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Was ist die genetische Ursache der FSHD?
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Was ist die genetische Ursache der FSHD?
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Wie kommt es zur Reaktivierung des DUX4 Gens?

1. Die Anzahl an Repeateinheiten
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Wie kommt es zur Reaktivierung des DUX4 Gens?

2. Andere Faktoren — FSHD2 (SMCHD1, DNMT3B, LRIF1)
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Die Standarddiagnostik der FSHD
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Repeatlangenanalyse (i.d.R. Southern Blot)
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Haplotypisierung
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Warum bendtigt man neue diagnostische Verfahren?

Aktuelle Standarddiagnostik:

e verpasst FSHD2 Patienten ohne ,,Mutation” in bekannten FSHD2-Genen haufig
(mindestens 10% der FSHD2 Patienten tragen keine solche Mutation)

* birgt die Gefahr falsch-positiver Befunde, u.a.
— da insbesondere 8-11 Repeateinheiten nicht immer zu einer FSHD fihren
— nicht alle ,,Mutationen” in FSHD2-Genen in jeder Person zur Erkrankung fihren

* kann die Schwere einer Erkrankung nicht voraussagen (insbesondere bei asymptomatischen
Anlagetrager:innen), da
— z.B. Unterschiede in der Repeatlange Unterschiede in der Auspragung der
Erkrankung nur bedingt erklaren

14.09.2024 9




Ist die DNA-Methylierung ein guter Marker fir die FSHD?
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Ist die DNA-Methylierung ein guter Marker fir die FSHD?

2003 — Wahrscheinlich, aber

die Messung ist kompliziert.
Hypomethylation of D474 in
4q-linked and non-4q-linked
facioscapulohumeral muscular
dystrophy

Petra G M van Overveld', Richard ] F L Lemmers',

Lodewijk A Sandkuijl'5, Leo Enthoven?, Sara T Winokur?,

Floor Bakels', George W Padberg®, Gert-Jan E van Ommen',
Rune R Frants' & Silvére M van der Maarel'

The autosomal dominant myopathy facioscapulohumeral
muscular dystrophy (FSHD1, OMIM 158900) is caused by
contraction of the D474 repeat array on 4qter. We show

that this contraction causes marked hypomethylation of

the contracted D4Z4 allele in individuals with FSHD1.
Individuals with phenotypic FSHD1, who are clinically
identical to FSHD1 but have an unaltered D4Z4, also have
hypomethylation of D4Z4. These resulis strongly suggest

that hypomethylation of D4Z4 is a key event in the cascade of
epigenetic events causing FSHD1.

bleibt kompliziert.

Human Mutation

OFFICIAL JOURNAL

Common Epigenetic Changes of D4Z4 in Contraction-
Dependent and Contraction-Independent FSHD

HUMAN GENOME
VARIATION SOCIETY
www.hgvs.org

Jessica C. de Greef,' Richard J.L.F. Lemmers,' Baziel G.M. van Engelen,” Sabrina Sacconi,”® Shannon L. Venance,*
Rune R. Frants,1 Rabi Tawil,s and Silvére M. van der Maarel'™

iDE,Wm'mzr:rt' of Human Genetics, Leiden University Medical Center (LUMC), Leiden, The Netherlands; zﬂepaﬂmerr! of Neurology, Radboud
University Nijmegen Medical Centre, Nijmegen, The Netherlands; *Centre de référence des Maladies Neuromusculaires, Nice Hospital and
CNRS UMR 6543, University of Nice, Nice, France; 'ﬂepartmenr of Clinical Neurological Sciences, London Health Sciences Centre, London,

Ontario, Canada; *Neuromuscular Disease Center, University of Rochester Medical Center, Rochester, New York

2009 - Ja, aber die Messung

HGVS
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2014 Ja, und wir haben einen guten Weg fiir die

Messung gefunden!

Jones et al. Ulinical Epigenetics 2014, 6:23
httpy//www.clinicalepige neticsjoumal com/content/6/1/23

(a

CLINICAL
EPIGENETICS

METHODOLOGY

Open Access

Identifying diagnostic DNA methylation profiles
for facioscapulohumeral muscular dystrophy in

blood and saliva using bisulfite sequencing

Takako | Jones™, Chi Yan', Peter C Sapp’, Diane McKenna-Yasek’, Peter B Kang“ Colin Quinn™, Johnny § Salameh’,
and Peter L Jones™**

136 REY

Oliver D King

Marie-Cécile Gaillard,
MS

Stéphane Roche, PhD

Camille Dion, MS . R

Amand Tasmadjian, BS asymptomaric carriers

Gwenatlle Bouger, MS

Emmanuelle Salore- A
Campana, MD

Catherine Vovan, BS

Charlene Chaix, BS

Natacha Broucgsault,
PhD

Julia Morere, PhD!

Francesca Puppo, PhD

Mare Bartoli, PhD

Nicolas Levy, MD, PhD

Rafaélle Bernard, MD

Shahram Atarian, MD,
PhD

Karine Nguyen, MD,
PhD

Frédérique Magdinier, 1
PhD

2
3

Differential DNA methylation of the
D474 repeat in patients with FSHD and

2014 Vielleicht . genes

Does DNA Methylation Matter in FSHD?

Valentina Salsi !, Frédérique Magdinier

2020 Nein!! ey

2% and Rossella Tupler 3.4,5,6,%

Department of Life Sciences, University of Modena and Reggio Emilia, 4, 41121 Modena, Italy;
valentina.salsi@unimore.it

Aix Marseille Univ, INSERM, MMG, U 1251, 13005 Marseille, France; Frederique. MAGDINIER@univ-amu.fr
Department of Biomedical, Metabolic and Neural Sciences, University of Modena and Reggio Emilia, 4,
41121 Modena, Italy

Center for Neuroscience and Neurotechnology, University of Modena and Reggio Emilia, 4,

41121 Modena, Italy

Department of Molecular Cell and Cancer Biology, University of Massachusetts Medical School,
Worcester, MA 01003, USA

Li Weibo Institute for Rare Diseases Research at the University of Massachusetts Medical School,
Worcester, MA 01003, USA

Correspondence: rossella.tupler@unimore.it; Tel.: +3905-9205-5414
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Forschungsprojekt 1 — Kann die FSHD lber eine Methylierungsanalyse

diagnostiziert el Medizinisch Genetisches Zentrum

https://doi.org/10.1093/brain/awac336 BRAIN 2023: 146; 1388-1402 | 1388

p i )
BRAIN

ORIGINAL ARTICLE

* |st Gber die Analyse der Methylierung eine

Methylation of the 4935 D4Z4 repeat defines orazisere Diagnostik der FSHD méglich?

disease status in facioscapulohumeral

muscular dystrophy

Hannes Erdmann,"?! Florentine Scharf,! Stefanie Gehling,’ Anna Benet-Pages, > * Erklart die Met hyl lerung Unterschiede in

Sibylle Jakubiczka,* Kerstin Becker,' Maria Seipelt,” Felix Kleefeld,®
Karl Christian Knop,” Eva-Christina Prott,® Miriam Hiebeler,? (;Federica Montagnese,> der Erkrankun g5sC hwere?
Dieter Glédser,” Matthias Vorgerd,'® Tim Hagenacker,'* Maggie C. Walter,?

Peter Reilich,i Teresa Neuhann,' Martin Zenker,* Elke l-lolinski-I-‘eder,i-li

Benedikt Schoser? and Angela Abicht™?

TThese authors contributed equally to this work.

Genetic diagnosis of facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD) remains a challenge in clinical practice as it
cannot be detected by standard sequencing methods despite being the third most common muscular dystrophy.
The conventional diagnostic strategy addresses the known genetic parameters of FSHD: the required presence of a
permissive haplotype, a size reduction of the D4Z4 repeat of chromosome 4q35 (defining FSHD1) or a pathogenic vari-
ant in an epigenetic suppressor gene (consistent with FSHD2). Incomplete penetrance and epistatic effects of the
underlying genetic parameters as well as epigenetic parameters (D4Z4 methylation) pose challenges to diagnostic ac-
curacy and hinder prediction of clinical severity.

14.09.2024 12 .
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Ist die Methylierung auch der Schalter des DUX4 Gens?

Messung des Methylierungsgrades — Kritischer Punkt innerhalb der Diagnostik

— DR
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14.09.2024 13 .



Mehtylierung in %
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Kann man die FSHD Uber die Methylierung diagnostizieren?

Zusammenfassung der Ergebnisse

 Methylierung ist der tGberlegene und universelle Parameter zur Diagnose einer FSHD

« Beispiele fiir Uberlegenheit aus unserem Labor:

9 FSHD2 Patienten ohne ,,Mutation” in FSHD2-Genen erkannt
(Diagnosestellung in 2 Personen nach tber 20 Jahren)

FSHD in 14 Patienten mit unklarer ,,Mutation” in FSHD2 Gen bestatigt und in 7 Patienten
ausgeschlossen

5 FSHD1 Patienten mit intermediarer Repeatlange von 11 Repeateinheiten erkannt

FSHD mit intermediarer Repeatlange in 6 Personen als Ursache ihrer Symptomatik
ausgeschlossen (alternative Diagnostik gefunden)

14.09.2024 15
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Ist Uber die Methylierung die Schwere der Erkrankung vorhersagbar?

Repeatldnge (nur fiir FSDH1) Distale Methylierung (FSHD1 & FSHD2)
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Ist die DNA Methylierung ein guter Marker flr die FSHD?

2014 Ja, und wir haben einen guten Weg fiir die

Messung gefunden!

Jones et al. Cinical Epigenetics 2014, 623
http Awww clinicalepige neticsioumal.com/content/6/1/23

diagnostics
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2022 Doch, man muss nur
aufpassen was man tut! mory

Article

@ EPGENETICS Precise Epigenetic Analysis Using Targeted Bisulfite Genomic

Sequencing Distinguishes FSHD1, FSHD2, and Healthy Subjects

METHODOLOGY

Open Access
Taylor Gould, Takako L. Jones * and Peter L. Jones *

Identifying diagnostic DNA methylation profiles

for facioscapulohumeral muscular dystrophy in
blood and saliva using bisulfite sequencing

Takako| Jones", Chi Yan', Peter C Sapp®, Diane McKenna-Yasek®, Peter B Kang®, Colin Quinn™, Johnny S Salameh?,
136°

Oliver D King** and Peter L Jones

weceie s, [l Differential DNA methylation of the

MS

Diese Methoden messen
die Methylierung an der
falschen Stelle!

Suéphane Roche, PhD D474 repeat in patients with FSHD and

Camille Dion, MS

Amand Tmadion. 55 M aSyMptomatic carriers

Guwenaélle Bouger, MS

Emmanuelle Salore- A
Campana, MD

Catherine Vovan, BS

Charlene Chaix, BS

ot 2014 VieIIeicht. senes 2020 Nein!! m\w

Julia Marere, PhD

Francesca Puppo, PhD

Mare Bartoli, PhD

Nicolas Levy, MD, PhD

Rafuélle Bernard, MD

Shahram Atarian, MD,
PhD

Karine Nguyen, MD,
PhD

Frédérique Magdinier,
PhD

Review

Does DNA Methylation Matter in FSHD?

Valentina Salsi !, Frédérique Magdinier (0 and Rossella Tupler 34/5:6:%

1 Department of Life Sciences, University of Modena and Reggio Emilia, 4, 41121 Modena, Italy;

valentina.salsi@unimore.it
2 Aix Marseille Univ, INSERM, MMG, U 1251, 13005 Marseille, France; Frederique MAGDINIER@univ-amu.fr
3 Department of Biomedical, Metabolic and Neural Sciences, University of Modena and Reggio Emilia, 4,
41121 Modena, Italy
Center for Neuroscience and Neurotechnology, University of Modena and Reggio Emilia, 4,
41121 Modena, Italy
Department of Molecular Cell and Cancer Biology, University of Massachusetts Medical School,
Worcester, MA 01003, USA
Li Weibo Institute for Rare Diseases Research at the University of Massachusetts Medical School,
Worcester, MA 01003, USA
*  Correspondence: rossella.tupler@unimore.it; Tel.: +3905-9205-5414

Department of Pharmacology, University of Nevada, Reno School of Medicine, 1664 N. Virginia St
Reno, NV 89557, USA; tsantangelo@med.unredu 26
* Correspondence: takakojones@med.unredu (T.L].); peterjone: J

23 Die Methylierunganalyse ist der
ww-Standarddiagnostik liberlegenl.. ...

Methylation of the 4q35 D4Z4 repeat defines
disease status in facioscapulohumeral
muscular dystrophy

Hannes Erdmann,’** Florentine Scharf,”! Stefanie Gehling,’ Anna Benet-Pages,*
Sibylle Jakubiczka,* Kerstin Becker,’ Maria Seipelt,® Felix Kleefeld,®

Karl Christian Knop,” Eva-Christina Prott,® Miriam Hiebeler,? (sFederica Montagnese,?
Dieter Gliser,” Matthias Vorgerd,'® Tim Hagenacker,'* Maggie C. Walter,?

Peter Reilich,” Teresa Neuhann,! Martin Zenker,* Elke Halinski-l’eder,l'15

Benedikt Schoser? and Angela Abicht™?

tThese authors contributed equally to this work.
2023 Ja und sie erklart noch mehr!

Association of 4gA-Specific Distal D4Z4
Hypomethylation With Disease Severity and Progression
in Facioscapulohumeral Muscular Dystrophy

Fuze Zheng, MD,* Liangliang Qiu, MD,* Long Chen, MD, Ying Zheng MD, Xiaodan Lin, MD, Junjie He, MD, Correspondence
Xin Lin, MD, Qifang He, MD, Yuhua Lin, MD, Lin Lin, MD, Lili Wang, MD, Feng Lin, MD, PhD, Kang Yang, MD, Dr. Wang
Minting Lin, MD, PhD, Yi Lin, MD, PhD, Ying Fu, MD, PhD, Ning Wang, MD, PhD, and Zhigiang Wang, MD, PhD fmuwzq@fjmu.edu.cn

Neurology® 2023;101:€225-¢237. doi:10.1212/WNL.0000000000207418 |
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Forschungsprojekt 2 — Wie hangt die Methylierung mit der Repeatlange
und ,Mutationen” in FSHD2-Genen zusammen?

https://doi.org/10.1093/brain/awad216 BRAIN 2023: 146; e111-e114 | elll

BRAIN

o —,

- F B
LETTER TO THE EDITOR WMEE -
T

Reply: An epigenetic basis for genetic anticipation in facioscapulohumeral
muscular dystrophy type 1

(®Hannes Erdmann,’?T @Florentine Scharf,T (9Ariane Hallermayr,’® Hayk Barseghyan,*>
Maggie C. Walter,? Elke Holinski-Feder, (»Benedikt Schoser? and Angela Abicht*?

TThese authors contributed equally to this work.

1 Medical Genetics Center (MGZ), 80335 Munich, Germany

2 Friedrich-Baur-Institute, Department of Neurology, Klinikum der Universitat, Ludwig-Maximilians-Universitat, 80336 Munich,
Germany

3 Department of Medicine IV, Klinikum der Universitat, Ludwig-Maximilians-Universitat, 80336 Munich, Germany

4 Center for Genetic Medicine Research, Children’s National Research Institute, Children's National Hospital, Washington, DC
20010, USA

5 Department of Genomics and Precision Medicine, School of Medicine and Health Sciences, The George Washington University,
Washington, DC 20037, USA

Correspondence to: Angela Abicht
Medical Genetics Center, Bayerstr. 3-5, 80335 Munich, Germany
E-mail: Angela.Abicht@mgz-muenchen.de

Correspondence may also be addressed to: Benedikt Schoser

Friedrich-Baur-Institute, Department of Neurology, LMU Klinikum, Ziemenssenstr. 1, 80336 Minchen, Germany
E-mail: Benedikt.Schoser@med.uni-muenchen.de

14.09.2024 18 .



S MGZ

Wie hangt die Methylierung mit der Repeatlange und ,,Mutationen” in |
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Abstand zum Ende des Repeatarrays [Repeateinheiten]

Nachweis eines Methylierungsgradienten innerhalb des 4935 D4Z4-Repeatarrays mittels long-read Sequenzierung

* Anstieg der Methylierung von proximal (Zentromer) nach distal (Telomer)

Erdmann und Scharf et al., Brain 2023, 146, el11-el114.
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FSHD2-Genen zusammen?
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Hiramuki et al., J. Transl. Med. 2022, 20, 517.
Erdmann und Scharf et al., Brain 2023, 146, el11—-e114.

Butterfield et al., Genome Res. 2023, 33, 1439-1454. 14.09.2024 20 .



Wie hangt die Methylierung mit der Repeatlange und ,,Mutationen” in
FSHD2-Genen zusammen?

"Mutationen" in FSHD2
Genen

N |/

distale Methylierung

|

Aktivitat der DUX4 Expression

l

Manifestation einer FSHD/
Krankheitsschwere

D474 Repeatléange > €+ unbekannte Faktoren

Erdmann, Scharf and Gehling et al., Manuskript in Vorbereitung.
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Risikofaktoren

Korrelat der Erkrankung

14.09.2024

21



S MGZ

Medizinisch Genetisches Zentrum

Das beteiligte Forschungsteam

MGZ Miinchen

Prof. Dr. Angela Abicht
Prof. Dr. Elke Holinski-Feder
Dr. Teresa Neuhann

Dr. Stefanie Gehling

Dr. Morghan Lucas

Dr. Anna Benet-Pages

Dr. Kerstin Becker

Dr. Ariane Hallermayr

Friedrich-Baur-Institut
(LMU Miinchen)

Prof. Dr. Benedikt Schoser
Prof. Dr. Maggie Walther
Prof. Dr. Peter Reilich

Humangenetik
Universitatsklinikum Magdeburg
Prof. Dr. Martin Zenker

Dr. Sibylle Jakubiczka

= A

Dr. Felix Kleefeld (Charite Berlin, Neurologie)

Prof. Dr. Matthias Vorgerd (Universitatsklinikum Bochum, Neurologie)

Prof. Dr. Tim Hagenacker (Universitatsklinikum Essen, Neurologie)

Dr. Maria Seipelt (Universitatsklinikum Marburg, Neurologie)

Dr. Karl Christian Knop (Neurologische Praxis Neuer Wall)

Dr. Federica Montagenese (Neurologie Miinchen Nord; zuvor FBI Miinchen)

Dr. Dieter Glaser (Genetikum Neu-Ulm)

Dr. Eva Prott (Praxis fir Humangenetik, Wuppertal)

Dr. Hayk Barseghyan (UCLA)

Dr. Miriam Hiebeler (FBI Miinchen) 14.09.2024 2




A MGZ

Medizinisch Genetisches Zentrum

Vielen Dank an die vielen Patienten
fur die Unterstltzung unserer Studie!
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fiir Muskelkranke e. V.
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Methylation of the 4q35 D4Z4 repeat defines
disease status in facioscapulohumeral
muscular dystrophy

Hannes Erdmann,>?! Florentine Scharf," Stefanie Gehling,’ Anna Benet-Pages, "
Sibylle Jakubiczka,* Kerstin Becker,’ Maria Seipelt,” Felix Kleefeld,®

Karl Christian Knop,” Eva-Christina Prott,® Miriam Hiebeler,? Federica Montagnese,?
Dieter Gliser,” Matthias Vorgerd,'® Tim Hagenacker,'* Maggie C. Walter,?

Peter Reilich,i Teresa Neuhann,! Martin Zenker,* Elke Holinski-Feder,"ﬁ

Benedikt Schoser? and Angela Abicht?
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https://doi.org/10.1093/brain/awac336

Aus dem Friedrich-Baur-Institut der Neurologischen Klinik und Poliklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Direktor: Prof. Dr. med. Gunter Hoglinger

The genetics of repeat disorders:

Development of novel long-read sequencing methods and
phenotype-genotype studies

Doktorarbeit Hannes Erdmann

https://edoc.ub.uni-muenchen.de/32618/
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