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I. DARIER KOR ES HAILEY-HAILEY BETEGSEG VIZSGALATA

I/1. BEVEZETES. KLINIKAI ES ELETTANI ALAPOK

A Darier-kér, méas néven dyskeratosis follicularis a pubertds utén, koérosan elszarusosott
papulékkal jelentkezik a szeborreds bortertileteken (pl. mellkason, haton, arcon). Hatterében
1999-ben fedezték fel az endoplazmatikus retikulum kalcium ATP-dzat (SERCA2) kodold
ATP2A2 gén mutacidit. Két evvel késébb egy masik autoszomalis dominansan 6roklédo
boérbetegség, a Hailey-Hailey-kér (kronikus benignus familiaris pemphigus) okaként a Golgi
készulék kalcium pumpdjat (hSPCA1) kodolé ATP2C1 gén mutacioit irtak le. E korkep
felnéttkorban a nagy hajlatok tertiletén hélyagok, eroziok kialakuldsaval jar. A ket betegség
kOz0s sajatossdga a sejtek egymas kozotti kapcsolatainak szévettani képen megfigyelheto
felbomlasa (acantholysis) az epidermis szuprabazalis rétegeiben.

A SERCA2 fehérje az endoplazmatikus retikulum (ER) membranjaban helyezkedik el, s
muikodése soran egy ATP molekula hidrolizisével ket kalciumiont juttat az endoplazmatikus
retikulum lumenébe. Ezaltal a citoplazma és az ER lumen kalciumion-koncentraciojanak
szabalyozésaban jatszik fontos szerepet.

A hSPCA pumpa egy ATP molekula bontasaval egy kalcium- vagy manganiont juttat a Golgi
készulék lumenébe. Szerepet jatszik a citoplazmatikus kalciumion-koncentracio és a
kalciumion-oszcillaciok szabalyozasaban, valamint a Golgi készilék és a szekretoros
vezikulumok lumeneiben a fehérjék poszttranszlacios modositasdhoz sziikséges kalcium- és
manganion-koncentrécié biztositaséban.

Mind a SERCA2, mind a hSPCA1 fehérje a szervezet valamennyi sejtjében megtalalhatd,
ennek ellenére a két betegseg tunetei a borre korlatozodnak. Nem ismert, hogyan vezetnek a

kalciumpumpa-gének mutacidi a két betegségben megfigyelhet6 strukturalis eltérésekhez.



1/2. CELOK

e A magyarorszagi Darier-koros és Hailey-Hailey-koros betegek 0sszegytjtese, klinikali
jellemzése.

e A betegek periférias vérébol DNS izolalas, az érintett gének teljes kodold szakaszanak
analizisével a betegség-okozd mutécidk azonositasa.

e Az eredmények 0sszevetése a klinikai képpel az esetleges fenotipus-genotipus
osszefliggések feltarasa céljabol.

e Az intracelluléris kalciumion-koncentracié altal szabalyozott differenciacios folyamat
Osszehasonlitdsa egeszseges és  Hailey-Hailey-kéros betegek  Kkeratinocytainak

tenyészetében.

1/3. MODSZEREK

DNS izolalas, PCR amplifikacid

DNS-t periférias vér lymphocytéibol az elfogadott modszereknek megfeleléen izoléltuk.
Minden vizsgalt személy irasos beleegyez6 nyilatkozatban engedélyezte a genetikai vizsgalat
elvégzését.

Mindkét betegségben az érintett gén teljes kodold szakaszanak vizsgalatara volt szikség.
Darier-korban az ATP2A2 gén 21 exonjat, Hailey-Hailey betegségben az ATP2C1 gén 28
exonjat amplifikaltuk az exonokkal hataros szomszedos intronialis szakaszokra illeszkedé

oligonukleotid primerek felhasznalasaval.

Konformécié szenzitiv gél-elektroforézis (CSGE), automatizalt szekvencia-analizis

A heteroduplex analizist 8% polyacrylamidot, 10% etilénglikolt, 15% formamidot és 20xGT
puffert tartalmazé vertikalis gélben végeztiik. A mintakat 5 percig tartd, 98 °C-on torténé
denaturéciét kdvetsen 68 °C-on 55 percig inkubaltuk futtatés elstt. A heteroduplexeket SYBR
Green . (Sigma) festéssel tettiik lathatdva.

A heteroduplex analizis soran kivalasztott, megvaltozott elektroforetikus futdsi sebességet
mutatd szakaszokat ABI Prism 310 automata szekvenald rendszerrel (Applied Biosystem)

szekvenaltuk.

PCR termékek restrikcios fragment hossz analizise
Néhany esetben a detektalt mutaciok jelenlétét restrikcios endonukleazokkal valé emésztéssel

verifikaltuk.



Neutrélis polimorfizmus kizarasa normal kontrollok sziirésével

Uj missense mutaciok detektalasa esetén 50, a betegségben nem szenvedd normal kontroll
egyen 100 alléljan vizsgaljuk az adott eltérés jelenlétét vagy hianyat konformacié szenzitiv
gél-elektroforézissel annak vizsgalatara, hogy neutralis polimorfizmusrol vagy betegségokozo

mutaciorél van-e szé.

RNS vizsgélat

Egy betegiinkben intronialis baziscserét detektaltunk, mely esetben felmerilt, hogy az eltéres
Uj hasitasi helyet alakithat ki a spliceosome enzimkomplexe szamara. E feltevés bizonyitasara
RNS vizsgalatot végeztiink. Periférias vér limfocitaibdl teljes RNS-t vontunk ki, majd reverz
transzkripcidt végeztink. Az igy kapott teljes cDNS-oldatbdl az mRNS egy 162 bazispar
hosszU szakaszanak amplifikaciojat végeztik sajat tervezésti PCR primerek felhasznalasaval.
A kapott PCR-termékek hosszat agardz gél-elektroforézissel hatéroztuk meg. A PCR-
termékeket tisztitottuk, majd két irdnyban automatizalt szekvencia analizist végeztlnk.

Keratinocyta tenyészet

Hamsejttenyészethez Hailey-Hailey betegekbdl vett punch biopszias mintakbdl és normal
kontroll egyéneken méas okbdl eltavolitott borsebészeti mintdk eltérést nem tartalmazd
szegelyébol nyertlink Kkeratinocytakat. Amint elértek a kivant striséget (70-80%-ban
Osszefliggd réteget képeztek), a sejtek felének tapoldatdt 1.2 mM-os kalciumion-
koncentracidjara cseréltik, ezzel stimulalva differencidcidjukat. A sejtek mésik feléhez ismét
alacsony, 0.07 mM kalciumion-koncentracioju tapoldatot adtunk. 24 o6ra elteltével a sejteket
tovabbi vizsgalatokhoz gyajtottiik dssze. Ezaltal valamennyi kisérletben differencialddott és
differencialatlan normal és Hailey-Hailey-kdros betegekbdl szarmazo hamsejtek fehérje- vagy

RNS-tartalmat hasonlithattuk dssze.

Fehérjekivonas és Western immunoblotting

A sejteket homogenizacids pufferben reszuszpendaltuk és a szuszpenziot homogenizaltuk. A
mintak fehérjetartalmat BCA Kittel hatadroztuk meg. Western immunoblot-ot standard
modszerek szerint végeztlnk.

A mintdkat kemilumineszcencia révén detektaltuk. Mivel célunk egyes fehérjék

mennyisegének 6sszehasonlitdsa volt a normal kontrollokbol és a betegekbdl szarmazé



mintak kozott, tobb modszerrel is kontrollaltuk, hogy egyenlé mennyiségii feherjét
alkalmaztunk-e valamennyi mintabal.

A Vvégso értékeléshez a kemilumineszcencidval nyert fotdkon az egyes mintdk kvantitativ
0sszehasonlitdsdhoz denzitometriat végeztink, majd mintanként az involucrin csikhoz
rendelhet6 szamadatokat a béta-aktinhoz tartozoval normalizaltuk, és a betegekbol nyert

minték fehérjetartalméat a normal kontrollok fehérjetartalméanak szazalékaban hataroztuk meg.

RNS kivonas, reverz transzkripcié és valodi ideji kvantitativ PCR

Sejtkultarabol gyujtétt mintakbol standard, kereskedelemben kaphaté kittel (QIAGEN) teljes
RNS kivonast végeztiink. Valodi ideji kvantitativ PCR-t ABI 7900 PCR késziiléken SYBR
Green mddszerrel végeztiink. Belsé kontrollként a 18S riboszomalis RNS-t hasznaltuk.
Minden sejtmintabdl 3 azonos involucrin-, és 3 azonos kontroll PCR reakciot futtattunk. Az

22%CT modszer alkalmazasaval analizaltuk.

adatokat a
Luciferaz assay

A kalciumionok involukrin promoterre kifejtett szabalyoz6 hatasat normal kontrollokbdl ill.
Hailey-Hailey betegekbdl szarmazod keratinocytakban luciferaz esszével hataroztuk meg. A
sejteket két kilonbdzoé vektor-konstrukttal transzfektaltuk, lipofekt alapu SuperFect
transzfekcios reagens felhasznalasaval. Egyikik tartalmazta az involucrin promoter 3.7 kb
hosszUsdgu szakaszat; ebben a konstruktban az involucrin promoter aktivacidja luciferdz
enzim termel6déséhez vezet.

Az involukrin promotert a kalciumion-koncentracié megemelésével stimulaltuk, majd a
stimulacio hatékonysagat a luciferdz enzim mennyisegével aranyos felvillanasok mérésével,

luminométerrel hataroztuk meg.

Az involukrin mRNS féléletidejének meghatarozasa

Az involukrin transzkripcidjat a kalciumion-koncentracié megemelésevel stimulaltuk, majd
10 pg/ml actinomycin D hozzdadésaval ledllitottuk az mRNS szintézist. 0, 1, 6 és 18 dra
elteltével gyujtottunk mintakat, majd RNS extrakcid és reverz transzkripcio utan valodi ideji
kvantitativ PCR-rel hataroztuk meg az involukrin mRNS mennyiségét. Belsé kontrollként
GAPDH mRNS mennyiségét mértik.



I/4. EREDMENYEK
16 Darier-koros betegben végeztik el a teljes kédold régié mutacidanalizisét, s a munka
eredményeként 11 kiilénb6z6, heterozigdta mutacidt azonositottunk (1. tablazat), koztik 9 (j,

az irodalomban korabban nem ismertetett mutaciot.

1. tablazat
Mutéciéo | A mutacio tipusa A mutacio Erintett fehérje
kovetkezmeénye | struktira/domén
fehérje szinten

1. | 116A—»C | missense N39T S1

2. | 482C—A | missense Al161D B-redézet

3. | 492G—»C | missense R164S B-reddzet

4. | 542C—»G | missense T181R B-redézet

5. | 558insT Leolvasasi keret PTC +5as B-redozet
eltolodasa

6. | 1288- New splice site, PTC +21as P-domén

6A—G leolvasasi keret

eltolodasa

7. | 1320delT | Leolvasasi keret PTC+8as foszforilacios hely (P-
eltolodasa domén)

8. | 1821delC | Leolvasasi keret PTC +3as Nukleotid-kotd (N-) domén
eltolodasa

9. | 2104G—A | Missense D702N Hinge domain

10. | 2369A—C | Missense Q790P M6

11. | 2727T—A | Non-sense C909X M8

Hailey-Hailey-korban az ATP2C1 gén teljes kddold szakaszanak vizsgélataval 3 heterozigota
mutaciot azonositottunk. Egy betegben a 13. exonban talalhaté 1085. poziciot érinté adenin
inszercio kereteltolodas révén STOP kodon kialakulasahoz vezet 11 kodonnal az eltérés utan.
Egy maésik péciens vizsgalata a exonban az 1516. pozicidban all6 citozin timinre cserél6dését
mutatta ki. Ezaltal a cDNS 506. triplete CAG helyett TAG STOP kodonra véltozott.

A harmadik detektalt mutacié egy 25 bazispar hosszUsagu szakasz delécidja a gén 5’ nem
kodold régidjabol (nt+4-+29del). Ezen a szakaszon talalhatd az Sp-1 transzkripcids faktor
kotohelye, melynek hidnydban irodalmi adatok szerint az ATP2C1 génrél torténo
transzkripcié mértéke minimalis.

Egészseges kontroll személyek, valamint Hailey-Hailey koros betegek tenyésztett
hamsejtjeiben Western blottal hatarozva meg az involukrin fehérje mennyiségét, Hailey-

Hailey-kdorban differencialddott allapotban csokkent involukrinszintet taldltunk. Az eleve



kevesebb involukrint tartalmazé sejtek a kalciumkoncentracio emelésére kevésbé fokoztak az
involukrin expresszidjat. Ugyanezt figyeltik meg az mRNS szintii vizsgalataink soran is.

Az involukrin gén promoterének luciferaz-esszével vald vizsgalata soran megfigyeltik, hogy
a kalciumkoncentracio megemelésének hatasara az involukrin promoter aktivitdsa normal
sejtekben négyszeresére, Hailey-Hailey koros sejtekben hatszorosara fokozddott. A csdkkent
involukrin mMRNS mennyiség tehat nem a defektiv promoter aktivacio kbvetkezménye.

A sejtek mRNS-szintézisének actinomycin D-vel vald ledllitasa utdn Hailey-Hailey-koros

betegek hamsejtjeiben az involukrin transzkriptum lebomlasat fokozottnak talaltuk.

1/5. KOVETKEZTETESEK ES AZ EREDMENYEK HASZNOSITASA

Magyarorszagi Darier-koros betegekben keresve az ATP2A2 gén mutacioit, 11
heterozigota eltérést talaltunk, melybél nyolc variaciot mi detektaltunk elészor. Két pontszeri
delécio, egy inszercio és egy splice-site modosito intronialis baziscsere mellett hat missense
és egy nonsense mutaciét irtunk le.

Hailey-Hailey koros betegekben az ATP2C1 gént vizsgalva 3 Uj mutaciot: egy
inszerciot, egy nonsense mutaciot és egy, a gén 5’ nem-kodolo szakaszat érint6, 25 bazispar
kiesésével jard deléciot talaltunk.

A Klinikai kép és a hattérben all6 mutaciok kozott egyértelmii genotipus-fenotipus
osszefliggést nem talaltunk.

Korédbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy Hailey-Hailey-kéros betegekbdl szarmazo
keratinocytakban a nyugalmi kalciumkoncentracié normal kontrollokbdl szarmazo sejtekhez
képest emelkedett, s a beteg sejtek Kkisebb intracelluléris kalciumjellel valaszolnak az
extracellularis kalciumkoncentraciéo emelkedésére. Hailey-Hailey-koros betegekbdl szarmazé
hamsejtekben a megemelkedett intracellularis kalciumkoncentracié strukturalis és
funkcionalis kdvetkezményeit kerestik. Az elszarusodo sejtboriték egyik vazfehérjéjének, az
involukrinnak szintjét betegekb6l szdrmazd sejtekben csokkentnek taldltuk, mig a késoi
differenciacios markerek szintje nem valtozott.

A csokkent involukrinszint okat kutatva az involukrin mRNS szintjét csokkentnek talaltuk, s
késobbi vizsgalataink tanusaga szerint e jelenség hattereben a transzkriptum fokozott
lebomlésa allt.

Mindezen in vitro eredmények jelentéségének értékeléséhez sziikség van tovabbi, in vivo
vizsgalatok elvégzésére, illetve annak vizsgalatara, vajon a fokozott mRNS lebomlas mas

strukturfehérjek transzkriptumait is érinti-e.



Il. COMEL-NETHERTON SZINDROMA VIZSGALATA

(A SPINK5 GEN ANALIZISE)
11/1. BEVEZETES

A Comél-Netherton szindroma ritka, sulyos autoszomalis recessziv 6roklédésmenetii
tarsult ichthyosis. A klinikai tlnetek: congenitalis ichthyosiform erythroderma, késébbi
életkorban ichthyosis linearis circumflexa, trichorrexis invaginata (bambusz haj), emelkedett
szérum IgE szint, hipereozinofilia, bakterialis infekcidkra fokozott hajlam, valamint lelassult
novekedés és fejlodés, malnutricio és egyes esetekben mentélis retardacio. A betegségre
jellemzé tovabba, hogy a Comel-Netherton szindromaban szenvedé Ujszilottek mortalitasa
igen magas (30%).A betegség klinikai megjelenése nagy atfedést mutat mas immunologiai
deficienciat okozo kdrképekkel pl. a RAG gének mutacidi altal okozott Omenn szindrémaval,
a Leiner betegségcsoport pedig az ismeretlen eredetii neonatélis erythroderma, rovid
toredezett haj valamint csokkent ndvekedés egyittesét foglalja magaba.

A Comeél-Netherton szindroma diagnosztikdjaban nélkilozhetetlen az  bor
ultrastrukturajanak vizsgalata. A betegek bérének stratum granulosuma elvékonyodott,
gyakran teljesen hianyzik, a keratinocitakban elektrondenz csapadékot tartalmaz6 vezikulak
vannak jelen, melyek még a stratum corneumban is kimutathatok. A betegség
diagnosztikdjanak molekularis alapokra vald helyezésével a diagnosztikai eljaras
felgyorsithato.

A betegség hatterében a SPINK5 gén mutacioi allnak. A SPINKS5 gén egy 15 doménos
Kazal tipust szerinproteaz inhibitort -LEKTI- kodol. A LEKTI mRNS illetve a fehérje hianya
dignosztikai jelentéségii. A SPINK5 gén egyes polimorfizmusai atopias megbetegedésekkel

0sszfuggest mutatnak.

11/2. EREDMENYEK

Munkacsoportunk négy Comel-Netherton szindromaban szenvedé beteg mutacio analizisét
végezte el. Szamos ismert mutacio es fenotipusban nem megnyilvanulo polimorfizmus mellett
egy Uj mutéaciot azonositottunk (2-5. tablazat), egyes esetekben a genetikai defektus
mechanizmusanak, esetleges fenotipusra gyakorolt hatdsanak igazolasa még folyamatban van.
Eredményeinket publikaciora elékészitettiik. Bevezettik a SPINK5 gén RNS szinti
vizsgalatat, a genexpresszids vizsgalatokat. A 2. tablazat altal genotipusaban jellemzett beteg
esetében az adott betegség gén mRNS szintje detektalhatalan volt. Tovabbi vizsgalataink
szdmaéra elokészitettik a SPINK5 gén polimorfizmusainak vizsgalatat atopids dermatitsben.



2. tablazat (Comel-Netherton szindroma altal érintett 1. beteg)

SPINK5 exon Genetikai eltérés
4 238insG (Bitoun 2002) PTC-t generaldé mutéacié
10 882+20 A—G polimorfizmus
11 891 C—T polimorfizmus
24 2313+31 C—G polimorfizmus
24 2313+48 G—A polimorfizmus
24 2313+51 polimorfizmus
25 2358C—T polimorfizmus
25 2412C—T polimorfizmus
26 2468del A (Bitoun 2002) PTC-t general6 mutacio

3. tablazat (Comeél-Netherton szindroma altal érintett 2. beteg)
SPINKS5 exon Genetikai eltérés

800 A—G polimorfizmus
882+20 A—G polimorfizmus

10 882+46 insT polimorfizmus

12 1011-12 C—T polimorfizmus
1093-26 C—T polimorfizmus
1093-10 A—G polimorfizmus
1103 G—A polimorfizmus

13 1188 T—C polimorfizmus
1258 A—G polimorfizmus
14 1302+19 G—A polimorfizmus
18 1659 C—T polimorfizmus
23 2132 G—A polimorfizmus
2294 C—A, T765N 0j mutéacio
24 2313431 C—G polimorfizmus
25 2348C—T; 2412C—T polimorfizmus
insT 2267-22 polimorfizmus
28 insA 2267-21 polimorfizmus verifikalas alatt
29 2740-59 C—A SNP

4. tablazat (Comeél-Netherton szindréma altal érintett 3. beteg)

SPINKS5 exon Genetikai eltérés
10 Q800R; 882+46 insT polimorfizmus
12 1011-12 C—T polimorfizmus
13 S368N H396H polimorfizmus
16 40911delT polimorfizmus
26 2468delA (Bitoun et al 2002) mutéacio

5. tablazat (Comeél-Netherton szindroma altal érintett 4. beteg)

SPINKS5 exon Genetikai eltérés

10 800 A—G, 882+20 A—G, 882+46 insT polimorfizmus
12 1011-12 C—T polimorfizmus

13 1093-26 C—T; 1093-10 A—G; 1103 G—A; 1188 T—»C
14 1258 A—G; 1302+19 G—A polimorfizmus

18 1659 C—T polimorfizmus

23 2132 G—A polimorfizmus

25 2348C—T; 2412C—T polimorfizmus

28 insT 2267-22; insA 2267-21 verifikalas alatt

29 2740-59 C—A SNP



I11. EFIDERMOLYSIS BULLOSA SIMPLEX VIZSGALATA
(KRT5/14 GENEK ANALIZISE)

111/1. BEVEZETES
Orokletes, holyagképzédéssel jardé borgyogyaszati megbetegedések (epidermolysis
bullosa EB) hatterében a boér bazalmembran zonajaban elhelyezked6 struktirproteinek
veleszuletett karosodasa all, a ham integritasa sériil, a nyomasnak Kkitett tertleteken vagy
latszblag spontan hélyagképzodés alakul ki, esetenként keratinizacios zavarral tarsulva. A bér
integritasat, mechanikai ellenall6 képességet struktdrproteinjeinek és kapcsolo-struktarainak
megfelelé mukddese, szerkezetének stabilitasa biztositja. Elsésorban a bazadlmembranzona
molekulai, a dermist az epidermishez rogzit6 kapcsolé strukturdk (anchor rostok,
hemidesmosomék), a keratinocytdk tonofilamentumai (keratinok) valamint a kertinocytakat
6sszekapcsold desmosomak és adherens junkciok biztositjak a bor szerkezetének stabilitasat.
Az EB csoport leggyakoribb és egyben Kklinikailag legenyhébb formaja az
epidermolysis bullosa simplex (EBS). Dont6 tobbségében autoszomalis dominans, igen ritkan
autoszomalis recessziv 0Oroklodésmenetli betegség. EBS esetén a dermo-epidermalis
szeparacié a bazalmembran felett, a bazélis sejtrétegben van. Esetenkent a keratinocytakban
degenerativ elvaltozasok, fokalis keratinizacios zavarral tarsult formaiban 6sszecsapzodott
keratin rogok, an. keratin clumps jelenség figyelheté meg. Rovid idével a sziletés utan, a
mechanikai trauménak Kkitett tertleteken tobbnyire serosus holyagok keletkeznek, melyek
hamar megnyilnak, gyorsan hdmosodé erosiokat hagyva maguk utan (1. abra). Hegképz6dés
nincs, de miliumkeépzoédes ritkan eléfordulhat. A szajnyalkahartya, a haj, a kérmok és a
fogazat érintettsége — alcsoporttol fliggéen — ritkabb. A meleg évszakokban, a hyperhidrosis
miatt gyakran romlik a betegek allapota (,,nyari hdlyagosodas™), de az élet elérehaladtaval a
holyagképz6dés aktivitasa altalaban csokken.
Az EBS egyik specialis formaja, az EB herpetiformis (Dowling-Meara, MIM
131760) esetében holyagok a sziiletés utan képzédnek a torzson, tenyéren, talpon. A térzs
gruppirozott, herpetiform holyagjai pigmetaciot hatrahagyva gyogyulnak. A holyagképzodés
a korral mérséklsdik, azonban tenyéri és talpi hyperkeratosis alakulhat ki. Ultrastrukturalisan
a bazalis hamsejtekben durva Kkeratin-tonofilamentum aggregacio, clumps-képzodés
detektalhatd. A keratin 5 és keratin1l4 molekuldk mutacioi tobbnyire a nagyfoku evolucids
allandosagot mutatd szekvencidkat érintik (pl. helix iniciaciéos motivum). Ezen szakaszok
koros eltérései akadalyozzak a keratin fehérjék magasabbrendd, filamentéaris struktirakba

torténd szervezodeését és a keratin filamentumok dsszecsapzodasahoz vezetnek.



Az enyhébb fenotipusu lokalizalt, déntéen tenyeri-talpi tlinetekkel jellemezhet6
(Weber-Cockayne) (MIM 131800) és generalizalt (Kobner) EBS (MIM 131900) formakban
holyagok altaldban a mechanikai traumanak leginkabb Kitett helyeken keletkeznek (lab, kéz,
sarok, terd, konyok) és sulyosabb kovetkezmény nélkul gyogyulnak. Mutacidkat ugyancsak a
KRT5/14 génekben, enyhébb fenotipusban a tonofilamentum aggregaciot okozd kritikus
région kival taldltak. A keratin-clumping nem jellemzéje az ultrastrukturalis képnek.
Muscularis dystrophiaval tarsult formaiban plectin gén (PLEC1) mutaciok allnak. Az
irodalom emlit néhdny az EBS fenotipusba illeszthet6é és hisztoldgiailag bazalis
epidermolysist mutatd, lethalis kimeneteli esetet is.

EBS-ben a keratin 5 és a keratin 14 — azaz rétegspecifikusan csak a bazalis
keratinocitdkban jelenlévé — keratinok mutécidit azonositottak. EBS esetén a dermo-
epidermalis szeparacio a bazdlmembran felett, a bazalis keratinocitak szintjén térténik. Ebben
a korkepben a bérén eés a nyalkahartyan nyomasra, dorzsolésre vagy spontan holyagok
képzédnek. Az EBS egyes altipusaiban, a keratinok magasabb rendi filamentaris struktdraba
torténd szervezédeséért felelds régiok karosodasa esetén (pl. nagyfokl evoluciés allandosagot
mutatd hélix-szegélyezé szekvenciak, 2B domén egyes részei stb.) a holyagképzédeshez

elszarusodasi zavar, tenyeri-talpi keratoderma és korom dystrophia tarsul.

111/2. MODSZEREK

Munkank célja volt 11 az EBS betegségben érintett csaldd genetikai hatterének
vizsgalata, mutacio analizisének elvégzése. A betegek klinikai képe, ultrastrukturalis
vizsgélati eredményei megfeleltek az EBS korkép diagnosztikai kritériumainak.
Vizsgéalatainkat 4 a sulyosabb tiinetekkel jar6 EBS Dowling-Meara és 7 az enyhébb tipusd
EBS Weber-Cockayne formajaban szenvedd betegeknél végeztilk. 7 csalad esetében
autoszomalis dominans 6roklédésmenet volt lathato, a masik 4 csaladnél egyedil a vizsgalt
személy volt érintett a betegségben. Az utobbi esetben felmerll a mutécidgenezis de novo
illetve az atorokitésnek a szilék gonadalis mozaicizmusan alapul6 forméja.

A vizsgalatok soran a betegek és egészséges csaladtagjaik periférias véréb6l DNS-t
izolaltunk. Ezt kovetéen a KRT5 és KRT14 gén 0osszes exonjat PCR segitségevel
amplifikaltuk, majd a termékeket konformacid szenzitiv gélelektroforézissel (CSGE)
valogattuk. A shift pozitiv exonok szekvencidit egy tisztitdsi eljaras utdn automata
szekvenalassal hataroztuk meg. A mutaciok verifikalasa restrikcios endonukleazokkal tortént
(Dde 1., Aci 1., Sau3Al., Mbo I1.).
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111/3. PSEUDOGENEK VIZSGALATA

A vizsgalatot megnehezitette a KRT14 pszeudogén jelenléte. A pszeudogének olyan
genomidlis DNS szekvenciak, amelyek adott populacioban jelen vannak, nem funkciondlisak,
és az ismert génekkel homolog szakaszokkal rendelkeznek, evolucionalisan a mikddé gének
rokonai. Funkcionalitas elveszésének tobb oka is lehet. Ezek altaldban olyan valtozasok, amik
a start és stop kodonokat vagy egyéb szabalyoz6 szakaszokat érintenek, amelyek fontosak a
gének transzkripciojahoz. Mivel a pszeudogének szekvenciaja nagy szazalékban megegyezik
a funkcionalis génével, ezért PCR soran amplifikalédhat, amivel a késébbi eredményeket
meghamisithatja. Ennek kikiiszobolésére munkacsoportunk egyedi modszert dolgozott ki,
egyénileg tervezett primereket alkalmaztunk, és allés-specifikus amplifikaciot végeztiink. A
primer parok a funkcionalis génnel voltak homoldgok. Szigortan optimalizalt, kontrollalt
PCR feltételek kozott a primer parok csupan a célszekvenciak, a funkcionalis genszakaszok

amplifikacidjat eredményezik.

111/4. EREDMENYEK

EBS-DM forméajaban két uj, az EBS-WC formajaban két 0j és két ismert mutaciot
sikerilt kimutatnunk. A KRT14 gén 1 exonjdban EBS-WC fenotipust okozd Uj (L136Q)
mutécidt azonositottunk, mely a keratin 14 fehérje alfa-helikalis 1A doménjének szerkezetét
modositja. A KRT14 gén 6 exonjdban két 0j EBS-DM fenotipust eredményez6 (E411K,
1412N) és egy ismert EBS-WC fenotipusban megnyilvanulé (R388C) mutéciot detektaltunk,
melyek a keratin 14 fehérje 2B doménjét érintik. A KRT5 gén 5 exonjaban egy uj (R331G) és
egy ismert (E170K) mutaciot talaltunk, melyek a keratin 5 fehérje 2B doménjének szerkezetét
modositjak.

Jelen OTKA kutatomunkank soran komplettaltuk korabbi OTKA palyazataink soran
megkezdett a COL7AL gén esetében végzett populdcio genetikai vizsgalatunkat. A szamos Uj
mutacio azonositasa mellett- kiemelend6, a kdzép-eurdpai epidermolysis bullosa dystrophica
fenotipust beteg popul&ciéban domindld, 12,8%-o0s gyakorisaggal el6forduld rekurréld VII.

- sz

stratégiai valtozasat okozhatja ebben a régidban.
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IV. OSSZEFOGLALAS
Az elmult harom évben OTKA palyazatunk segitségével megteremtettiik hazankban a

legsulyosabb orokletes bérgydgyaszati kdrképek kozt egyes keratinizacids zavarok (pl. tarsult
ichthyosisok, dyskeratosis follicularis) ultrastrukturalis és genetikai vizsgalatainak alapjait,
lehetéve teve a késébbiekben a prevenciot célzé DNS alapl prenatalis diagnosztikat. Jelen
kutatdbmunkank szorosan kapcsolddott a korabbi ,,Az ichthyosisok ultrastrukturalis és
genetikai vizsgélata” cimi T032139 szamu OTKA pélyéazatunkhoz.

Dyskeratosis follicularisban (M. Darier) szenved6 betegekben az ATP2A2 gén 11

Hailey-Hailey koros betegekben az ATP2C1 gént vizsgalva 3 Uj mutaciot talaltunk. A
Klinikai kép és a hattérben allé mutaciok kdzott egyértelmii genotipus-fenotipus 6sszefiiggést
nem volt. Korabbi adatok alapjan Hailey-Hailey-koros betegekb6l szarmazo hamsejtekben a
megemelkedett  intracellularis  kalciumkoncentracio  strukturalis es  funkcionalis
kovetkezmenyeit kerestik. A betegekbdl szarmazd sejtekben csokkent az involukrin
expresszidja, mig a késoi differenciaciés markerek szintje nem valtozott. E jelenség
hatterében a transzkriptum fokozott lebomlasa allt.

Négy Comel-Netherton szindromaban szenveddé beteg esetében a SPINK5 gén
mutacioanalizisét végeztik el és bevezettik a gén RNS szintii vizsgalatat.

A bazélis keratinocytakban specifikusan expresszalédo keratin 5 és 14 gének
teljeskorti vizsgélatat és a KRT14 pseudogén allélspecifikus amplifikécidval torténd
elkilonitését végeztik. A KRT14 gen (j (L136Q, E411K, 1412N) és egy ismert (R388C)
valamint a KRT5 gén (R331G, E170K) mutacioit azonositottuk.

Kutatdbmunkank soran vallalt célkitiizéseink nagyrészt megvaldsultak, bevezettik az
ATP2A2, ATP2C1, SPINK5 gének mutécidé analizisét, megujitottuk a KRT5/14 gének
vizsgalatat, keratinocyta kultardban in vitro vizsgaltuk a Ca-pumpdk muiikddését, és
muikodésének moddosulasat. A foetalis bor protein expresszio vizsgalata kell6 szami minta
hidnyaban a késébbi terveink kdzott szerepel.

Nemzetkozi publikaciokban szdmoltunk be az ATP2A2, ATP2C1, COL7A1 gének elsé
hazai mutacio analizisérél és a munka alapjan 2005-ben PhD fokozatszerzés alapjat képezé
dolgozat sziiletett. Tovabbi publikécioink elokészilet alatt allnak. 2005-ben kutatocsoportunk
meghivast kapott a GENESKIN (Rare genetic skin disease: advancing diagnosis,
manadgement and awareness trough a European network) integralt eurdpai projektben vald

részvételre.
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