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ÖSSZEFOGLALÁS SUMMARY

A közlemény témája a herediter epidermolysis bullosa 
csoport klinikai és molekuláris genetikai vizsgálata. Ezek
ben az örökletes bőrgyógyászati kórképekben a bőrön és a 
nyálkahártyákon mechanikai stresszt követően vagy lát
szólag spontán hólyagok képződnek. Egyes formáihoz el- 
szarusodási zavar társul.
Jelen közleményben a cytokeratin 5 és 14 (KRT5Í14), ala- 
minin 5 béta lánc (LAMB3), valamint a VII. típusú kolla
gén (COL7A1) gének mutációinak heteroduplex analízi
sen alapuló vizsgálatát foglaljuk össze. Fenotípusukat te
kintve az epidermolysis bullosa simplex (EBS), epider
molysis bullosa junctionalis (EBJ) és epidermolysis bullo
sa dystrophica (EBD) domináns és rec esszív kórformáival 
foglalkoztunk.
Jelentős és a mutáció detekciós stratégiát befolyásoló 
megfigyelés a közép-európai EBD beteg populációban 
mintegy 12,8%-os gyakorisággal előforduló rekurráló 
425A—KJ. K142R COL7A1 splice site mutáció.

Kulcsszavak: 
epdermolysis bullosa - mutáció analízis - 

cvrokeratin 5/14 - laminin 5 - 
VII. típusú kollagén

Clinical and molecular genetical studies in different form 
of epidermolysis bullosa are presented. These inheritable 
skin diseases are characterized by blister formation of the 
skin and mucous membranes induced by mechanical 
stress. In some cases abnormal kératinisation is also 
present.
This paper presents several novel mutations in the 
KRT5/J4, LAMB3 and COL7A1 genes based on the 
strategy of heteroduplex analysis introduced as a novel 
method in our laboratory. In terms of phenotypes, clinical 
and ultrastructural features of epidermolysis bullosa 
simplex (EBS), junctional epidermolysis bullosa (JEB) as 
well as dominant and recessive forms of dystrophic 
epidermolysis bullosa (EBD) are discussed.
The 425A—>G. K142R splice site mutation in the COL7A1 
gene was present in 12,8% of the Central European EBD 
population. This observation may change the of COL7A1 
mutation strategy screening in this geographical area.

Key words: 
epidermolysis bullosa - mutation analysis - 

cytokeratin 5/14 - laminin 5 - type 
VII. collagen

A dermo-epidermális junkció feladatai és szerkezete

Az epidermális bazálmembránzóna feladata a bazális 
hámsejteken keresztül az epidermisnek a dermis extracel- 
luláris mátrixához való rögzítése, lehorgonyzása, ezáltal a 
bőr integritásának, mechanikai ellenállóképességének biz
tosítása.

A dermo-epidermális junkciós zóna (DEJZ) szupramo- 
lekuláris komplexumában számos multiquiter bazálmem- 
brán molekula mellett, sajátosan, csak a humán bőrre jel
lemző komponens is megtalálható. A bőr DEJZ-ját a bazá
lis hámsejtek dermális oldalán lévő hemidesmosómák és a 

bennük rögzülő cytoskeletális intermedier keratin fila- 
mentumok, a bazálmembrán lamina lucidáját átívelő an
chor filamentumok, a lamina lucida és densa összetevői, 
valamint a bazálmembrán alatti anchor fibrillumok együt
tese alkotja (1). Hasonló struktúra építi fel a szájnyálka
hártya, a szem, a gasztrointesztinális és a respiratórikus 
traktus, valamint a placenta bazálmembránjait (2, 3).

A bazálmembránban ultrastrukturálisan elektronáteresz
tő lamina lucida (komponens: laminin 2, 5, 6, 10) és 
elektrondenz lamina densa (komponens: IV. típusú kolla
gén, nidogén, BM-40/SPARC, perlecan) különül el. A he
midesmosómák (komponensei pl. BP230 antigén, plecti-
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EB típus EB altípus Érintett protein/gén rendszer
EBS („epidermolyticus”) EBS-WC 

EBS-K 
EBS-DM 
EBS-MD

Keratin5/14 (KRT5H4)
Keratin5/14 (KRT5U4)
Keratin5/14 KRT5114)
Plectin 1 (PLEC1)

EBJ („junctionalis”) EBJ-H
EBJ-nH

EBJ-PA

Lamininő (LAMA3. LAMB3. LAMC2) 
LamininS (LAMA3. LAMB3.LAMC2) 
XVII. típusú kollagén (COL17A1) 
a6ß4 integrin (ITGA6. ITGB4)

EBD („dermolyticus”) EBDD
RDEB-HS
RDEB-nHs

VII. típusú kollagén (COL7A1)
VII. típusú kollagén (COL7A1)
VII. típusú kollagén (COL7A1)

1. táblázat
A herediter EB revideált, a klinikai fenotípuson és a genotípuson alapuló 

klasszifikációja (gyakori variánsok)
EBS epidermolysis bullosa simplex, WC Weber-Cockayne. K Köbner, DM Dowling-Meara, 
MD musculáris dystrophia, EB J epidermolysis bullosa junctionalis, H Herlitz, nH nem Herlitz, 
PA pylorus atresia. EBDD domináns epidermolysis bullosa dystrophica, RDEB recessziv 
epidermolysis bullosa dystrophica, HS Hallopeau-Siemens, nHS nem Hallopeau Siemens

nek) a bazális keratinocyták dermá- 
lis plazmamembránján mint kis mé
retű elektrondenz képletek tűnnek 
fel, és befogadják a bazális keratin 
filamentumokat (keratin 5 és keratin 
14). A hemidesmosómák bazális fel
színéről induló fonalszerű ancho
ring filamentumok (a6ß4 integrin, 
XVII. típusú kollagén (BP180 anti
gén), a3ßl integrin. XIII. típusú 
kollagén, syndecan 1, 4) szelik át a 
lamina lucidát, kapcsolatot teremtve 
a hemidesmosómák és a lamina 
densa között. A bazálmembrán der- 
mális felszínén egymással kereszt
kötésben lévő, a lamina densából 
kiinduló anchor fibrillumok (VII. tí
pusú kollagén, GDA-J/F3 antigén) 
töltik ki a lamina densa és a papillá- 
ris kötőszövet közötti teret. Az an
chor komplexum a hemidesmosómákat, anchor filamentu
mokat és az anchor fibrillumokat foglalja magába. Az an
chor komplexum ultrastrukturális egysége a humán bőrre 
egyedülálló módon specifikus aggregátum. A különálló 
molekulák termelését, majd makromolekulákká történő 
hierarchikus összeépülését az epitheliális és mesenchimá- 
lis sejtek ill. a szintézist reguláié egyéb sejtekből és az 
extracelluláris mátrixból származó paracrin szignálok irá
nyítják (1-3).

Számos genetikai és szerzett, autoimmun bőrbetegség 
célpontjai a dermo-epidermális adhéziós molekulák. Ilyen 
a herediter epidermolysis bullosa csoport és a különféle a 
DEJZ komponensei ellen irányuló autoantitestekkel jelle
mezhető akvirált hólyagos bőrbetegségek (pl. epidermoly
sis bullosa aquisita, bullosus pemphigoid).

Epidermolysis bullosa csoport
A herediter epidermolysis bullosa (EB) betegségcsoportra 
a hám fokozott sérülékenysége jellemző: a bőrön és a 
nyálkahártyákon traumára vagy látszólag spontán fellépő 
hólyagképződés zajlik, mely a dermo-epidermális határ
zónában történik.

Klasszikus klinikai felosztása a hólyagképződés szintjét 
is figyelembevevő módon történt: epidermolysis bullosa 
simplex (bazális keratinocyták), epidermolysis bullosa 
junctionalis (lamina lucida), epidermolysis bullosa dystro
phica (sublamina densa, anchor-rostok).

Az elmúlt évtizedben a genodermatosisok kutatása vi
lágszerte felgyorsult. A bevezetett új technikák segítségé
vel a klinikailag, hisztológiailag és prognosztikailag is je
lentősen különböző epidermolysis bullosa alcsoportok 
hátterében sikerült az érintett molekulák és betegség gé
nek azonosítása (1. táblázat). A génmutációk kimutatása 
és az etiológia pontosabb ismerete a korábbi klasszikus 
klinikai felosztás mellett újabb alcsoportok létrejöttét 
eredményezte (pl. hemidesmosomalis variánsok). Emel
lett nemzetközi konszenzus konferenciák nem tartották in
dokoltnak a következő klinikai kategóriák további haszná

latát (4): EB lethalis, EB atrophicans, GABEB (generali
zált atrophiás benignus epidermolysis bullosa), cicatrizáló 
JEB. DDEB albopapuloidea (Pasini variáns), DDEB hy
perplasticus (Cockayne-Touraine variáns), Bart szindró
ma, EBS Ogna variáns, EBS Kallin szindróma, EBS Men
des da Costa variáns, valamint a gravis, mitis, progessziva 
jelzőket.

Epidermolysis bullosa simplex
Az EB csoport leggyakoribb és egyben klinikailag 
legenyhébb formája az epidermolysis bullosa simplex 
(EBS). Döntő többségében autoszomális domináns, igen 
ritkán autoszomális recesszív öröklődésmenetű betegség. 
EBS esetén a dermo-epidermális szeparáció a bazálmem
brán felett, a bazális sejtrétegben van. Esetenként a kerati- 
nocytákban degeneratív elváltozások, összecsapzódott ke
ratin rögök, ún. keratin clumps jelenség figyelhető meg. 
Rövid idővel a születés után, a mechanikai traumának ki
tett területeken többnyire serosus hólyagok keletkeznek, 
melyek hamar megnyílnak, gyorsan hámosodó erosiókat 
hagyva maguk után. Hegképződés nincs, de miliumképző- 
dés előfordulhat. A szájnyálkahártya, a haj, a körmök és a 
fogazat érintettsége — alcsoporttól függően — ritkább. A 
meleg évszakokban, a hyperhidrosis miatt gyakran romlik 
a betegek állapota („nyári hólyagosodás”), de az élet elő
rehaladtával a hólyagképződés aktivitása általában csök
ken (5, 6).

Az EBS egyik speciális formája, az EB herpetiformis 
(Dowlin-Meara) (OMIM 131760) esetében hólyagok a szü
letés után képződnek a törzsön, tenyéren, talpon. A törzs 
gruppírozott, herpetiform hólyagjai pigmetációt hátrahagy
va gyógyulnak. A hólyagképződés a korral mérséklődik, 
azonban tenyéri és talpi hyperkeratosis alakulhat ki (5).

Ultrastrukturálisan a bazális hámsejtekben durva kera- 
tin-tonofilamentum aggregáció, clumps-képződés detek
tálható. A keratin 5 és keratin 14 molekulák mutációi a 
nagyfokú evolúciós állandóságot mutató szekvenciákat 
érintik (pl. helix iniciációs motívum) (8). Ezen szakaszok
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1. ábra
Epidermolysis bullosa simplex

2. ábra
Epidermolysis bullosa dystrophica domináns forma

kóros eltérései akadályozzák a keratin fehérjék magasabb- 
rendű, filamentáris struktúrákba történő szerveződését és 
a keratin filamentumok összecsapzódásához vezetnek.

Az enyhébb fenotípusú lokalizált, döntően tenyéri-talpi 
tünetekkel jellemezhető (Weber-Cockayne) (OMIM 
131800) (7. ábra) és generalizált (Köbner) EBS (OMIM 
131900) formákban hólyagok általában a mechanikai trau
mának leginkább kitett helyeken keletkeznek (láb, kéz, sa
rok, térd, könyök) és súlyosabb következmény nélkül gyó
gyulnak. Mutációkat ugyancsak a KRT5/14 génekben, eny
hébb fenotípusban a tonofilamentum aggregációt okozó kri
tikus régión kívül találtak (9, 10). A keratin-clumping nem 
jellemzője az ultrastrukturális képnek. Az irodalom említ 
néhány az EBS fenotípusba illeszthető és hisztológiailag ba- 
zális epidermolysist mutató, lethális kimenetelű esetet is.

Hemidesmosomális (pseudojunkcionális) variánsok
A bazális keratinocyták hemidesmosómáiban elhelyezke
dő kohéziós fehérjék (plectin 1, XVII. kollagén intracellu- 
láris része, BP230 antigén) betegségei didaktikailag hemi- 
desosomális variánsok néven korábban külön alcsoport
ban voltak összefoglalhatóak. Ultrastrukturálisan a diag
nózis EBS, mivel a hemidesmosómák dezorganizációja és 
következményes bazális epidermolysis figyelhető meg.

A plectin 1 (PLEC1) gén mutációi állnak az epider
molysis bullosa simplex muscularis dystrophiával (EBS- 
MD) társult fenotípusának hátterében. Korábban a gén ló
kuszát az epidermolysis bullosa simplex az ujjbegy suffu- 
sióival és körömdystrophiával jellemzett ún. Ogna varián
sával is összefüggésbe hozták. Bár a betegek klinikai fe- 
notípusa leginkább az epidermolysis bullosa junctionalis 
nem Herlitz (EBJ-nH) altípusának megfelelő, az ultra
strukturális diagnózist követő klinikai besorolás az EBS 
egy ritka altípusaként tartja számon (11).

Az anchor filamentumok közé tartozó XVII. kollagén 
fehérjét intracelluláris, transzmembrán és egy extracellulá- 
ris kollagénszerű részleteket tartalmazó domének hármasa 
építi fel. Az intracelluláris részlet missense mutációi EBS 
közeli fenotípust okozhatnak, ezzel szemben a lamina luci- 
dát átívelő extracelluláris rész mutációi az EBJ-nH, lokali
zált tünetekkel járó egyes formáiért felelősek (12-14).

A BP230 antigén génjének knock out állatmodelljei 
EBS fenotípust mutattak, ám a humán gén mutációit még 
nem azonosították EBS betegekben.

Epidermolysis bullosa junctionalis
Gyakorta a születéskor is észlelhető, autoszomális recesszív 
öröklődésmenetű, ritka betegségek (OMIM 226700). A hó
lyagképződés során a bazálmembrán rétegei távolodnak el 
egymástól. A generalizált tünetekkel jellemezhető fatális ki
menetelű, a laminin 5 molekula defektusára, ill. hiányára 
visszavezethető epidermolysis bullosa junctionalis Herlitz 
variáns (EBJ-H) esetén a fej, az arc, a száj körül, valamint a 
nyomásnak kitett területeken nagy, haemorrhagiás bennékű 
bullák, vérző, pörkkel fedett erosiók jelentkeznek. Akráli- 
san sok hólyag keletkezik, és a felső gasztrointesztinális és 
genitourinális traktus is érintett lehet.

A lokalizált tünetekkel, lassú sebgyógyulással, heges 
alopeciával társult non-Herlitz (EBJ-H) kórformái esetén 
(korábbi GABEB) többnyire a XVII. kollagén génjének 
(COL17A1 gén) és ritkábban a laminin 5 heterotrimer va
lamelyik láncát kódoló gén mutációit találjuk (LAMA3, 
LAMB3, LAMC2 gén) (15, 17).

Pylorus atresiával társult (EBJ-Pa) formák hátterében az 
Ot6ß4 integrin mutációi állnak (1TGA6UTGB4 gének) (16).

Epidermolysis bullosa dystrophica
Az epidermolysis bullosa dystrophica (EBD) a mechano- 
bullosus genodermatosisok gyakori előfordulású csoport
ja, mely enyhe fenotípussal járó autoszomális domináns 
(EBDD) és súlyosabb tünetekkel jellemezhető autoszomá
lis recesszív módon (RDEB) egyaránt öröklődik. A hó
lyagképződés dermolyticus, ezért a bőrtünetek hegképző
déssel gyógyulnak. Valamennyi kórforma hátterében az 
anchor fibrillumok legfontosabb építőkövének a VII. típu
sú kollagén génjének (COL7A1 gén) mutációi állnak (18).

Domináns formáiban (OMIM 131750) a trauma hatásá
ra keletkező hólyagok a predilekciós területeken, a me
chanikai sérülésnek leginkább kitett régiókban, a könyök, 
kézfej, térd, lábfej területén keletkeznek (2. ábra). A he
gekben nagy számú milium található. Az általános állapo
tot nem befolyásolja, és a gyermekkori aktív hólyagoso-
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3. ábra
Epidermolysis bullosa dystrophica recesszív

Hallopeau-Siemens forma

dás az életkor előrehaladtával mérséklődik. A betegek ge
notípusában gyakran glicin szubsztitúciós mutációkat ta
lálunk (19).

Ritkábban találkozunk a recesszív formájával, a drámai 
fenotípusú Hallopeau-Siemens variánssal (RDEB-HS) 
(OMIM 226600), melyet pseudosyndactylia és mutiláció 
jellemez (3. ábra). Az anchorrostok mennyisége erősen 
redukált vagy teljesen hiányzik a bőrből. A bőrtüneteket 
számos cutan és extracutan komplikáció kísérheti: spino- 
celluláris carcinoma, secunder reaktív amyloidosis (neph
rosis syndroma), oesophagus strictura. Egyéb recesszív, 
nem-Hallopeau-Siemens (RDEB-nHS) formáiban az ujjak 
csonkolódása és összenövése nem jön létre, és egyéb szö
vődmények is ritkábban fordulnak elő, ám a betegek élet
minőségét ez a variáns is nagymértékben rontja. A bete
gek enyhébb tüneteit az anchorrostok mérsékelt redukció
ja magyarázza (20-25).

Molekuláris genetikai vizsgálatok jelentősége

A hazai csecsemő- és gyermekbőrgyógyászati epidemio
lógiai adatokat figyelembe véve, közel százra tehető Ma
gyarországon azon családok száma, melynek tagjai vala
mely örökletes epidermolysis bullosa variánsban szenved
nek. Joggal merült fel az igény az utóbbi években ezen 
mendeli módon öröklődő monogénes betegségek hátteré
ben azonosított betegség gének hazai molekuláris vizsgá
latára. Az eredmények bizonyos esetekben a klinikailag 
sejthető diagnózis egzakt felállításához is hozzásegítenek, 
ezért a prognózis megítélésében a klinikus segítségére le
hetnek, módot adhatnak a DNS alapú prenatális diagnózis 
révén a prevencióra, és alapul szolgálhatnak a napjaink
ban egyre elérhetőbb közelségbe jutó szomatikus génterá
piához is.

A genodermatosisok által érintett családok, ill. betegek 
DNS és szövetmintáinak, vizsgálati eredményeinek össze
gyűjtése, regiszterbe rendezése a részletes genetikai vizs
gálatok alapfeltétele. A rendelkezésre álló nagy számú 
adat epidemiológiai következtetések levonására alkalmas, 
és a világ más régióinak eredményeivel való összehason

lításra ad lehetőséget. A genodermatosisokban szenvedő 
betegek klasszifikációjához a részletes klinikai vizsgála
ton és a fenotípus pontos rögzítésén kívül a pedigré analí
zise, részletes családi anamnézis, valamint bőrbiopsziás 
mintavétel a fénymikroszkópos hisztológiai, az immunflu
oreszcens antigén mapping és az elektronmikroszkópos 
elemzések céljából szükséges. A vizsgálatok együttes ér
tékelése teszi lehetővé a pontos klinikai besorolást. Az 
öröklődésmenet és a bőrpatológiai elemzések jelzik, hogy 
melyik fehérje hiányzik vagy károsodott. Mindezen ered
mények együttes értékelése alapján kerülhet sor csupán a 
károsodott molekula génjének részletes vizsgálatára.

Anyag és módszer
Klinikai adatok, a kutatás etikai vonatkozásai
A közleményben szereplő betegek elsősorban a Semmelweis Egye
tem Bőr- és Nemikórtani Klinikájának, a Heim Pál Gyermekkórház 
Bőrgyógyászati osztályának, valamint az intézetünkben működő 
Epidermolysis Bullosa Centrumnak a gondozása alatt állnak. Mun
kacsoportunk rendelkezik a Tudományos Kutatásetikai Bizottság en
gedélyeivel, melyek mintavételekhez, ezek feldolgozásához, az 
eredmények közléséhez, genetikai tanácsadáshoz és prenatális diag
nózis felállításához szükségesek.

Kontrollok
Munkánk során minden ismétlődő és új mutáció esetében 50 egész
séges, bőrtünetekkel nem rendelkező, negatív családi anamnézisű 
személytől származó 100 normál alléit vizsgáltunk, mint kontrollt. 
Kizártuk annak lehetőségét, hogy az általunk talált genetikai defek
tus az adott gén fenotípusbeli változást nem okozó neutrális poli
morfizmusa lenne. Ismétlődő mutáció esetén meghatároztunk annak 
a normál populációban kimutatható előfordulási gyakoriságát.

Családfa és öröklődésmenet vizsgálat
A genodermatosisok vizsgálatának első lépése a részletes családi 
anamnézisen alapuló pedigré analízis. Az általunk vizsgált betegség 
gén csoport az autoszómákon öröklődik. Autoszomális domináns 
öröklődésmenetű formák esetében az érintett családtagokat repre
zentáló családfán a betegség szegregációja vertikális. Recesszív kór
formákban az indexszemély szülei klinikailag egészségesek, és a 
családfán az esetek halmozódása horizontális elrendezésű.

A pedigré analízise önmagában nem elegendő az öröklődésmenet 
tisztázásához (a mutációgenezis de novo, ill. az átörökítésnek a szü
lők gonadális mozaicizmusán alapuló formái).

Klasszifikáció
Az EB betegek klinikai klasszifikálása az alábbi ajánlás figyelembe
vételével történt: Fine J. D., Eady R. A. J., Bauer E. A. et al. Revised 
classification system for inherited epidermolysis bullosa: Report of 
the Second International Consensus Meeting on diagnosis and clas
sification of epidermolysis bullosa. J. Am. Acad. Dermatol. (2000) 
42, 1051-1066.

Hisztopatológia és immunfluoreszcens antigén mapping
Szövettani mintavétel lokális anaesteziát követő atraumatikus, az 
ép-kóros részlet határáról történő sebészi kimetszéssel, ritkábban 
punch-biopsziás mintavételi eszközzel történt.
Az antigén mapping, a bazálmembrán proteinek expressziójának im
munhisztokémiai módszerekkel történő meghatározása és a hólyag
alaphoz, ill. hólyagfedélhez viszonyított festődésük vizsgálatára 
szolgáló módszer. Egyszerű, gyors vizsgálat a hólyagképződés 
szintjének megállapítására. Friss hólyag esetében, az ép és kóros 
bőrterület határáról vett bőrbiopsziás mintát számos bazálmembrán 
komponens ellen irányuló antitesttel egyesével, kontroll bőrminta 
jelenlétében festjük, és a hólyagfedélhez vagy a hólyagalaphoz való 
viszonyuk, mintázatuk alapján következtetünk a lysis szintjére.

A 6 pm vastagságú cryostattal metszett bőrbiopsziás mintákat in
direkt immunfluoreszcens vizsgálatnak vetjük alá. A következő mo- 
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noklonális antitesteket használtuk: 161-6 és fúziós protein NC2-7 
(anti-kollagén VII), mAb-lDl (anti-BPAG2), BM-2 (anti-laminin 
5a3), 6F12 (anti-laminin 5ß3), GB3 (anti-laminin 5ß3 és 72) és 
GoH3 (anti-integrin c<6), anti-cytokeratin 14. Továbbá egyéb auto
immun betegségben szenvedő betegek poliklonális IgG frakcióba 
tartozó antitesteit tartalmazó savókat (epidermolysis bullosa acqui
sita - anti VII. típusú kollagén, Good-Pasture szindróma - anti IV. 
típusú kollagén, bullosus pemphigoid - anti BPI80). Második anti
testként FITC-el konjugált kecske anti-egér (Jackson, USA) és nyúl 
anti-humán (DAKO, Danemark) IgG-t használtunk.

Ultrastrukturális elemzés
A bőrbiopsziás minták elektronmikroszkópos vizsgálatához 4% para- 
formaldehid és 1% glutáraldehid tartalmú fixálást alkalmaztunk, 
majd Poly/Bed 812 Embedding Media (Polysciences, Inc.) - gyantá
ba ágyaztuk. A minták analízise Philips CT 10 mikroszkóppal történt.

DNS-izolálás
Genomiális DNS szeparálása EDTA-val alvadásgátolt perifériás vér
ből történt. A perifériás vér lymphocytáiból részben módosított Mil
ler módszere szerint „salting out” technikával (26), részben standard 
kit technológiával (SIGMA Gen™ Mammalian Genomic DNA Mi
niprep Kit) nyertünk DNS-t, melyet génbankunkban —80 °C-on táro
lunk.

PCR amplifikáció
Az adott gének DNS-szekvenciájának és exon-intron szerkezetének 
ismeretében a PCR amplifikációhoz olyan oligonukleotid printere
ket használtunk, amelyek az exonokat övező intronikus szekven
ciákkal komplementerek voltak. így a PCR reakciók termékei mind 
az egyes exonokat, mind az mRNS érése során az exonok helyes ki- 
vágódását biztosító junkció (donor és acceptor splice site) szekven
ciákat tartalmazták. PCR termékeink nagysága általában 190-600 bp 
közé esett. Az általunk használt primerek nagyobbrészt az irodalom
ból ismertté vált ún. konszenzus primerek voltak, kisebb részt saját 
tervezésű oligonukleotidok. A standard amplifikációs feltételek mel
lett az 54-64 °C annelációs hőmérsékletet alkalmaztunk a Perkin-El- 
mer 9600, valamint TouchGene (Techne Cambridge Ltd. UK) ther
mo cyclerekkel. A standard amplifikációs reakció össztérfogata 50 
pl volt. Az 5 pl térfogatú aliquotokat 2% agaróz gél-elektroforézis 
során ethydium bromide-dal tettük láthatóvá.

Heteroduplex analízis, konformációszenzitív gél-elektroforézis 
A vad típusú szekvenciától eltérő exonok kimutatására és kiváloga
tására szűrő módszerként a mismatch hibridizáció elvén alapuló he- 
teroduplex analízist végeztünk (27). Ha a vizsgálandó, mutációt hor
dozó PCR terméket egy vad típusú standard aplifikátummal kever
jük össze, majd az elegyüket denaturáljuk, 
egyszálú DNS láncok halmazát kapjuk. Ha a 
következő lépésben a mintákat lehűtjük, az 
egyszálú DNS láncok ismét összekapcsolód
nak, renaturálódnak. Ez után azonban már 
nem csak a kiinduláskor jelenlévő mutáns és 
vad típusú exon amplifikátumok homoduple- 
xei vannak jelen, hanem kétféle, egymásnak 
komplementer vad és mutáns szekvencia 
összekapcsolódásából létrejött heteroduple- 
xek is. A heteroduplexek megjelenése utal a 
vad típusú szekvenciától eltérő nukleotid sor
rendre vagy számra. A heteroduplexek kimu
tatása (shift) nagy felbontású, denaturálószert 
tartalmazó 8%-os polyacrilamid gélen történő 
elválasztáson alapul.

Automata szekvencia analízis
A heteroduplex analízis során shift pozitívnak 
bizonyult PCR mintákat direkt automata 
szekvencia-analízisnek vetettük alá (ABI 
Prism 310 automated sequencing system - 
Applied Biosystem). Eredményeink értékelé
se során a nukleotidok és codonok számozá
sát minden esetben az adott gén kódoló szek
venciájának kezdetétől indítottuk (1. metionin 

aminosav, ill. A az ATG=1), a GenBank adott Homo sapiens mRNA 
szekvenciaadatainak megfelelően (keratin 14 - hivatkozási szám: 
NM 000526; laminin 5 beta lánc - hivatkozási szám: L25541; kolla
gén VII. - hivatkozási szám: L02870.)

Mutációverifikálás restrikciós endonukleázok segítségével
A vizsgált betegek családtagjainak szűrővizsgálatára, a mutáns allé
lek szegregációjának nyomonkövetésére 5-17 pl PCR terméket 
emésztettünk restrikciós endonukleázok segítségével. Az emésztés 
termékeit 2-4% agaróz gél-elektroforézissel vagy 6-12%-os polya- 
crylamid gél-elektroforézissel, ethydium bromide vagy SYBR Gre
en I festéssel tettük láthatóvá.

Eredmények

Epidemiológiai megfigyelések
A herediter epidermolysis bullosa valamennyi kontinens
ben és rasszban előfordul. Incidenciája Európában és 
Észak-Amerikában 1:50 000-100 000 körüli, mely az EB 
összgyakoriságát tükrözi, természetesen altípusonként és 
egyes populációnként ettől eltérés észlelhető (2).

Az 1995-ben alapított Országos Epidermolysis Bullosa 
Centrum, mely DEBRA (Dystrophic Epidermolysis Bul
losa Research Association) Hungary néven a DEBRA Eu- 
rope-ba integrálódott, 59 epidermolysis bullosa betegség 
által érintett családot és 112 beteget gondoz, így megálla
pítható, hogy hazánkban a nemzetközi tapasztalatokkal 
közel azonos arányban fordul elő e ritka bőrbetegség (28).

A betegek közel 51% simplex típusú eltéréssel rendel
kezik, juncitonalis EB által érintett beteget ritkán diag
nosztizálunk (3%). A domináns EBD gyakorisága 33%, 
recesszív, nem-Hallopeau-Siemens típusú EBD betegek 
6%-os, valamint a súlyos, mutilációval járó Halloeau-Sie- 
mens szindrómás betegek 7%-os arányban fordulnak elő 
az EB altípusai között (4. ábra).

Epidermolysis bullosa simplex
Három, az EBS klinikai és ultrastrukturális kritériumait 
teljesítő beteg esetében, új, domináns öröklődésmenetű 
missense mutációt azonosítottunk a keratin 14 gén

□ EBDD
□ RDEB-nHS
□ RDEB-HS
□ EBJ-nH 
OEBJ-H
■ EBS-WC
■ EBS-K
□ EBS-DM 

EBS: epidermolysis bullosa simplex, WC: Weber-Cockayne, K: Köbner, DM: Dow
ling-Meara, EBJ: junctionalis epidermolysis bullosa, H: Herlitz, nH: nem Herlitz, 
EBDD: domináns epidermolysis bullosa dystrophica, RDEB: recesszív epidermoly
sis bullosa dystrophica, HS: Hallopeau-Siemens, nHS: nem Hallopeau Siemens

4. ábra
Az epidermolysis bullosa altípusainak megoszlása hazánkban
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(KRT14) 1. exonában (N123K. R125G és V133L). Az ál
talunk elsőként feltárt új pont mutációk közül kettő, me
lyek DM-EBS fenotípust eredményeznek, az N123K és 
R125G a helix iniciációs motívumban található, míg a 
V133L WC-EBS fenotípust okozva ezen kritikus régión 
kívül detektáltunk (28).

A KRT14 125. codona hordozza a DM-EBS fenotípus- 
sal járó mutációk több mint 50%-át (30-31). Többségük 
arginin—»cystein cserét eredményező hotspot, de két 
egyéb rekurráló mutáció is ismert ebben a pozícióban: ar
ginin—»histidin és arginin—»serin szubsztitúció. Egy EBS- 
DM diagnózisú betegünk esetében a 125. codonban azo
nosított új arginin—»glicin szubsztitúciót elsőként ismer
tettük.

Az EBS családfák genetikai analízise azt mutatja, hogy 
gyakran állnak de novo mutációk e bőrbetegség hátteré
ben. Vizsgálataink során több alkalommal észleltük a 
klasszikus autoszomális domináns öröklődésmenet mellett 
egyes esetekben azt, hogy csupán az index személy érin
tett az adott családban, ami de novo mutációra, ill. a szü
lők gonadalis mozaicizmusára is utalhat.

Elsőként vizsgáltuk és közöltünk adatokat közép-kelet- 
európai EBS betegek KRT14 mutációiról. Eredményeink 
újabb információul szolgálnak az EBS genotípus-fenotí- 
pus korrelációjának megértéséhez.

Epidermolysis bullosa junctionalis
Sikeres DNS-alapú prenatális diagnózist végeztünk EBJ- 
Herlitz lethalis variánsban. A mater első terhességéből 
született fiúgyermek EBJ-Herlitz lethalis genodermatosis 
következtében újszülöttkorában hunyt el. A gyermek nem 
vérrokon, klinikailag tünetmentes szülőktől származó, a 
család egyedüli érintett tagja volt. A családban egyéb bőr
betegség nem fordult elő.

Az immunfluoreszcens antigén mapping vizsgálat a 
hólyagképződés junctionális jellegére utalt: a hólyagala
pon intenzív VII. típusú kollagén festődés mellett a hó
lyagalapról és a hólyagfedélről teljességben eltűnt a la
minin 5 láncaira a festődés, és a hólyagfedélen igen 
gyengén jelzett BPAG180 és a6ß4 integrin festődést ta
láltunk.

Vérvétel DNS-vizsgálat céljából a probandustól és a 
klinikailag tünetmentes szülőktől történt. A beteg gyer
meknél még életében kimutatott mutáció a heterotrimer 
kohéziós molekula a laminin 5 béta láncának a LAMB3 
génnek (GenBank No. L25541) recesszíven megnyilvánu
ló R635X, hot spot mutációja volt. Az R635X mutációt a 
probandus és a tünetmentes mater heterozigóta módon 
hordozta. A pater az adott mutációra nézve negatív volt. 
Az elhalálozott gyermek az adott kórképre jellemző re
cesszív öröklődésmenetet figyelembevéve, kevert, ún. 
compound heterozigóta módon két, egymástól eltérő mu
táció hordozója lehetett, melyek közül az anyai alléi mu
tációja vált ismertté, az apai alléi eltérése a gén teljes ter
jedelmének szisztematikus vizsgálata során (PCR amplifi- 
káció, heteroduplex analízis, szekvenálás, RFLP) nem 
volt azonosítható.

A szülők kérésére a következő tervezett terhességben a 

DNS alapú prenatális diagnosztika alapja az R635X mutá
ció kimutatása mellett nagyszámú intragenikus polimor
fizmus és extragenikus microsatellita markerek szegregái- 
cójának vizsgálata volt. A mater második terhességéből 
származó chorionboholynak a magzattal identikus DNS- 
ének vizsgálata során a LAMB3 gén R635X mutációja 
nem volt kimutatható. Az átörökítés mechanizmusában 
ritka, maternalis germline mozaicizmus volt megfigyelhe
tő. Az egészséges fiúgyermek a zavartalan terhességből 
szabályos terminusra jött világra.

Epidermolysis bullosa dystrophica
A COL7A1 gén mutációi az EBD altípusban mutatha
tóak ki. Enyhe fenotípussal járó domináns öröklődés
menetű formákat általában glicin szubtitúciós mutációk 
okoznak. A hibás alléi termékei domináns negatív ef
fektus révén megzavarják az ép alléi termékének funk
cióját is. A kollagén VII. molekulák, bár kóros morfo
lógiával, de kifejeződnek a keratinocytákban. Ezzel 
összhangban, az EBD domináns betegek bőrének im- 
munflureszcens antigén mapping vizsgálata során a 
protein lineáris megoszlásban detektálható, a bazál
membrán alatt. Súlyos fenotípussal járnak a recesszív 
öröklődésmenetű formák, kiemelten a synechyát és mu- 
tilációt okozó Hallopeau-Siemens szindróma. Az anti
gén mapping vizsgálattal általában nem találunk VII. 
kollagént a felső dermisben. A protein hiányát a bete
gek genotípusában a mindkét szülői allélen elhelyezke
dő, korai terminációt eredményező PTC mutációk, 
vagy frame shift révén PTC-t generáló egyéb splice-si- 
te mutációk magyarázzák (18).

A COL7A1 gén mutációi halmozottan észlelhetők a 73. 
exonban. E kitüntetett régiót néhány rekurráló glinin 
szubsztitúciós mutáció érinti, melyek elsősorban a 2008., 
2034., és 2043. aminosavat érintik. Ezen dominánsan 
öröklődő glicin szubsztitúciós mutációk azonosíthatók a 
leggyakrabban a domináns EBD hátterében (19).

A recesszív DEB betegek genotípusában csupán kis szá
mú rekurráló mutáció vált ismertté napjainkig, melyek bi
zonyos földrajzi megoszlást mutatnak: Olaszországban 
(497insA, 8441 -14de 121 ), Nagy-Britanniában (R2814X, 
R578X, 7786delG), Mexikóban (2470insG) és Japánban 
(5818deIC, E2857X, 6573+ 1G-»C) (20-25).

Tanulmányunkban 43, különféle EBD fenotípusú. a 
DEBRA Hungary és DEBRA Germany által gondozott és 
nyilvántartott beteget vizsgáltunk új vagy rekurráló mu
tációk igazolása céljából (32-33). A közép-európai régió
ban az érintett alléion PTC-t generáló 425A—»G, K142R 
splice site mutáció előfordulását kiemelkedően magas 
gyakoriságúnak találtuk (33). A korábban már ismert 
425A—»G tanzíciót a COL7A1 gén 3. exonának —2 donor 
splice site-ján 10 EBD által érintett családban (23%), 
összességében 11 allélon azonosítottuk (kilenc proband 
heterozigóta és egy homozigóta módon hordozta a mutá
ciót) (5. ábra). A 425A—»G mutáció alléi előfordulási 
gyakorisága 12,8% volt az általunk vizsgált betegcso
portban, és ez azt sugallta, hogy a közép-európai EBD 
betegek csoportjának domináló gyakoriságú mutációját
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b C

425A—>G normal szekvencia

a: Recessziv epidermolysis bullosa dystrophica (Hallopeau-Siemens variáns) fe- 
notípusú beteg családfája. A nyíl az index személyére mutat: b: Heteroduplex 
analízis. Heteroduplex megjelenése az index személy mintájában (II/l, COLJAI, 
3. exon); c: Heteroduplex analízis. Heteroduplex megjelenése az index személy 
mintájában (II/l, COLJAI, 13. exon); d: A COLJAI gén 3. exonjának szekven
cia analízise. A 3. exon rekurráló 425A—>G, K142R splice site heterozigóta mu
tációja az index személy mintájában; e: A COLJAI gén 13. exonjának szekven
cia analízise. A 13. exon 1732C—>T, R578X heterozigóta PTC mutációja az in
dex személy mintájában.

5. ábra
A COL7A1 gén mutációanalízisének eredményei

gálatokat a herediter epidermolysis 
bullosa csoport két altípusában: az 
epidermolysis bullosa simplex legsú
lyosabb formájában, a Dowling-Meara 
variánsban és a lokalizált tünetekkel 
rendelkező Weber-Cockayne variáns
ban a keratin 5 és 14 génjeinek, a 
KRT5, és KRT14-nek a korábbiakban 
nem publikált genetikai eltéréseit azo
nosítottuk.

Megvalósítottuk az első Magyaror
szágon kivitelezett, sikeres, DNS-ala- 
pú prenatális genetikai vizsgálatot egy 
az EBJ lethalis (Herlitz) variáns követ
keztében első gyermekét elveszített 
család esetében.

Tanulmányunk új génanalitikai ada
tokat közölt a közép-európai EBD be
tegekről. Az epidermolysis bullosa 
dystrophica betegség génje, a VIL kol
lagén gén (COLJAI), egyike a leg
hosszabb humán géneknek. Napjainkig 
több mint 200 mutációja vált ismertté, 
melyek legtöbbje individuális, család
specifikus. Rekurráló mutációira kevés 
adat van. Munkánk során sikerült egy 
a közép-európai régióban nagy gyako
risággal előforduló mutációt azonosíta
nunk. A 425A—>G, K142R mutáció 
kiemelkedően magas előfordulási gya
koriságával ezen etnikai populáció jel
legzetes, rekurráló mutációját képvise
li. Tekintettel a vizsgált gén nagyságá
ra, megfigyelésünk Közép-Európában 
a későbbiekben a COL7A1 gén mutá
ció szűrésének stratégiai változáshoz

vezethet.
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azonosítottuk. A 425A—>G, K142R mutációnak 50 egész
séges kontroll személy 100 allélének vizsgálata során azt 
1%-os gyakoriságúnak találtuk, mivel egy egészséges 
kontroll személy tünetmentes heterozigóta carriemek bi
zonyult.

Megbeszélés

Hazánkban egyedülálló és egyben hiánypótló módon egy 
centrumban elérhetővé vált számos genodermatózis mole
kuláris genetikai vizsgálata. Mindez a betegek bizalmának 
növekedéséhez, a klinikai vizsgálatok pontosabbá válásá
hoz, új diagnosztikai lehetőségek eléréséhez (genotípus- 
fenotípus korreláció ismeretében pontosabb prognózis ad
ható), új prevenciós eszközökhöz (DNS alapú prenatális 
vagy preimplantációs diagnosztika), és a későbbiekben új 
szomatikus génterápiás beavatkozások megteremtéséhez 
vezethet.

Munkánk célja az epidermolysis bullosa csoport klini
kai és genetikai hátterének vizsgálata, mutációanalízis, 
DNS alapú prenatális diagnosztika bevezetése volt. Ha
zánkban elsőként végeztünk molekuláris genetikai vizs
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