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OSSZEFOGLALAS

A kozlemény témdaja a herediter epidermolysis bullosa
csoport klinikai és molekularis genetikai vizsgalata. Ezek-
ben az 6rokletes b6rgydgyaszati kdrképekben a b6ron és a
nyalkahartyakon mechanikai stresszt kdvet6en vagy lat-
szblag spontan holyagok képz6dnek. Egyes formaihoz el-
szarusodasi zavar tarsul.

Jelen kdzleményben a cytokeratin 5 és 14 (KRT5i14), ala-
minin 5 béta lanc (LAMB3), valamint a VII. tipusu kolla-
gén (COL7A1) gének mutacidinak heteroduplex analizi-
sen alapul6 vizsgalatatfoglaljuk 6ssze. Fenotipusukat te-
kintve az epidermolysis bullosa simplex (EBS), epider-
molysis bullosa junctionalis (EBJ) és epidermolysis bullo-
sa dystrophica (EBD) dominans és recessziv kdrformaival
foglalkoztunk.

Jelent6s és a mutacio detekcios stratégiat befolyasolo
megfigyelés a kozép-eurdpai EBD beteg populacidban
mintegy 12,8%-0s gyakorisaggal el6fordulé rekurral6
425A—KJ. K142R COL7A1 splice site mutacio.
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epdermolysis bullosa - mutacié analizis -
cvrokeratin 5/14 - laminin 5 -

VII. tipusu kollagén

A dermo-epidermalis junkcié feladatai és szerkezete

Az epidermalis bazadlmembranzona feladata a bazalis
hamsejteken keresztiil az epidermisnek a dermis extracel-
luléris méatrixahoz val6 rogzitése, lehorgonyzasa, ezaltal a
bér integritasanak, mechanikai ellenalloképességének biz-
tositésa.

A dermo-epidermalis junkciés zona (DEJZ) szupramo-
lekularis komplexuméaban szamos multiquiter bazalmem-
bran molekula mellett, sajatosan, csak a human bdrre jel-
lemz6 komponens is megtalalhaté. A bér DEJZ-jat a baza-
lis hamsejtek dermalis oldalan 1év6 hemidesmosomak és a
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SUMMARY

Clinical and molecular genetical studies in differentform
of epidermolysis bullosa are presented. These inheritable
skin diseases are characterized by blisterformation 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 ofphenotypes, 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% ofthe Central European EBD
population. This observation may change the of COL7AL
mutation strategy screening in this geographical area.

Key words:
epidermolysis bullosa - mutation analysis -
cytokeratin 5/14 - laminin 5 - type
VII. collagen

bennik rdgzuld cytoskeletélis intermedier keratin fila-
mentumok, a bazadlmembran lamina lucidajat ativel§ an-
chor filamentumok, a lamina lucida és densa 6sszetevdi,
valamint a bazadlmembréan alatti anchor fibrillumok egyt-
tese alkotja (1). Hasonld struktara épiti fel a szajnyalka-
hartya, a szem, a gasztrointesztinalis és a respiratorikus
traktus, valamint a placenta bazalmembranjait (2, 3).

A bazdlmembrénban ultrastrukturdlisan elektronéteresz-
t6 lamina lucida (komponens: laminin 2, 5, 6, 10) és
elektrondenz lamina densa (komponens: V. tipusd kolla-
gén, nidogén, BM-40/SPARC, perlecan) kilénal el. A he-
midesmosdémak (komponensei pl. BP230 antigén, plecti-



nek) a bazalis keratinocytdk derma-
lis plazmamembranjadn mint kis me-
retd elektrondenz képletek tlinnek
fel, és befogadjak a bazélis keratin
filamentumokat (keratin 5 és keratin
14). A hemidesmosdmak bazalis fel-
szinér6l indulé fonalszerd ancho-
ring filamentumok (a6R4 integrin,
XVII. tipust kollagén (BP180 anti-
gén), a3Bl integrin. XIII. tipusd
kollagén, syndecan 1, 4) szelik &t a
lamina lucidat, kapcsolatot teremtve
a hemidesmoséméak és a lamina
densa kozott. A bazalmembran der-
malis felszinén egymassal kereszt-
kotésben lév6, a lamina densabol
kiindul6 anchor fibrillumok (VII. ti-
pusu kollagén, GDA-J/F3 antigén)
toltik ki a lamina densa és a papilla-
ris kotdszovet kozotti teret. Az an-
chor komplexum a hemidesmosémakat, anchor filamentu-
mokat és az anchor fibrillumokat foglalja magdba. Az an-
chor komplexum ultrastrukturalis egysége a human bérre
egyedilallé médon specifikus aggregatum. A kulénallé
molekuldk termelését, majd makromolekuldkka torténd
hierarchikus 6sszeépulését az epitheliélis és mesenchimé-
lis sejtek ill. a szintézist regulaié egyéb sejtekbél és az
extracellularis matrixbol szarmazd paracrin szignalok ira-
nyitjak (1-3).

Szamos genetikai és szerzett, autoimmun bé&rbetegség
célpontjai a dermo-epidermalis adhézids molekulak. llyen
a herediter epidermolysis bullosa csoport és a kiilonféle a
DEJZ komponensei ellen iranyul6 autoantitestekkel jelle-
mezhetd akviralt hélyagos bérbetegségek (pl. epidermoly-
sis bullosa aquisita, bullosus pemphigoid).

EB tipus

Epidermolysis bullosa csoport

A herediter epidermolysis bullosa (EB) betegségcsoportra
a ham fokozott sériilékenysége jellemz6: a bdron és a
nyalkahartydkon traumara vagy latszolag spontan fellépé
holyagképzddés zajlik, mely a dermo-epidermalis hatar-
zOnaban torténik.

Klasszikus klinikai felosztasa a holyagképzddés szintjét
is figyelembevev6é mddon tortént: epidermolysis bullosa
simplex (bazalis keratinocytdk), epidermolysis bullosa
junctionalis (lamina lucida), epidermolysis bullosa dystro-
phica (sublamina densa, anchor-rostok).

Az elmult évtizedben a genodermatosisok kutatasa vi-
lagszerte felgyorsult. A bevezetett Uj technikék segitségé-
vel a klinikailag, hisztologiailag és prognosztikailag is je-
lentésen kilénbdzé epidermolysis bullosa alcsoportok
hatterében sikerllt az érintett molekulak és betegség gé-
nek azonositasa (1. tablazat). A génmutacidok kimutatasa
és az etiologia pontosabb ismerete a kordbbi klasszikus
klinikai felosztas mellett Ujabb alcsoportok létrejottét
eredményezte (pl. hemidesmosomalis variansok). Emel-
lett nemzetkozi konszenzus konferencidk nem tartottak in-
dokoltnak a kdvetkez8 klinikai kategoridk tovabbi haszna-

EBS (,,epidermolyticus”)

EBJ (,,junctionalis”)

EBD (,,dermolyticus”)

EB altipus Erintett protein/gén rendszer

EBS-WC  Keratin5/14 (KRT5H4)

EBS-K Keratin5/14 (KRT5U4)

EBS-DM  Keratin5/14 KRT5114)

EBS-MD  Plectin ! (PLEC1)

EBJ-H Lamininé (LAMA3. LAMB3. LAMC2)

EBJ-nH LamininS (LAMA3. LAMB3.LAMC?2)
XVILI. tipust kollagén (COL17A1)

EBJ-PA a6R4 integrin (ITGA6. ITGB4)

EBDD VII. tipusu kollagén (COL7AL)

RDEB-HS VII. tipusu kollagén (COL7AL)
RDEB-nHs VII. tipusu kollagén (COL7AL)

1. tablazat

A herediter EB revideélt, a klinikai fenotipuson és a genotipuson alapuld

klasszifikacidja (gyakori variansok)

EBS epidermolysis bullosa simplex, WC Weber-Cockayne. K Kdébner, DM Dowling-Meara,
MD musculéris dystrophia, EBJ epidermolysis bullosa junctionalis, H Herlitz, nH nem Herlitz,
PA pylorus atresia. EBDD dominans epidermolysis bullosa dystrophica, RDEB recessziv
epidermolysis bullosa dystrophica, HS Hallopeau-Siemens, nHS nem Hallopeau Siemens

latat (4): EB lethalis, EB atrophicans, GABEB (generali-
zalt atrophias benignus epidermolysis bullosa), cicatrizald
JEB. DDEB albopapuloidea (Pasini varians), DDEB hy-
perplasticus (Cockayne-Touraine varians), Bart szindro-
ma, EBS Ogna varians, EBS Kallin szindroma, EBS Men-
des da Costa varians, valamint a gravis, mitis, progessziva
jelzbket.

Epidermolysis bullosa simplex

Az EB csoport leggyakoribb és egyben Kklinikailag
legenyhébb forméja az epidermolysis bullosa simplex
(EBS). Doéntd tobbségében autoszomalis dominans, igen
ritkdn autoszomalis recessziv orokl6désmenetl betegség.
EBS esetén a dermo-epidermalis szeparacio a bazalmem-
bran felett, a bazalis sejtrétegben van. Esetenként a kerati-
nocytakban degenerativ elvaltozasok, 6sszecsapzédott ke-
ratin rogok, un. keratin clumps jelenség figyelhet6 meg.
Rovid id6vel a sziletés utan, a mechanikai traumanak Ki-
tett teriileteken tobbnyire serosus hdlyagok keletkeznek,
melyek hamar megnyilnak, gyorsan hamosodd erosidkat
hagyva maguk utan. Hegképz6dés nincs, de miliumképzé-
dés eléfordulhat. A szajnyalkahartya, a haj, a kérmok és a
fogazat érintettsége — alcsoporttol fliggéen — ritkdbb. A
meleg évszakokban, a hyperhidrosis miatt gyakran romlik
a betegek allapota (,,nyari hdlyagosodas”), de az élet el6-
rehaladtaval a hélyagképzddés aktivitisa altalaban csok-
ken (5, 6).

Az EBS egyik specialis formaja, az EB herpetiformis
(Dowlin-Meara) (OMIM 131760) esetében holyagok a szi-
letés utan képzddnek a tbrzson, tenyéren, talpon. A térzs
gruppirozott, herpetiform hélyagjai pigmetaciot hatrahagy-
va gyogyulnak. A hdlyagképzédés a korral mérséklédik,
azonban tenyéri és talpi hyperkeratosis alakulhat ki (5).

Ultrastrukturalisan a bazalis hamsejtekben durva kera-
tin-tonofilamentum aggregaci6, clumps-képzddés detek-
talhat6. A keratin 5 és keratin 14 molekuldk mutéciéi a
nagyfoku evoldcids allandésadgot mutatdé szekvenciakat
érintik (pl. helix iniciaciés motivum) (8). Ezen szakaszok
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1. abra
Epidermolysis bullosa simplex

koros eltérései akadalyozzak a keratin fehérjék magasabb-
rendd, filamentaris struktirakba torténd szervezddését és
a keratin filamentumok 6sszecsapz6dasahoz vezetnek.

Az enyhébb fenotipusi lokalizalt, dént6en tenyéri-talpi
tinetekkel  jellemezhetd  (Weber-Cockayne) (OMIM
131800) (7. abra) és generalizalt (Kébner) EBS (OMIM
131900) formakban hdlyagok &ltalaban a mechanikai trau-
manak leginkabb kitett helyeken keletkeznek (lab, kéz, sa-
rok, térd, konyok) és sulyosabb kdvetkezmény nélkil gyo-
gyulnak. Mutaciokat ugyancsak a KRT5/14 génekben, eny-
hébb fenotipusban a tonofilamentum aggregéaciét okozé kri-
tikus région kival talltak (9, 10). A keratin-clumping nem
jellemzdje az ultrastrukturalis képnek. Az irodalom emlit
néhany az EBS fenotipusba illeszthetd és hisztoldgiailag ba-
zalis epidermolysist mutato, lethalis kimenetel( esetet is.

Hemidesmosomalis (pseudojunkcionalis) variansok

A bazélis keratinocytak hemidesmosomaiban elhelyezke-
d6 kohézios fehérjék (plectin 1, XVII. kollagén intracellu-
laris része, BP230 antigén) betegségei didaktikailag hemi-
desosomalis variansok néven kordbban kilén alcsoport-
ban voltak dsszefoglalhatéak. Ultrastrukturalisan a diag-
n6zis EBS, mivel a hemidesmosdmak dezorganizacioja és
kovetkezményes bazalis epidermolysis figyelhet meg.

A plectin 1 (PLEC1) gén mutaci6i allnak az epider-
molysis bullosa simplex muscularis dystrophiaval (EBS-
MD) tarsult fenotipusanak hatterében. Korabban a gén 16-
kuszat az epidermolysis bullosa simplex az ujjbegy suffu-
sidival és kéromdystrophiaval jellemzett Gn. Ogna varian-
saval is Osszefiiggésbe hoztak. Bar a betegek klinikai fe-
notipusa leginkabb az epidermolysis bullosa junctionalis
nem Herlitz (EBJ-nH) altipusanak megfeleld, az ultra-
strukturalis diagnozist kévet6 klinikai besorolas az EBS
egy ritka altipusaként tartja szamon (11).

Az anchor filamentumok kozé tartoz6 XVII. kollagén
fehérjét intracellularis, transzmembran és egy extracellula-
ris kollagénszerii részleteket tartalmazé domének harmasa
épiti fel. Az intracellularis részlet missense mutacioi EBS
kozeli fenotipust okozhatnak, ezzel szemben a lamina luci-
dat ativeld extracellularis rész mutacioi az EBJ-nH, lokali-
zalt tinetekkel jar6 egyes formaiért felel6sek (12-14).

2. &bra
Epidermolysis bullosa dystrophica dominans forma

A BP230 antigén génjének knock out allatmodelljei
EBS fenotipust mutattak, am a human gén mutacioit még
nem azonositottdk EBS betegekben.

Epidermolysis bullosa junctionalis

Gyakorta a sziiletéskor is észlelhetd, autoszomalis recessziv
oroklédésmenetd, ritka betegségek (OMIM 226700). A ho-
lyagképz6dés soran a bazdlmembran rétegei tavolodnak el
egymastdl. A generalizalt tiinetekkel jellemezhet6 fatélis ki-
meneteld, a laminin 5 molekula defektusara, ill. hidnyara
visszavezethetd epidermolysis bullosa junctionalis Herlitz
varians (EBJ-H) esetén a fej, az arc, a szaj koril, valamint a
nyomasnak kitett teriileteken nagy, haemorrhagias bennékd
bullék, vérz6, porkkel fedett erosiok jelentkeznek. Akrali-
san sok hdlyag keletkezik, és a fels6 gasztrointesztinalis és
genitourinalis traktus is érintett lehet.

A lokalizalt tinetekkel, lassi sebgydgyulassal, heges
alopeciaval tarsult non-Herlitz (EBJ-H) kdrformai esetén
(kordbbi GABEB) tdbbnyire a XVII. kollagén génjének
(COL17A1 gén) és ritkdbban a laminin 5 heterotrimer va-
lamelyik lancat kédold gén mutacidit talaljuk (LAMAS,
LAMB3, LAMC2 gén) (15, 17).

Pylorus atresiaval tarsult (EBJ-Pa) formak hatterében az
Ot6R4 integrin mutacioi &llnak (1TGA6UTGB4 gének) (16).

Epidermolysis bullosa dystrophica
Az epidermolysis bullosa dystrophica (EBD) a mechano-
bullosus genodermatosisok gyakori el6fordulast csoport-
ja, mely enyhe fenotipussal jaré autoszomalis dominans
(EBDD) és sulyosabb tiinetekkel jellemezhetd autoszoma-
lis recessziv mddon (RDEB) egyarant oroklédik. A ho-
lyagképz6dés dermolyticus, ezért a bértiinetek hegképzé-
déssel gyogyulnak. Valamennyi kdrforma hatterében az
anchor fibrillumok legfontosabb épit6kovének a VII. tipu-
st kollagén génjének (COL7AL gén) mutaciodi allnak (18).
Dominans formaiban (OMIM 131750) a trauma hatasa-
ra keletkez6 holyagok a predilekcids teriileteken, a me-
chanikai séruilésnek leginkabb kitett régidkban, a kényok,
kézfej, térd, labfej teruletén keletkeznek (2. abra). A he-
gekben nagy szamu milium taldlhat6. Az altalanos allapo-
tot nem befolyasolja, és a gyermekkori aktiv hélyagoso-
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3. &bra
Epidermolysis bullosa dystrophica recessziv
Hallopeau-Siemens forma

das az életkor el6rehaladtaval mérsékl6dik. A betegek ge-
notipusaban gyakran glicin szubsztiticiés mutéciokat ta-
lalunk (19).

Ritkabban taladlkozunk a recessziv formajaval, a dramai
fenotipusi Hallopeau-Siemens varianssal (RDEB-HS)
(OMIM 226600), melyet pseudosyndactylia és mutilacio
jellemez (3. &bra). Az anchorrostok mennyisége erésen
redukalt vagy teljesen hianyzik a bérb6l. A bértiineteket
szamos cutan és extracutan komplikacié kisérheti: spino-
cellularis carcinoma, secunder reaktiv amyloidosis (neph-
rosis syndroma), oesophagus strictura. Egyéb recessziv,
nem-Hallopeau-Siemens (RDEB-nHS) formaiban az ujjak
csonkolddasa és dsszendvése nem jon létre, és egyéb szo-
vOédmények is ritkabban fordulnak el6, am a betegek élet-
min6ségét ez a varians is nagymértékben rontja. A bete-
gek enyhébb tlneteit az anchorrostok mérsékelt redukcio-
ja magyarazza (20-25).

Molekuléris genetikai vizsgalatok jelent6sége

A hazai csecsemd- és gyermekbdrgyogyaszati epidemio-
I6giai adatokat figyelembe véve, kozel szézra tehet§ Ma-
gyarorszagon azon csaladok szama, melynek tagjai vala-
mely orokletes epidermolysis bullosa variansban szenved-
nek. Joggal merilt fel az igény az utébbi években ezen
mendeli moédon 6rokl6dd monogénes betegségek hatteré-
ben azonositott betegség gének hazai molekularis vizsga-
latara. Az eredmények bizonyos esetekben a klinikailag
sejthetd diagndzis egzakt felallitasahoz is hozzasegitenek,
ezért a prognodzis megitélésében a klinikus segitségére le-
hetnek, modot adhatnak a DNS alapu prenatalis diagnozis
révén a prevenciora, és alapul szolgalhatnak a napjaink-
ban egyre elérhet6bb kozelségbe jutdé szomatikus géntera-
piahoz is.

A genodermatosisok altal érintett csaladok, ill. betegek
DNS és szovetmintainak, vizsgalati eredményeinek dssze-
gy(jtése, regiszterbe rendezése a részletes genetikai vizs-
galatok alapfeltétele. A rendelkezésre all6 nagy szamu
adat epidemiologiai kovetkeztetések levonasara alkalmas,
és a vilag mas régidinak eredményeivel valé dsszehason-
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litdsra ad lehet6séget. A genodermatosisokban szenved6
betegek klasszifikaciojahoz a részletes klinikai vizsgala-
ton és a fenotipus pontos rogzitésén kiviil a pedigré anali-
zise, részletes csaladi anamnézis, valamint b&rbiopszias
mintavétel a fénymikroszkdpos hisztologiai, az immunflu-
oreszcens antigén mapping és az elektronmikroszkdépos
elemzések céljabol sziikséges. A vizsgalatok egydttes ér-
tékelése teszi lehetévé a pontos klinikai besorolast. Az
oroklédésmenet és a bérpatoldgiai elemzések jelzik, hogy
melyik fehérje hianyzik vagy kéarosodott. Mindezen ered-
mények egyuttes értékelése alapjan keriilhet sor csupan a
karosodott molekula génjének részletes vizsgalatara.

Anyag és modszer

Klinikai adatok, a kutatas etikai vonatkozasai

A kozleményben szerepl6 betegek elsésorban a Semmelweis Egye-
tem Bo&r- és Nemikortani Klinikajanak, a Heim Pal Gyermekkoérhaz
B&rgyogyaszati osztalyanak, valamint az intézetiinkben m(ikédé
Epidermolysis Bullosa Centrumnak a gondozasa alatt allnak. Mun-
kacsoportunk rendelkezik a Tudoményos Kutatasetikai Bizottsag en-
gedélyeivel, melyek mintavételekhez, ezek feldolgozasahoz, az
eredmények kozléséhez, genetikai tandcsadashoz és prenatélis diag-
nozis felallitasdhoz sziikségesek.

Kontrollok

Munkank sordn minden ismétl6dé és Uj mutacié esetében 50 egész-
séges, bortiinetekkel nem rendelkez6, negativ csaladi anamnézisii
személyt6l szarmazé 100 normal alléit vizsgaltunk, mint kontrollt.
Kizartuk annak lehet6ségét, hogy az altalunk talalt genetikai defek-
tus az adott gén fenotipusbeli valtozast nem okoz6 neutralis poli-
morfizmusa lenne. Ismétl6d6 mutéacié esetén meghataroztunk annak
a normal populéciéban kimutathat6 el6fordulasi gyakorisagat.

Csaladfa és érokl6désmenet vizsgalat
A genodermatosisok vizsgalatanak els6 lépése a részletes csaladi
anamnézisen alapulé pedigré analizis. Az &ltalunk vizsgalt betegség
gén csoport az autoszomakon 6roklédik. Autoszomalis dominéns
oroklédésmenetli formak esetében az érintett csaladtagokat repre-
zental6 csaladfan a betegség szegregécidja vertikalis. Recessziv kor-
formakban az indexszemély sziilei klinikailag egészségesek, és a
csaladfan az esetek halmozddasa horizontalis elrendezésd.

A pedigré analizise 6nmagaban nem elegend6 az 6rokl6désmenet
tisztdzasahoz (a mutéciégenezis de novo, ill. az atorokitésnek a szi-
16k gonadalis mozaicizmusan alapulé formai).

Klasszifikacio

Az EB betegek klinikai klasszifik&lasa az alabbi ajanlas figyelembe-
vételével tortént: 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.

Hisztopatolégia és immunfluoreszcens antigén mapping
Szodvettani mintavétel lokalis anaesteziat kdvet§ atraumatikus, az
ép-koros részlet hatarar6l torténd sebészi kimetszéssel, ritkabban
punch-biopszias mintavételi eszkdzzel tortént.
Az antigén mapping, a bazdlmembran proteinek expresszi6janak im-
munhisztokémiai médszerekkel térténé meghatarozasa és a hélyag-
alaphoz, ill. hdélyagfedélhez viszonyitott fest6désiik vizsgalatara
szolgal6 modszer. Egyszer(i, gyors vizsgalat a holyagképz6dés
szintjének megéllapitasara. Friss holyag esetében, az ép és koros
bértertilet hatarar6l vett bérbiopszias mintat szadmos bazalmembran
komponens ellen iranyul6 antitesttel egyesével, kontroll b6érminta
jelenlétében festjiik, és a holyagfedélhez vagy a hélyagalaphoz valé
viszonyuk, mintazatuk alapjan kovetkeztetiink a lysis szintjére.

A 6 pm vastagsagl cryostattal metszett bérbiopszias mintékat in-
direkt immunfluoreszcens vizsgalatnak vetjik ala. A kovetkez6 mo-



noklonalis antitesteket hasznaltuk: 161-6 és fliziés protein NC2-7
(anti-kollagén VII), mAb-IDI (anti-BPAG2), BM-2 (anti-laminin
5a3), 6F12 (anti-laminin 583), GB3 (anti-laminin 5R3 és 72) és
GoH3 (anti-integrin c<6), anti-cytokeratin 14. Tovabba egyéb auto-
immun betegségben szenved6 betegek poliklondlis 1gG frakcidba
tartoz6 antitesteit tartalmaz6 savokat (epidermolysis bullosa acqui-
sita — anti VII. tipusy kollagén, Good-Pasture szindréma - anti IV.
tipust kollagén, bullosus pemphigoid - anti BP180). Masodik anti-
testként FITC-el konjugalt kecske anti-egér (Jackson, USA) és nydl
anti-human (DAKO, Danemark) 1gG-t hasznaltunk.

Ultrastrukturalis elemzés

A bérbiopszias mintak elektronmikroszképos vizsgalatdhoz 4% para-
formaldehid és 1% glutaraldehid tartalmd fixalast alkalmaztunk,
majd Poly/Bed 812 Embedding Media (Polysciences, Inc.) - gyanté-
ba 4gyaztuk. A mintak analizise Philips CT 10 mikroszképpal tortént.

DNS-izolalas

Genomialis DNS szeparalasa EDTA-val alvadasgatolt periférias vér-
b6l tortént. A periférias vér lymphocytaibol részben moédositott Mil-
ler médszere szerint ,,salting out” technikéval (26), részben standard
kit technolégiaval (SIGMA Gen™ Mammalian Genomic DNA Mi-
niprep Kit) nyertiink DNS-t, melyet génbankunkban —80 °C-on taro-
lunk.

PCR amplifikacio

Az adott gének DNS-szekvenciajanak és exon-intron szerkezetének
ismeretében a PCR amplifikaciéhoz olyan oligonukleotid printere-
ket hasznaltunk, amelyek az exonokat 6vez6 intronikus szekven-
cidkkal komplementerek voltak. igy a PCR reakciok termékei mind
az egyes exonokat, mind az mRNS érése soran az exonok helyes ki-
vagodasat biztositd junkcié (donor és acceptor splice site) szekven-
cidkat tartalmaztak. PCR termékeink nagységa altalaban 190-600 bp
kozé esett. Az altalunk hasznalt primerek nagyobbrészt az irodalom-
bol ismertté valt Gn. konszenzus primerek voltak, kisebb részt sajat
tervezés( oligonukleotidok. A standard amplifikécios feltételek mel-
lett az 54-64 °C anneléciés h6mérsékletet alkalmaztunk a Perkin-El-
mer 9600, valamint TouchGene (Techne Cambridge Ltd. UK) ther-
mo cyclerekkel. A standard amplifikaci6s reakci6é ossztérfogata 50
pl volt. Az 5 pl térfogatl aliquotokat 2% agaréz gél-elektroforézis
soran ethydium bromide-dal tettiik lathatova.

Heteroduplex analizis, konforméaciészenzitiv gél-elektroforézis

A vad tipust szekvenciatdl eltér§ exonok kimutatasara és kivaloga-
tasara sz(ir6 moédszerként a mismatch hibridizacié elvén alapulé he-
teroduplex analizist végeztiink (27). Ha a vizsgaland6, mutaciot hor-
doz6 PCR terméket egy vad tipusi standard aplifikitummal kever-
juk 0Ossze, majd az elegylket denaturaljuk,

egyszali DNS lancok halmazat kapjuk. Ha a

kovetkez6 lépésben a mintdkat lehtjik, az

egyszali DNS lancok ismét dsszekapcsoldd-

nak, renaturalédnak. Ez utdn azonban mar

nem csak a kiindulaskor jelenlévé mutans és

vad tipust exon amplifikatumok homoduple-

xei vannak jelen, hanem kétféle, egymasnak

komplementer vad és mutans szekvencia
Osszekapcsol6dasabol  létrejott heteroduple-

xek is. A heteroduplexek megjelenése utal a

vad tipust szekvenciatoél eltéré nukleotid sor-

rendre vagy szamra. A heteroduplexek kimu-

tatasa (shift) nagy felbontast, denaturalészert

tartalmazé 8%-os polyacrilamid gélen torténé

elvélasztason alapul.

Automata szekvencia analizis

A heteroduplex analizis soréan shift pozitivnak
bizonyult PCR mintédkat direkt automata
szekvencia-analizisnek vetettik ald (ABI
Prism 310 automated sequencing system -
Applied Biosystem). Eredményeink értékelé-
se soran a nukleotidok és codonok szamoza-
sat minden esetben az adott gén kédolé szek-
venciajanak kezdetét6l inditottuk (1. metionin

aminosav, ill. A az ATG=1), a GenBank adott Homo sapiens mRNA
szekvenciaadatainak megfelel6en (keratin 14 - hivatkozasi szam:
NM 000526; laminin 5 beta lanc - hivatkozasi szdm: L25541; kolla-
gén VII. - hivatkozasi szam: L02870.)

Mutéciéverifikalas restrikcids endonukleazok segitségével
A vizsgalt betegek csaladtagjainak sz(ir6vizsgalatara, a mutans allé-

emésztettiink restrikciés endonukledzok segitségével. Az emésztés
termékeit 2-4% agar6z gél-elektroforézissel vagy 6-12%-os polya-
crylamid gél-elektroforézissel, ethydium bromide vagy SYBR Gre-
en | festéssel tettik lathatova.

Eredmények

Epidemioldgiai megfigyelések

A herediter epidermolysis bullosa valamennyi kontinens-
ben és rasszban el6fordul. Incidencidja Eurdpaban és
Eszak-Amerikaban 1:50 000-100 000 kériili, mely az EB
0sszgyakorisagat tukrozi, természetesen altipusonként és
egyes populacionként ettdl eltérés észlelhet6 (2).

Az 1995-ben alapitott Orszagos Epidermolysis Bullosa
Centrum, mely DEBRA (Dystrophic Epidermolysis Bul-
losa Research Association) Hungary néven a DEBRA Eu-
rope-ba integralodott, 59 epidermolysis bullosa betegség
altal érintett csaladot és 112 beteget gondoz, igy megalla-
pithatd, hogy hazankban a nemzetkozi tapasztalatokkal
ko6zel azonos aranyban fordul el6 e ritka b6rbetegség (28).

A betegek kozel 51% simplex tipusu eltéréssel rendel-
kezik, juncitonalis EB altal érintett beteget ritkan diag-
nosztizalunk (3%). A dominans EBD gyakorisaga 33%,
recessziv, nem-Hallopeau-Siemens tipusi EBD betegek
6%-0s, valamint a sulyos, mutilaciéval jaré Halloeau-Sie-
mens szindrémas betegek 7%-0s aranyban fordulnak eld
az EB altipusai kozott (4. abra).

Epidermolysis bullosa simplex

Harom, az EBS klinikai és ultrastrukturalis kritériumait
teljesit6 beteg esetében, 0j, dominans 6rokl6désmenet(
missense mutaciot azonositottunk a keratin 14 gén

O EBDD
CORDEB-nHS
O RDEB-HS
0O EBJ-nH
OEBJ-H

m EBS-WC

m EBS-K

O EBS-DM

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

4. abra

Az epidermolysis bullosa altipusainak megoszlasa hazankban
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(KRT14) 1. exondban (N123K. R125G és V133L). Az al-
talunk els6ként feltart 0j pont mutaciok kozil kett§, me-
lyek DM-EBS fenotipust eredményeznek, az N123K és
R125G a helix iniciaciés motivumban talalhat6, mig a
V133L WC-EBS fenotipust okozva ezen kritikus région
kivul detektaltunk (28).

A KRT14 125. codona hordozza a DM-EBS fenotipus-
sal jar6 mutaciok tobb mint 50%-at (30-31). Tdbbségik
arginin—»cystein cserét eredményez6 hotspot, de két
egyéb rekurraldo mutécio is ismert ebben a pozicidban: ar-
ginin—y»histidin és arginin—»serin szubsztiticié. Egy EBS-
DM diagn6zist betegiink esetében a 125. codonban azo-
nositott j arginin—»glicin szubsztitlciot els6ként ismer-
tettik.

Az EBS csaladfak genetikai analizise azt mutatja, hogy
gyakran allnak de novo mutéciok e bdérbetegség hatteré-
ben. Vizsgalataink soran tébb alkalommal észleltik a
klasszikus autoszomélis dominans 6rokl6désmenet mellett
egyes esetekben azt, hogy csupéan az index személy érin-
tett az adott csaladban, ami de novo mutaciora, ill. a szi-
16k gonadalis mozaicizmusara is utalhat.

Els6ként vizsgaltuk és kdzoltlink adatokat kézép-kelet-
eurépai EBS betegek KRT14 mutacidirél. Eredményeink
Ujabb informécioul szolgélnak az EBS genotipus-fenoti-

Epidermolysis bullosa junctionalis

Sikeres DNS-alapu prenatalis diagnozist végeztiink EBJ-
Herlitz lethalis varidnsban. A mater elsd terhességébdl
szuletett filgyermek EBJ-Herlitz lethalis genodermatosis
kovetkeztében Ujszllottkoraban hunyt el. A gyermek nem
vérrokon, klinikailag tlinetmentes szul6kt6l szarmazo, a
csalad egyediili érintett tagja volt. A csaladban egyéb bér-
betegség nem fordult el6.

Az immunfluoreszcens antigén mapping vizsgéalat a
hélyagképzddés junctionalis jellegére utalt: a holyagala-
pon intenziv VII. tipust kollagén fest6dés mellett a ho-
lyagalaprél és a holyagfedélr6l teljességben eltlint a la-
minin 5 lancaira a fest6dés, és a hodlyagfedélen igen
gyengén jelzett BPAG180 és a6l34 integrin festédést ta-
laltunk.

Vérvétel DNS-vizsgalat céljabdl a probandustol és a
klinikailag tinetmentes szul6kt6l tortént. A beteg gyer-
meknél még életében kimutatott mutécié a heterotrimer
kohéziés molekula a laminin 5 béta l&ncdnak a LAMB3
génnek (GenBank No. L25541) recessziven megnyilvanu-
16 R635X, hot spot mutécidja volt. Az R635X mutaciot a
probandus és a tlinetmentes mater heterozigbta mddon
hordozta. A pater az adott muticidra nézve negativ volt.
Az elhaldlozott gyermek az adott kérképre jellemzé re-
cessziv 0Oroklédésmenetet figyelembevéve, kevert, (n.
compound heterozig6ta médon két, egymastél eltér§ mu-
tacié hordozoja lehetett, melyek kdzil az anyai alléi mu-
tacidja valt ismertté, az apai alléi eltérése a gén teljes ter-
jedelmének szisztematikus vizsgalata sordn (PCR amplifi-
kécid, heteroduplex analizis, szekvendlas, RFLP) nem
volt azonosithato.

A sziil6k kérésére a kdvetkezd tervezett terhességben a
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DNS alapu prenatalis diagnosztika alapja az R635X muté-
ci6 kimutatasa mellett nagyszamdu intragenikus polimor-
fizmus és extragenikus microsatellita markerek szegregai-
cOjanak vizsgéalata volt. A mater méasodik terhességébdl
szarmazoO chorionboholynak a magzattal identikus DNS-
ének vizsgalata sordn a LAMB3 gén R635X mutacidja
nem volt kimutathaté. Az &tdrokités mechanizmuséban
ritka, maternalis germline mozaicizmus volt megfigyelhe-
t6. Az egészséges filgyermek a zavartalan terhességbdél
szabalyos terminusra jott vilagra.

Epidermolysis bullosa dystrophica

A COL7A1 gén mutacidi az EBD altipusban mutatha-
téak ki. Enyhe fenotipussal jar6 dominans orokl6dés-
menet(i formakat altaldban glicin szubtiticids mutacidk
okoznak. A hibas alléi termékei dominans negativ ef-
fektus révén megzavarjak az ép alléi termékének funk-
cigjat is. A kollagén VII. molekulék, bar kéros morfo-
l6giaval, de kifejez6dnek a keratinocytdkban. Ezzel
0sszhangban, az EBD dominans betegek b&rének im-
munflureszcens antigén mapping vizsgalata soran a
protein linedris megoszlasban detektalhatd, a bazal-
membran alatt. Stlyos fenotipussal jarnak a recessziv
orokl6désmenetl formak, kiemelten a synechyat és mu-
tilaciét okozé Hallopeau-Siemens szindroma. Az anti-
gén mapping vizsgalattal altalaban nem talalunk VII.
kollagént a fels6 dermisben. A protein hianyat a bete-
gek genotipusaban a mindkét szil6i allélen elhelyezke-
d6, korai terminaciot eredményez6 PTC mutaciok,
vagy frame shift révén PTC-t general6 egyéb splice-si-
te mutaciok magyarazzak (18).

A COL7A1 gén mutécioi halmozottan észlelhet6k a 73.
exonban. E Kitlintetett régiot néhany rekurralé glinin
szubsztiticios mutécio érinti, melyek els6sorban a 2008.,
2034., és 2043. aminosavat érintik. Ezen dominénsan
oroklédé glicin szubsztitlciés mutaciok azonosithatok a
leggyakrabban a dominans EBD hatterében (19).

A recessziv DEB betegek genotipusaban csupéan kis sz4-
m0 rekurrdlé mutacid valt ismertté napjainkig, melyek bi-
zonyos foldrajzi megoszlast mutatnak: Olaszorszagban
(497insA, 8441-14de121), Nagy-Britannidban (R2814X,
R578X, 7786delG), Mexikoban (2470insG) és Japanban
(5818delC, E2857X, 6573+ 1G-»C) (20-25).

Tanulmanyunkban 43, kulonféle EBD fenotipusd. a
DEBRA Hungary és DEBRA Germany 4ltal gondozott és
nyilvantartott beteget vizsgéltunk Uj vagy rekurralé mu-
taciok igazolasa céljabol (32-33). A kdzép-eurdpai régio-
ban az érintett alléion PTC-t general6 425A—»G, K142R
splice site mutécié el6fordulasat kiemelked6en magas
gyakorisagunak talaltuk (33). A korabban mar ismert
425A—»G tanziciét a COL7A1 gén 3. exondnak —2 donor
splice site-jAn 10 EBD Aéltal érintett csaladban (23%),
Osszességeben 11 allélon azonositottuk (kilenc proband
heterozigéta és egy homozig6ta médon hordozta a muta-
ciot) (5. abra). A 425A—»G mutacié alléi el6fordulasi
gyakorisaga 12,8% volt az altalunk vizsgalt betegcso-
portban, és ez azt sugallta, hogy a kdzép-eurdpai EBD



425A—>G normal szekvencia

a: Recessziv epidermolysis bullosa dystrophica (Hallopeau-Siemens varians) fe-
notipust beteg csaladfaja. A nyil az index személyére mutat: b: Heteroduplex
analizis. Heteroduplex megjelenése az index személy mintajaban (11/1, COLJAI,
3. exon); c: Heteroduplex analizis. Heteroduplex megjelenése az index személy
mintajaban (11/1, COLJAI, 13. exon); d: A COLJAI gén 3. exonjanak szekven-
cia analizise. A 3. exon rekurrdlé 425A—>G, K142R splice site heterozigéta mu-
taciéja az index személy mintajaban; e: A COLJAI gén 13. exonjanak szekven-
cia analizise. A 13. exon 1732C—>T, R578X heterozigéta PTC mutécidja az in-

dex személy mintajaban.

5. abra

A COL7A1 gén mutacidanalizisének eredményei

azonositottuk. A 425A—>G, K142R mutacionak 50 egész-
séges kontroll személy 100 allélének vizsgalata soran azt
1%-0s gyakorisadgunak taldltuk, mivel egy egészséges
kontroll személy tlinetmentes heterozigéta carriemek bi-
zonyult.

Megbeszélés

Hazéankban egyediilallo és egyben hianyp6tldé médon egy
centrumban elérhetévé valt szamos genodermat6zis mole-
kularis genetikai vizsgalata. Mindez a betegek bizalmanak
novekedéséhez, a klinikai vizsgalatok pontosabba valasa-
hoz, Uj diagnosztikai lehet6ségek eléréséhez (genotipus-
fenotipus korrelaci6 ismeretében pontosabb prognézis ad-
hat0), Uj prevenciés eszkdzokhdz (DNS alapu prenatalis
vagy preimplantacios diagnosztika), és a kés6bbiekben (j
szomatikus génterdpias beavatkozasok megteremtéséhez
vezethet.

Munkank célja az epidermolysis bullosa csoport klini-
kai és genetikai hatterének vizsgalata, mutacidanalizis,
DNS alapu prenatélis diagnosztika bevezetése volt. Ha-
zankban els6ként végeztiink molekularis genetikai vizs-

201

galatokat a herediter epidermolysis
bullosa csoport két altipusaban: az
epidermolysis bullosa simplex legsu-
lyosabb forméjaban, a Dowling-Meara
variansban és a lokalizalt tunetekkel
rendelkez6 Weber-Cockayne varians-
ban a keratin 5 és 14 génjeinek, a
KRT5, és KRT14-nek a korébbiakban
nem publikalt genetikai eltéréseit azo-
nositottuk.

Megvaldsitottuk az els6 Magyaror-
szagon Kivitelezett, sikeres, DNS-ala-
pu prenatélis genetikai vizsgalatot egy
az EBJ lethalis (Herlitz) varians kovet-
keztében els6 gyermekét elveszitett
csaléd esetében.

Tanulmanyunk Gj génanalitikai ada-
tokat kozolt a kozép-eurdpai EBD be-
tegekrél. Az epidermolysis bullosa
dystrophica betegség génje, a VIL kol-
lagén gén (COLJAI), egyike a leg-
hosszabb human géneknek. Napjainkig
tobb mint 200 mutacidja valt ismertté,
melyek legtdbbje individudlis, csalad-
specifikus. Rekurralé mutacidira kevés
adat van. Munkank soréan siker(lt egy
a kozép-eurodpai régidban nagy gyako-
risdggal el6fordulé mutécidt azonosita-
nunk. A 425A—>G, K142R mutacio
kiemelked6en magas el6fordulési gya-
korisagaval ezen etnikai populacio jel-
li. Tekintettel a vizsgalt gén nagysaga-
ra, megfigyelésiink Ko6zép-Eurdpaban
a kés6bbiekben a COL7A1l gén muta-
ci6 szlrésének stratégiai valtozashoz
vezethet.
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