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Bevezetés és elozmények:

Témam, az oOrokletes ¢és immunoldgiai hatteri bdérgydgyaszati  korképek
epidemiologiai és molekuléris genetikai vizsgalata a dermatologia igen tag teriiletét oleli fel.
Az ilyen széleskorti kutatomunka végzésének feltétele volt egy Osszehangolt, tobb
részteriilettel parhuzamosan foglalkoz6 munkacsoportban vald kutatds. A tudomanyos
munkam soran elért eredményeim ezért egyben kutatocsoportunk, a Semmelweis Egyetem
Bor-, Nemikortani és Boronkologiai Klinikajan miitkodé MTA-SE Molekularis Medicina
Kutatocsoport borgyogyaszati részlegének eredményeit is tiikrozik, melynek vezetd helyettese
vagyok.

Jelen  palydzatom  szorosan  kapcsolodott és  folytonossdgot  biztositott
munkacsoportunk korabbi OTKA ill. mas szervezetek altal timogatott projektjeinek:

e A kutatasi téma cime: Ichthyosisok ultrastrukturalis és genetikai vizsgalata. OTKA nyilvantartasi szam:
T 032139

e A kutatdsi téma cime: Keratinizaciés zavarok ultrastrukturalis és genetikai vizsgalata. OTKA
nyilvantartasi szam: T 043004

e A kutatasi téma cime: Az epidermalis barrier 6rokletes betegségei. ETT: T-05-391

e GENESKIN (Rare Genetic Skin Diseases, European Network) koordinacios akcio (LSHM-CT-2005-
512117).

e NKFP/1/2001 Széchenyi-terv palyazat, 7/31/04 sorszam 21/1 résztvevd. Allergia genomika.
Epidermolysis bullosa kutatocsoport

L. Orékletes bérgyégyaszati korképek vizsgilata

Az oOrokletes borgyogyaszati korképek (genodermatosisok) kutatasa vilagszerte
dinamikusan fejlédik. Munkacsoportunk elsdsorban a holyagképzddéssel jard6 és az
elszarusodasi zavart okozd genodermatosisokat vizsgéalja. Palydzatom futamideje alatt
szamos, koradbbiakban bizonytalan etiologidju korkép hatterében Ujonnan azonositottdk a
jellegzetes fenotipus kialakitasaért felelds target fehérjéket és az ezeket meghatarozo betegség
géneket. Ennek kovetkeztében a genodermatosisok reklasszifikdcidja napjainkra szinte
folyamatossa valt. Munkacsoportunk célja volt ezért korabbi munkaink komplettalasa mellett
(pl. COL7A41, KRTS5, KRTIi4, LAMB3, TGMI, SPINK5, ATP2A2 és ATP2CIl gének
vizsgalata), tovabbi 0j gének analizisének bevezetése is (haj-specifikus keratinok, LAMAS3,
LAMC2, ABCAI12, CDKN24), valamint az ezekhez kapcsolodd mutédciosziirés
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vagy halmoz6d6 mutaciok azonositéasa.


https://core.ac.uk/display/11854701?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

1.1 Oréokletes holyagképzédéshez vezeté genodermatosisok
I.1.1. Epidermolysis bullosa simplex (EBS)

A herediter mechanobulldzus epidermolysis bullosa (EB) csoport leggyakoribb ¢és
klinikailag az ¢letmindséget valtozd fokban ronté formaja az EBS. Dontd tobbségében
autoszomalis dominans Oroklddésmenetli  betegség. EBS esetén a  klinikailag
holyagképzodésben megnyilvanuld dermo-epidermalis szeparacié a bazalmembran felett,
tobbnyire a bazalis keratinocyték szintjén (bazalis formak) talalhato.

Az EBS gyakori, klinikailag relevans altipusainak hatterében az epidermis bazalis
keratinocytdira specifikus, cytoskeleton vazat alkotd keratin-5 ¢€s keratin-14 intermedier
tonofilamentum molekulak zavara, ill. az ezeket meghataroz6 gének (KRTS5 vagy KRTI4)
mutécioja all.

Eredmények: 9 EBS altal ¢érintett beteg esetében a KRTS5 ¢s KRT14 gének mutacidit s
polimorfizmusait, valamint a genotipus-fenotipus korrelaciot vizsgaltuk. A betegek
fenotipusat a klinikai kép, anamnézis, oroklédésmenet vizsgalat (csaladfa analizis),
ultrastrukturalis és immunfluoreszcens antigén mapping vizsgélat segitségével klasszifikaltuk.
A molekularis genetikai metodika a kovetkezd volt: genomialis DNS preparacio periférias vér
limfocitaibol, PCR amplifikéacio, konformacioszenzitiv gélben végzett heteroduplex analizis
(CSGE), direkt automata szekvencia analizis, verifikdlo RFLP és reszekvenalés.

A KRTI14 gén 1j p.L136Q, p.E411K, p.I412N és ismert p.R388C mutacidjat, valamint a KRTS
gén 1) p.R331G, p.E190D, p.I1183V ¢és ismert p.E170K, p.Q191P mutacioit detektaltuk 6 EBS
Weber-Cockayne (MIM 131800), 2 EBS-Dowling-Meara (MIM 131760) és 1 EBS-K&bner
(131900) fenotipus varians esetében.

Tovabbi 5 polimorfizmusnak, a magyarorszagi populaciéra vetitett allél frekvencigjat 100
EBS altal nem érintett személy 200 kromoszoémajan végzett szliréssel hataroztuk meg.

Uj metodikai fejlesztés: A mutacioanalizist megnehezitette a KRTI4 diszfunkcionalis,
inaktiv pszeudogén szekvencia jelenléte, mely nagyfoku homoldgiat mutat a funkcionalis
KRTI14 génnel. Ennek kikiiszobolésére 1j, a mutacidanalizist pontosabbd, hatékonyabba tevo
modszert dolgoztunk ki (egyénileg tervezett primereket, single-step allél specifikus PCR-t,
RFLP-t alkalmaztunk). In silico vizsgalatok utan, a KRTI4 gén extrém foku
polimorfizmusanak ismeretében, intronialis polimorfizmusok és pszeudogén homologiak
elkeriilésével valasztottuk az allél-specifikus primerek anneldciés ¢€s priming helyét.
Amplikonjaink direkt szekvenalasra is alkalmasak egyben. Tovabbi restrikcios endonukledz
emésztéssel is kizartuk a pszeudogén szekvencia kontamindcio lehetdségeét.

Eredményeinket OTKA tamogatés feltlintetésével publikaltuk: Journal of Investigative
Dermatology (2009) 129, 229-231.

1.1.2. Epidermolysis bullosa junctionalis lethalis (Herlitz)= (EBJ-H)

Gyakran a sziiletéskor is észlelhetd, autoszomalis recessziv 6roklddésmeneti, ritka
genodermatosis (MIM 226700). A holyagképzddés soran a bazalmembran rétegei a lamina
lucida szintjén tavolodnak el egymastol. Az akralis, arcot, hajas fejbort is érintd bortiinetek
gyorsan generalizdlddnak ¢és az extrém bOr fragilitds mellett a gasztrointesztindlis,
respiratorikus és genitourinalis traktust is érintd rapidan progrediald holyagképzddés zajlik.
Gyakran az els0 ¢letévekben fatalis kimenetelii genodermatosis.

AZ EBJ lethalis (Herlitz) fenotipus a laminin-332 (korabbi nomenklatirdban laminin-
5) heterotrimer adhéziés molekula hidnyara, ill. ennek megfelelden az a3, B3, y2 lancokat
kodold LAMA3, LAMB3, LAMC?2 gének nonsense mutacioira vezethetd vissza

Irodalmi adatok alapjan, a kelet-k6zép eurdpai régioban az EBJ-H fenotipus hatterében
els6sorban a LAMB3 gén fehérjeszintézist megszakité primer PTC (premature-termination-
codon) vagy splice site mutacioi allnak (frame shift révén generalt PTC). Munkacsoportunk a
korabbiakban kisszdmu, sporadikus EBJ-H esetben a LAMB3 gén mutacid analizise soran a
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esetben sikeres DNS-alapu prenatalis vizsgélatot végzett.

Epidemiologiai vizsgalataink eredményei: Két index személynél kezdett kivizsgalas
kapcsan iranyult figyelmiink egy magyarorszagi régiora, ahol anamnesztikus adatok gytijtése
soran szadmos, potencidlisan EBJ-H varidns kovetkeztében elhalalozott gyermeket
azonositottunk. Az EBJ-H fenotipus megfigyelésiink szerint az észak-magyarorszagi
romungro lakossag korében az atlagnépességhez mérten kiugrdéan nagy aranyban fordul eld.
Tarsadalomorvostani szempontbdl ennek hatterében feltételezésiink szerint a szocio-kulturalis
izolacio, a vérrokon hazassdgok nagyobb aranya &llhat. Klinikai és molekularis genetikai
szempontbol alapitd hatds kovetkeztében dominaldé gyakorisdgi, a betegek korében
homozigota statusban hordozott halmoz6dd mutacidt valdszinisitettiink. 2005-2007. évek
kozotti idoszakban tobb alkalommal a klinikai koriilményeken tilmenden, helyszini
adatgytjtést, fenotipus vizsgalatot és mintavételt végeztiink, a helyi egészségiigyi ill. védondi
szolgalat tamogatasaval. Az érintettek korében tobb alkalommal DNS szeparacid tortént.
Csaladfa analizis segitségével tartuk fel a maguk az érintett csaladok korében sem mindig
ismert halmozott vérrokoni kapcsolatrendszereket.

Morfologiai és genetikai vizsgadlatok eredményei: A betegek fenotipusat a klinikai kép,
anamnézis, Oroklédésmenet  vizsgédlat (csaladfa  analizis), ultrastrukturilis ¢és
immunfluoreszcens antigén mapping vizsgalat segitségével klasszifikaltuk. A dermo-
epidermadlis junkcids zona lamina lucida rétegében huz6do lizist és a laminin-332 adhézios
heterotrimer molekula lancainak hianyat detektaltuk. Ezért a target LAMA3, LAMB3, LAMC?2
gének muticidanalizisét kezdtiik el, munkahipotézisiink szerint nonsense, direkt vagy
masodlagos modon a fehérjeszintézist megszakité PTC vagy splice site mutaciok iranyaban.

A molekularis genetikai metodika a kdvetkezd volt: genomidlis DNS preparéci6 periférias
vér limfocitaibol, PCR amplifikacio, bidrekcionélis direkt automata szekvencia analizis,
verifikal6 RFLP és reszekvenalds. Elsdként a LAMB3 (laminin 5 beta lanc) gén komplett
vizsgalatat végeztiikk el, azonban sem a korabbiakban sporadikusan nagy szdmban észlelt
p-R635X mutécid, sem egyéb mutacio egyértelmilen nem volt kimutathato. Ezt kdvetden a
LAMA3 és LAMC?2, laborunkban a palyazati idészakban tjonnan beallitott gének vizsgalatat
komplettaltuk, hasonld eredmények mellett. Szamos neutralis polimorfizmus azonositasan
kiviil, aktualisan nem ismerjiik az adott fenotipusért felelds genotipust.

Tekintettel a téma nagy klinikai relevancidjara, kutatomunkank jelen OTKA palyazat
lezarulasat kovetden is prioritast élvez. Tervezziik a mutacidanalizis ismétlését, és RNS szinti
expresszios vizsgalatok bevezetését. Felmeriil a molekularis vizsgalatok melletti citogenetikai
vizsgalat végzésének lehetdsége is, esetleges kromoszomalis szintli defektusok vizsgalatara.

Eredmények hasznositasa, prevencio: Vizsgalataink eredményessége esetén, eredményeink
gyakorlati tudoméanyos ¢és népegészségiigyi felhasznaldsa hordozé sziirés révén a genetikai
prevencidban, letalis kimenetelli korformdra vald tekintettel a DNS alaptl prenatalis
diagnosztikdban biztositott, amiben kutatocsoportunk mar gyakorlattal rendelkezik.
Vizsgélataink eredményeként a régi6 kedvezdtlen csecsemdhalandosagi mutatdinak lényeges
javulasat varjuk, és errdl publikaciok formajaban terveziink szamot adni.

1.1.3. Epidermolysis bullosa dystrophica (EBD)

Az epidermolysis bullosa dystrophica (EBD) a mechanobullosus genodermatosisok
gyakori el6forduldsu csoportja, mely enyhe fenotipussal jar6é autoszomalis dominans (EBDD)
¢s sulyosabb tiinetekkel jellemezhetd autoszomdlis recessziv modon (EBDR) egyarant
oroklédik. A holyagképzodés dermolyticus, ezért a bortlinetek hegképzddéssel gydgyulnak.
Valamennyi kérforma hatterében kozvetleniil a bazdlmembran alatt, a felsé dermisben huzodo



anchor fibrillumok legfontosabb ¢épitékdvének, a VIL tipusu kollagén fehérje génjének
(COL7A41 gén) mutacioi allnak.

Recessziv, stilyos generalizalt EBD (korabbi nomenklatira szerint Hallopeau-Siemens
varians, MIM 226600): stulyos, generalizalt forma, melyet sziiletéskor fellépd, progressziv
jelleget mutatd kiterjedt holyagképzodés, rossz gydgyhajlamot mutatd ulceracidé és massziv
hegesedés jellemez. A kéz és labujjakon pseudosyndactylia és mutilacié alakul ki, az oralis és
gasztrointesztinalis  érintettség  (oesophagus  strictura, sten6zisok) malnutricidhoz,
fehérjehianyos allapothoz, novekedési retardacidohoz ¢€s sulyos anaemiahoz vezet. A
bortlineteket tovabbi szamos szdmos cutan ¢és extracutan komplikécio kisérheti, melyek koziil
a legjelentésebb a korai fellépésti agressziv spinocellularis carcinoma. Tovabbi
szovodményei: szekunder reaktiv amyloidosis, cornealis erosiok, sulyos infekcidk,
dystrophias €s gravis carieses fogazat, pszichologiai komplikaciok.

Eredmények: egy aktualisan 4 éves recessziv EBDR-Hallopeau-Siemens varidns altal
érintett fiugyermeket vizsgaltunk, aki a csalad nem-vérrokonsziiloktdl szarmazo, egyediili
érintett tagja. Morfologiai vizsgalatok soran immunfluoreszcens antigén mapping technikaval
a holyagfedélen a VIL tipust kollagén festddésének kiesését detektaltuk. A fenti képnek
megfelelden, a VII. tipust kollagén prekurzor-fehérjét kodolé COL7A1 gén mutacidanalizisét
kezdtiik. A molekularis genetikai metodika a kovetkezd volt: genomialis DNS preparacid
periférids vér limfocitdibol, PCR amplifikacid, konformacioszenzitiv gélben végzett
heteroduplex analizis (CSGE), bidirekcionalis direkt automata szekvenalas, verifikalo RFLP
¢s reszekvenalas. Vizsgalatainkkal sikeriilt kimutatnunk, hogy a gyermek a COL7A1 gén két,
hordozza. Az anyai eredetli ismert p.R1343X PTC mutéci6 a fehérjeszintézist direkt modon
szakitja meg, mig az apai eredetli allélon észlelt 0, az irodalomban nem ko6zolt 7154delC
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fenotipusért felelés mutaciokat, erre alapozva felkésziiltiink az érintett sziilopar esetében a
prevenciot célzo, a kovetkezd terhesség sordn kivitelezhet6 DNS-alapi prenatalis
diagnosztikara.

Eredményiinket a késObbiekben, elsésorban annak a prevencidoban torténd gyakorlati
felhasznalasat kovetden tervezziik publikalni.

1.1.4. Epidermolysis bullosa dystrophica és spinocellularis carcinoma

Eredeti munkaterviinket kibdvitd, tovabbi onkodermatologiai irdnyu kutatdsainkat finn
partnerekkel folytatott egyiittmiikodésben végeztiik (Department of Dermatology, University
of Turku and Turku University Central Hospital, Turku, Finland.).

Az epidermolysis bullosa dystrophica sulyos, recessziv formaiban (EBDR) gyakori
komplikéaci6 a klinikailag agressziv, rapid progresszidot mutatd spinocellularis carcinoma
(SCC) megjelenése. Immunohisztokémiai vizsgalatokkal (monoklonalis antitestekkel végzett
festésekkel) elemeztiik a matrix metalloproteinaz-7 (MMP 7), MMP-13, MMP-9, E-cadherin
¢s syndecan-lszerepét EBDR asszocialt (n=25) és sporadikus SCC (n=61) valamint M.
Bowen (n=28) esetében. A matrix metalloproteindzok az endopeptiddzok csaladjaba
Az MMP szerepe EBDR-rel tarsult SCC esetében még nem volt ismert.

Eredmények: MMP-7 valamennyi EBDR asszocialt SCC-ban kimutathatdo volt
(legkifejezettebben az invazids vonalakban), ahol a cadherin €s syndecan-1 festddés feltiinden
redukalt vagy hidnyz6 volt. Tovabba a MMP-7 a sporadikus SCC 98%-4ban és a M. Bowen
68%-aban volt kimutathato. Az MMP-7 expresszioja a sporadikus SCC-vel Osszevetve
jelentdsen erdsebb volt az EBDR-rel tarsult SCC-ban és hasonldan erds volt az alacsonyan



differencidlt daganatokban. MMP-13-at az EBDR asszocialt SCC 96%-aban ¢és minden
sporadikus SCC-ban kimutattuk. MMP-9-et valamennyi vizsgalt SCC szovetminta esetében a
gyulladésos sejtek tartalmaztak.

Eredményeink felvetik, hogy a MMP-7 és MMP-13 a SCC progresszios, tumor-sejt
specifikus markerei, és igy az EBDR-rel tarsult SCC potencidlis terapids targetjei lehetnek.
Tovéabba eredményeink azt sugalljak, hogy az MMP-7 szerepet jatszik a cadherin és
syndecan-1 tumorsejtfelszini eliminacidjaban.

A témaban tovabbi perspektivikus, szoveti microarray vizsgalataink (target: MMP-7,
CD44v3, HB-EGF) folyamatban vannak.

Eredményeink egy részét mar sikeresen publikaltuk: Br J Dermatol. 2008 Apr,; 158
(4):778-85. Epub 2008 Feb 16.

I.1.5. Morbus Hailey-Hailey

Az autoszomalis dominansan 6roklédé borbetegség, a Hailey-Hailey-kor (korabbi
nomenklatirdban kronikus benignus familiaris pemphigus, MIM 169600) okaként a Golgi
késziilek kalcium pumpdjat (hSPCAT1) kodoldo ATP2C1 gén mutacidit irtdk le. A fenotipus
felnéttkorban a nagy hajlatok teriiletén holyagok, majd er6zidk kialakulasaval jar.
Hisztomorfoldgiai sajatossdga a sejtek egymas kozotti kapcsolatainak —felbomlasa
(acantholysis) az epidermis szuprabazalis rétegeiben. A hSPCA pumpa egy ATP molekula
bontasaval egy kalcium- vagy mangéniont juttat a Golgi késziilék lumenébe. Szerepet jatszik
a citoplazmatikus kalciumion-koncentracio ¢és a kalciumion-oszcillaciok szabdlyozasaban,
valamint a Golgi késziilék ¢és a szekretoros vezikulumok lumeneiben a fehérjék
poszttranszlacids  modositdsdhoz  sziikséges kalcium- €s  manganion-koncentraciod
biztositasaban.

Eredmények: Két beteg fenotipusat a klinikai kép, és hisztologiai vizsgalatok
segitségével azonositottuk. A betegek genotipusaban, két, egymastol eltéré heterozygota
statusban hordozott 1j mutaciot talaltunk (1085insA, €s p.Q506X mutaciok).

Publikaci6: Clin Exp Dermatol. 2005 Sep;30(5):575-7. A publikacié egy doktori
dolgozat alapjat képezte.

1.2 Orékletes elszarusodasai zavarok
1.2.1. Lamellaris ichthyosis

Autoszomalis recessziv moédon oroklédé (MIM 242300) generalizalt elszarusodasi
zavarok heterogén csoportja. Sziiletéskor manifesztalodik, a testet lemezes, nagykiterjedést,
erésen tapadd hdmlemezek boritjdk (collédium-baby), ectropiummal tarsul. Késobb lemezes
hamlas kezdddik, és lassan felépiilnek a kezelés nélkiil jellegzetes klinikai képet mutatd
fenotipusok.

Jelen vizsgéalatunkban kozelebbrdl az Un. erythrodermat nem mutatd fiatal ndbeteget
(klasszikus lamellaris ichthyosis, 1. tipusu lamellaris ichthyosis) vizsgaltunk, akinek klinikai
képét nagyelemi, lemezes pikkelyes hdmlas és palmoplantaris keratoderma jellemezte. A
tipusos fenotipust rutin €s ultrastrukturalis hisztomorfologiai vizsgélatok eredménye 1is
alatamasztotta (tipusos cholesterol kristalyok a stratum corneumban).

Eredmények: a klinikai és morfoldgiai vizsgalatok specifikus eredménye alapjan a TGM1
(keratinocyta transzglutamindz) gén vizsgalatat végeztik el (megjegyzés: a heterogén
lamellaris ichthyosis csoport multigenikus hatteri). A TGM1 gamma-glutamil-epsilon-lizin
izodipeptid kotéseket hoz 1étre Cat++ jelenlétében, igy jarul hozza a terminalis differenciacid
soran az elszarusodo sejt envelope kialakitasahoz.

Metodika: genomidlis DNS preparacio periférias vér limfocitaibol, PCR amplifikacio,
konformécio szenzitiv gélben végzett heteroduplex analizis (CSGE), direkt automata



szekvencia analizis. A beteg compound heterozygota statusban hordozza a TGMI gén
p-Arg553Pro és p.Argl26His mutacidit.

Publikacio: Eredményeink publikacidja tudoméanyos folydiratcikk formajaban, OTKA
tamogatas feltlintetése mellett elorehaladott allapotban, leadas el6tt all.
Korabbiakban poszter-absztrakt formajaban publikaltuk: ESDR kongresszus (2007), J Invest
Dermatol (2007), Volume 127 (505).

1.2.2. Harlequin-ichthyosis

A Harlequin-ichthyosis (OMIM 242500) az autoszomalis recessziv droklddésmeneti
congenitalis ichthyosisok csalddjaba tartozo sulyos, gyakran fatalis kimenetelli elszarusodasi
zavar. Az ujszilottek vaskos, pancélszeri collédium membranban jonnek a vilagra,
ectropium, eclabium, deformitasok, szekunder cardialis és respiratorikus elégtelenség,
infekciok tarsuldsa gyakori. A fenotipus hatterében allo ABCI2 gén ill. terméke az ATP-
binding cassette =ABC transzporter csalad tagja, ¢és immunoelektron mikroszkopos
vizsgalatok szerint, a szuprabazalis epidermis keratinocytdinak lamellaris granulumaiban a
keratinizaci6, termindlis differnciacidé sordn wupregulalt. A transzporter defektusa
kovetkeztében az intercellularis lipid szekrécid zavart szenved, a bdr lipid barrierjének
elvesztése pedig Harlequin-ichthyosis klinikai képében nyilvanul meg, emellett a II. tipusu
lamellaris ichthyosis etiopathogenezisében is szerepet jatszik.

Eredmények: egy vérrokon sziilOpar, egy korabbiakban exitalt és egy ismételten
Harlequin-ichthiosis fenotipust mutaté 0jsziilott gyermekét vizsgaltuk. A klinikai diagnozist a
boérbiopszids minta rutin, és ultrastrukturdlis vizsgalata is aldtdmasztotta. Az érintett
gyermekek genotipusdban az ABCI12 gén 12. exonjaban homozigoéta statusban hordozott 1j, az
irodalomban korabbiakban nem kozolt p.R116X nonsense-PTC mutaciot detektaltuk.
(Metodika: genomidlis DNS preparacid periférias vér limfocitaibol, a teljes génszakasz PCR
amplifikicidja, direkt automata szekvencia analizis). Mutacidanalizisiink eredményének
gyakorlati felhasznalasa a prevencié terén, DNS-alapu prenatalis diagnosztikaban biztositott.

Publikaci6: eredménylinket eldadas formdjdban mar kozoltik, publikacidja
elokésziiletben van.

1.2.3. Comel-Netherton szindroma

Autoszomalis recessziv, ritka elszarusodasi zavar (MIM 256500). Kongenitalis,
generalizalt ichthyosiform erythroderma, ectropium, majd egy tipusos klinikai tridsz
(ichthyosis linearis circumflexa, trichorrexis invaginata, atopia) jellemzi. Hatterében egy
szerin proteaz inhibitor fehérje (LEKTI, limpho-epithelial Kazal-type inhibitor) génjének
(SPINKY5) mutacioi allnak.

Eredmények: Hazankban elsoként vizsgaltuk a SPINKS gént, és egy Comel-Netherton
szindromaban szenvedd beteg esetében a 238insG és a 2468delA compound heterozygota
statusban hordozott mutaciokat detektaltunk.

Eredményeinket el6adds és poszter-absztrakt formdajaban mar kozoltik (ESDR
kongresszus (2006), J Invest Dermatol 2006, Vol 126, Supp 3, s39 (221)), folyoiratcikkben
torténd publikacioja el6készités alatt all.

1.2.4. Conradi-Hiinermann-Happle szindroma

Az X-hez kotott dominans O6roklédésmenetii Conradi-Hiinermann-Happle szindroma
(CDPX2, MIM 302960) a chondrodysplasia punctata elnevezésii heterogén betegségcsoportba
tartozik. Kezdetben szegmentalis ichthyosiform erythroderma jelentkezik, majd follikularis
atrophoderma és hyperpigmentéaci6é alakul ki. Muszkuloszkeletalis eltérések (epiphisealis
kalcifikacio, aszimmetrikus végtag rovidiilés, scoliosis, alacsony termet), heges alopecia,
szegmentalis cataracta, palmoplantaris keratoderma, fogaszati eltérések jelentkezhetnek. A



fenotipus hatterében a 3beta-hydroxysteroid-Delta8-Delta7-isomerdz (masnéven emopamil-
binding protein, EBP) gén mutacioja all, ami a lanosterol-cholesterol konverzié egy koztes
1épését katalizalja.

Eredmények: két  bortlinetekkel  és  orthopédiai-radiologiai tiinetekkel
(chondrodysplasia punctata) is rendelkezd beteg esetében végeztiik el az EBP gén vizsgalatat.
Egyik beteglink esetében in utero radioldgiai vizsgalat vetette fel a fenotipus lehetdségét. Két
Uj mutaciot, a p.W129X PTC nonsense, valamint egy kis inszerciot, a 406insG mutaciot
azonositottuk.

Publikacié: Eredményeink publikaciora torténd eldkészitése, OTKA tdmogatas
feltlintetésével, folyamatban van.

1.2.5. Monilethrix

A borfiiggelék haj autoszomalis dominans 6roklddésmenetli genodermatosisa (MIM
158000).Valtoz6 foku alopecia, a hajszalak torékenysége, perifollikularis hyperkeratosis
jellemzi. A hajszélak orsoszert kiszélesedésének és elkeskenyedésének periodikus (0.7-1mm)
véltakozasa jellegzetes. Genetikai hattere heterogén: a haj cortex keratin gének (KRTSI,
KRT83, KRT86 és DSG4) mutacidi allnak a hatterében.

Eredmények: multi-locus vizsgalatunk sordn egy tobbgenerdcidos monilethrix altal
érintett nagycsalad esetében a KRT86 (korabbi nomenklatira szerint #Hb6) gén p.E402K hot
volt a PCR reakciok reoptimalizdlasa mellett a heteroduplex emésztés valamint a
nagyfelbontdsu olvadasgorbe elemzés szlirdmodszerének bevezetése.

Publikécio: eredményeinket poszter-absztakt és eldadas formdjaban ismertettiik
(ESDR kongresszus (2007) - J Invest Dermatol (2007), Volume 127 (502)), valamint
publikacidra elokészitettik, amit lehetdség szerint, tovabbi betegek analizisének elvégzése
utan, OTKA tamogatés feltiintetésével terveziink k6zolni.

1.2.6. Morbus Darier

A M. Darier (dyskeratosis follicularis, MIM 124200) autoszomalis dominans
oroklédésmenetti, follikularis elszarusoddsi zavarban Un. dyskeratosisban megnyilvanuld
genodermatosis. A pubertds utan, elsdsorban a seborrheéas borteriileteken sargasbarna szind,
helyenként Osszefolyd, plakkokat képzd keratotikus papuldk jelennek meg. Jellegzetes
koromelvaltozasok és nyalkahartya tlinetek kisérhetik, ill. neuropszichiatriai tiinetek gyakori
tarsuldsat is megfigyelték. Hatterében az endoplazmatikus retikulum kalcium ATP-4zt
(SERCA2) kodolo ATP242 gén mutaciol allnak. A SERCA2 fehérje az endoplazmatikus
retikulum (ER) membranjdban helyezkedik el, s miikodése sordan egy ATP molekula
hidrolizisével két kalciumiont juttat az endoplazmatikus retikulum lumenébe. Ezaltal a
szerepet.

Eredmények 1. Magyarorszagi Darier-koros betegek ATP2A42 gén mutédcidanalizsét
végeztik. Metodika: genomidlis DNA  preparacido periférids vér limfocitaibol,
konformécioszenzitiv gélben végzett heteroduplex analizis (CSGE), automata szekvenalas.
Egy kozépkora M. Darier, depresszid, cutis verticis gyrata €s hyperprolactinaemia altal
egylittesen érintett ndbeteg esetének feldolgozdsa kapcsan a Tins558 inszerciot taldltuk az
ATP2A2 gén egyik allélén.

Publikacid: Acta Derm Venereol 2006, 86: 59-60

Eredmények 1I.: Héaron tovabbi M. Darier altal érintett beteg esetét kozoltik. A
betegek egymastol eltérd, az Oroklddésmenet sajatossagainak megfelelden, heterozygota
statusban hordoztak ATP2A42 gén mutacidkat. Egy esetben aminosav cserére vezetd p. TI181R
missense mutaciot, egy masik esetben a 1821delC kis deléciot talaltuk, ami frame shift révén



a fehérjeszintézist megszakito PTC-re vezetett. Uj metodika bevezetésével bizonyitottuk egy
gyakorolt hatasat. RNS szintli vizsgalatok: In silico splice site predikcios szoftver mellett
RNS preparaciot végeztiink periférids vér limfocitaibol majd az RT-PCR reakcio termékét
agaroz gélelektroforézissel €s szekvenalassal verifikaltuk.

Publikacio: Journal of Dermatological Science (2005) 38, 231-234. A publikaciok egy
doktori dolgozat alapjat képezték.

1.3 Egyéb genetikai hatterii borgyogyaszati betegségek vizsgalatai
1.3.1. CDKN2A gén mutacidinak vizsgalata multiplex primer melanomas és familiarisan
halmoz6d6 melanomas betegek korében

Eredeti munkaterviinkén tilmutatdéan, 10j, perspektivikusan klinikdnk doktori képzését
is szolgald témat kezdtiink.

A melanoma malignum pathogenezisében szamos epigenetikus faktor (pl. UV fény

expozicid) mellett genetikailag meghatarozott tényezOk is szerepet jatszanak (DNS-repair
kontrollalo gének, pigmentacioért felelds gének, huméan melanocortin I receptor gén stb).
Az utdbbi években szdmos, a melanoma malignum képzddésre fokozattabban predisponald
gén valt ismertté¢ (pl: CDKN2A, CDK4, MCIR gének). Irodalmi adatok hivtak fel a
figyelmiinket arra, hogy a gyakoribb, sporadikus melanoma malignumtodl eltérden, a ritkabb,
primer multiplex fellépésli, valamint a familidrisan halmoz6édé melanoma malignum
molekularis genetikai hattere mas.

A CDKN2A gén (vagy INK4A/ARF locus) a 9p21 kromoszoman lokalizalt, 3 exonbol
all (1a0/B, 2 és 3). Két alternativ splice varians cyclin-dependens kinaz inhibitor proteint kodol
(pl6 ™K &5 p14 AR Ezen vad-tipusi proteinek tumor szuppresszor aktivitassal
rendelkeznek, a sejt ciklus inhibitorai (p16 ™***: a G1-S sejt ciklus checkpoint mechanizmusa
részeként a tumor szuppresszor retinoblastoma (pRB) protein foszforilaciojat befolyasolja;
pl4 *RF: a sejtciklus G1-G2 atmenetét szakitja meg kozvetve).

Eredmények. A palyazat futamideje alatt vezettiik be klinikdnkon a CDKN2A4 gén
vizsgalatat. A CDKN2A4 gén szamos mutacidja valt ismertté napjainkig, kozottik a p.G101W
alapit6 hatas révén elterjedt mutaci6. Munkank elsd szakaszaban az eurdpai €s észak-amerikai
melanomas beteg populaciokban igen elterjedt p.G101W mutacionak a kimutatasat célozzuk
meg a magyarorszagi melanoma 4altal érintett betegek korében. Vizsgélataink madsodik
fazisaban tervezziik elvégezni a teljes CDKN2A41 gén mutacid analizisét az adatbdzisokban
szerepld mar ismert, de kevésbé gyakori el6fordulast, illetve esetlegesen elsdként altalunk
azonositott i) mutaciok irdnyaban.

Klinikank nagyszamu beteget gondozd onkodermatologiai részlegének archiv
adatainak feldolgozésa valamint Ujabb betegek adatainak klasszifikalasa, regiszterbe
rendezése, bioldgiai mintdinak gylijtése folyamatban van. Vizsgdlataink komplettalasa a
keésdbbiekben varhato.

1.3.2. Pseudoxanthoma elasticum

Pseudoxanthoma elasticum (PXE, MIM 264800), borgyogyaszati, szemészeti ¢€s
cardiovascularis tlinetekkel jellemezhetd herediter, szisztémds megbetegedés. Az ABCC6
(MRPO6) transzporter genetikai defektusa 4ll a hatterében.

Eredmények: Egy korai fellépésli, stlyos szisztémas tlinetekkel bir6 ndbeteg
genotipusat vizsgaltuk. Metodika: DNS prepardcidé periférids vér limfocitaibol, direkt
szekvenalas. Betegiink tiinetei hatterében compound heterozygéta formaban az ABCC6 gén
allélein két, egymastdl eltérd, a transzporter funkciot dontéen befolydsold nagy deléciot
detektaltunk (0j, az exon 24-25-et érintd delécio €s a gyakran detektalt exon 23-29-et érintd
deléciot).



Kollaboracids partner: Institute for Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, University
of Regensburg, Debreceni Egyetem Orvos-és Egészségtudoméanyi Centrum, Borgyogyaszati
Klinika, I. sz. Belgy6gyaszati Klinika).

Publikacio: J Dermatol Sci. 2005 Nov,40(2):115-21. Epub 2005 Sep 23.

I1. Immunolégiai hatterii borgyodgyaszati kérképek vizsgalata
I1.1 Atopias dermatitis

Az atopids dermatitis (AD) klasszifikéacidja szerint, két f6 klinikai forma kiilonithetd
el: extrinsic tipusu AD (inhalativ vagy étel allergének szenzibilizacidjara utalé emelkedett IgE
szintekkel, a bortiinetek korai fellépésével, enyhe férfi predominanciaval, emelkedett
interleukin-4 szinttel), és intrinsic tipusi AD (normal tartomanyba esé total IgE szinttel,
specifikus IgE reaktivitas nélkiil €s alacsony interleukin-4 szinttel). Csupan a klinikai kép
alapjan a két korforma nem kiilonithetd el. Jelen kutatdsunk célja volt a két atopias forma
pathomechanizmusaban rejlo kiilonbségek feltarasa.

Elozmények: El6tanulmanyaink sordn AD betegek periferids vérébdl nyert limfocitain
cDNA gén-expresszios array vizsgalatot végeztiink, ahol 588, tematikus csoportokba
rendezett human cDNS szekvencia (onkogének, ion csatornadk, apoptozis faktorok,
transzkripcids faktorok, receptorok, cytokinek, interleukinok, interferonok stb.) eltérd
expresszivitds mintdzatat észleltilk extrinsic és intrinsic csoportba sorolt betegek kozott. 42
gén azonos mértékli emelkedett expresszivitast mutatott a két alcsoportban, 32 volt fokozott
expresszivitdsu csupan az extrinsic mechanizmust betegekben és 3 gén expresszidja mutatott
intrinsic dominanciat. Kollaboraciés partner a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt-és
Immunbioldgiai Intézete volt.

Eredmények: Kezdeti célom volt a megkezdett vizsgalataink komplettaldsa és
részleteiben torténd elemzése, verifikalasa. Elsdként, az array metodikéval kiszlrt, az atopia
pathomechanizmusdban kordbbiakban nem valdsziniisitett adhézidés fehérje fokozott
expresszidjanak bizonyitasat kiséreltiik meg. Az atopids dermatitis klinikailag eltérd formait
(extrinsic és intrinsic formak) képviseld betegek periférias vérébdl nyert limfocitdin gén-
expresszios RT-PCR vizsgalatot kezdtiink. Kisérletlink egyelore nem tdmasztotta ala a cDNS
array eredményét, és ezt technologiai okokra vezetjiik vissza. A kutatasi téma nagy klinikai
relevanciajara tekintettel, jelen OTKA palyazat lezarulasat kdvetden is tovabbi vizsgalataink
targyat képezi.

II.2 Autoimmun holyagos betegségek ethiopathogenezisének ujabb infekto-genetikai
aspektusai — TTV vizsgalatok

Az eredeti célkitlizéseinken talmenden, 1j kutatdsi téma kidolgozasat is megkezdtiik,
aminek alapjaul szolgalt laborunk technologiai adottsaga valamint a Semmelweis Egyetem
Borklinikajan archivalt autoimmun bullosisok savobankja.

A Torque Teno virus (TTV) egyszala, negativ-sense DNS genommal rendelkezd, az
Anellovirus genusba sorolt virus. Irodalmi adatok szerint a virusnak szerepe lehet pl. a stlyos
bortiinetekkel 1is tarsuld szisztémas lupus erythematosus (SLE) provokalasaban. A
multikauzalis autoimmun holyagos korképek (bullosus pemphigoid (BP), a pemphigus
vulgaris (PV), vagy a dermatitis herpetiformis (DH)) vonatkozdsdban is felmeriilt az
infektologiai hattér, esetleges viralis agensek szerepe. Vizsgalataink soran in silico modon,
eldszor a betegségek ismert antigén determinansainak szekvenciait — BP180 NCI16 és C-
termindlis domének ill. BP230 BP-ben,; desmoglein3 (DSG3) PV-ben, desmogleinl (DSG1)
PF-ban; a szoveti és epidermalis transzglutaminaz, (TGM2 ill. TGM3 v. TGec ill. TGe) DH-
ban - vetettilk 0ssze TTV eredetli fehérjeszekvencidkkal. Szignifikans, hosszii szekvencia-
egyezéseket a BP antigének esetében sikeriilt kimutatni. Meghataroztuk az egyes
betegségcsoportokban a virdlis DNS prevalenciat a betegek savdjdban (n=93), majd az



értekeket egészséges, Onkéntes véradok értékeivel vetettiik Ossze (n=95). Modszer: nested
PCR ¢és valds-idejii PCR kimutatas kombinacidja, validalas random szekvenaléssal.

Eredmények: Az autoimmun holyagos betegek Osszevont, altalanos csoportjaban a
TTV prevalencia értéket a kontroll csoportéval dsszevethetonek talaltuk (74/93 (77,89%) vs.
62/95 (65,26 %), p < 0,076), csak ugy, mint a PV csoport (19/33) esetében. A DH betegek
TTV DNS prevalencia értéke magasabb volt, itt csupan egy tendenciat észleltiink (17/20),
amely magasabb esetszdmu csoportnal szignifikdns is lehet. Eredményeink alapjan a BP
betegek korében szignifikdnsan magasabb (36/40, p <0,032) prevalenciat sikertilt
kimutatnunk.

Vizsgaltuk tovabba, hogy a BP betegek limfocitai felismerik-e a TTV virus fehérjéket.
Limfocita transzformacios tesztet (LTT) végeztiink BP betegek (n=4) ill. kontrollok (n=3)
limfocita kultardin szintetikus TTV peptidekkel. A BP betegek limfocitai erds reakciot
mutattak a TTV peptidekre reagalva. Eredményiink felveti annak a lehetdségét, hogy egy
hosszasan fennalld, lappangva hordozott TTV fert6zés — mivel a virusantigének nagyfoku
hasonlésdgot mutatnak a BP egyes antigénjeinek epitopjaival - szerepet jatszhat a BP
pathomechanizmusanak kialakulasaban.

Eredményeinket OTKA tamogatas feltiintetésével publikaltuk: Exp Dermatol. 2008
May; 17 (5):446-54. A publikacionk egy doktori értekezés alapjat képezte.
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Publikaciok (2005-2008):
Konyvfejezet: 1 (folyamatban)

Folyoiratcikk: OTKA tadmogatas feltlintetésével 4 (megjelent)
(a kozeljovoben minimalisan tovabbi 3)
OTKA tamogatas feltiintetése nélkiil 9 (megjelent)

Absztrakt: 13

Prezentaciok (2005-2008):

27 eléadas ¢és poszter prezentdcid magyar ¢s angol nyelven. (Megjegyzés: a prezentaciok
absztraktjai formai és terjedelmi okokbol nem, azonban a poszterek tobbsége végleges
formatumukban tartalmazta az OTKA tamogatas feltiintetését).

Dijak, elismerések:

A Magyar UNESCO Bizottsag és a L'oreal Magyarorszag "A Nokért és a Tudomanyért" 2007.
¢vi magyar 0sztondija.

A Magyar Dermatologiai Tarsulat Nagygytilésének poszterdija (2007).

Borgyogyaszati és Venerologiai Szemle legjobb kisérletes munkéja (2006).

Képzés, oktatas:

A palyazat kapcsan kifejtett kutatomunkahoz is kothetéen munkacsoportunkban 2 f6 PhD
fokozatot szerzett, valamint 3 f6 diplomamunkdjanak képezte alapjat eredményeink
prezentacioja, amiben témavezetoként mitkodtem kozre.

Osszefoglalas:

Az elmult négy évben OTKA palydzatom segitségével munkacsoportunk jelentds és
szerteagaz6 kutatdomunkat végzett az oOrokletes és autoimmun borgyogyaszati korképek
epidemiologiai és molekularis genetikai elemzése terén.

Kutatési tervemben foglaltakkal 6sszhangban, szamos genodermatosis (epidermolysis
bullosa csoport, elszarusodasi zavarok) esetében, a mdar kordbbiakban megkezdett
géndiagnosztikai vizsgalataink komplettalasa mellett, (j gének analizisét vezettiik be, ezaltal
megteremtettiik hazankban a legsulyosabb orokletes borgydgyaszati korképek (epidermolysis
bullosa lethalis Herlitz, Harlequin-ichthyosis) vizsgalatdnak alapjait. Kutatomunkank
gyakorlati felhasznalasa a prevenciot célz6 DNS-alapu prenatalis diagnosztikéban biztositott.

Eredeti munkaterviinkon talmutatva, onkodermatologiai targyt kutatdsokat is
végeztiink. Genetikai szlirést kezdtiink a familiarisan halmoz6do, illetve primer multiplex
melanoma malignum 4ltal érintett betegek korében, valamint behataroltuk az epidermolysis
bullosa dystrophicahoz tarsulé spinocelluléris carcinoma egyik lehetséges terapids célpontjat.
Az autoimmun hoélyagos betegségek pathogenezisében Ujabb, infekto-genetikai tényezdként
azonositottuk a TT virust.

Kutatdbmunkank sordn vallalt célkitiizéseink egy része, az elvégzett kisérletes munka
ellenére, technoldgiai okokra visszavezethetdéen nem valdsult meg (atopids dermatitis Uj
pathogenetikai faktorainak verifikdlasa). Tekintettel a téma nagy klinikai relevanciajara,
kutatomunkénk jelen OTKA palyéazat lezarulasat kdvetden is prioritast élvez.

Eredményeinkrdl nemzetkdzi publikaciok, valamint eldadasok és poszterek
formajaban is beszamoltunk. Tovabbi publikéacidink el6készitése folyamatban van.

Koszonom az OTKA Bizottsdg tamogatasat ¢s a fentiek alapjan kérem a
zardbeszamolo elfogadasat.

Budapest, 2009-02-28 Dr. Medvecz Marta témavezetd
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