskih testova zbog niZe navedenih razloga:

l. Zloporaba genetike u pro5losti

2. Moguinost otkrivanja genetskog uzroka bolesti iz bilo kojeg tkiva i u bilo koje doba

od trenutka zade6a bez obzira na prisutnost ili odsutnost klinidkih simptoma.
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GENETSKO SAYJETOVANJE I GENETSKO TESTIRANJE

Kako bi se osiguralo, da genetsko testiranje bude Sto djelotvomije i izvedeno na Sto

primjereniji nadin po najvi5im standardima, potrebno gaje smatrati sveobuhvatnim procesom,

a ne jednostavnim laboratorijskim postupkom. Taj se proces sastoji iz tri jednako vaZna dijela:

l.Priprema, informacija i privola

2.Laboratorijska analiza

3.Obja5njenje rezultata i pomo6 (medicinska,psiholo5ka, socijalna)

Pojedine od navedenih faza mogu razlidito dugo trajati, Sto ovisi o teZini bolesti i metodama

koje nam omogu6uju potvrdu ili iskljudenje.
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3. DruStvene implikacije

Privola nakon informac[je o testu

Prethodno navedeni razlozi objaSnjavaju za5to je prije svakog genetskog testiranja potrebno

informirati potencijalnog ispitanika o koristi i Stetnim posljedicama testiranja. OEito je, da

vaZnost shvaianja informacije ovisi o vrsti bolesti i stanju ispitanika (bolesnik, potencijalni

bolesnik jer u obitelji postoji bolest , "znatiZeljna " osoba, itd). Osim toga potr€bno je voditi

raduna, da upotrebom iste tehnologije d. isti test moZe biti "dijagnostidki", "presimptomatski"

ili "prediktivan"(predvi<lajudi). Ako se ne razumiju osnovne razlike medu tim testovima moZe

doci do ozbiljnih posljedica.

a

a

Dijagnostidki genetski testje test koji se izvodi na bolesniku koji na osnovi klinidke slike

boluje ili bi mogao bolovati od odredene genetske bolest koja se ispituje. Naglasak je na

znacima bolesti koji su prisutni sada u momentu ispitivanja, a ne da li 6e se pojaviti

jednom u budu6nosti.

Prediktivan genetski test se odnosi na osobe koje su obidno zdrave, ili na bolesnike koji

imaju simptome koji se ne odnose na bolest koja se testira. Medutim naziv prediktivan

genetski testje bolje upotrebljavati za sludajeve u kojima je rizik za pojavu bolesti znatno

poveian ili smanjen u odnosu na op6u populaciju, ali bez bilo kakvog stupnja sigumosti

da 6e dodi do bolesti.

Presimptomatski genetski test bi se trebao upotreblj avali za sludajeve u kojima ie

abnormalni rezultat testa imati za posljedicu gotovo neizbjeZan nastanak bolesti u nekom

kasnijem periodu Zivota.

Prediktivna medicina se osniva na otkrivanju gena dije bi poznavanje trebalo pomodi da se

sprijedi pojava bolesti. Etidke dileme su ogrornne, narodito kada se radi o genima teSkih
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Prediktivna medicina

Osnova prediktivnog testiranja leZi u dinjenici da bilo kakva promjena otkrivena u DNK

ostaje u pravilu nepromijenjena od za(eta do smrti bez obzira na prisutnost ili odsutnost

klinidkih simptoma, omogu6uje da se prije pojave simptoma predvidi lG30 godina ili dak

viSe, da li ie neka zdrava osoba razviti specifidnu bolest. Dob pri nastanku kao i teZina bolesti

mogu pokazivati korelaciju s velidinom i prirodom genetske mutacije. Ipak u vedini sludajeva

ne postoji pouzdan prognostidki pokazatelj za neku osobu .
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smrtonosnih bolesti koje se javljaju tek u odraslo Zivotno doba i za koje ne postoji nikakvo

lijedenje

Problemi oko obavje5tene privole pri presimptomatskom testiranju

l.Upu6ivanje na testiranje bez privole

2.Testiranje djece i maloljetnika

3.Upu6ivanje na testiranje pod pritiskom "sa strane"

PLANIRANJE OBITELJI I PRENATALNA DUAGNOSTIKA FSHD

Najpogodnije vrijeme za odredivanje genetskog rizika i razgovor o dostupnosti prenatalnog

testiranja predstavlja vrijeme prije trudno6e. Isto tako bi bilo primjereno kada bi rizidni

asimptomatski dlanovi obitelji, koji su u prokreativnoj dobi, donijeli odluku o testiranju prije

trudno6e. Miadim bolesnicima ili rizidnim osobama je potrebno pruZiti genetsko savjetovanje

ukljudujuii moguii rizik za potomstvo kao i moguinosti izbora ( donatorstvo sperme ili
jaja5aca, adopcija, trajna kontracepcija, usvajanje itd).Isto tako je korisno upoznati

zainteresirane s informacijama dostupnim na intemetu:

http://www.ncbi.nlm.n . sov/books/NB K 1443/

http://www. fshsociety.ors/oaqes/about.html

(http://ehr.nlm.nih.eo v/handbook/consult.pdf .

Prenatalno molekulamo testiranje je mogude ukoliko postoji 5070 izk. Prije analize je

potrebno poznavati skra6enje mutacije D4Z4 bolesnog roditelja. Analiza se radi iz DNA.

Obidno se upotrebljavaju stanice ploda dobivene amniocentezom izmedu 15. i 18. tj. trudno6e

ili korionske resice uzete oko 12. d. trudnoie.
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Materials and Methods

Control Individuals and Patients with FSHD

Proximal and distal region sequences from the D424 repeat array were generated

from control individuals and patients with FSHD that were selected from our

collection of>3000 individuals and from Hapmap samples (S1,S2J. The FSHD-

affected families (F1-FB) were ascertained via Neuromuscular Centers worldwide.

All individuals have been genotypes in detail by pulsed field gel electrophoresis

(PFGEJ and all markers in the D4Z4 locus that have been described previously.

Blood from all individuals was collected after informed consent was obtained.

Somatic Cell Hybrids and DNA Clones

Some sequences of the D4Z4 locus were generated from monoallelic sources. FSHD

chromosomes sequences were obtained from monochromosomal rodent somatic

cell hybrids HHW1494 (4A161) and SU10 (4A1611 (gift from S. Winokur, Irvine, CA)

and phage clones tr42 (4A161), 168 (4A1611), and i.260201 (aA161) [S3_). As

chromosome 4qB sources, we used the monochromosomal rodent somatic cell

hybrids GM11687 (4B168) (Coriell Institute for Medical Research, Camden, Nl),41-

10 (48163) (gift from E. Stanbridge, trvine, CA), and HHW416 (48163) (gift from M.

Altherr, Los AIamos, NM). Chromosome 10A166 sequences were generated from

cosmid C85 [S3J and the monochromosomal rodent somatic cell hybrids 726-8a

[U.K. Human Genome Mapping Project Resource Center) and GM1].688 [Coriell Cell

Repositories).
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Clinica I d escription FS H D fami li es

F1

The proband presented at age 28 with right arm weakness. He was, however, aware

of shoulder weakness since age 18. Examination showed mild asymmetric facial

weakness, asymmetrical shoulder muscle weakness and atrophy and abdominal

muscle weakness.

His 52 year old father, noted shoulder muscle weakness since age L6, and pelvic

girdle weakness since age 30. He was diagnosed as FSHD on clinical grounds. His

parents, four brothers, tvyo sisters and one daughter were reportedly unaffected.

Examination showed mild asymmetric shoulder girdle weakness (Shoulder

abduction: Right 110', Left 80"), severe pelvic girdle and hamstrings weakness, and

Right tibialis anterior paralysis and Left paresis.

F2

The proband, a 61-year-old woman, noticed right foot dorsiflexor weakness at age

17 . At age of 20, she noticed difficulty lifting her arms above shoulder level.

Presently, she can walk small distances but is otherwise wheelchair dependent.

Examination shows very mild orbicularis oculi weakness and moderate orbicularis

oris weakness. She has bilateral scapular winging with severe biceps and triceps

weakness, moderate wrist extension weakness, moderate to severe hip girdle

weakness and bilateral foot drop.

Her 32 year old son had onset offoot dorsiflexor weakness at age 1g followed by

shoulder girdle weakness at age 20. Examination showed moderate facial weakness,

Z
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and bilateral scapular winging. He had mild triceps and finger extension weakness

in the upper extremities and normal lower extremity strength except asymmetric

tibialis anterior weakness.

r-t

The proband, a 47 years-old woman, developed progressive facial and shoulder

girdle muscle weakness starting at age 15. At age 45, she noticed difficulty in

walking and climbing stairs and was diagnosed clinically with FSHD. Her 26 years-

old older daughter had asymmetric facial and shoulder girdle involvement [R. arm

abduction 80", L. arm 70') and right foot dorsiflexor weakness highly evocative of

FSH D.

F4

The proband was noted to have dysarthria and facial weakness at age two.

Examination at age 5, showed severe faciaI weakness, scapular winging, as well as

abdominal, quadriceps and hamstring weakness.

His father, aged 37 has right facial weakness since childhood. Examination showed

facial weakness as well as right scapular winging with shoulder girdle weakness,

asymmetric pectoralis maior atrophy and abdominal muscle weakness.

F5

This family is an example of a FSHD family in which the deletion of D4z4 extends

proximally and was described in Lemmers et ol [S4.).
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F6

Family F6 consists ofa deceased affected father who has six children, ofwhom four

sons are affected and have been examined. Two children and fourteen

grandchildren have not been examined. The proband [66 years old) reported a

drop-foot at the age of 18 and was noted to have facial and shoulder muscle

weakness on clinical examination. He became aware of significant upper-arm

weakness at the age of 45 and pelvic girdle weakness at 50 years and noticed a weak

handgrip at 62 years when he started wearing foot-ankle orthoses.

Although the four brothers differed in age by 8 years, they all had a comparable

clinical condition on a recent physical examination.

F7

Family F7 has been reported before (RF207 in [S5.)]. The proband had mild facial

weakness, moderate shoulder girdle weakness and mild foot-extensor weakness

when he was examined for the first time at the age of49. Her eldest daughter had

mild facial, shoulder and foot-extensor weakness in addition to Klippel-Trenaunay-

Weber syndrome. Her sister had mild facial and shoulder girdle weakness. The

proband's brother (55 years) complained of inability to run, what he related to low

back pain. His oldest son (29 years) had mild shoulder weakness, another son [321;

20 years) had asymmetrical facial weakness, and one daughter (324; L8 years) had

mild facial and shoulder-girdle weakness.
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FB

The proband, aged 64 had symptom onset at age 25 with proximal leg weakness.

Exam shows facial weakness, scapular winging, mild biceps and hip flexion

weakness, and asymmetric tibialis anterior weakness. Her tvyin daughters have

FSHD. In one, symptom onset was at age 30 with difficulty raising her right arm.

Examination at age 45, shows facial weakness, scapular winging, severe biceps

weakness and asymmetric wrist extension weakness, and mild quadriceps tibialis

anterior weakness as well as abdominal muscle weakness. Her rlvin sister dates her

symptoms to age 18 with difficulty lifting her arm. Exam at age 45 shows facial

weakness, scapular winging, severe biceps weakness, mild triceps weakness, mild

hip girdle, tibialis anterior and abdominal weakness.

Detailed genotyping D4Z4 Iocus

For the genotyping high quality DNA was isolated from peripheral blood

lymphocytes. The genotyping (chromosomal variation) was based on the

chromosomal location (chromosome 4q or 10q), the SSLP variation, the array size

and composition (sensitivity to restriction enzymes Blnl aad Xapl) of the D4Z4

repeat array and on the distal variation A and B (1),ln short, restriction enzyme

digested genomic DNA was separated by PFGE and after Southern blotting analyzed

with different radioactive labelled DNA probes. The SSLP size variation was

determined by PCR. All methods have been described previously and can by found

on the Fields Center Website (www.fieldscenter.orgJ.
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Sequence analysis of the proximal D4Z4 sequence (D4F10451-D424 region) and distal

D4Z4 sequence (D424 and pLAM or D4Z4 and 4qB)

All primers for proximal and distal D4Z4 PCR were designed using Primer3 software

and optimal PCR results were obtained when using high qualiry plug DNA prepared

for PFGE analysis (lJ that was, after equilibration in TE-a, dissolved in TE'+ to a final

DNA concentration of 25 ng/uL.

The sequence of the D4F104S1-D424 region (Fig. 1B; A, A-L and B chromosomes,

nucleotides 4309-7854 in Genbank accession number AF117653) of different

chromosomes was determined with either forward primer 5'-CTG GGA GTT CGG

CAT TTT CTc ATT AGC-3' or forward primer S'-CTG GGA GTT GGG CAT TTT CTg ATT

AGC-3'in combination with reverse primer S'-GGC GGT CTG GGA TCC GGT GA-3'. To

enable a PCR reaction that was specifically ampliffing a single chromosome 4q we

selected individuals that carry the chromosome of interest in combination with a

hybrid chromosome 4. Hybrid chromosomes 4 (with normal- sized D4Z4 array) can

be found in about L0% ofthe population. [n these individuals all undesirable

chromosomes (homologous 4q and 10q) can be eliminated from PCR amplification

by a preceding Blnl digestion in which the BInl restriction site is exclusively absent

from the chromosome of interest. In addition some D4F10451-D424 sequences

were determined in the somatic cell hybrids and DNA clones described above. The

PCR reaction was performed on 100 ng of genomic DNA with 1.5 uL GC-dNTps (0.5

mM dATP,0.5 mM dCTP, 0.5 mM dTTP,0.3 mM dGTp and 0.2 mM 7-deaza-dGTp),

0.4 U ofPhusion F530-L DNA polymerase and supplemented GC buffer, in a total

volume of 25 pl. The PCR conditions consisted ofan initial denaturation step at 9B.c
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for 3 min., followed by 39 cycles of denaturation at 98'C for 25 s, annealing at 68'C

for 20 s, and extension at72"Cfor 3 min. The final extension time was 6 min. at

72"C.To determine the sequence consensus for chromosom es 4AL6l, 4A76IL,

48163, 48168 and 10A166 at least 3 independent chromosomes of each variant

were sequenced.

To obtain D4Z4-pLAM sequences for different 4q and 10q chromosomes we

analyzed individuals that carry different combinations ofA and B chromosomes. For

example, we selected an individual with one 4qA, one 4qB and two Blnl sensitive

10q chromosomes and used A-specific reverse primers in combination a 81nl

digestion prior to the PCR amplification to specifically amplifu the 4qA chromosome.

The same primers were used to amplify different 10q chromosomes in individuals

with rvvo 4qB chromosomes. To amplify the D4Z4-pLAM sequence of 4qA and 10q

chromosomes (Fig. 18, nucleotides 4580-8195 in Genbank accession number

FJ439133) we used forward primer 5'- AGC GTT CCA GGC GGG AGG GAA G-3'and

either reverse primer S'-CAG GGG ATA TTG TGA CAT ATC TCT GCA CTC ATC-3'(for

4qA and 10A17 6 chromosomes), or reverse primer S'-TGG AGT TCT GAA ACA CAT

CTG CAC TGA-3' (for 10A166 chromosomes). For the amplification of 4qB

chromosomes (Fig. 1B, nucleotides 4988-7 695 in Genbank accession number

FJ439133 combined with nucleotides 0-1047 in AFO17466) we used forward primer

S'-CGC GGT TCA CAG ACC GCA CAT C-3' and a 4qB specific reverse primer S'-GCC

CGG CAC ACA TGT TTG TCT CCT T-3'. Finalty, the D4Z4-pLAM sequences from

+A].61L chromosomes and from the complex F4 chromosome (Fig 1B, nucleotides

61BB-7506 in Genbank accession number FJ439133 combined with nucleotides 0-

7Lemmers et al



2221 inUT 4497) were determined with forward primer S'-AGC CCA GGG TCC AGA

TTT GGT TTC AG-3' and reverse primer S'-CAG GGG ATA TTG TGA CAT ATC TCT

GCA CTC ATC-3'. AII PCR reactions were performed on 100 ng of genomic DNA, in a

solution containing 1.5 uL GC-dNTPs (0.5 mM dATP,0.5 mM dCTP,0.5 mM dTTP, 0.3

mM dGTP and 0.2 mM 7-deaza-dGTP,2.5 U of LA-Taq DNA polymerase and

supplemented with zxGC buffer (TAKARA), with a total volume of 25 pl. The PCR

conditions consisted of an initial denaturation step at 94oC for 1 min., followed by

34 cycles ofdenaturation at 94oC for 30 s, annealing at 6B'C for 30 s, and extension

at72"C for 3 min. The final extension time was 10 min. at 72"C.To determine the

sequence consensus for chromosomes 4A15 1, 4 Al6lL, 48163, 48168, 1.0A166 and

10A17 6T at least 3 independent chromosomes for each variant were sequenced.

Site directed mutagenesis poly(A) signals

Site directed mutagenesis of the poly(A) signals (PAS) were performed using PCR

and mismatched primers. For the construction ofthe 10A156 mutated PAS on the

4A161. construct [generation 4A161b10mPAs) PCR products were created with

forward primer S'-GCT GGA AGC ACC CCT CAG CGA GGA A-3' and PAS10 reverse

pTimeT S,.GGA TCC ACA GGG AGG GGG AAT TTT GAT ATA TCT CTG AAC TAA TC.3,

(fragment 1) and with PAS10 forward primer S'-GAT TAG TTC AGA GAT ATA TCA

AAA TTC CCC CTC CCT GTG cAT CC-3' and M13-Reverse Primer [fragment Z).

Similarly, for the construction of rhe 4A1.61 PAS on the 10A166 and 10AL76T

construct (generation 10A166b4PAS and 10A176T4PAS) pcR products were created

with forward primer S'-GCT GGA AcC ACC CCT CAG CcA GGA A-3, and with pASa

B
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reverse primer s'-GGA TCC ACA GGG AGG GGG CAT TTT AAT ATA TCT CTG AAC TAA

TC-3' (fragment 1-) and with PASa forward primer S'-GAT TAG TTC AGA GAT ATA

TTA fuL\ TGC CCC CTC CCT GTG GAT CC-3'and M13-Reverse Primer (fragment 2).

After gel purification PCR fragments 1 and 2 were mixed and amplified with forward

primer S'-GCT GGA AGC ACC CCT CAG CGA GGA A-3' and M13-Reverse primer

creating a 1 kb D4Z4-pLAM-pCR2.1 fragment. The PCR reaction was performed on

100 ng of plasmid DNA with 3 uL dNTPs [2 mM), 0.4 U of Phusion F530-L DNA

polymerase and supplemented GC buffer (fragmentl) or HF buffer (fragment 2), in a

total volume of 30 pl. The PCR conditions consisted of an initial denaturation step at

9B'C for 3 min., followed by 20 cycles ofdenaturation at 9B'C for 25 s, annealing at

55'C for 30 s, and extension at72"C for 45 s (fragment 1 and 1 kb D4Z4-pLAM-

pCR2.1 fragment) or 15 s (fragment 2). The final extension time was 1.0 min. at 72"C.

Finally, with a Kpnl digestion the original Poly(A) signals were replaced by the

mutated ones. All constructs were sequence-verified.

Cloning of proximal and distal D4Z4 sequences.

Proximal and distal D4Z4 fragments were cloned in either the T0P0 blunt-ll (for

Phusion amplified fragments) or in the T0P0 TA pCR2.1 (for LA-Taq amplified

fragments) vector and subsequently these vectors were transfected into NEB 5-

alpha F'/o Competent g. coli cells (New England Biolabs).

9Lemmers et al
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C2C12 mouse muscle cells were cultured in DMEM supplemented with 20% fetal

bovine serum,4 mM L-glutamine,4.5 g/L glucose and 1% penicillin-streptomycin in

an incubator with 1.0%o C02 atmosphere at 37'C. For transfection 8x10+ cells were

seeded in each well ofa 6-well cell culture plate (Nunc) and grown for 24 hours

prior to transfection. To monitor the transfection efficiency D4Z4 plasmids were co-

transfected with pEGFP-CL plasmids. For each construct 2 ugof D4Z4 plasmid DNA

was mixed with 2 ug of pEGFP-CL plasmid DNA after which 365 pl sera-free DMEM

was added and 9 pl Plus reagent (lnvitrogen). The DNA-Plus Reagent mixture was

incubated for 15 minutes at room temperature. Meanwhile 365 pl sera-free DMEM

was prepared with 9 pl Lipofectamine reagent (lnvitrogen). Then, DNA-PIus reagent

mixture and Lipofectamine reagent were combined and incubated for 15 minutes at

room temperature to subsequently replace the C2C12 medium for L hour in an

incubator at 37"C. Afterwards, transfection medium was replaced by 2 mL fresh

C2C12 medium and after 24 hour incubation cells were harvested.

Quantification of DUX4 mRNA levels using real-time RT-PCR

Total RNA was extracted using the Macherey Nagel total RNA isolation kit with

Dnasel treatment. The RNA concentration was determined on a ND-1000

spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA) and the quality was

analyzed with a RNA 6000 nanochip on an Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent

Technologies Netherlands BV, Amstelveen, The Netherlands). cDNA was

synthesized from 0,5 pg oftotal RNA using random hexamer primers (Fermentas, St

Leon-Rot, Germany) and the RevertAid H Minus M-MuLV First Strand Kit
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(Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada) according to the manufacturer's

instructions. After the cDNA reaction 30 [L of water was added to an end volume of

50 pL. The mRNA levels were measured by real-time PCR using a SYBR Green QPCR

master mix kit (Stratagenel on a MyiQ (Biorad Laboratories, Veenendaal, The

Netherlands) running an initial denaturation step at 95eC for 3 min, followed by 40

cycles of 10 s at 95sC and 45 s at 62qC. The ratio between PAS and DAS primer set

were determined by forward primer S'-CCC AGC TAC CAG CAG ACC-3'and reverse

primers S'-TCC AGG AGA TGT AAC TCT AAT CCA-3' (PAS) or S'-TGA TCA CAC AAA

AGA TGC AAA TC-3' (DAS). All the primers used for real-time PCR were designed

using Primer 3 software. To ensure that residual genomic DNA was not being

amplified, control experiments were performed in which reverse transcriptase was

omitted during cDNA synthesis. Amplification efficiencies were determined from

standard curves generated by serial dilution of plasmid DNA.

Northern blot analysis

For the Northern blot analysis ofthe D424 transcript the previously described

C2C12 transfection was scaled up to two 1o-cm-diameter Petri dishes per D4Z4

construcL Total RNA was extracted using the Macherey Nagel total RNA isolation kit

with Dnasel treatment. For each lane L0 ug total RNA was separated on a 0'B%

agarose gel containing 1070 formaldehyde and blotted onto Hybond XL (GE

healthcare Life Science). Hybridizations were performed in a formamide

hybridization mix [S6J for 16 h at 50'C using a:2P labelled a D4Z4 probe that covers

the 300 bp homeobox region of D4Z4 (D424-HD). As control, the transfection
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efficiency for the different conditions was analyzed by hybridization with a GFP

probe. Probe labelling was performed using the Megaprime labeling kit (GE

healthcare Life Science) according to the manufacturer's protocol. The blots were

washed at 65'C and to a stringency of 2x SSC and 0.1% SDS. The radioactivity on the

membranes was visualized by phosphor imaging on a Storm 840 Phosphor Imaging

System IMolecular DynamicsJ.

DUX4 expression analysis in primary myotubes

Myoblasts were isolated from a needle muscle biopsy sample of the Vastus Lateralis

as described before (57). After pre-plating, myoblasts were cultured in F-10 Nutrient

medium (Gibco Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.), 200/o FCS, 100U/ml penicillin and

100pg/ml streptomycin, 4pg/ml bFGF and 1pM hexamethazone, in a humidified

atmosphere containing 50lo COz at37"C.

Myotubes were obtained by growing the myoblasts at 700l0 confluency on

differentiation media (DMEM (+glucose, +L-glutamin, +pyruvate),2% horse serum)

for 6 days. Total RNA isolation, cDNA preparation and real-time PCRwere

performed as described in the previous sections AII samples were run in duplo. All

PCR products were analyzed for specificity by melting curve analysis and ona2o/o

agarose gel. The results ofthe quantitative RT-PCR were analyzed and quantified

using iQ5 optical system software version 2.0 (Biorad Laboratories, Veenendaal, The

Netherlands). All expression levels were calculated using GAPDH (primers

hGAPDHFw S'-AGC ACA TCG CTC AGA CAC-3' and hGAPDHRev S'-GCC CAA TAC GAC

cAA ATC C-3') as constitutively expressed standard for cDNA input, and the relative
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steady-state RNA levels of the DUX4 gene (forward primer S'-CCC AGG TAC CAG CAG

ACC-3' and reverse primers S'-TCC AGG AGA TGT AAC TCT AAT CCA-3' (PAS)) were

calculated by the method of Pfaffl (S8.).

3'RACE

The polyadenylation site was identified by 3'RACE using the GeneRacer kit

(lnvitrogen) according to manufacturer's instructions. Total RNA (1 pg) from C2C12

transfected cells was treated with amplification grade DNase I followed by clean-up

on RNeasy column ([nvitrogenJ. Reverse transcription was performed using the

GeneRaceroligodT primer and Superscript lll, followed by treatment with RNase H.

DUX4 transcripts were amplified by nested PCR using forward primers LS 182 5'-

CAC TCC CCT GCG GCC TGC TGC TGG ATG A-3,then ]-A S,-GAG CTC CTG GCG AGC

CCG GAG TTT CTG-3'combined with the GeneRacer 3'primer and then GeneRacer 3'

nested primer. PCR conditions were 95oC denaturation for 30 seconds, 62.C

annealing for 30 seconds and 68'C extension for 1 minute. Primary and nested

reactions were each 35 cycles.

In silico prediction of poly(A) signals

For the in silico prediction of poly(A) signals we use the online available tools

DNAFSminer (http://dnafsminer.bic.nus.edu.sg/) and polyApred

(http://www.imtech.res.in/ragh ava/polyapred/). We used accession numbers

FJ439 1 3 3 (4[t6r) and. AL7 3237 5 (10A166J.
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Fig S1: Expression analysis of the distal DUX4 transcript in primary myotubes.

Primary myoblast cultures of FSHDl patients (P1-P3) and conrrols [C1-C4J were

allowed to differentiate for 6 days and RNA was tested for the expression ofthe

distal DUX4 transcript by quantitative RT-PCR. Only in FSHDl myotubes, DUX4

could be detected. Upper panel: bar diagram of DIJX4 expression levels relative to

GAPDH. Lower panels: agarose gels of end-point RT-PCR products. Key: sizes and

chromosome variants of the relevant D424 repeats.
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Fig. 52. Sequence variants identified at the proximal and distal end ofthe D4Z4

repeat on permissive and non-permissive chromosomes. Upper panel shows

sequence variants identified in the proximal and lower panel in the distal region of

the major chromosomes fblack nucleotides in white boxes indicate the 4A151

sequence, white nucleotides in black boxes indicates sequence variation with

respect to 4AL6l). White chromosomes are permissive to FSHD (PJ black

chromosomes are non-permissive (NP). The exons (ex1, ex2 and ex3J of DUX4 are

indicated as well as the position ofthe poly(A) signal (PASJ and the open reading

frame (ORF). All sequences are deposited in to Genbank under accession numbers

HMll t229, H M 1 0 1 2 3 0, H M 1 0 1 2 3 1, HMt0 t232, H M 1 0 1 2 3 3, HM70 t23 4,

HM101235, HM101240, HMt0124t, HM10t242, HMt0t243, HM10t244,

HM101245, HMt0t246, HML0L247, HM101248, HMt0t249, HM101250,

HM101251 and HM190160, HM190161, HM190162, HM190163, HM190164,

HM190165, HM190 166, HML90L67, HM190168, HM190169, HM190170,

HM190171, HMt90t72, HM190173, HM1,90t7 4, HM190175, HM1.90t7 6,

HM190t77, HM190178, HM190779, HM190180, HM190181, HM190182,

HM190183, HM190186, HM190187, HM1901BB, HM190189, HM190190,

HM190191.
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Fig. 53. Pedigrees of 2 control families and FSHDl family F5 with healthy individuals

carrying FSHDl-sized D4Z4 repeat arrays on chromosomes 10A164 (4Yz D4Z4

units), 10B161T {B D4Z4 units), and 1^0AL7 6T (\t/z D4Z4 units). The composition of

the relevant chromosome is shown below each pedigree. All healthy carriers of

these non-permissive chromosomes are marked with an asterisk.4B168 was

observed in two independent control individuals showing D424 repeat arrays of8

units.
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A M 4A161b

1.s kb "-
DUX4 transcripts:

.- U nspliced

600 bP "'-

B Sequence 3' RACE Unspllced DUX4 transcript
GAGCTCCTGGCGAGCCCGGAGTTTCTGCAGCAGGCGCAACCTCTCC?AGAAJ\C

GGAGGCCCCGGGGGAGCTGGAGGCCTCGGAAGAGGCCGCCTCGCTGGAAGCAC

CCCT CAGCGAGGAAGAATACCGGGCTCTGCTGGAGGAGCTTTAGGACGCGGGG

TTGGGACGGGGTCGGGTGGTTCGGGGCAGGGCCGTGGCCTCTCTITCGCGGGG

AACACCTGGCTGGCTACGGAGGGGCGTGTCTCCGCCCCGCCCCCTCCACCGGG

CTGACCGGCCTGGGATTCCTGCCTTCTAGGTCTAGGCCCGGTGAGAGACTCCA

CACCGCGGAGAACTGCCATTCTTTCCTGGGCATCCCGGGGATCCCAGAGCCGG

CCCAGGTACCAGCAGGTGGGCCGCCTACTGCGCACGCGCGGGTTTGCGGGCAG

CCGCCTGGGCTGTGGGAGCAGCCCGGGCAGAGCTCTCCTGCCTCTCCACCAGC

CCACCCCGCCGCCTGACCGCCCCCTCCCCACCCCCACCCCCCACCCCCGGAAA
ACGCGTCGTCCCCTGGGCTGGGTGGAGACCCCCGICCCGCGAAACACCGGGCC

CCGCGCAGCGTCCGGGCCTGACACCGCTCCGGCGGCTCGCCTCCTCTGCGCCC

CCGCGCCACCGTCGCCCGCCCGCCCGGGCCCCTGCAGCCTCCCAGCTGCCAGC

GCGGAGCTCCTGGCGGTCAAAAGCATACCTCTGTCTGTCTTTGCCCGCTTCCT
GACTAGACCTGCGCGCAGTGCGCACCCCGGCTGACGTGCAAGGGAGCTCGCTG

GCCTCTCTG?GCCCTTGTTCTTCCGTGAAATTCTGGCTGAATGTCTCCCCCCA
CCTTCCGACGCTGTCTAGGCAAACCTGGATTAGAGTTACATCTCCTGGATGAT
TAGTTCAGAGATATATTAAAATGCCCCCTCCCTGTGGATCCTATAGAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAA

Fig. 54. 3'RACE PCR on C2C12 transfected with the distal D4Z4 consrruct ofrhe

4A161 chromosome. (aJ 3'RACE PCR shows the unspliced transcript and some

splice variants of DUX4 (marked with asterisksJ. (b) Sequence ofthe unspliced DUX4

transcript verifies the use of the predicted poly(AJ signal.
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Fig. 55. PFGE Southern blot and FISH studies in family F4. [a) PFGE Southern blot of

genomic DNA digested with tcoRl and Hindlll (E), EcoRI and BInl (B) or with Xopl

(X) and hybridized with p13E-11. The chromosomal origin ofthe different D4Z4

repeat arrays as well as the percentage mosaicism is indicated. The pathogenic allele

is marked with an arrow. The cross-hybridizing Y fragment is labeled with Y. Marker

lane on the left. (b) Segregation analysis of chromosomes 4 and 10 in family F4

indicating that the pathogenic mosaic 16 kb (3 units) large D4Z4 repeat array in the

father is located on chromosome 10. This chromosome is transmitted to the affected

son, but not to the unaffected daughter. (c) FISH analysis to metaphase

chromosomes of patient 201 using digoxigenin-labeled chromosome 4 paint [left)

and fluorescently labeled probes recognizing a region (cY313, green signal) B0kb

proximal to the D4Z4 repeat on chromosome 4 and showing that sequences

proximal to the D4Z4 repeatwere not transferred to chromosome 10 (right). tn

addirion, we hybridized a 4.1 kb Kpnl-Nael fragment (red signal) on which p13E-11

resides and 500 bp of the proximal D4Z4 sequence for which we previously showed

that the signal intensiry of this probe correlates with the D4Z4 repeat atray size

(S4.). Indeed as shown in both figures patient 201 shows equally intense D4Z4

signals on both chromosomes 4 fboth 80 kb D4Z4), while one of the chromosomes

10 shows a srronger signal (160 kb D4Z4) and the other shows the weakest D4Z4

signal corresponding to the 16 kb hybrid FSHD repeat array.



211 212

305 306 307 308 309 310 312 313 314 315

402 403 406 40E 409 1t2 1i1 421 423

F7 (4A159, 5.5 D4Z4 units)

101 102

201203 204 205 206244

308 312 313 315 318 320 321 324 326 328

F8 (4A168, 5.5 D4Z4 units)

101 102

241 202

Fig, 57, Pedigrees of3 FSHD families F6, F7 and FB with D4Z4 repeat contractions

F6 (4A1611, 6 D4Z4 units)

on rare permissive chromosomes 4A161L,4A159 and 4A168. In all families the

contracted D4Z4 repeat cosegregated with the disease. The composition of the

disease repeat is shown below each pedigree.
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Complex pathogenic chromosomes

-

48163

> 4q-type O4Z4

0 distal partial D4Z4 on A

! distat partal D4Z4 on A-L

o 4q{ype pLAM

r 1oq-type pLAM

> loq-type D4Z4
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441611

F2
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F5

Fig. 58. All permissive chromosomes, including those with unusual disease

associated repeat structures (complex pathogenic chromosomes that have been

identified in FSHDl families F1-F5J share the distal end ofthe D4Z4 repeat and

flanking pLAM sequences indicated by the open grey box. This region is absent in

the non-permissive chromosomes in the right panel.

44161

4A159.4A168
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t"EPORTS

within a habitat (j-4. Population density
dependent olfacory plasicity may s€!:ve as one

olsuch adaptive mechanisms. OllI rcsults indicate
that ,ep-2 regulates olfactory plasticity by acting

in a @ll-nonaul,onomous manner Mammals pos-

sess seven neprilysin family proteins: neprilysin,
endothelin-converting en+-me 1 (ECEI), ECE2,
plrosptne<egulating not'al endop€pddase (PHEX),

neprilysin-2, damage-induced neuronal endopeP
tidase (DINE), and Kell (/O. Although linle is
known about the loss-of-flmction phenot)?es ol
the neprilysin tamily proteins, recent biochetnical

studies rcvealed that neprilysin scavenges amy-
loid p peptide efficiently and wih this mechanism

can prevent Alzheimer's disease (,f a. On the basis

of oul observations, we propose a model in which

SNET-I peptide is s€c'.Eted as an environmental
signal that prEvents olfactory plasticity and NEP-2
tums off the SNET-I signals by degrading the

excess peptides, creating a balance sensitrve lo
environmental signals. By acting on an unknown
receptor in the olfactory sensory circuit, SNET-I
negatively regulates olhctory plasticity (Fig. ,tG

and fig; S I 4). Civefl that daf-2 2, neV2. ud snee I
regulate the plasticity of the response to several

tnes olodorants (fig. S3), dre phoomonal infor-
mation may also regulate other behavion through

the peptide signaling. Our identilication of the
SNEI-I pathway that regulates olfactory plastic-
ity sheds light on the complexity ofthe regulatory
netrvork underlying simple sensory behavior in
C el€arJ and suggests similar regulation might
be present in other animals.
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A Unifying Genetic Model
for Facioscapulohumeral
Muscular Dystrophy

chromosomes with apparEntly discordant patho-
l€cal consequences, has long hanrpered $e iden-
tification of the disease mechanism.

Diseas€ models were posrulated in which
D4Z4 rccrat conuactions cause chromatin re-

rnodeling and Fanscriptional deregulation of genes

close to DlZ4. lndeed, conEacted MZ4 rerf,,lt
arrays show partial Ioss ofDNA methylation and

ofheterochromatic histone 3 lysine 9 trimethyla-
tion and heterochromatin protein ly markers con-
sistent wilh a more open chDrnatin shucture (J, O.
Transcriptional upregulation of genes ptoximal to
DlZ4 was reponed in FSHDI patienb (A but
could not be confirmed (8, 9).

Exchanges between repeat units of chromo-
somes 4 and l0 occur much less Eequently than

anticipated: Most translocated repeat units are
relics of ancient translocation events between
chromosomes 4q and I 0q ( /0). Of the two distal
chromosome 4q contigumtions, 4qA and 4qB,
only contactioos ofthe 4qA form led io FSHDI

lDepartment ol Human 6e.ehct teiden lJnive6ity Medi(al
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  uGonBl dominart FSHD GSHDI: OMM
I lsSeoot l, u *..on fo'rm ot muscular

l. Ldysrophy, affecting I in 20,000 people.

that is characterized by progressive and often
asymmetric weakness and wasting of facial,
shoulder girdle, and upper arm muscles ( ,/ ). The
diso.der is lnost often caused by contraction ofthe
D,lZ4 macrosatellite repeat army in the subtelo-

meric region ofchromosome 4ql5 (2). This poly-
morphic maoosatellite repeat normally consists

oi ll to 100 DlZ4 uni6. each 3.1 kb in size and

ordeEd head-tetail. Pati€ns with FSHD I have one

550 24 SEPTEMBER 2010 VOL329 SCIENCE www.sciencemag.org

Richard t. L F. Lemmers,l Patrick l. van der Vliet,l Rinse Klooster,l Sab.ina s.(coni,2
Pilar Caman-o,r'' lohannes G. Dauwerse,s Lauren Snider,5 Kirsten R.Straasheiim,l
Gert lan van ommen,l George w. Padberg,T Daniet G. Mitler,3 Stephen l. Taps(ott,6
Rabi Tawit,e Rune R. Frantr,l Sitvir€ M. van der Maaretl*

Facioscaputohumeralmu5cular dystrophy (FSH0) is a common form ol mu5cutar dyrtrophy in adutts
that i5 foremost characteized by progres5ive wa5ting of musctes in the upper body. FSHD i5

as5ociated lyith (ontradion of D4Z4 macrosatetlite repeats on (hromosome 4q15, but this
(ontraction i5 pathogenr'( only in (ertain "permissive" (hromosomat ba(kgrounds. Here, we show

that FSHD patient5 carry spedfic single-nucteotide polymorphisms in the chromosomaI region
distal to the last D4Z4 repeat. This tSHD-predisposing configuration (reates a canonical
potyddenylation signal for transcript5 derived from DUX4, a doubte homeobor gene of unknown
function that straddtes the tdst repedt unit and the adjacent 5equence. Transfedion studies

reveated that DUX4 trans(ripts are effidently poLyadenytated and are more stabte when expressed

from permissive chromosomes, These findings suggest that FSHD ari5es through a toric gain of
fundion attributabte to the 5tabilized di5tal DUX4 tran5cript.

repeat aray of I to l0units(Fig. lA). At leastone
unit of BZ4 is required to develop FSttD (J).

DlZ4 confaction needs to occur on a specific
cfuomosornal backgpund to cause FSHD. The
chmmosome I 0q subtelomerc contains an almost
identical repeat array, but contractions on this
chmmosome arc nonpathogenic (Fig. lA). Trans-
located copies of the chromosome 4 and chrcmo-
some l0 repeat unils are li'equently encountered

on cidrer chromosome end (4), This complex
genetic situation, in which genetically almost iden-
tical repeat units can be exchanged between both
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(,/1). Genetic follow-up studies uoveiled consist-
ent polymorphisms in the FSHD locus, resulting
in the recognition ofat least l7 genetic va.iants of
distal 4q (,/0). Contractions in the comhon var-
iant 4Al6l cause FSHDI, whereas contractions
in many other vadants, such as the common

A
Chromosome 4

4q

48l6l, do not catrse FSFIDI (Fi& lA)(/2).Thus,
it appears that chromosome 4A16l specific
sequence variants ar€ causally related to FSHD.

Because at least one BlZ4 unit is necessary to

cause dis€ase, we reasoned that the minimal
pathogenic region might reside in the lust or the

B

last unit. The distal unit ofthe D4Z4 repeat was
recently shown to have a transcriptional profile
that differs ftom inremal unirs (/J, ,/l). Although
the major Eanscript in each urit is tlile DUX4
gene, which codes for a double homeobox pro-
tein, none of these transcripts seem to be shble,

D4F104S1

4qB

FSHD No FSHD

Fig, 1. schemati( overview showing the minimal genetic requirement for
FSHD1. (A) The D4Z4 repeat array on (hromosome 4q35 (open triangtes) and
its homotog on chromo5ome 10q26 (closed triangles), indicating the location
of fle simple sequence length polyrnorphism 65LP) and aqp4q8 potymoQhisms

that define the geneti( background ofthe repeat Patients with FSHDl have a

D4Z4

. A.

B

Prorimal.egion Distalregion

0424 repeat array size of 1 to 10 units on 4qA but not on 4qB or 10q chromo-
somes. (8) *hematic of the 0424 repeat and flanhng sequen(es oo A A-L (wi& an
extended distaL D4Z4 repeat uni0, and B dromoso.nes. Each D4Z4 unit ir defined
by the (pfll reslrictbfl site (10. The proximat and distal regions $at v,/ere s€quenced

are indi(ated. The exons of DUX4 are indiGted as gray boxes numM 1to 3.

No FSHO
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Polv{A) sional erllciancv a$rv

DUX4

Permissive D4Z4 !4S

DUX4

Non-p€rmissiv6 M24 !4t

Ratio (PAS/DAS)

4kb
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2. F3

3-4Al6la

6- l0A166a

7. t0A166b

9,1041767

DUX4 HD GFP

Eig.2. oux4 expression anatyrii after transfection of the di5tal D4z4
unit and ftanking pLAM 5equence into C2C12 mouse myobtait (elts. (A)

Northern blot anatysis of C2C12 mouse myoblart cells transfe(ted with
genomic D4Z4 (onstructs hee (B)l derived from permi55ive (lane5 1to
4) or nonpermiisive (tanes 6, 7, and 9) (hromosomer or (on5trudr in
whi(h the potyG) signdtr from nonpermissive chromosomes are re-
pta(ed by thore from permissive (hromosomes (4PAS, lanes 8 and 10)
and vice versa (lomPAS, lane 5). Onty con5tsucts with canonicat potflA)
signats show a DUX4 transcript. Cotransfected EGFP gene was ured as a
(ontrol. (8) Schemati( of the transfected sequen(e, in(Ludinq the distaI
D4Z4 unit and ltanking pl,AM sequence. The DUX4 gene and the poty(A) riqnat are part of
the transfeded sequence. The main spticed DUX4 vanscnpl and its open reading frame
(0RF) are indicated. The primers used to quantify potyadenytation effi(ien(y are indi(ated.
The boxed area 5how5 the design of the a55ay to infer the potyadenylation efficien(y of the
DUX4 poly(Al:ignat. The forward primer straddtei exons 2 and 3 and i5 therefore specific
for the spticed DUX4 transcript. The primer set prorimal to the poly(A) signat (PAS) and a

primer 5et using the same foryrard primer but a reverse primer dirtat to the poty(A) signat
(DAS) are indicated. a: wellas the expected PAs/DAS ratios. (C) Bar diagram with the observed
PAs/DAS ratio5 of permissive (hromosomeg (tanes 3 and 4), nonpermissive chromosomes (lanes

6, 7, and 9), and permissive chromosomes in which the poty(A) 5ignat is repta(ed for d se-

c^_

E ,o
6tL5

0 1234EEE,E,',,
quence derived from a nonpermissive chromosome (10mPA5, tane 5) or vi(e versa (4PA5, tanes 8 and 10), or of pathoqeni( (hromo5omer derived from
famities F1 and F3 (tanes 1 and 2). l-ane 11 ii a negative coouot, ND, not deteded. Eno. bar' reprerent vatues of quadruple e$eriments tyith standard
erro.5 of the mean.
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l"
probably due to the absence ofa polyadenylation
signal in intemal DzlZ4 units. Spliced and un-
spliced t'anscripts of the D{/X4 gene in the last

unit. however. use a unique J'untranslated region
(UTR) in the pLAM region (1J). which is im-
mediately distat to this last unit (Figs. 1 B and 28)
and which contains a poly(A) signal lhat presum-
ably stabilizes this distal hanscript (1J, 14). The
DUXI Fanscript of the distal MZ4 unit encom-
passes hvo facultative introns in the 3UTR. When
expressed in C2Cl2 muscle cells, D(lX4 causes

a phenoqpe compatible with molecular observa-

tions in FSHD (/6). This disul DUX4 transcript
can be observed in FSHDI myotubes but not in
control rnyonrbes (fig. Sl) (/7).

To investigate why fte 4416l chmmosome
is permissive for disease, we compared the se-

quence of the 4,{16l chromosome with that of
common nonpermissive 48 163 and 10A166chro-
mosomes. we could not identi0 a sequence sig-

nature in the proximal D4Z4 unit of the repeat

aray lhat explained the permissiveness of the
4Al6l chmmosorne (fig. S2). Houever imme-
diately distal to D,124, in the adjacent pLAM se-

quence, we found a polymorphism potentially
affecting polyadenylation ofthe distal DUX4 Fan-

script The DUX4 F)ly(A) signal ATTAAA, which

is conunor y used in humans (18), is present on the
permissive 4A l6l chrcmosome, wheeas the cor-
responding ATCAAA sequence on chromosome
10q is not known to be a poly(A) signal (fig. S2).

Nonpermissive 4qB chromosomes, like 48163,
lack pLAM altogether, including this poly(A) site
(Fig. lB). Anodrer nonpermissive IEA chmmo-
some (10A.176T) (,10) canies AITTAA at this
position, rvhich is also not known as a poly(A)
signal (figs. 52 and S3). ln silico poly(A) signal
prediction progams (.19, 20) also recognized the
DUX4 poly(A\ signal in 44.16l but lailed to
identi! potenrial poly(A) signals in nonpennlssive

chmmosomes 10A166 and l0A 176T.

To explore whether these polymorphisms af-
fect the distal DUX4 transcript, we transtbcted the
last MZ4 unit and flanking pLAM sequence of
permissive and nonpermissire chromosornes in
C2Cl2 cells and assessed the stability of the

distal DUX4 transcript by Northem blot analysis
(Fig. 2A). We also examined the relative potency
of the poly(A) signals on the permissive and non-
permissive chomosomes in directing polyade-
nylation olthe distalD{/X4 t anscript. We studied
polyadenylalion site usage indirectly by using a

quantitarive revetse trarucription polymerase chain
rcaction (21) in which we compared DUX4 trall-
script levels proximal and distal of the poly(A)
site (Fig. 2B). The use of the predicted poly(A)
signal was verified by 3'rapid amplification of
CDNA ends (fig. S4). We also transfected con-
srmcb in which the poly(At signal olpermissire
chromosones was replaced by those of nonper-
missive chromosomes, and vice versa. We found
that D{/Xl transcripts were stable (Fig. 2A) and

efficiently polyadenylated (Fig.2C) when we
used constsucts &om pennissive chromosomes or
when the poly(A) signal of a permissive chromo-
some was intsoduced on consfucts derived li'om
nonpermissive chromosomes. Consistently, when
constructs derived liom nonpermissive chromo-
somes were transfected, no DUX4 transcripts

could be detected on Northem blot and polyad-

enylation was inefficient. DUX4 stability and

polyadenylation efficiency decreased when the

poly(A) signal of permissive constructs was re-

placed by nonpermissive sequcnces. Altogether,
constmcts wilh a bona fide poly(A) signal produced

stable transcripts and showed polyadenylation

efficiency that was 4 to 16 times as high as con-
structs with a mutation in the poly(A) signal. This
suggests ttlat increased polyadenylatiorl aJd hence

stability, ofthe distal DUX4 hunscript may be cen-

trally involved in FSHD pathogenesis.

we next studied FSHDI patients with un-
usual hybrid D4Z4 repeat aray structures that

contain mixtures of4-type and lo-type unis. We

identified four families (Fl to F4) with one or
rnore individuals with FSllD I , carrying a comacted
D4Z4 repeat array tllat cornrnences with lO-t)?e
units and ends with +tne units (Fig.3). In
family F3, rvc identified a patient wih a de novo
meiotic rearrangement between chromosomes 4q

and l0q, leaving one and a half lo-type repeat

units on a permissive 4A I 6 I chmmosome. ln

family F4, the mildly allected lather is a mosaic
FSHDI patienr (22) due lo a rnilotic contraction
of sr-rch hybrid repeat ariay. The mosaic patho-
genic repeat starts with two and a half l0-type
DlZ4 units and ends with one and a half 4-rype
repeat units. This repeat array in the father was
0_xnsmi(ed lo his afecred son. demonslmring its
pathogenicity, and, unexpectedly, it was found to
reside on chromosome 10 (lig. 56). Only the dis-
tal end oflhe DlZ4 rspeat array was transfened
to chromosome l0q, so that notle of the FSHD
candidate genes located proximal tD the D4Z4
repeat an'ay werg cotransfered to chromosome
l0 (fig. 56). This report ofa FSHD I lamily linked
to cbromosome l0 apparently precludes a key
role lor proximal4q genes in the pathogenesis of
FSHD. Altogether. all unusual FSHDI<ausing
repeat arrays reported here thus share the com-
monality of a terminal 4qA repeat unit with a
dir€ctly adjacent pLAM sequence.

We also analyzed other disease-permissive
chmmosome 4 variants (fig. S7):4Al61L was
previously described (10, 1J), whereas 4A159
and 4A168 are newly discovered uncofirmon
permissive vadants liom a survey of>300 inde-
pendent patients with FSHD. In addition, wc
studied >2000 control individuals and identified
additional nonpermissive chromosome rariants:
4B168, 104164, add l0B16lT (fig. Sl). Thus,
D4Z4 contractions on 4Al6l, 4Al6l L, 4A159,
and 4A168 chromommes are pathogenic, and
D,lZ4 contractions on 4816l,48168, 10A166,
10A164, l0B16ll and 10Al76T chrcmosomes
are nonpathogenic.

We sequenced the fiIst and last D4Z4 units
and flanking sequences in these newly identitied
permissive and nonpermissive chromosomes.
(Fig. lB and ng. S2). In support of our earlier
data, there is no common sequencc in the prox-
imal DlZ4 region that unifies FSHD-permissive
chromosomes. At the distal end, all permissive
chromosomes ditrered very little in sequence and
all contained a canonical DLIX4 poly(A) signal,
whereas nonpermissive chromosomes showed
much more sequsnce valiation relative to the per-

missive chromosom€s. The only exceptiorL 48 I 63,

has a BlZ4 sequence highly identical to 4A16l
but, importdrdy, lacks the pt-AM sequence (Fig. I ).

The permissive 4A I 6 I L chromosome is identical
to 4A16l but carries an extended D,124 se-

quence, Eeceding an identical pLAM sequence
(Fig. lB and fig. S2). Sequorce analysis of the

distat }1Z4-pLAM region ofthe pathogenic chro.
mosome in our four families with complex repeat

array sEucfures showed a sequence identical to
the permissive 4Al6l sequence. Tmnsfection ex-
periments with MZ+ILAM sequences denved
ftom the disease chromosomes of lamilies F I and

Fl showed transcript stabilities and polyadenyl-
ation elliciencies of the distal DLIXy' hanscript
comparable to 4A16l chomosomes (Fig. 2B).
This demonstmtes lhat DUX4 can also be ef-
ficiently produced ftom these ctromosomes. Al-
together, our study demonstrates that all patients

with FSHDI that came to our attention have an
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Fig. 3, Pedigree5 of FSH01 famities with (omptex

pathogenic chromosomes. Famities Fl to F4 all
cdrry a hybrid D4Z4 repeat (H) that commences
with chromosome lo-type repeat units ((tosed

triangtes) but end with 4-type repeat units (open

triangtes). ln famity F3, a meiotic reanangement
betve€n chromosomes 4 and 10 qenerated a 5hort
hybrid repeat suucture on 4A161. ln famity F4
this pdthogenic repeat is lo(ated on (hromo5ome

10 and originates from a mitoti( D4Z4 contraction
in the mildty affected father that is transmitted to
hi: affected son. Family F5 repreienB a di5ease chro
mosome in whid, in additjon to partial deletion of
the D4Z4 repeaL the region proximat to the D4Z4

repeat is also deleted (de0.

552



REPoRTS I
identical sequence in the last MZ4 unit iutd im-
mediately flanking pLAM sequence, and it shows

tlut specitic sequence variants unique to the per-

missive haplotlpes confer pathogenicity to the

repeat ifespective of ils chromosomal localiza-
tion (lig. S8).

Finally, this distal pLAM region is also pre-
served in individuals with FSHDI in whom the
deleted region extends proximally to the D4Z4
repeat array (F5 in Fig. 3), as well as in FSHD2
patients, who have a classical FSHD phenotype
but show a sirnilar local chromatin relaxation on

a 4A16l chromosome independent of DlZ4 re-
peat array contmction (4 2J).

Our study puts forrvard a plausible genetic

model for FSHD. In this model, hvo pol),rnor-
phisms create a polyadenylation site for tie distal
DUX4 hanscrip! located in the pLAM sequence.

ln combination with the chromatin relaration of
the repeat, this leads to increased DUX4 ttaJ\-

.cript levels. FSHD may arise through a toxic
gain offunction attributable to the stabilized dis-
tal Dt,x4 transcript. Our study thus not only ex-
plains the striking chromosome speciticity ofthe
disorder bLrt also pro',ides a genetic mechani5m

that may uniry the geoetic observations in pa-

tients with FSIID.
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The Genetic and Molecular Basis
for Sunscreen Biosynthesis
in Cyanobacteria

I\ /t ["trJ,T,#. ix";ffi :ii il
I Yl**rting t.all molecules 1).,,* 310
to 360 mn) (1) that are synthesized by cyano-
bacteria, fungi, and eukaryotic micro- and rnacro-
alga'e (2-r- These metabolites are also ingested
and accumulated by numerous marine animals.
Discovercd and named tbr mediating light-induced
frngal sporulation (6J), mycosporines and MAAs
are involved in rnany other biological processes,

including UV photop,rotection oforganisnE (2 J, 9)

and their embryos (,10), osmoric regulation (,1.1),

and detarse against oxidative stess (12). Addi-
tionally, their ability to prevent LlV-induced skin
damage in vivo (1J) has lcd to their corunercial-

iation as Helioguard 365, a tbmulation contrining
MAAs shinorine and porphyra-334 that is used in
skin care and cosmetic products.

Struchrmlly this large natuEl-prcduct family
is divided into hvo groups: the mycosporines,
which contain a single proteogenic or modified
amino acid residue linked to a cyclohexenone
core, and the MAAS, which have two such sub-
stituents (Fig. lA). The amino acids are aftached
to the central ring through imine linkages, an ar-
mngement best repaesented as a combination oF
resonance hulorners (Fig. lB). This extensive
conjugation [acilitates absorption ofW (Fig lC).
Fungi produce only mycosporines, whereas cya-
nobacteri4 algae, and marine otganisms can s1m-

thesize both mycosporines and MAAs.
The occurrence, distribution, and biology of

mycosporines and MAAs have been subjects of
intense investigation, but elucidation of the pre-
cise biochemical mechanisrns underlying their

functions has be€n hampered by a lack ofknowl-
edge regading the molecular and genetic basis
for thet biosyn6esis. Previous leeding studies wi$r
cyanobacteria ard ftmgi revealed flat tle axnino acid
sutrtituens were added in tie later stages ofbiG
synthesis and suggestd but did not $ovq that the

mycosporine core might originate &om shikimate
pathway intennediate 3iehydoquinate (14, .1 

j).
Despitc these efforts, no genes have been defur-
itively linked to mycosporine or MAA produc-
tion in any oryanism.

We attempted to locate candidate bios),nthetic
gene clusters using a genome mining approach
pmmpted by the discovery of genes encoding
shikimate pathway enzymes in the genome ofsea

^neirrone 
Nenatostelkt,ectensis (,16), includ-

ing a dehydroquinate synthase homolog (DHQS)
adjacent to an O-methylt.ansferase (O-MT).
Recognizing tlat a medlylbarufens€ was likely in-
volved in mycosporine assembly, we considered
the DHQS and O-MT to be candidate biosynthetic
genes. BLASTs€arches with bodr potein sequences

revealed clustered homologs in genomes ofdino-
flagellates. cyanobacteria, and limgi ( 1 Z).

Examining the hits in thet genomic contexts
revealed that open reading fiames (ORFS) en-
coding DHQSS and O-MTS werc accompanied
by a third conserved ORF, usually annotated as a

h,?othetical protein. A conserved domain search

using this gene revealed homology to the adeno-
sine triphosphate (ATPFgxasp superfamily. As
these enzymes catalyze peptide bond formation,
we reasoned that this gene product might be in-
volved in amino acid installation. We also noted
genetic variations behveen cyanobacterial and
lungal clusters consistent with the structural dif-
lerences between cyanobacterial MAAS and fun-
gal rnycosprorines; cyanobacteria had a second
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Emily P. Ealskus and Christopher T. Watsh*

Uttraviotet UV-A and UV-B radiation is harmfulto living 5y5tem5, (ausing damage to biological
ma(romote(ulet. An important strategy for deating with UVexposure is the biosynthesis of smalt-mote(uLe
suns(reens. Among such metabotites. the mycosporine and mycosporine{ike amino acids (MAA5) are

remarkable for their wide phytogenetic distribution and their unique (hemical rtructures. Here, we
report the identifi(ation of a MAA biosynthetic gene ctuster in a cyanobacterium and the discovery of
anatogous pathways in other sequenced organisms. We have expressed the (tuster in a heteroLogout
baderiaI host and characterized atlfour bio5yntheti( enzymes in vitro, ln addition to ctarifyinq the oriqin
of the llAA5, these efforts have revealed two unpre(edented enzymatic strategies for imine formation.
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ARTICLE

Specific Sequence Variations within the 4q35 Region Are
Associated with Facioscapulohumeral Muscular Dystrophy
Richard J. L. F. Lemmers, Marielle wohlgemuth, Kristiaan J. van der Gaag, Patrick J. van der Vliet,
Corrie M. M. van Teijlingen, Peter de Kniiff, George W. Padberg, Rune R. Frants,
and Silvere M. van der Maarel

Autosomal dominant laciolcapulolumeral muscular qystrophy (FSHD) is mainly characterized by progressive wasting
and weakness of the facial, shoulder, and upper-arm muscles. FSHD is caused by contraction of the macrosatellite repeat
D4Z4 on chromosome 4q35. The D4Z4 repeat is very polymorphic in length, and D4Z4 rear.anSements occur almost
exclusively via intrachromosomal gene conversions. Several disease mechanisfirs have been proposed, but none of these

models can comprehensively explain FSHD, because .epeat contractron alone is not sufficient to cause disease. Almost-
identical D4z4-repeat ar.ays have been identified on chromosome 10q26 and on two equally common chromosome 4

variants, 4qA and 4qB. Yet only repeat contractions of D4Z4 oo chromosome 4qA cause FSHD; contractiofls on the other
chromoiomes are nonpathogenic. We h,,pothesized that allele-specihc sequence differences among 4qA, 4qB, and l0q
alleles underlie the 4qA speci6city of FSHD. Sequence variations between these alleles have been described before, but
the extent and significance of these variations proximal to, within, and distal to D4Z4 have not been studied in detail.
We examined additional sequence variations in the FSHD locus, including a relatively stable simple sequence-length
polymorphism proximal to D424, a single-nucleotide polymorphism (SNP) within D424, and the A/B variation distal to
D424. On the basis of these polr.rnorphisms, we demonstrate that the subtelomeric domain of chromosome 4q can be

subdi!'ided into nine distinct haplot,?es, of which three carry the distal 4qA variation. lntcrestlngly, we show that repeat

contractions in two of the nine haplotypes, one of whlch is a 4qA haplotfpe, are not associated with FSHD. We atso

show that each of these haplotypes has its unique sequence siSnature. and we propose that speciic SNPS in the disease

haplot,?e are essential for the development of FSHD.

laciolcapulohumeral muscular dystrophy (FSHD IMtM
1589001) is the third-most-common myopathy with an
autosomal dominant pattern of lnheritance. The disease

is mainly characterized by progressive wasting and weak-

ness of the facial, shoulder, and upper-arm muscles. FSHD

displays wide clinical variability, ranging from asymptom-
atic individuals with minimal clinical signs apparent only
on careful examination to patients who use wheelchairs.'

FSHD is caused by a contraction of the macrosatellite
repeat D4Z4 in the subtelomeric region of chromosome
4q35.'] The D4Z4 rcpeat array, which consists of single
repeat units of 3.3 kb, is very polymorphic in length
and is highly recombinogenic.r Control individuals carry
D4Z4 repeats $/ith 11-100 units, whereas the maiority
of patients have a D4z4-repeat size of l-lo units on
one of their chromosomes 4. In 1( -3O% of the cases,

FSHD is caused by a de novo contraction of the D4Z4
repeat. lntrachromosomal gene conversions underlie these
reanangements.n

Detailed sequence analysis of the D4Z4 unit revealed
the presence of a putative ORF in addition to repetitive
sequences often found in heterochromatic domains of the
human genome.s'6 This intronless ORF, named " DUX4,"
encodes a 424-aa protein with two predicted homeobox

sequences.'With consideration of the gradual spread in
muscle weakness and the crucial role of homeobox pro-
teins in body patteming during early development, DUX4
is considered a suong candidate for FSHD. However, con-
sistent evidence of expression emanating fuom D4Z4 is
lacking.T-e

Therefore, other models were proposed in which D4Z4
plays an indirect role in FSHD pathogenesis.'G'r All these
models predict a change in chromatin structure on D4Z4
contraction. Several observations corroborate these mod-
els: a protein repressor complex has been identified that
binds D4Z4 and suppresses the expression ofgenes in close
vicinity of the repeat.r0 Moreover, D4Z4 is significantty
hypomethylated in FSHD alleles.rJ Unfortunatel, none of
these models can comprehensively explain FSHD, because
certain conditions, in addition to repeat contraction, need
to be met for disease to occur.

First, the D4Z4 contraction needs to occur on chro-
mosome 4q, since a very homologous and equally poly-
morphic D4Z4 repeat is located on chromosome 10q26,
but FSHD-sized D4Z4 repeats on 10q have never been as-
sociated with disease.'n,'' Sequence analysis showed that
the 10q26 repeat is -9896 identical to the 4q35 repeat, and
the regions extending 40 kb proKimal to D4Z4 and at least
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10 kb distal to D4Z4 arc highly homologous.rd Specific
sequence differences assist the molecular diagnosis of
FSHD by discriminating between repeats from both chro-
mosomes through the presence of chromosome-specific
restdction-recognition sites withln the repeat units: Bl,7I

for 1oq-derived repeat units and Xapl for 4q-derived repeat
units.rtrT

Second, the contraction needs to occur on a specific
variant of 4qter. Two subtelomeric variations distal to
D4Z4 wete identifred on chromosome 4, with alleles 4qA
and 4qB,'6 The most prominent difference between 4qA
and 4qB alleles is the presence of a 26o-bp sequence
(pLAM) fottowed by a 6.z-kb o-satellite repeat directly dis-
tal to D4Z4 on 4qA, Both variants are almost equally com-
mon in the control population. However, we have shown
that FSHD alleles are exclusively associated with the 4qA
variant.rr

We hypothesized that allele-specilic sequence differ-
ences are accumulating between 4qA and 4qB alletes be-

cause of a lack of allelic exchanges between 4qA and 4qB
and that some of these differences underlie the 4qA spec-

ificity of FSHD. A first indication that 4qA and 4qB sub-
telomeres evolve relatively independently came ftom the
observation that the distal A/B variation on 4qter was in
linkage disequilibrium (LD) with a G/C SNP within the
most proximal D424 unit (hereafter designated as the
"D424 SNP')." We showed the presence of the C variant,
which leads to an extra Pvflll restriction site in D424, in
29Vo of the 4qB alleles, whereas this restriction site was
almost absent in the 4qA alleles. This observation moti-
vated us to analyze the allelic vadation of the D4Z4 region
on chromosomes 4 and 10 in more detail.

For this study, we used four polymorphisms in 4qter:
the repeat-size vaiatiol of D424, tl,e D4Z4 SNP, the dis-
tal A/B variation, and a relatively stable simple sequence-
length potymorphism (SSLP) located 3-5 kb proximal to
D424. We confirmed the LD between the region proximal
and distal to D424. On the basis of specific sequence var-
iations within and close to D424, the subtelomeric region
of chromosome 4q can be subdivided into at least nine
haplot,?es. Most importantl, we show that D4Z4 con-
tractions in one of the three 4qA haplotypes are not as-

sociated with FSHD.

Sub,ects and Methods
Control hu.lividu.tls .tnd Patients with FSHD

The polymorphic markers were determined in genomic DNA
from 222 unrelated healthy individuals and 86 independent in-
dividuals with sporadic and familial FSHD. All control and patient
DNA samples tested were randomly chosen from our collection
of >1,000 individuals. Blood from all individuals was collected
after informed consent was obtained.

Somatic Cell Hybrids and DNA Clones

The chromosome 4qA sources were the monochromosomal
rodent somatic cell hybrids HHw1494 and SU10 (gift from S.

Winokur, Irvine, CA) and phaSe clones \42, x68, and x260201.3

All these sources reprcsent FSHD alleles. As chromosome 4qB
sources, we used the monochromosomal rodent somatic cell hy-
brids GM11687 (Coriell Institute for Medical Research, Camden,
NJ), 4L 10 (gift lrom E. Stanbridge, Irvine, CA), and HHW416 (gift
from M. Althert Los Alamos, NM). Chromosome loqA sources
were cosmid C85r and the monochromosomal rode[t somatic
cell hybrids 726 8a (U.K. Human Genome Mapping Proiect Re-

source Center) and GM11688 (Coriell Cell Repositories).

FSHD-Affected Families RflO and RPOq

Families Rf10 aod Rf204 we.e asce.tained via one of the Dutch
Neuromuscular Centers. In Rf10, four affected members who all
carry a 33-kb FSHD allele (4qA161; see the "Results" section) were
identiied. In addition, a healthy spouse (II-9) who carried a dif-
ferent 33-kb allele (4qA166) was identiied. Also, his brother (II-
11) carried this FSHD-sized 4qAl66 allele and was rlot affected.
Family Rf204 has been descdbed before (as "family A")''q and
includes five patients with FSHD who carry a 17-kb FSHD allele
(4qA161). In this family, a second FSHD-sized allele of 24 kb
(4qA166) was found in an unaffected sister (II-l l). Further anal-
ysis of this family revealed ive unaffected children of the oldest,
deceased brother (ll-1), who carried the same 24-kb allele. All
unaffected carriers of the FSHD-sized 4qA166 allele io both fam-
ilies have reached the age range at which the disease usually
becomes manifest.

DNA Isolation

DNA was isolated from peripheral-blood lymphoq,tes (PBL5),

PBLS were embedded in agarose plugs (Incert agarose [FMC]) at
a concentration of 5 x 10r cells per plug and were treated with
600 pglpl pronase and 1'lo Sa.kosyl for 40-48 h at 37'C. Next,
plugs were washed in Tris-EDTA (TE) { and werc stored in 0.5 M
EDTA at 4"C. Before they were used, plugs were s uccessively equil-
ibrated in TE r and the appropriate restriction-enzyme buffet.

Repeat Length and Distal Variation

For D4Z4 array sizing, DNA samples were double digested with
E oRI and HirdlII or EcoRI and BrrI or with Xcpl only. To deter-
mine the distal A/B variation at 4qter, DNA was digested with
filrdllt.r3 All digestions were performed according to the man-
ufacturer's instructions. fcoRl, HindUI, and XapI were purchased

from MBI Fermentas, andBrrlwas purchasedfrom GE Healthcare.
DNA was separated in a 22-h tun on a 0.85%r agarose 8el (MP

agarose [Roche]) by pulsed-held gel electrophoresis (PFGE) at 8.5
V/cm in four identical cycles, with a switch time increasing lin-
early from I s at the start to 20 s at the end of each cycle. The
run was performed in 0.5 x Tris/borate/EDTA supplemented with
150 ng/ml ethidium bromide at 23"C.

Restriction Analysis of Proximql D4Z4 Unit

The D4Z4 SNP in the frrst (proximal) unit of the D4Z4 repeat
(AFl l7653:9.6045H) was analyzed in genomic DNA samples

by a double digestion with Pr4II and Brrt. PfillI and B,rI were
purchased from GE Healthcare. The Southern-blot analysis oI
the Pyrill polymorphism with probe pl3E-11 (D4F10451)'z reveals
chromosome +.derived fragments of 2,849 bp (C variant, Pr4dI+)
or 4,559 bp (G variant, Pvull ) in size, depending on the presence

or absence of the Prilll restriction site, whereas chromosome l0-
derived fragments are 2,464 bp because of the presence of a BIllI
restriction site.{
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figure 1. /4, Schematic representation of the 0424 repeat on

chromosomes 4q35 and 10q26 with the tocatization of the four
potymorphic markers used in this study. The SSLP marker is [o-

catized 3.5 kb proximat to 0424. The D4Z4 SNP, the D4z4-repeat

size variation, and the distal A/B variation have been described

etsewhere.'''3 The 475-bp 04f10451 sequence is tocatized imme-

diatety proximat to 0424. 8, overview ofthe totat number of control
and patient altetes that were tested for these potymorphisms.

B lotting and Hy bi d i za t ion

After diSestion and gel electrophoresis, DNA was transfelled to
a Hybond XL membrane (GE Healthcare) by Southem blotting.
Hybridization was performed in a buffer containing 0.125 M
Na,HPOr (pH 7.2), lOXr PEG60OO, 0.25 M NaCl, I mM EDTA, and

7(X' SDS for 1G24 h at 65"C.

Membranes for D4Z4 sizing were hybridized with probe p13E-

l l and were washed in 2 x salioe sodium cltrate (SSC) and0.1%
SDS. For A/B typin& membranes were sequentially hybridized
with probes 4qA or 4qB and were washed in either I x SSC and

0.1'x, SDS (4qA) or 0.3 x SSC and 0.1% SDS (4qB). The linear Sels

for the Pwll polymorphisms in the most proximal D4Z4 unit
were hybridized with p13E-11 and were washed in 0.3 x SSC and

0.1(Xr SDS. All membranes were exposed for 16-48 h to phos-

phorimager screens and were analyzed wlth the lmage Quant
software program (Molecular Dynamics).

Genotypiry of the SSLP

The SSLP proimal to D4Z4 is localized between positions 1532

and 1694 of AF117653 and was studied by PCR with the use of
forward primer 5'-GCTGCAGTICTGGTTTCACC-3' and reverse

primer 5'-CCIGTGCTTCAGAGGCATTTC-3'. Fot fragment anal-

ysis, the forward primer was labeled with HEX. SSLP ftagments

$,ere amplified r$in8 standard PCR methods, and size differences

were determined wlth the use of an ABI Prism 3100 Genetic Ao-
alyzer. Prime6 were designed using Primer3 software.

Detonination of SSLP and D4FlO4Sl Sequences

The maiority of the SSLP and D4FI04S1 sequences were deter'
mined in the somatic cell hybrids and DNA clones described

above. Fo. the analysis of the SSLP sequence in other 4qA16l
and 4q8163 alleles, so{alled monosomic individuals were ana-

lyzed. Monosomic individuals carry a translocated chromosome

lMerived D4Z4 repeat on one of their chromosomes 4.e Se-

quence analysis of the monoallelic DNA sources showed that l0q-
derived alleles include an 8-nt insertion in thelr SSLP sequence
that is not present on 4qA16l and 4q8163 alleles. Consequently,
DNA digestion in monosomic individuals who ca.ry the 4qA161
or 4qBl63 haplot ?e on their normal chromosome .[, with use

of the 8-nt insertion-speclfic restriction enzyme FJpBI, allows a

discriminative PCR coverinS each of these SSLP sequences.

The D4Z4 SNP leading to a polymo.phic Pvull site within D4Z4
was used for the analysis of the SSLP and D4F.l04SI sequence of
4q8162, 4q8166, and 4qB168 alleles. This polymorphic PvrlII site
is present io alleles encompassinS th€ G variant (4q8162, 4q8164,
4q8166, and 4qBl68 alleles) and is virtually absent in all other
haploq?es. PUJII digestion of the alleles carrying the G variant
results in a 4,764-bp fragment containing this SSLP sequence.
whereas alleles belonging to other haplotypes give rise to restric-
tion fragments of 6,475 bp in size. Therefore, Purll-digested chro-
mosomal DNA from individuals who carry a single allele with
the G variant allows the isolation of a gel slice of -4,764 bp
containing the SSLP and D4F10151 rcgion. Purtfied DNA ftom
thls 8el slice was used in a PCR specific to both regions.

Finall, the SSLP and D4fr04Jl sequeoces of ,lqA166 alleles
and the D4FlO4Sl sequences of additional 4qAl6l alleles were

derived f.om gel slices containing EcoRl-digested chromosomal
DNA fragments of appropriate size after PFGE analysis. The po-
sition of the D4Z4 (epeat in the gel was determined using an
appropriate molecular size standard (MidRanSe I PFG Marker

[New EoSland Biolabsl), after s/hich the fraSments were sliced
out of the gel and the DNA was isolated.

[or both Pwlt and EroRI sliced agarose ftagments, the DNAwas
extracted wlth a gel extraction kit (Machery Nagel Gel Extraction
NS Extract II) that allows the extraction of DNA fraSments <50
kb. The SSLP sequence was determinedwith the p.imers disclosed

in the "Genot ?ing of the SSLP" section. The D4FI04SI sequence

was analyzed using forward prime. 5'-CCCACTTACTGTTCTG-
GGTGA-3' aod .everse prtmer 5'-GAAAGCCCCCTCTGCCAG-3'.
Primers were designed using Primer3 software.

Statistical Awlyses

Dlfferences among maior haplogroups with tespect to the D4Z4

SNP were tested by means of a nonparametric Wilcoxon-Mann-
Whitney test with Monte-Carlo simulation (10,0OO randomiza-
tions). To obtain a Slobal estimate of D4z4-repeat number dif-
ferences among the haplotypes, we used a Kruskall-wallis test
with Monte-Carlo simulatlon ( 10,0O0 tandomizations). Both tests

we.e performed using Statxact 4 from Cltel Software. Descriptive
statistics (mean, median, and counts) were obtalned using the
descriptive data-analysis tool included in Microsoft 8xcel.

Reiults
Allelic Subdiision of 4q Subtelonere

We demonstrated elsewhere that mitotic D4Z4 rearrange-
ments occur at a much hiSher hequency intrachromo-
somally than interchromosomalty.n Furthermore, the ap-
parent suppression of recombination between 4qA and
4qB type atleles was confirmed by the different distribu-
tion of a SNP within the proximal D4z4-repeat unit on
4qA and 4qB chromosome ends.{ In this study, the se-

quence variation within the FSHD locus was further an-

alyzed using four different polymorPhisms (fi8. 1A). Prox-

imal to D424, we identi6ed a novet, relatively stable SSLP

I
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that was shown to be moderately polymorphic on 4q and
l0q atleles. In the D4z4 repeat, the D4Z4 SNP within the
most proximal unit was analyzed. Furthermore, the length
of the repeat array was determined in addition to thedistal
A/B variation. All these analyses were done usingsouthern
blotting (for D4Z4 tength, A/B variation, and D4Z4 SNP)
or PCR (for SSLP variation). In total, 222 independent con-
trol individuals and 86 independent patients with FSHD
were analyzed for the D4z4-repeat size, the A/B potymor-
phism, and the SSLP variation. Of these individuals, 151
controls and 53 patients with FSHD were also analyzed
for the D4Z4 SNP (fig. 18). An example of the genotypinS
of 4qter and lOqter alleles in two unrelated individuals is
depicted in 6gure 2. Figure 2,4 shows the analysis of the
D4Z4 size variation and determination of the A/B poly-
morphism by PFGE. Figure 28 shows Southem-blot anal-
ysis of the D4Z4 SNP, and figure 2C shows the results of
the SSLP analysis by PCR in the same individuals.

The size of the SSLP sequence was next established in
six independent lOq sequences ftom GenBank (accession
numbers AL845259, AYOZ8O79, 8X649463, 8X294170,
BX005259, and AL954635) and three monoattelic DNA
sources (M&M), and they were found to be 165 bp without
sequence variation (fig. 3). Further analysis showed that
the peak at 166 bp in the SSLP fragment run represents
the 165-bp loq fragment and that the running pattem is
disturbed by a specific 8-nt sequence within this SSLP (see

below).
After analysis of all alleles with the above-described

markers, all alleles ftom the control individuals were cat-
eSorized and counted. An overview of the different 4q and
10q haptot)?es is depicted in figure 48. On the basis of
the proximal SSLB 4qA alleles (n = 200) are able to be
subdivided into three haptotypes (4qA161,4qA163, and
4qA166). Of these haplotypes, 4qA161 is the most prev-
alent (86%). All but one 4qA allele analyzed for the D4Z4

161 I53 166 168

tigure 2. Examptes of D4Z4 genotyping, including the three polymorphic markers in controt individual. (1) and FSHD-affected patient
(2'1. A, O4Z4 si.'ng and A/B typing after PFGE and Southern btotting. Fot O4Z4 sizing, DNA was digested with restriction enrymes EcoRI
and HrndIII (lone E), EcoRl and BLnl (lane 8), ot Xopl (Lone X), and the btotted DNA was hybridized with probe p13E-11 located
immediatety proximal to D4Z4 (W ponel).Ihe four fragments present in tane E represent two 4q- and two loq-derived repeat arrays
with different repeat sizes. The 4q or 10q origin ofthe D4Z4 repeaG can be determined by digestions with ElrI orxopl, which fragmentize
10q- or 4q-derived repeat arrays, respectivety. Consequentty, individuat t cafies 4q 0424 repeats of 40 kb and 55 kb and 1Oq repeats
of 95 kb and 130 kb, whereas individual 2 carries 4q attetes of 35 kb and 165 kb and 10q repeats of 50 kb and 65 kb. For A/B typing.
oNA was digested with H,rdIII (lore H) and was hybridized seriatty with probes 4qA and 4qB, tocated immediatety distaL to D4Z4 (r,?ht
ponel\. Both 4q attetes (40 kb and 55 kb) in individual 1 carry the I variant, and both 4q attetes (35 kb and 165 kb) in individuat 2
carry the A variant. As was shown etsewhere, 1oq atleles almost always carry the A variant.'3 The motecutar weight marker (M) in
kilobases is shown in the middte. Cross-hybridizing Y-chromosome-derived fragments with probe p13E-l1 in individuaL 2 (mal.e) are
indicated with'Y" Non-4q and -10q cross-hybridizing fragments with probes 4qA and 4qB are marked with an asterisk (*).8, Anatysis
of the G/C SNP within D4Z4 (for description, see the work of Lemmers et a[.'). Doubte diqestion of qenomic DNA with PyuII and 8l,I
(PB) reveats 10q fragments of 2,464 bp upon hybridization with p13E-11. 4q attetes reveat fragments of either 4,559 bp or 2,849 bp,
depending on the presence (C variant) or absence (G variant) of the PvuII restriction site in 0424, respectivel.y. one 4qB aLtete in
individual. 1 contains the C variant, whereas atl other 4q atteles in both individuals carry the G variant. C Example of the fraqment run
of the SSLP sequence. Altogether, this anatysis demonstrates that individuat 1 carries a 4q8161 and a 4q8163 attete next to the two
10qA166 atletes and that individuat 2 carries two 4qA161 attetes and two 1OqA166 attetes.

1

2
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SStP requen(e

CA"-MA-CA" G/T CT" 8nt
D4Z4 SNP

(G/t ) o4z4 4qA/4qB

GMlr688 1oqAl66 T Cl, G 60

76)-84 IoqA166 T CT, r20

(85 IoqAl66 T CT G )1

A1845259 I oqA I66 T CT, G

AL9546li l oqA l66 T CT, 6

4Y028079 I oqA 166 I CT, G

8X649461 l oqA l66 T CT, G

8X294r 70 l oqA l66 CT, 6

8X005259 IoqAl66 T CT, 6

Figure 3. Haptotype analyses of individual 4q and 10q DNA sources, of which the last six 10q sequences are obtained from GenBank.

The identity of the DNA source is shown in the first cotumn. The haptotype and the SSLP sequence are listed in cotumns 2 and 3,

whereas the D4Z4 sNP is shown in cotumn 4. Ihe [ast two cotumns disptay the D4z4-repeat tength (in kb) and the distal variation.

SNP ( 127 of 128) carry the C vadant of the D4Z4 SNP. 4qB

alleles (r, = 244) are more polymorphic for the proximal
SSLP and are able to be subdivided into six haplot,?es:
4qBl6l (2!k),4q8162 (s%), 4q8163 (68%), 4qBl64 (l%),
4q8166 (3%), and 4q8168 (21%). The 4qB163 haplotype
represents the most common haplotype, and the maiority
of the alleles within this haploq?e (107 of 108) have the
G variant of the D4Z4 SNP ln the smatl number of 4qB161

alleles (tl = 4), we found only the G variant of the D4Z4

SNP. By contrast, atmost all alleles belonging to other 4qB
haplot,?es (61 of 62) carry the C variant of the D4Z4 SNP.

There is a siSnifrcant difference in distribution ofthe D4Z4
sNP between 4qA and 4qB haplot,?es (P< .0oo1) and be-

tween 4qBl63 and 4q8162,4qB166, and 4q8168 haplo-
types (P<.0001). 10q alteles seemed more homogeneous
than 4q alleles and were subdivided into the haplotypes
1OqA166 (9690 and 1oqAl64 (4%). All GenBank 1oqA166
sequences mentioned above and monoallelic 10qAl66
sources show the G variant in D4Z4 (f,8. 3).

The almost invariable presence of the 166-bp SSLP on
chromosome 10 was concluded from segregation analysis

in a subset of families with FSHD (n = 52 seSregations)

and from the observation that, on SSLP anatysis, individ-
uals homorygous for 4qA (r = 4l) invadably presented

with a peak of double intensity at 166 bp (10qA166), in
addition to peaks of single or double intensity at 161 bp

(4qA 161) or 163 bp (4qAl63) or increased intensity of the
peak at 166 bp (4qA166).

FSHD Alleles and. Ind.ividual 4q Sources

Since contractions of the D4Z4 repeat on 4qA alleles are

associated with FSHD, calriels ofa pathogenic D4Z4 repeat
were also studied for these four polymorphisms. In total,
86 independent FSHD alleles were analyzed, and all were
shown to belong to the 4qA161 haptotype, on the basis

of the SSLP and the distal A/B variation. Of these alleles,
53 were analyzed fot t}]e D4Z4 SNP, and all carried the C
variant.

In addition, eight monosomic 4q sources were com-
pletely genotyped (ng. 3). Five 4qA sources that represent
pathogenic alleles from patients with FSHD display the
characteristics of the 4qA161 haplotype. Furthermore, three
monochromosomal rodent somatic cell hybrids that carry
4qB alleles were analyzed and were shown to belonS to
the 4qBl63 and 4qB168 haplotypes.

Nonpathotenic 4q Haplotypes

It was surprisinS that all 86 FSHD alleles analyzed belong
to the 4qA161 haplotype (fig- 4C). No FSHD alleles that
belong to the 4qAl66 haplotype were found, even though
they represent 11% of the total 4qA altetes in control in-
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Figure 4. overview of the different haptotypes that were defined after complete genotyping of 4qA, 4qB, and 10q attetes. t, Att D4Z4-
repeat units on 10q attetes encompass the ElrI restrjction site (B), lvhich is absent in D4Z4 in aLl4q attetes. Likewise, atl D4z4-repeat
units on 4q aLletes encompass the XopI restriction site (X) that is absent in D4z4-repeat unit5 on 10q atletes. except for D4Z4 repeats
in the 4qA166 haptotype, which lack the XopI restriction site in their most proximal D4Z4 unit (indicated lvith an asterisk [*]). &
Genotyping of 4q and 10q alteles in control individuaG. The first cotumn tists the different haptotypes that have been identified, and
the second shows the sequence of the SSLP in each haplotype (t4 = A or C). Those haptotypes for which we coutd not obtain SSLP

sequence information are indicated by "NA" (not analyzed). The third and fifth cotumns represent, respectively, the number of attetes
found in each haptotype (SSLP ,) and the prevatence ("/") of each haplotype among 4qA, 4qB, and 1oq altetes. The distribution of the
G and C variants in the D4Z4 SNP is shown in the fourth cotumn (D424 SNP (G/C)). In total,200 4qA altetes were genotyped, and, on
the basis of 55LP tength, they were subdivided into three haptotypes: 4qA161, 4qA163, and 4qA166. 4qB atletes (n = 244) were
subdivided into six haplotypes, designated as 4q8161, 4q8162, 4q8763, 4q8164, 4q1l66, and 4q8168. and 10q attetes into haplotypes
10qA166 and 10qA164. There is a significant difference in D4Z4 SNP distribution between 4qA and 4qB haplotypes (P<.0001) and
between 4q8163 and 4q8162, 4q8166, and 4q8168 haptotypes (P<.0001). C, Genotyping of attetes with an FSHD-sized 0424 repeat.
Without exception, att FSHD attetes betong to the 4qA161 haptotype. A[[ atleLes with an FSHD-sized repeat that betong to the 4qA166
or 4q8163 haptotypes are nonpathogenic.

dividuats. Howevet we identified two patients from in-
dependent families with FSHD in whom we found evi-
dence of the nonpathogenicity of D4Z4 contractions on
4qA166 alleles. Both of them carried 4qA166 alleles having
D4z4-rcpeat sizes in the pathogenic range, in addition to
an FSHD-sized 4qA16l D4Z4 repeat. This latter allele we
considered to be pathogenic, on the basis of its cosegre-
gation with disease.

Famity Rf10 is a 3-generation FSHD-affected family
with patients who are moderately affected (fig. 5). The pre-
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4qA16r G cT" 8696

4q4156 T CT, + %

4q8153 G cr^ 165 107 68%

396

T CT, + t0
3

4q8166 T CT + 6

cT, +

10q4166 T CT, 96%

4qA l6l
4qAl66
rtdB 153

vious molecular diagnosis ofthis family was very complex
because the 33-kb (8 D4Z4 units) 4qA allele was detected
not only in the affected family members but also in a
healthy spouse (individual II-9). Our current study reveals
that this healthy spouse carries a 33-kb 4qA166 allele,
whereas a 33-kb 4qA161 allele was detected in all patients
with FSHD in this famil, indicating its causal relation to
disease. Additional genotyping of the family of individual
II-9 showed that his brother (II-11) also cardes the 33-kb
4qA166 atlele and is not affected with FSHD.
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tn family Rf204, a 17-kb (3 D4Z4 units) 4qA161 allele is

causinS FSHD. The patients of this family are moderately
to severely affected. A second FSHD-sized allele (24 kb, 5
D4Z4 units) in this family has been reported elsewhere'e

but was now sho\ /n to belong to the 4qA166 haplotyPe.
Although D4Z4 repeats of 24 kb on 4qA alleles would be

expected from prior information to cause rSHD, six in-
dividuals (II-11, lll-2, lll-3, ttt-4, tll-5, and III-6) who carry
this allele have no clinical signs of muscular dystrophy.
Only one individuat (ll-7) who cardes this allele developed
[SHD, but she also carries the 17-kb pathogenic 4qA161

allele.
ln addition to these nonpathogenic D4Z4 contractions

on 4qA166 alleles, we further substantiated our previous

observation that contractions on 4qB alleles do not cause

FSHD." At present, we identified l7 FSHD-sized D4Z4 re-

peats on 4qB alleles in independent individuals. In line
with previous findings on 4 of these alleles, none of these

l7 alleles were shown to be pathogenic. We determined
the haptotype of 13 of these nonpathoSenic alleles and

showed that they atl belong to the 4qB163 haplotype (h8.

4C).

H ap lotype-S p ecifi c Sequenc e s

To find further evidence of the accumulation of hapto-

type-specif,c sequence variations at 4qter, we determined
the sequence of the SSLP and a 475-bp fraSment in

D4F104SL in the different haplotypes. To this end, the
SSLP and D45104F1 fragment were PCR amplified and
were sequenced in at least three independent sources of
the most common 4q and 10q haptotypes. As shown in
ligure 6, each haptotype analyzed is def,ned by a unique
combination of 15 SNPS within the D4Flolsl fragment.

The SSLP was sho\^/n to consist of a number of short,
rather stable microsatellite repeats (CA and CT). ln addi-
tion, the SSLP contains an A/C SNB a G/I SNP, and a poly-
morphic insertion of 8 nt (fig. 4B). On the basis of these

results, the 1oqAl66 haplotrue can be distinguished from
the most abundant 4q haploq?es (4qA16l and 4qB163)
by the presence of SNP vadant T, a CT stretch of 7 instead
of 6 dinucleotides, and the presence of the 8-nt insertion.

On the basis of the SSLP sequence, most haplotypes can
now be distinguished from each other. Simitar to the
1oqA166 SSLP sequence, other alleles that carry the 8-nt
insertion (4qA 166, 498162,4q8166, and 4qB168) were
also shown to be 1 nt smaller on sequencing than in the
SSLP fragment run.

ln retrospect, we carefully reanalyzed D4Z4 sizittg by
PFGE of 4qA166 alleles with restdction enzymes fcoRl/
Hindlll, EcoRllBlnl, and XapI. In total, we anatyzed 15 dif-
ferent 4qA166 alleles and observed that, as expected, all
D4Z4 units tack the Blrl restdction site within their re-

peats, as is characteristic of 4q repeats (data not shown).

Remarkabl, all these alleles also lack the Xdpl restriction

Figure 5. Pedigrees of FsHo-affected tumities Rflo and Rf204. The patients with FSHD in famity Rf10 carry a 33-kb aqA161 (33A'6')

attete and are rnoderately affected. Individuats i1-9 and II-11 cany a 33-kb 4qA166 (33A'66) attete and do not disptay any ctinical signs

of muscutar dystrophy. In fumity Rf2o4, atl patients with FSHo carry a 17-kb 4qA161 (17At'r) attete and are moderately to severely

affected. Six individuals carry an FSHO-sized attete of 24 kb (24A66), which betongs to the 4qA166 haptotype, and they are not affected
(II-11, III-2, III-3, III-4, III-5, and III-6). Index cases are indicated with an arrow.
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AGCCAGACTTCATCAAATTT
AGCCAGACTTCATCAAATTT
AGCCAGACTTCATCAAATT'T
AGCCAGACTTCATCAAATTT Hffi

GAAAAAAAAATTTACAAGAGAA.AEACAAAA
GAAAAAA'AATTTACAACAGAAAAACAAAA

TGAAAAAAAAATTTACAAGACAAAAACAAAA
TGAAAAAAAAATTTACAAGAGAAAAACAAAA
TGAAAAAAAAATTTACAAGAGA.A.AAACAEAA
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TTTTCCTTGCTGTAACAGAGGAACATT

4qA161
4qB16 3
4qA16 6
10qA15 5
4q8158

4qA151
4qB 16 3
4qA16 6
10qA16 5
4qa 15 8

TTGTGC

4 qA151
4qB 15 3
4qA15 6
10qA155
4qB 15I

TCCTGTCTTATC,iTTTATTCTACTCTGCAITCCCCTAAGGCTTTTTCTCTCCCTCCCAGAA
TCCTGTCT'rATGITTATTCTACTCTGCATTCCCCTAAGGCTTTTTCTCTCCCTCCCAGAA
TCCTGTCTTATGITTATTCTACTCTGCAI|ICCCCTAAGGCTTTTTCTCTCCCTCCCACAA
TCCTGTCTTATGITTATTCTACTCTGCASIICCCCTAAGGCT'TTTTCTCTCCCTCCCAGAA
TCCTGTCTTATGITTATTCTACTCTGCAifTCCCCTAAGGCTrITTCTCTCCCTCCCAGAA............!..'............t.

4 qA161
4 qBl5 3
4 qAl6 6
I0qAl6 6
4q816 8

TCTTAAAGTGCAT'TCCAAC{CACACGCAAAA
TC'ITA.AAGTGCAT'ICGAACICACAGGCIAAA
TCTTAAAGTGCATTCGAACICACACGCAAAA
TCTTAAAGTGCA'r'TCGAACTCACAC,GCAAAA
TCTTAAAGTGCATTCGAACECNCAC,GCAAAA....!'.'..'--"..

ATTTTCCTTGCTGTAACAGAGGAACATT

TCCTCC
TCCTCC
TCCTCC
TCCTCC AAAT

4 qA161
4qB15 3
4qA15 6
10qA156
4qB 16 8

GATCTGACTAGTTTGGCATTGCTTTTGGCGATCTGGGAAAATCTGTGCACACTTCTGGAG
GATCTGACTAGTTTGGCATTGCTTTTGCGGATCTGGGAAAAICTGTGCACACTTCTGGAG
GAICTGACTAGTTTGGCATTGCTTTTGGGGATCTGGGA.AAATCTGTGCACACTTCTGGAG
GATCTGACTAGTTTGCCATTGCTTTTGGCGATCTC,GGAAAATCTGTGCACACTTCTGGAG
GATCTGACTAGTTTGGCATTGCTTTTGCGGATCTGCGAAAATCTGTGCACACTTCTGGAG

ACCCTTGTCA#CCATrtfl TATAAATCTA
ACCCTTGTCAtrGCCATT'ITTATAAATCTA
ACccrrcrcA&ccAtr{rrrarararcrn
ACCCTTGTCA{CCCATTXT-TTATAAATCTA

1:::TT:T3fr ::irffi TrTHt:t:
4qAl61
4q816 3
4qA15 5
10q415 6
4qB168

AGATGGGGAGACA

CCTGGGGCTCTCCCACAGGCGGCTTTCG

CACAGGGGGCTTTCG
AGATGGGGAGACA CG
AGATGCGGAGACA

tigure 6. Alignment of a 475-bp consensus s€quence $thin 04F10451 of the most common haplotypes (4qA161, 4q8163, 4qA166,
4q8168, and 10qA166). Ihe consensus is based on the sequence of at least three independent altetes for each specific haptorype. The
hightighted nucteotides indicate the presence of haptotype-specific SNPs. Similar to the SSLP, the 4q8163 sequence is very homotogous
to the pathogenic 4qA161 sequence. whereas the 4qA166 sequence is more homologous to the 10qA166 and 4q8168 sequences.

4qA161
4q8163
4 qAl6 6
10qA16 6
4 qBl6 8
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Figure 7. /, 0verview of 0424-repeat length distribution in the
most common haplotypes, 4qA161,4q8163. and 1oqA166. Statis-
tical anatysis reveated that the D4Z4-repeat size distributions differ
significantly between these haptotypes (P<.0001). 8, Mean and

median of the D4l4-rc?eal length and number of attetes in the
major haptotypes.

site in their [i6t unit. This insensitivity fot Blnl and Xapl
in the lirst repeat unit ot the D4Z4 repeat could not be

observed in alleles of the other 4q haplot,?es. Since the
Xapl restriction site is localized 2.7 kb distal to D4FI04Sl,
this finding sugSests the presence ofadditional haptotype-
specific sequence variations in D4Z4 and reinforces our

interpretation of the LD extending into the D4z4-repeat
unit.

D4 24 - Repe qt Si ze D i stribution

Finally, the D4z4-rcpeat size distribution was studied in
the different haplot ?es. It was shown elsewhere that both
4q and 10q alleles disptay a multimodal repeat size dis-
tribution.zo Because of a limited number of atleles in the
low-abundance haptot)?es, the size distdbution was an-
alyzed only for the most common t)?es on chromosomes
4 and 10. This analysis showed that these haplotypesshow
a signiEcantly different dist bution (P<.0OO1) of D4Z4-
repeat sizes (fug- 7Ar. Ir.'t addition, the mean and median
of the different D4Z4 alleles were calculated for these hap-
lotrues (fr8. 7B). The observed sequence variations in the
SSLP and D4Fl04Si sequences and the differences in the
mean and median D4z4-repeat size and size distribution
corroborate the concept that the different haplot,?es have
evolved independently of each other.

D iscussion

Contractions of the macrosatellite repeat D4Z4 cause
FSHD, but the molecular mechanism underlying this my-
opathy is largely unknown. Transcription emanating from
D4Z4 has never been consistently established, which led
to different disease models in which the contraction of
D4Z4 causes a change in chrcmatin conformation and loss
of spatiotemporal control over gene expression in ris or
in trans.T-|3 However, none of these models can compre-
hensively explain the epigenetic mechanisms underlying
FSHD.

To study the role of D4Z4 in the pathogenesis of FSHD,
allelic variants of the D4Z4 region have been analyzed.
Previously,'6 D4Z4 repeats were detected on three different
chromosome ends----on two variants of chromosome 4
(4qA and 4qB) and on chromosome loq. In addition, a

polymorphic sequence vaflation within D4Z4 on 4qB al-
leles suggested the existence of additional altelic D4Z4
variants.r8 The aim of this study was to investigate the
allelic variation in D4Z4 alleles in relation to the 4qA spec-

ihcity of FSHD. Therefore, we examined sequence vada-
tions on 4qA, 4qB, and 10q chromosomes, by analyzing
four different polymoryhic markers in patients and con-
trols of European descent. The markers are localized prox-
imal to (for SSLP), within (for D4Z4 SNP and D4z4-repeat
number variation), and distal to (for A/B) the D4Z4 repeat.

As shown in figure 48, we were able to unequivocally
subdivide all 4qter and loqter chromosomes in nine dif-
ferent 4q and two distinct 10q haptotypes. The presence
of rare alleles nithin a haplotype that carry a D4Z4 SNP

variant different from the maiority ofalleles indicates that
exchanges between the different haptotypes do occur but
at a very low frequency and supports the observation that
D4Z4 contractions generally occur iohachromosomally.n

Subsequently, we stratified for alleles with D4z4-repeat
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to study the functionality ot the MAR in the different
haplot,?es and to determine whether the MARweakening
in contracted alleles is specilic to the 4qA161 haplot]?e.

Alternatively, D4Z4 homologues recently have been
identihed in the genomes of rodents and Afrotheda.'?3
The hypothetical DUX4 gene was shown to be conserved
during evolution, which might suppoft a coding function
fot D424. Therefore, it is eminent to further investigate
the presence of haptotype-specific sequence variations in
DUX4 in relation to FSHD.

Altogethet our study demonstrates that the subtelomeric
region of chromosome 4q35 can be divided into nine dif-
ferent haplot,?es. Our data strongly support the hypoth-
esis that interchromosomal repeat exchanges between the
different 4q haplotypes are rare, which allows each of the
haplotypes to accumulate specific sequence variations.
Only D4Z4 contractions in specific haplot)?es, most no-
tably 4qA161, seem to be associated with FSHD. Therefore,
future research should be focused on identifying consis-
tent sequence variations for the different haplotypes, since
these variations may be essential to FSHD pathogenesis.
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sizes <38 kb, which usually fall into the pathogenic range
(6g. qC).'"'" In totat, 86 FSHD alleles were analyzed, and
all could be assigned to the 4qA161 haplotype. Impor-
tantly, in two independent families (Rf10 and Rf204), we
were able to show the presence of 4qA166-type FSHD-sized
D4Z4 repeats in multiple unaffected relatives, indicating
that these alleles are nonpathogenic. Finall, we identified
17 FSHD-sized D4Z4 repeats on 4qB alleles, which were
all nonpathogenic. Further genot,?ing of these short 4qB
alleles showed that they all belong to the 4qB163 hap-
lotype. These two findings show that D4Z4 contractions
alone are insufficient to cause disease.

Sequence comparison of the SSLP and D4F1O4S1 se-

quences in the different haplotypes showed the presence
of only a few consistent sequence variations between the
nonpathogenic 4qB163 and the pathogenic 4qA161 hap-
lot,?es. In alleles from the nonpathogenic 4qA166 hap-
totype, we observed the absence of the Xapl restriction
site in the proximal D4z4-repeat unit, a feature charac-
teristic of chromosome lo-derived repeat units and not
observed in other 4q haplot)?es. Furthermore,4qAl66
and 1oqA166 haplotypes share high sequence similarities
in their SSLP al.d D4FlO4Sl sequences, which differ con-
siderably from the sequence of the 4qA161 haplotype (69s.

4 and 6).
Previousl, the nonpathogenicity of FSHD-sized D4Z4

repeats on chromosome 10 was explained by its chromo-
somal context: only the transcriptional activity of genes

on 4q, not that of genes on loq, would be sensitive to
D4z4-repeat contractions. Moreover, the A/B variation
distal to D4Z4 was thought to play a role in the non-
pathogenicity of short 4qB alleles. This study shows that
neither of these explanations comprehensively address-
es the unique association of FSHD with D4Z4 confiac-
tions on specific haplot,?es, since 4qA166 alleles are now
shown to be nonpathogenic as well.

Apparentl, because of suppression of interchromoso-
mal reaffangements, each haplotype evolves relatively in-
dependentl, which allows the accumulation of haplo-
type-specilic sequence variations that may underlie the
4qA161 specificity of FSHD. These sequence variations
may be important for the chrcmatin structure or tran-
scriptional characteristics of the 4q subtelomere and
changes thereof in FSHD and must be located close to
(distal or proximal) or within D424.

tnterestingl, the region immediately proximal to D4Z4
has been implicated to function as a nuclear matdx at-
tachment region (MAR) separating the D4Z4 repeat and
upstream genes in two DNA loops.zz This MAR was shown
to be weakened on one chromosome 4 in FSHD myoblasts,
suggesting the coexistence of the contracted D4Z4 rcpeat
and upstream genes in a single DNA loop on disease chro-
mosomes. It was postulated that these differences in loop
organization may account for the transcriptional dereg-
ulation of the upstream genes FRCI and FRG2 in FSHD.t0
Since we found haplotype-specific sequence variations in
the region coinciding with this MAR, it will be interesting

Web Resources

Accession oumbers and URLS for data presented herein are as

follows:

GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cenbark/ (for SSLP se-

quences [accession oumbers AF117653, AL845259, AY028079,
8X649463, BX294l7O, 8X005259, and A19546351)

Online Mendelian Inhedtance in Man (OMIM), http://www.ncbi
.nlm.nih.gov/Omim/ (for FSHDlA)

Prime13, httpr/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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Abstract Facioscapulohumeral muscular dystrophy
(FSHD) is an autosomal dominant disease involving short-

ening of D424, an aray of tandem 3.3-kb repeat units on

chromosome 4. These arrays are in subtelomeric regions of
4q and tOq and have l-t00 units. FSHD is associated with
an array of t-10 units at 4q35. Unambiguous clinical
diagnosis ofFSHD depends on determining the array length

at 4q35, usually with the anay-adjacent p l3E- l t probe after

pulsed-field or linear gel electophoresis. Complicating
factors for molecular diagnosis of FSHD are the phenotyp-

ically neutral l0q D4Z4 arrays, cross-hybridizing sequences

elsewhere in the genome, deletions including the genomic

pl3E-1 [ sequence and part ofD4Z4, translocations between

4q and lOq D4Z4 arrays, and the extremely high G+C
content of DlZ4 anays (73%). tn this study, we optimized
conditions for molecular diagnosis of FSHD with a l-kb
DlZ4 subfragment probe after hybridization with p13E-l l.
We demonstrate that these hybridization conditions allow the

identification ofFSHD alleles with deletions ofthe genomic

p l3E-l I sequence and aid in determination ofthe nonpatho-

geric D4Z4 arrays at l0q. Furthermore, we show that the
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D4Z4-llke sequences present elsewhere in the genome are

not tandemly arranged, like those at 4q35 and 10q26.

Introduction

Facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD) is a

unique dominant disorder involving shortening of D424,
a subtelomeric array of tandem 3.3-kb repeat units
(Wijmenga et al. 1992). This copy-number polymorphic
repeat (l-t00 units per array) is present at both 4q35 and

I0q26, but only short (l-10 unit) arrays at 4q35 are linked
ro FSHD (Upadhyaya et al. 1997; Wijmenga et al. 1993).
The mechanism for this unusual relationship, which seems

to be a cis effect (Ehrlich 2004), is still unknown (Gabellini

et al. 2002; Jiang et al. 2003; Winokur 2003). The 4q-
specific nature of this disease is impressive given the 99%
homology between the 4q and loq D4Z4 repeat uoits
(GenBank AFll7653 and NT_017795) and the >95%

homology between the 42-kb region proximal to D4z4 at

4q35 and 10q26 and the homology distal to the array (van

Geel et al. 2002). At 4q35, there are two pol).moryhic
forms ofthe D4z4-distal sequence, 4qA and 4qB (Fig. t),
which are found at similar frequencies (van Geel et al.

2002). Only D4Z4 contractions on 4qA are associated with
the disease but short 4q35 alleles only very infrequently
have a distal, nonpathogenic 4qB sequence (Lemmers et al.

2002,2004).
Unambiguous clinical diagnosis of FSHD depends on

DNA analysis (Lemmers et al- 2001; Lunt 2000). More-
over, there is some conelation between the size of short,

FSHD-causing arrays at 4q35 (l-10 D4Z4 repeat units) and

the severity of the disease (Lunt et al. 1995; Tawil et al.

1996). For molecular diagnosis of FSHD, the 4q35 D4Z4
arrays have to be distinguished from the almost identical

Q sp.i,'g".
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Fig. I A schematic of the DNA sequences and diagnostically
imponant restriction sites in the distal ponion of 4q35 and 10q26
(not to scal€). The D4Z4 arrays are depicted as containing two l.l-kb
Kprl rcpeat units (white and black triangles for canonical 4q35 and
10q26 units, respectively), although FSHD patients can have l-10
units at their FsHD{ausing short 4ql5 BZ4 array and the other
arrays can have up to 100 units. INZ4 has partial Kprl rcpeat units
(small triangle and rrapezoidl at its borders. The two polymorphic
forms (4qA and 4qB) of sequences berween the end of D4Z4 and the
TTACCG arrays of the telomere of 4q are indicated. The 6.2-kb P-
satellite DNA in 4qA and l0q contains tandem 68-bp repeats.

Tel

Restriction cleavage sites that are important for molecular diagnosis
(E, EcoRI, H, Hindlll, B, BlnI]' X, Xapl\ and, the >s-kb restriction
fragments are shown for the type ofdigest indicated on the /q[. There
is inftequently one additional flirdm site proximal to D4Z4 that is
polymorphic and close to the proximal B/rI site. The.ryoll site that is
occasionally used to determine the chromosomal location of a
t anslocated D4Z4 anay is on 4q proximal !o the depicted sequence;
rYotl digests subjected to PFGE are bloFhybridized to a proximal
probe that gives 4ql5 fragments between 200 and 500 kb (Lemmers et
aI.2003)

E H BXX

X (4q) X (4q) _ AF017466 (4qB)H
E l4.9 kb (4qB)

E/H r2.8 kb (4qB)
E/B-10.0kb(4qB)

ones at 10q26, which are also highly polymorphic in array

size. [n addition, ]lZ4 must be detected under conditions
in which there is no interference from many homologous
sequences elsewhere in the genome, especially in the
acrocertric chromosomes (Hewitt et al. 1994). The probe

for analysis of the length of each D4Z4 array is almost
always the nonrepeated p l3E-l I sequence, which is located
0.1 kb proximal to D4Z4 (Hewitt et al. t994t Wright et al.
1993) (Fig. 1). The sizes of D4Z4 arrays are determined by
blot hybridization to a 0.8-kb pl3E-tl probe after electro-
phoresis of genomic DNA digested with restriction endo-
nucleases that excise the intact array linked to the genomic
p l3E- I L The enzymes for the excision are fcoRl for linear
gel electrophoresis (LGE) or EcoRI plus ffirdlII for pulsed-

field gel electrophoresis (PFGE; Fig. l). The use of/lrzdIII

as well as 6coRI for PFGE digests minimizes the
electrophoretic distortion of the D4Z4 bands by yielding
more extensive cleavage of the bulk DNA.

One and, preferably, two digests are also made with
reskiction endonucleases that cleave only canonical 10q26

D4Z4 repeat units (BhI in u EcoWBlnl double digest) or
only canonical 4q35 units (Xapl'l to distinguish short,
FSHD-causing D4Z4 anays on 4q35 from phenotypically
neutral, short D4Z4 anays on 10q26 (Fig. l) (Deidda et al-

1996; Lemmers et al. 2001). To resolve the above-
mentioned 4qA and 4qB polymorphism distal to D,124 on
4q35, Hindlll digests can be used for blot hybridization
with 4qA- or 4qB-specific oligonucleotide probes (Fig. l).
All FSHD alleles of l-10 repeat units were shown to have
the 4qA type of distal sequence (Lemmers et al. 2002).
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Another complication in molecular diagnosis of FSHD
stems from the homology between the D4Z4 arnys at 4935

and 10q26. Subtelomeric exchanges between chromosomes

4 and l0 are found in about 20% of individuals (Lemmers

et al. 1998; Matsumura et al. 2OO2; van Deutekom et al.

1996). Consequently, FSHD-sized D4Z4 repeats can have

some canonical l0q-type units, which contain one 8/z[ site

each, replacing some of the canonical 4q-type units, which
do not have a B/r[ site. For research on how contraction of
D4Z4 causes FSHD, it is necessary to not only size BlZ4
alleles, but also to anallze any subtelomeric exchanges

between 4q and loq arays to identifi which 8/nl-resistant
D4Z4 rcWat units actually reside on 4q.

ln addition, DNA-based diagnosis of FSHD is compli-
cated by deletions of the pl3E-lt probe region from the

genome (Lemmers et al. 2003). These deletions may or
may not extend into the array itseli which is only 0.1 kb
distal (Fig. l). Deletions ofpl3E-ll are estimated to occur

in about 3% of FSHD patients and of the control
population. They do not influence the severity of the

disease but they can result in a false-negative molecular
diagnosis for FSHD (Lemmers et al. 2003).

A recent report describes a polymerase chain reaction
(PCR) method to detect D4Z4 arrays of less than six repeat

unis specifically from 4q35 with a special Taq polymerase
(Goto et al. 2006). Primen are used ftom sequences just

outside the array where there are l-bp differences between

4q and l0q. PCR gives a specific pmduct only fiom small

DlZ4 arrays on 4q. No pmduct is obtained from unaffected

individuals, However, such a negative result without an

internal control to eliminate technical problems could
produce false negatives. The method only worked for FSHD
patients with l-5 repeat units but many Caucasian patients

have FSHD alleles of GlO repeat units (Butz et al. 2003;

Onell et al. 1999; Upadhyaya et al. 1997: Lemmers et al.

2006), including occasional patients with severe and early-
onset symptoms (Wu et al. 2004). In addition, some somatic

mosaics do not have the FSHD phenotype (LemmeB et al.

2004), but because their short 4q D4Z4 anays could also be

amplified, their DNA samples would produce false positives.

Lastly, deletions of the pl3E-lt region cannot be identified
using PCR for molecular diagnosis.

These complications are not shared by Southem blot
hybridization with pl3E-tl probes supplemented with a

new D4Z4 subfragment probe, as described in this report.
Previously, we used a 0.7-kb subfragment ofthe 3.3-kb unit
of D4Z4 arrays (Fig. 2) as a probe to analyze D4Z4
methylation and showed that most ofthe signal obtained by
blot hybridization of KpaI digests of human DNA was in a
3.3-kb band (Tsien et al. 200t). There is one r(pzl site per
tandem D4Z4 unit at 4q35 and 10q26. [n contrast, at least

several YACs containing D4Z4-like sequences from acro-
centric chromosomes do not seem to have these sequences

in strict tardem arrays (Lyle et al. 1995). This indirect
evidence suggested, but did not prove, that the 0.7-kb DlZ4
subfragment probe was specific. In the present study, we
have designed a l-kb subfragment of D4Z4 as a hybridiza-
tion probe and rigorously tested it and the 0.7-kb probe for
their specificity. We describe the use of the l-kb probe in
the molecular diagnosis of FSHD.

Nlaterials and methods

Clinically confirmed patients were obtained via one of the
Dutch neuromuscularcenters and informed cons€nt was given.

For rodent-human somatic cetl hybrid (SCH) DNAs, cell lines
were used (Coriell Institute forMedical Research). The hybrids
with a Chinese hamster genetic background were as follows
(the identityofthe human chromosome(s) and thenthecell line
are given: del(4)(p 16.2) and 5, GM 14193; del(4pl6.l), 5, and

8, GMl1448; de(X)t(X;4)(p2l;q35), GMl422lA; t0,
GMt0926; 9, GMl06l l; I I, GMl0927; 13, GM10898; 22,
GMl0888; Y, GM06317. The hybrids with a mouse back-
ground were as follows: 4, CMI 1687A; l, GMl3l39; 3,

GMtlTl3; t4, GMl0479; 15, GMI l7l5; 16, GM10567; 2l
and 22, GM10322.

To lyse red blood cells from l0 ml of peripheral blood
supplemented with EDTA, the sample was incubated on ice

for 15 min with 40 ml of t55 mM NH4CI, l0 mM KHCOT,
I mM EDTA, pH 8.0. After centrifugation, the pellet was
treated once more with l5 ml ofthe above solution, and

pelleted again. The final pellet was resuspended in I ml of
75 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH 8.0 (SE). For PFGE, the
suspension was quickly mixed with I ml of melted 1.4%
agarose (InCert agarose, FMC) in SE at 50'C, and added to
a plastic mold to form -0.1-ml plugs, each containing - l-
t.5x106 cells for PFGE. From l0 ml of blood, '20 plugs
can be obtained. After leaving at 4oC for 30 min, the
ejected plugs were incubated in l0 ml of SE containing I7o
sarcosyl and 0.6 mg/ml pronase (Sigma) for 2 days at 37'C.
Then the plugs were rinsed with TE{ (10 mM Tris-HCl,
pH 7.5,0.t mM EDTA), and stored in 0.5 M EDTA, pH 8,

at 5'C. For diagnostic LCE, DNA was isolated by the
method of Miller et al. (1988) or by melting DNA from a

DNA-agarose plug.

Enzyme digestion, electrophoresis, and blotting

DNA-agarose plugs containing -8 pg of DNA were rinsed
in a rotator for 15 min with wat€r: nvice for -1.5 h with
TEa; and 3 h in the reaction buffer for the enzymes to be

used. Half of a plug was incubated for 6 h with 30 U of
each enzyme (ecoRl plus HindIIl, EcoRl plus BhI, or

Q sp.i"g..
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Kpnl
HHSPM3 DUX4

O4Z4 1-kb probe (390 to 1395)

- 
986A probe

3296

0.7-kb probe

Fig. 2 A diagram drawn to scale of D4Z4 subrepeats and hybridiza-
tion probes. DUX4 is the open reading ftame with two almost identical
homeodomains to which the 986A probe hybridizes. The LSau and

HHSPM3 subregions are partially homologous to repeats: GenBank

Xapl; enzymes from Roche except Xqpl ftom Fermentas)

under the manufacturers' conditions but with an additional
3.3 mM spermidine (Sigma) and I mM dithiothreitol. The

digests and markers (A midi-range concatemer; New
England Biolabs) were subject to PFGE in a 0.85% agarose

gel (MP agarose, Roche; 20,,20 or l4x2l cm gels) in
,14.5 mM Tris-borate buffet I mM EDTA, pH 8.3 with
0.15 pglml ethidium bromide (gel and electrophoresis

buffer). Electrophoresis was donc in a homemade device

at 8.5 V/cm and 2t"C with 4 cycles (5.5 h each) ard a

switch time increasing linearly fiom I to 20 s or in a

commercial apparatus (CHEF Mapper XA, Bio-Rad) at

6 V/cm and 22"C for 22 h, with the switch time increasing

linearly from I to 20 s. DNA was nicked by W irradiation
in a commercial crosslinking apparatus, denanrred in 0.4 M
NaOH,0.6 M NaCl for 30 min, and transferred in that

solution to a membrane (Hybond XL, Amersham or Zeta-

GT, BioRad), neukalized, and cross-linked to the mem-

brane by UV irradiation in the same apparanrs. For LGE of
D424, samples were loaded onto a thin strip of lolo agarose

on top of a 0.5olo agarose gel and electrophoresed using

40 mM Tris-base, 1.1% acetic acid, I mM EDTA, pH 7.6,

with 0.15 pglml ethidium bromide as the gel and running
bufler For LGE of r(pnl digests, electrophoresis was in a

lVo agarose gel at 120 V for 4 h.

The l-kb D4Z4 probe was generated by PCR using

100 ng of a plasmid containing the 3.3-kb D4Z4 trit in a

Bluescript KS vector (Winokur et al. 1994). The primen
(5'-3') were GGAAGGCGGGCAGAGATG and
CCGGACCTCTCCAGGGAT. The PCR conditions were

94'C for 15 min follorved by 35 cycles of 94"C for 45 s,

62"C for 45 s, and 72"C for 1 min, with a final exteruion at

72'C for 5 min. The l-kb PCR product was purihed by gel

exkaction (QIAGEN). From the same plasmid, the 3.3-kb
D4Z4 probe was excised with ,(prt. -lhe 0.1-kb MZ4
subfragment probe was excised from its cloning vector

X59423 and X06587, respectively. The positions ol the l-kb D4Z4
probe are given relative to the beginning of the recognition site of
Kpr?I in GenBank AFl l765l

Q sprlng"r
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Probes and hybridization

(pBC KS +/-) using EagI and EcoRV (Kordo et al. 2000).
The pl3E-ll sequence (Wright et al. 1993) was excised as

a 810-bp fragment with .8coRI and SacI from a plasmid or
obtained by PCR. For 9864', the D[./X4 homeodomain
region was amplihed by PCR from a plasmid (Hewitt et al.
1994) using vector primers (Ml3-20 Forward and Ml3
Reverse, lnvitrogen) to give a product containing 320 bp ofthe
D{/X4 homeodomain region. About 25 ng ofeach DNA was

labeled with 50 pci of [a-r2P]dcTP (3,000 cilmmol) by
random priming (Megaprime, Amersham or NEBlot kit, New
England Biolabs followed by Spin Column 30, Bio-Rad). For
the ) probe, 1.5 ng of template was labeled with 5 pCi of
[c(-r'zP]dCTP. About one fifth of the product was used per

blot and could be cohybridized with the pl3E-t1 probe.

For the l-kb D4Z4 probe, the blots were prehybridized
with rotation in a hybridization nrbe for I h at 60"C with
20 ml of0.l25 M sodium phosphate, pH 7.2,0.25 M NaCl,
7% sodium dodecyl sulfate (SDS), 100 pglml of denanrred
salmon sperm DNA. and 50% freshly added formamide.
The hybridization tubes were rated to withstand at Ieast

180'C (e.g., Stovall hybridization bonle, Sigma) and were

tightly capped. After addition of probe (-2 x 107 cpm), the

bottle was similarly rotated ovemight. The blots were

washed with rotation at 65"C for l0 min each with 50 or
100 ml (depending on the size of the bottle) of prewarmed

2xSSC,0.1% SDS; 0.5xSSC,0.1% SDS; and 0.1xSSC,
0.1% SDS. For the pl3E-tl probe, the hybridization
solution was 0.125 M sodium phosphate, pH 7.2, 0.25 M
NaCI, I mM EDTA,1Vo SDS, l0% PEG 6000, 100 pglml
of denatured salmon sperm DNA; prehybridization, hybrid-
ization, and washing were at 65"C but were done in a

100-ml volume in a covered tray with gentle shaking; and

three l5-min washes wcre with -0.3 I of 2XSSC. l%
SDS. Altematively, a commercial hybridization solution
(PerfectHyb, Sigma) could be used at 65'C in a hy-
bridization tr.rbs followed by t0-min washes at 65"C with
2x SSC,0.l% SDS, 1x SSC; 0.1% SDS, and 0.5x SSC,

0.1% SDS, preferably in covered trays. Phosphorimager

exposure was for 2 days. For rehybridization, the blot was
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first stripped by pouring boiling 0.1x SSC,0.1% SDS on
top and cooling to room temperature or by soaking it in
0.4 M NaOH for 30 min at room temperature followed by
rinsing with 2x SSC. Stripped membranes were kept
moist until reuse. For diagnostic purposes, after probing
with pl3E-l I and phosphorimaging, the blot can be used

without stripping for rehybridization with the l -kb probe.

For the 986A' probe, we used the hybridization
conditions for pl3E-t I followed by washing at 65"C twice
with 0.3x SSC,0.1% SDS for 15 min and then once with
0.1x SSC, 0.1% SDS for 30 min. For the 0.7-kb D4Z4 pro,
a commercial solution (ExpressHyb, Clontech) was used at
72'C followed by two washes each at 72oC with 2x SSC,

0.05% SDS and 0.lx SSC, 0.1% SDS. The 3.3-kb D4Z4
probe was hybridized with the homemade solution and

washed as for the l-kb probe except at 63'C. For SCH
DNAs, 3 pglml of denatured rat liver DNA was included in
the hybridization solution. The blots containing KpnI
digests were exposed to X-ray film for 2 days.

Ilesults

Rationale for designing a new D4Z4 hybridization probe

Initial tests of the specificity of the l-kb D4Z4 prcbe

D4Z4 arrays are unusual because of their extremely high
G+C content, 73yo (690/0 for the l-kb subfragment),
compared with the overall human genomic G+C content
of 42o . D4Z4's \igh G+C content makes it more difficult
to get specific conditions for hybridization. We tested the
specificity ofthe l-kb D4Z4 probe by blot hybridization of
Kpnl digests ofhuman DNA and DNA from human-rodent
SCHs containing one or a few human chromosomes. With a
hybridization buffer containing 5004 formamide and
annealing conditions that gave a temperature for hybridiza-

tion that was 15'C below the 7',", only human DNA and
SCH DNA containing human chromosome 4 or l0 gave a

signal with the t-kb D4Z4 probe (Fig. 3a, t-kb probe).
Essentially, the entire signal was in the expected band
composed of 3.3-kb D4Z4 repeat units. Under nonstrin-
gent conditions (changing the temperature to 49.C), a

high-molecular-weight smear was observed from human
DNA and DNA from SCHs containing the acrocenric
human chromosomes (Fig. 3b). The 0.7-kb D4Z4 probe
(Fig. 2) that we had used in an earlier study (Tsien et al.
2001) gave only a slight increase in >3.3-kb signal from
total human DNA under our standard conditions (see

"Materials and methods"; data not shown) using non-
stringent conditions for annealing with a commercial
hybridization solution but very stringe[t conditions for
the final wash (I- minus wash temperature ofonly l2"C).
This validates its previous use as a hybridization probe in
detection of DNA methylation within the D4Z4 anay by
Southem blotting DNA digested with CpG methylation-
sensitive enzymes (Tsien et al. 2001). Surprisingly, even
the entire 3.3-kb D4Z4 repeat unit could be used as a

probe with a similar high degree ofspecificity for D4Z4 in
chromosomes 4 and l0 as seen for the 0.7-kb probe, when
the hybridization was under stringent conditions (Fig. 3c).

,(pnl dlg.sts: O,lZ,l probes

Somatic coll hYbrid ONA.9

a
kb

N
at-

9 10 t l 13 141516 22 &

3.3- ttD aI- -
1.kb probe; 60oC

t
a-- -

b

1.kb probe; ,lgoc

3.3- .XE- -
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Fig. 3 Determination ofthe specificity of D4Z4 probes with somatic
cell hybrid DNAS. DNA ftom human lung orjuvenile thymus, mouse,
Chinese hamster ovary (CHO) cells, or SCHS was digesred with i-prl
and subject to LCE and repeated hybridization with rhe indicated
DlZ4 probe and stripping. Tle SCH DNAs had only rhe indicated one
human chromosome (rori:ontal lahek over larer) or several (yerlrcal
labclsl and were in a murine or CHO genetic background. The
asterisked SCH had a single de(X)t(X;4xp2l;ql5); rherefore, the
only part of chromosome 4 presenr was the 4q35 region. After high-
stringency hybridization with the l-kb D4Z4 probe (e), rhe faint low-
molecular-weight band seen at low stringency in human DNA (b) was
not observed, even with longer exposurcs
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We designed a new optimized D4Z4 probe and tested its

specificity directly. One of the DlZ4 subregions (Fig. 2)
that is repeated elsewhere in the genome independently of
the rest ofthe DlZ4 sequence is the 0.3-kb LSau-homology
sequence (Hewitt et al. 1994) wirh -90% homology to this
part of the repeat unit. It is present on the short arms of the
acrocentric chromosomes and the pericentromeric regions
of chromosomes t, 3, and 9, as well as on Yq (Meneyeri et

al. 1993). The 0.7-kb probe overlapped that sequence
(Fig. 2). Therefore, by PCR, we generated a l-kb D4Z4
subsequence that excludes the LSau region of D4Z4 repeat
units and almost all of the HHSPM3 region (Sp-0.3-8),
another low-copy repeat region (Hewitt et al. 1994 Zhang
et al. 1987). This probe was tested for its specificity by
PFGE and LGE as described below
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The l-kb probe for analysis of p l3E- I I deletions

An important advantage of using a D4Z4 probe for
molecular diagnosis of FSHD is that it allows the

visualization of a D4Z4 allele distal to a pl3E-tl deletion

in FSHD patients as well as in unaffected individuals. Upon
PFGE and blot hybridization with this probe, all four D4Z4
arrays, including the one with a deletion ofpl3E-l l, can be

seen in a sample from a patient with an FsHD-associated

allele (Fig. 4b). As expected, the plSE-ll probe failed to
reveal the FSHD-causing allele with the proximal deletion

of the genomic p13E-11 sequence (Fig. 4b). Although
PFGE is much more informative than LGE for FSHD
molecular diagnosis, LGE is often employed and without
the useful Xap[ digest. Figure 5 shows examples (FB3 and

FB4) of how a D4Z4 probe, but not a pl3E-ll probe,

reveals a shod D4Z4 anay that lacks a pl3E-11 sequence

distal to it upon Southem blotting after LGE.

Molecular diagnosis of FSHD with D4Z4 vs pl3E-l I
probes

Using the recommended digests for molecular diagnosis,
EcoRllHindlll, EcoRllBlnl, and Xapl, we did PFGE
followed by blot hybridization to the p13E-ll probe and

obtained the typical D4Z4 arrdy pattems for unaffected

individuals and FSHD patients (Fig. 4a). The blot was

sripped and hybridized with the new l-kb D4Z4 probe.

One ofthe advantages of using the l-kb D4Z4 probe is the

increased sensitivity of detection of D4Z4 anays in Xapl
digests (Fig. 4; CB2, FBl, and FB2), which allow
visualization of only the lOq-type (Xdpl-resistant) arrays,

a Standard cases b p13E.l l deletions

FB2 FB2
p13A p13A
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Fig.4 Comparison ofdifferent probes for PFGE diagnosis ofFSHD.
DNA samples from control blood (Cr1 and CB-?) or FSHD blood
(FRl and FB2, or FB pl3EA for pllE-ll deletion patients) were

digested with EcoRllHindIII, EcoRIlRlnI, ot Xapl (ApoI) and

subjected to PFCE. They were then blot-hybridized with the indicated

probe (Iig. 2) either under Ihe standard hybridization conditions for
pl3E-l I or 986A or the more stringent conditions for the t-kb D4Z4
probe (see "Materials and methods"). The Y chromosome-derived

fragments that cross-hybridize with the pl3E-ll probe are indicated.

These are seen in all males and not in females. The sizes ofmarkers (in
kilobase) for the first gel are given on the left and the sizes of D4Z4-
containing bands within the blots. The snal/ / indicates that there was

a deletion of pl3E-ll immediately proximal to that array, which is
only visualized with the D4Z4 probe. The brdckerr denote the

nonspecific signal from the 986A probe. Blots were hybridized first
to the pllE-ll probe, stripped, and lhen hybridized to a D4Z4 probe
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Iig. 5 tdentification ofFSHD
alleles in patients with pllE-l I

deletions by LGE. The same

terminology is used as in Fig. 4
Note that for the full molecular
diagnostic test by LGE, XapI
digests should used in addition
to EcoRI siogle digests and
fcoRL/B/rI double digests.
These samples had previously
been characterized by PFGE as

in Fig. 4
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thus facilitating identification of 4q arrays in the EcoRIl
l/irdlll digests (Lemmers et al. 2001). When blots were
probed with pl3E-11, there was usually a decrease in the

signal in XapI bands relative to the analogous ,coRU
lllrdlll bands. This decrease is due to the XapI sites in the

genomic p13E-11 (Fig. 1). Avoiding decreases in signal
intensity can be especially important wher there are only
small amounts of DNA in peripheral blood-derived DNA-
agarose plugs.

Previously, when a D4Z4 probe was desired for PFGE
(Lemmers et al. 1998), 986,4 (Fig. 2), a probe fiom the

homeodomain region of D4Z4 (Hewifi et al. 1994), was
used. This D4Z4 subfragment probe gave much nonspecific
signal that interfered with detecting low-molecular-wcight
D4Z4 anays under previously employed conditions
(Lemmers et al. 1998) because of the absence of form-
amide to lower the f* during hybridization. (Fig.3a).
With the 986.4 probe from a DUX4 subregiot of D424,
which is much more highly repeated in the human genome
than is D424, the stringent hybridization and washing
conditions used for the l-kb probe nonetheless gave

interfering background. In conkast, even under low-
stringency conditions (differential of the I. and the
temperature for the annealing step was 35 and 29'C for
the washing steps), the pl3E-ll probe gave only specific
bands, except for a Y chromosome-derived, noninterfering
band of <10 kb (Fig. a).

A flowchart of recommended procedures for molecular
diagnosis incorporating the use of the l-kb D4Z4 probe is

shown in Fig. 6. No one simple set ofprocedures will cover
all cases because of the inherent complexity of FSHD
molecular diagnosis due to the 4q and lOq homology
beween D4Z4 arrays and adjacent sequences, transloca-
tions between 4q and loq D4Z4 anays, mitotic D4Z4
contractions, deletions encompassing pl3E-ll, and the
wide range of sizes of D4Z4 anays combined with the
need for high resolution of bands in the 30- to 45-kb range.

rlxrrlt a0 
-' 

'f -'
27n 2G

15.
t5d

O/tZ4 1-kb

Although PFGE with DNA-agarose plugs is recommended,
LGE is often used throughout the analysis orjust to confirm
the size of short D4Z4 arrays with more accuracy. Analysis
should start with the pl3E-ll probe and EcoRl/HindIIl
(PFGE) or EcoRI (LGE) digests, EcoRVBlnI digests, and
XapI digests. For a patient suspected of having FSIID, a

short array that displays a reduction of3 kb (Figs. 1 and 5)
rn EcoRI/Blnl vs tcoRl digests upon LGE confirms FSHD
with >99% confidence. If a reduction of more than 3 kb is

seen or the EcoPUHindlll or ecoRl band is no longer
visible in EcoWBlnl digests, XapI digests provide dis-
crimination behyeen a short D4Z4 array on l0q (no FSTID)
and a short hybrid array containing 4q- and lOq+ype repeat
units on chromosome 4 (FSHD) (Lemmers et al. 200t). A
short hybridizing XapI fragment corresponding to the shofi
EcoRI/HindlIl or EcoR[ fragment indicates no FSHD, and
while its absence indicates FSHD. Upon PFGE with high-
molecular-weight DNA in agarose plugs, usually all four
alleles can be visualized with the pl3E-ll probe. This
facilitates detection of hybrid arrays and mosaicism and can

signal the need for further testing in the case of D4Z4
translocations between chromosomes 4 and l0 that interfere
with the analysis (Lemmers et al. 1998). For all LGE
analyses or when less than four alleles are seen upon PFGE,
rehybridization of the membrane should been done with the
l-kb D4Z4 probe to look for FSHD alleles with a deletion
of the pl3E-l I probe region. When the neurologist is not
completely sure of FSHD and the genetic analysis reveals a

short D4Z4 array on 4q, then additional 4qA"/4qB testing is
needed (Fig. 6, asterisk). Rehybridization to the l-kb
D4Z4 probe also clarifies the hybrid composition of
arrays, although this is not necessary for molecular
diagnosis.

If individuals that are not suspected of having FSHD
(unaffected spouses or healthy family members ol patients)
are included in the genetic test and they do not display any
FSHD-like allele, no analysis is needed beyond that
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described above. However, if these individuals unexpect-

edly display an allele that mimics an FSHD allele, extra

tests have to be performed to explain these apparently false-

positive results. If a short homogeneous 4q-type or hybrid
array is detected, then an additional Southem blot with
HirdIII digested DNA is needed. Subsequent hybridization
with 4qA-and 4qB-specific probes (Fig. 1) will discriminate
pathogenic short 4qA alleles from rare nonpathogenic, short
4qB alleles (Lemmers et al. 2002).

Discussion

The p 13E- 11 sequence, which is adjacent to D4Z4 at 4q35

and 10q26, has been almost the only blot hybridization
probe used for determining whether the 4q35 arrays had

contracted to a size that is linked to FSHD. We identified
a subfragment of the D4Z4 sequence and string€nt
hybridization conditions that allow detection of D4Z4 at

4q35 and 10q26 without interference from cross-hybrid-

izing sequences elsewhere in the genome. Use ofthe 1-kb

D4Z4 probe avoids the pl3E-11 probe-associated loss in

D1Z4 rcports
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Fig. 6 Flowchan for the mo-
lecular diagnosis of FSHD for
confirmation (clinical FSHD) as

well as exclusion (clinically no
FSHD) purposes. Recommend-
ed enzyme digestions and hy-
bridization with three sets of
hybridization probes (three
shaded circles), stadng with the
pl3E-ll probe, are shown for
molecular diagnosis of FSHD.
The chromosomal location (4 or
l0) of the D4Z4 array is indi-
cated and whether the size ofthe
array is within the range for
FSHD linkage (short). Most
frequent outcomes for either
PFCE or LGE analysis for
FSHD are shown with thick
arrows. The dotted arrows indi-
cate recommended rehybridiza-
tion for confirmation of FSHD
with the l-kb D4Z4 probe for all
LCE tests and for PFCE tests

that reveal less than four arrays

sensitivity for detection of 10q26 D4Z4 arrays (Fig. l) in
one of the recommended digests for molecular diagnosis

of FSHD, the XapI digest (Lemmers et al. 2001) (Fig. l).
Howeyet the l-kb D4Z4 probe is not a substitute for the
pl3E-ll probe but rather should be used for rehybridiza-
tion of certain samples (Fig. 6).

An important advantage of using a D4Z4 probe for
molecular diagnosis of FSHD in conjunction with the
p13E-t I probe is that it permits the identification of about

3% of FSHD patients who have a deletion of the pl3E-t I
genomic sequence next to a short 4q D4Z4 array (Lemmers

et al. 2003). Upon hybridization to a pl3E-tl probe, a

probable deletion encompassing pl3E-11 can be noticed by
PFGE, but not LGE, which does not resolve all the D4Z4
arrays. It is therefore advisable to rehybridize routinely with
a D4Z4 probe during LGE diagnosis of FSHD or to do

PFGE, rather than LGE, in which case the need for
additional probing with D4Z4 is usually apparent (Fig. 6).

Even for PFGE. unusual combinatiors of D4Z4 alleles that

could include an FSHD allele may only be detected upon

rehybridization with the D4Z4 probe. Other examples of
the superiority of PFGE for molecular diagnosis are cases
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with somatic mosaicism. Somatic mosaicism. which can

affect the severity ofFSHD, is present in almost halfofthe
de novo FSHD patients (Lemmers et al. 2004) and requires

PFGE, in which all the D4Z4 arays are visualized, for
assessment.

In addition, for research purposes, PFGE is needed to

determine the composition of hybrid anays containing both
canonical 4q-type (-Blrl-resistant, Xap[-sensitive) and lOq-

type (B/rl-sensitive, X.rpl-resistant) D4Z4 repeat units. This
is not necessary for diagnosis because it is the length of the

array on 4q35, and oot whether it contains 4-type D4Z4

repeat units, which determines the clinical status. To

characterize the composition of hybrid D4Z4 arrays, it is
necessary to detect it EcoRU Blnl and Xapl digests not only
the D4Z4 arrays linked to p I 3E- I I with the p I 3E- I t probe,

but also to visualize all subfragments ftom hybrid arrays in

a subsequent hybridization with a D4Z4 probe. About half
ofthe ranslocation products between D4Z4 repeat units on

4q35 and 10q26 contain hybrid anays.

Other advantages of a specific probe for the MZ4 arrays

at 4q35 and 10q26 for research on FSHD accrue from the

lack ofPCR primer pairs from within the array that ampli$,
only 4q35 and 10q26 D4Z4 sequences without amplifoing
partially homologous sequences and subsequences else-

where, especially on the acrocentric chromosomes (Lyle et

al. 1995). The l-kb subfragment ofD4Z4 and even the only
slightly less specific 0.7- and 3.3-kb D4Z4 hybridization
probes permit a variety of experiments examining the

nature of D4Z4 arrays. Using the l-kb D4Z4 probe, the

expected 3.3-kb KpnI fragments were observed only from
human-rodent SCHs that contained chromosome 4 or l0 or
a translocated subtelomeric ponion of human 4q. Under
nonstringent conditions, Kpal digess of DNA from the

SCHS that had human acrocentric chromosomes gave a

high-molecular-weight smear rather than a 3.3-kb repeat-

unit band in [% agarose LGE (Fig. 3b). Analogous blots of
DNA digested just outside the array by EcoR[ and IlrndIII
gave a <3-kb smear from the human acrocentric chromo-
somes under low-stringency conditions, while the hybrid-
izing signal from chromosomes 4 and l0 had the expected

high molecular weight (data not shown). This indicates that
the D4Z4-\ke sequences in the acrocentric chromosomes
are not tandemly arranged, although they seem to be

clustered from Southem blot analysis of several acrocentric

chromosome-derived YACs (Lyle et al. 1995). In summary,
the use of the l-kb D4Z4 probe can aid in molecular
diagnosis of FSHD (Fig. 6), advance our knowledge of
D4Z4 chromatin skucture, and reveal the composition of
hybnd D4Z4 arrays for research on FSHD.
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