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Roviditések jegyzéke
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C7 = Vll-es tipusu kollagén

Cl6orf57 = 16-0s kromoszdma nyitott leolvasasi keret 57 gén
CARD14 = a kaszpaz felvétel domént tartalmazo fehérje 14 gén
COL7A1 = kollagén 7-es tipus al gén

CPN = Clericuzio tipusu poikiloderma

CTSC = cathepsin C gén

CYLD = cylindromatodzis gén

DEJ = dermo-epidermalis junkcidban
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F12 = koagulacios faktor 12

FC = familiaris cylindromatdzis
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G1P3 = interferon a indukalt fehérje 6 gén

GPNMB = glycoprotein NMB gén

HAE = herediter angioneurotikus 6déma

HDAC1 = hiszton deacetilaz 1

HMS = Haim-Munk szindréma

IL31RA = interleukin 31 receptor A gén

MFT1 = 1-es tipusu multiplex familiaris trichoepitheliomatdzis
NBR1 = BRCA génnel hataros 1 gén

NF-kB = nuklearis faktor kB

OBP2A = illatanyag kot6 fehérjét kodold 2A gén

OCA = okulokutan albinizmus

OCA2 = okulokutdn albinizmus 2 gén

OO0DD = odonto-onycho-dermalis diszplazia

OSMR = oncostatin M receptor gén

PBS = foszfat pufferes séoldat
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PGD = preimplantacids genetikai diagnosztika

PLS = Papillon-Lefevre szindroma
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PRP = pityriasis rubra pilaris

Q-RT-PCR = valds idejd, kvantitativ, reverz transkriptaz PCR
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SLC45A2 = membranhoz kotott transzportfehérje gén
SMAD4 = SMA és MAD kapcsolt fehérje 4

SSPS = Schépf-Schulz-Passarge szindroma

STAT3 = transzkripcio 3 szigndl transzducer és aktivator gén
TAFOCS = kutan teleangiectdsiaval tarsuld familidris oropharyngedlis daganat szindréma
TP53 =tumor fehérje p53 gén
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1. Bevezetés, el6zmények

1.1. A ritka, monogénes bérbetegségek altalanos jellemzdi

Az orokletes bérbetegségek (genodermatozisok) tobbsége monogénes megbetegedés, azaz a
klasszikus Mendeli szabalyok szerint 6rokl6d6é koérkép. Ezen betegségek az dn. ritka
betegségekhez tartoznak, amelyek el6forduldsi gyakorisdga 1/2000 f& vagy kevesebb.'
Jelenlegiismeretek szerint a human monogénes betegségek szamat mintegy 10000-re becslik,
a WHO adatai alapjan a monogénes betegségek globalis prevalencidja sziletéskor

megkozelitéleg 10/1000 f6.12

Monogénes betegségek csoportjdn beldl az ismert ritka, b&rgydgyaszati monogénes
betegségek szama 1991-ben 90, 2007-ben 580 volt, az azéta eltelt id6ben a lezajlott
technoldgiai fejlédéseknek koszonhetden ez a szam tovabb novekedett.? Mindezek alapjan
arra a kdvetkeztetésre juthatunk, hogy az ismert ritka, b6rgydgyaszati monogénes betegségek
univerzuma egyre béviil.%® Valéban igy van ez? A kdvetkez8kben genodermatdzisok vizsgélata

kapcsan kapott eredmények révén tajékozodhatunk a genodermatdzisok univerzumaban.

A genodermatdzisok kisebb hanyadaban a paciensek csak a bdérre lokalizalt tineteket
mutatnak. Ezekben a betegségekben, mds szervi vagy szoveti érintettség nem alakul ki, ilyen
genodermatdzis példaul a Brooke-Spiegler szindroma, melyben a bér jéindulaty fuggelék-
tumorai dominaljdk a klinikai képet. A betegség hatterében alldé cylindromatdzis gén ugyan
szamos szervben és szovetben kifejezédik, a bértlinetek mellett azonban semmilyen mas szerv
vagy szovet érintettsége nem alakul ki.2 A genodermatdzisok tobbségében a paciensek
heterogén klinikai tlineteket mutatnak és esetikben a b&ér mellett mds szervek,
szervrendszerek, illetve szovetek érintettsége is kialakul. Ez utdbbiakra példa az oculokutdn

albinizmus, melyben a bértiinetek mellett szemészeti eltérések is kialakulnak, vagy a Papillon-
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Lefevre szindroma, melyben a bdértinetek kialakuldsat megel6z6en jellegzetes fogaszati
eltérések jelennek meg vagy az odonto-onycho-dermalis diszplazia, melyben szintén fogaszati
eltérések taldlhatéak a bértinetek mellett.1?? Vizsgélataink sordn izoldlt, illetve tobb szervi
érintettséggel tarsuld genodermatdzisok hatterében is tartunk fel genotipus-fenotipus

osszefliggéseket, végeztiink funkciondlis vizsgalatokat és terapias fejlesztéseket. 12

A genodermatdzisok a gyakori bérbetegségekhez képest kevés pdcienst érintenek, és
meglehet&sen heterogének, azonban az értekezésben bemutatott vizsgalatok és eredmények
révén igazoljuk, hogy a genodermatdzisok diagnosztikdja, kutatdsa és az érintett paciensek

szamara végzett genetikai tanacsadas végzése rendkivili jelent&séggel bir.

A genodermatdzisok esetében funkciondlis vizsgdlatokhoz, az érintett paciensek
belegyezésével és érintet pdaciensektdl relativ kdonny( mintat venni. Az értekezésben
bemutatott paciensek esetében is szdmos esetben tdrtént punch biopszia, majd a molekularis
bioldgiai vizsgalatok széles skaldjat végeztik el, melyek nagymértékben hozzajarultak a vizsgalt

betegség kialakuldsi mechanizmusanak feltérképezéséhez, illetve jobb megismeréséhez.

Szamos genodermatodzis esetében all rendelkezésre allatmodell a vizsgalatok elvégzéséhez, ami
szintén nagy segitséget jelent az dltaldanos bioldgiai mechanizmusok tanulmanyozasaban, illetve

kovetkeztetések levondsaban human biolégiai mechanizmusokra vonatkozdan.

A genodermatdzisok esetében a sejt- és génterdpids kisérletek is viszonylag konnyen
kivitelezhet8ek. Az értekezésben a késdbbiekben részletesen bemutatasra kerilnek recessziv
disztofias epidermolizis bullozdban szenvedd paciensek esetében végzett sejtterapids
vizsgalataink, melyek hatékonyan allitottdak helyre a beteg fenotipust. A sejtterapia

hatékonysaganak hatterében 3allé6 mechanizmus feltdrdsa kapcsan végzett munkankbdl,
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melynek célja a sejtterapia gydgyszeres kezelésre valtasa volt, pedig nemzetkozi szabdalom is

szlletett.

A ritka monogénes bérbetegségek kozil szamos korkép igen sulyos, akar az érintett paciensek
varhato élettartamat is csokkentheti, illetve vannak kevésbé sulyosak, amelyek kdzott azonban
szamos igen stigmatizald tinetekkel jar az érintettek szamara, ezért a preimplantacios genetikai
diagnosztika (PGD), illetve a terhesség soran végzett anyai és magzati genetikai vizsgalatoknak
végzésének igen nagy jelent6sége lehet. Ezekre a genetikai vizsgdlatokra azonban csak a
hattérben allé koroki eltérés ismeretében kertlhet sor. Vizsgdlatink jelentds mértékben

hozzajarultak egészséges utddok szlletéséhez az érintett csaladokban.

A fentiek nagyon jol tikrozik, hogy miért fontos mind diagnosztikai, mind kutatdsi
szempontokbdl is a genodermatodzisok behatd tanulmanyozasa. Dolgozatomban, a cimben is
jeldlt bontdsban — genotipus-fenotipus 0Osszefliggések feltarasa, funkcionalis vizsgalatok,
valamint terdpids fejlesztések — mutatom be a témaban kapott eredményeket. A

kovetkez6kben, a vizsgalt betegségek kerllnek részletesen bemutatasra.

1.2. A vizsgalt ritka monogénes bdrbetegségek bemutatdsa

1.2.1. Teleangiectasidval tarsuld familidris oropharyngealis daganat szindroma

A kutdn teleangiectdsidval tarsulé familidris oropharyngedlis daganat szindroma (TAFOCS,
OMIM 614564), egy autoszémalis dominans orokl6dés menetet mutatd ritka betegség,
jellegzetes klinikai tlnetei a bdéron kialakuld teleangiectasia, a haj, fog és korom
rendellenességek és a malignus daganat kialakuldsdnak fokozott kockdzata, mely
leggyakrabban az oropharynx terlletére lokalizalt.® Ez a familidris daganatszindromak

csoportjdba tartozd ritka betegség mindeddig nem volt ismert, munkacsoportunk irta le

10
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elséként. A klinikai tinetek részletes dokumentalasa mellett a betegség hatterében allé koroki

gén azonositasa, kéroki mutdcié azonositasat is munkacsoportunk végezte el el6szor.

1.2.2. Clericuzio tipusu poikiloderma

A neutropenidval tarsuld Clericuzio tipusu poikiloderma (CPN, OMIM 604173), a congenitdlis
poikiloderma szindrémdak csoportjaba tartozo, autoszémadlis recessziv 6rokl6dés menetet
mutatd betegség.’® A CPN leggyakoribb klinikai tiinetei a poikiloderma tridsza mellett — a b&r
atrophidja, hipo- és hiperpigmentdcioja és teleangiectasidja — a palmoplantaris keratoderma, a
korom rendellenesség, a rekurrens infekcidk és a neutropénia.’® A CPN-ben érintett kiterjedt
csaladok klinikai tlneteinek részletes leirdsa szerepel az irodalomban, azonban a CPN
kialakuldsanak genetikai hattere mindeddig nem volt ismert.19 A betegség hatterében 3ll6
koroki gén azonositdsat ugyanabban az évben (2010), két egymastdl fliggetlen munkacsoport

végezte el el8szdr, munkacsoportunk volt az egyik és egy olasz munkacsoport a masik.112

1.2.3. Recessziv disztréfids epidermolizis bulloza

A recessziv disztréfids epidermolizis bulloza (RDEB, OMIM 226600) a mechano-bullosus, azaz
mechanikai traumat kovetden vagy latszolag spontdn a bdéron és/vagy a nydlkahartyan
holyagképz&déssel jard, genodermatdzisok csoportjdba tartozd betegség.'* Az RDEB
autdszomalis recessziv 6rokl6dés menetet mutat és hatterében a kollagén 7-es tipus al gén
(COL7A1) mutécidit azonositottdk.> A COL7A1 a dermo-epidermadlis junkciéban (DEJ)

elhelyezkedd Vll-es tipusu kollagént (C7) kddolja. B3

1.2.4. Herediter angioneurotikus 6déma lll-as tipusa

A herediter angioneurotikus 6déma (HAE) egy autoszomalis dominans o6roklédés menetet

mutatd betegségcsoport, melynek jellegzetessége a kutdan és a szubkutdn szovetek

11
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rohamokban jelentkezé duzzanata, mely ha a garat vagy gége képleteit érinti, akkor a légutak
elzarddasa révén akar fatélis kimenetel(i is lehet.* A HAE klasszikus I-es és ll-es tipusai (HAEI és
HAEIl, OMIM 106100), melyek a C1 inhibitort kdédolé gén (SERPING1) mutacidinak a
kovetkeztében alakulnak ki és C1 inhibitor deficienciaval jarnak, jol ismertek. A HAEI és HAEII
férfiakat és néket egyarant érint.'* A HAE lll-as tipusa (HAEII, OMIM 610618), melyben a
visszatéréen jelentkezd angioneurotikus 6déma csak néket érint és a rohamok kialakuldsa
magas Osztrogén szinttel jaré allapotokhoz tarsul, azonban kevésbé ismert.™ A HAEII

kialakuldsaért a koaguldcids faktor 12 (F12) gén mutdcioi a felel8sek.®1’

1.2.5. Lokalizalt kutan amyloidosis

A familiaris lokalizalt kutdan amyloidosis (FPLCA) az extracelluldris térben lerakddott, kéros
‘folding’ miatt inszolubilisd  valt fibrillumok kovetkeztében kialakuld heterogén
betegségcsoport, mely a bdr viszketésével és lichenifikacidjaval jar. Az FPLCA 1-es és 2-es
klinikai tipusai (FPLCA1, OMIM 105250; FPLCA2 OMIM 613955) autoszémalis dominans, mig 3-
as tipusa (FPLCA3, OMIM 617920) autoszodmadlis recessziv 6rokl6dés menetet mutat.'® Az
autoszomalis dominans oroklédésd klinikai formak esetében az FPLCA1 hatterében az
oncostatin M receptor gén (OSMR) mutdcioi ismertek, mig az FPLCA2 kialakuldsdban az
interleukin 31 receptor A gén (IL31RA) mutacidi jatszanak szerepet. Az autoszémalis recessziv
oroklédésd FPLCA3 kialakuldsat a glycoprotein NMB (GPNMB) gén mutdcidival hoztak

dsszefliggésbe 1921

1.2.6. Schopf-Schulz-Passarge szindroma

A Schopf-Schulz-Passarge szindroma (SSPS, OMIM 224750) egy autoszomalis recessziv
oroklédés menetet mutatod, az ektodermalis diszplaziak csoportjaba tartozo ritka, monogénes
bérbetegség, melynek legfontosabb klinikai tinetei a szemhéjakon kialakuld szamos, néhany
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mme-es ciszta, a palmoplantaris keratoderma, a fogak csokkent szama, fokozott izzadas,
csokkent szérzet mennyiség és korom rendellenesség.?? Az SSPS kialakuldsaért a WNT csaldd
10A (WNT10A) gén mutacioi a felel@sek.?32> A gén egy szigndl molekuldt kodol, mely szdmos
fejlédési folyamat szabalyozasaban jatszik fontos szerepet. Az SSPS mellett a WNT10 gén
mutacidit mas, klinikailag atfedd tlineteket mutato ritka, monogénes betegségben, az odonto-
onycho-dermalis diszpldzidban (OODD, OMIM 277980) is azonositottak. 232> A szamos atfedd
klinikai tinet mellett a kérképek klinikai diagnosztizdlasat segiti a szemhéj cisztak jelenléte,

melyet az SSPS jellegzetességének tartanak.?®

1.2.7. Brooke-Spiegler szindroma

A Brooke-Spiegler szindréma (BSS, OMIM 605041) egy autoszomalis dominans 6roklésmenetet
mutato, bdrfuggelék tumorokkal, cylindromakkal, trichoepitheliémakkal és spiradenémak
kialakuldsaval jaré korkép.2”?8 A BSS kialakuldsaért a cylindromatozis gén (CYLD) mutacidi a
felel@sek.”® A génen eddig mintegy 95 kulonboz8 kéroki mutacidt azonositottak. A CYLD gén
egy deubikvitindz enzimet kédol, amely a nukledris faktor kB (NF-kB) jelatviteli Utvonal ismert
negativ reguldtora.3® A BSS mellett a CYLD gén mutdcidit mds bdérfuggelék tumorok
kialakuldsaval jaré korképekben is leirtak, mint a familiaris cylindromatézis (FC, OMIM 132700)
és az 1-es tipust multiplex familiaris trichoepitheliomatézis (MFT1, OMIM 601606).3* Az FC
esetében féként cylindromak, az MFT1 esetében pedig f6ként trichoepitheliomak dominaljak a

klinikai tineteteket. 3031

1.2.8. Papillon-Lefevre szindroma

A Papillon-Lefevre szindroma (PLS, OMIM 245000) egy autoszomalis recessziv 6roklGdés
menetet mutato, tenyéri-talpi fokozott elszarusodassal és sulyos periodontitis kialakuldsaval
jaro korkép.32 A PLS kialakuldsdért a cathepsin C gén (CTSC) mutdcioi a felel8sek.>® A génen

13
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eddig mintegy 75 kulonbdz6 kéroki mutacidt azonositottak.>* A CTSC gén egy lizoszomalis exo-
cisztein proteinazt kodol, mely a C1 peptidaz csaladba tartozik és szerin proteinazok zimogén
aktivalasdban vesz részt.3334 A PLS mellett a CTSC gén mutacidit a Haim-Munk szindrémaban
(HMS, OMIM 245010) is azonositottak, mely jellegzetes klinikai tlnetei a PLS-sel atfedést
mutatd palmoplantaris keratoderma és periodontitis mellett az ujjak és kormok deformitasa,

az akrélis csontok kdrosoddasa és a labak boltozatainak stllyedése 343>

1.2.9. Okulokutan albinizmus

Az okulokutan albinizmus (OCA) egy klinikailag és genetikailag is heterogén betegségcsoport,
mely altaldnos jellegzetessége a haj, a bdr és a szem hipopigmentdciodja.3®3® Az izoldlt OCA
formdk (OCA 1-7) hatterében mindeddig 6 kialonb6z8 kéroki gént és a 424 16kusz koroki
szerepét igazoltak.394! A kaukdzusiak esetében a tirozindz gén (TYR) mutacidi kovetkeztében
kialakulé OCA1 (1A altipus OMIM 203100, 1B altipus OMIM 606952), az okulokutan albinizmus
2 gén (OCA2) mutdcidinak tulajdonitott OCA2 (OMIM 203200) és a membranhoz kotott
transzportfehérje gén (SLC45A2) mutdacidihoz kapcsolt OCA4 (OMIM 606574) fordul el6 a

leggyakrabban 424>

1.2.10. Pityriasis rubra pilaris

A pityriasis rubra pilaris (PRP) egy ritka, kronikus papulosquamosus bérbetegség, melynek
klinikai tiinetei a pikkelysdmorre (psoriasis) emlékeztetnek.*® A PRP jellegzetessége a follikularis
hiperkeratdzis és a normal bdrszigeteket magdba foglald, jellegzetesen narancsvoros, hamlé
dermatitisz.*/ Az esetek tobbsége sporadikus, azonban mintegy 6,5%-uk esetében taldlhato
pozitiv csaladi anamnézis (OMIM 173200). Ezen csaladi halmozdédast mutatd eseteket
elsésorban autoszémalis dominans oroklédés jellemzi, és a betegség kialakulasanak hatterében
a kaszpaz felvétel domént tartalmazo fehérje 14 (CARD14) gén mutaciodit azonositottak (OMIM

14
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607211).8 A CARD14 variansokat (polimorfizmusokat és mutacidkat is) a PRP mellett még
psoriasis kialakuldsaval is dsszefliggésbe hoztak.® A psoriasis és a PRP, a kialakuldsukban
szerepet jatszd genetikai tényezdk hasonldsaga mellett, a fenotipusukban is nagy hasonldsagot

mutatnak.”®
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2. Célkitlizések

2.1. Genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltardsa

2.1.1. ATAFOCS betegség klinikai tiineteinek leirdsa, genetikai hatterének vizsgalata

A TAFOCS, egy a familidris daganatszindrémak csoportjaba tartozé ritka betegség mindeddig
nem volt ismert, munkacsoportunk a betegség elsé leirdja. A betegséget egy 5 generdcios, 24
érintett csaladtagot tartalmazé amerikai csalddban figyeltik meg elészor.®

A klinikai tlnetek részletes dokumentdldsa mellett a betegség hatterében allé koroki gén,
valamint a kéroki mutacié azonositasa is volt munkacsoportunk célja.

2.1.2. A CPN genetikai hatterének vizsgalata, kéroki gén azonositasa

Egy marokkdi CPN-ben szenved§ csaldd vizsgdlata kapcsan - akiknél a klinikai tinetek mar
kordbban publikaldsra keriltek, azonban a betegség genetikai hattere mindeddig nem kerult
felderitésre - célul tlztik ki a betegség hatterében allé koroki gén és koéroki mutdcid

azonositasat.10

2.1.3. RDEB-ben szomatikus mozaicizmus genetikai hatterének vizsgalata

RDEB-ben szenvedd férfibeteglink esetében a bdrgydgydszati szakvizsgdlatok soran
detektaltunk két olyan csecsem&tenyérnyi bérfelliletet, amelyek a paciens elmondasa alapjan,
illetve klinikai megfigyeléseink alapjan kordbban nem mutattak holyagképz&dést vagy
sebz6dést sem minor traumara, sem latszélag spontan. Ez a megfigyelés felvette a szomaikus

mozaicizmus lehet&ségét.>1~?

Vizsgalataink soran célul tlztik ki az RDEB-ben szenvedd férfibetegnél a szomatikus
mozaicizmus vizsgalatat és az esetleges hattérben alld genetikai korrekcié mechanizmusanak

felderitését.
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2.1.4. HAEIll-ban kéroki mutdcio azonositasa és haplotipus vizsgalat

A HAEIIl egy olyan ritka formdja a HAE-nek, mely csak néket érinti és a rohamok kialakuldsa
magas Osztrogén szinttel jard allapotokhoz tarsul.>* Vizsgalataink sordn célul tiiztik ki egy
HAEIll-ban szenvedd csaldd genetikai vizsgalatdt, a hattérben all6 F12 gén mutacid

azonositasat.

A vizsgalt csaldd esetében az azonositott mutacio egy, az irodalombdl mar joél ismert rekurrens
mutacio volt, ezért haplotipus vizsgalatot végeztlink, annak igazolasara, hogy az eurdpai HAEII
paciensek - akik ugyanezen mutaciét hordozzak - egy azon alapitd hatds eredményeként vagy
pedig egymastdl flggetlen mutdcios események eredményeként hordozzdk ugyanazon

mutaciot.t’

2.1.5. Az FPLCA genetikai hatterének vizsgalata

Ot autoszémalis domindns 6roklédést mutatd FPLCA-ban szenvedd csaldd genetikai vizsgalatat
végeztik el.> Elsédleges célkitlzésiink volt az OSMR és az IL31RA gének mutdcié szlrése, az

azonositott mutdciok vizsgalata, genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltarasa.

2.1.6. AWNTI10A gén mutdacioihoz kapcsolt fenotipus spektrum vizsgdlata

Egy angliai SSPS-ben szenved§ paciens és egy olyan, az el6bb emlitett pacienssel nem rokon,
angol csaldad genetikai vizsgalatat végeztik el, amelyben a csaladon belll egyes tlnetes
csalddtagok SSPS-nek, masok pedig OODD-nek megfelel§ klinikai tineteket mutatnak.>®
Els6dleges célkitlizéstnk volt a WNTI10A gén mutacidé azonositdsa és az azonositott mutaciok

vizsgalata, genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltarasa.
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2.1.7. A CYLD gén mutacidihoz kapcsolt fenotipus spektrum vizsgalata, haplotipus vizsgalatok
és fenotipus-modositd genetikai varidnsok azonositasa

Egy szegedi BSS-ben szenvedd csalad, egy Szekszard kornyéki BBS-ben érintett csaldd és egy
spanyol MFT1-ben szenvedd csaldd genetikai vizsgalatat végeztik el.>’° Elsédleges
célkitlzésink volt a CYLD gén mutacio szlirése a CYLD gén mutaciés spektrumanak

feltérképezése céljabdl, tovabba genotipus-fenotipus dsszefliggések feltarasa.

A Szekszard kornyéki BBS-ben szenvedd és a spanyol MFT1-gyel diagnosztizalt csalddok

esetében az irodalombdl mar jol ismert rekurrens mutaciokat azonositottunk.>#>°

A Szekszard kornyéki BBS-ben szenved§ csalad altal hordozott nonszensz mutdciot egy angliai
BSS csalad érintett tagjai is hordozzék.”® Haplotipus vizsgdlatot végeztink annak igazoldsara,
hogy az angol és magyar BSS paciensek, akik ugyanezen mutaciét hordozzak, egy azon alapito
hatds eredményeként vagy pedig egymastdl fliggetlen mutacids események eredményeként
hordozzdk ugyanazon mutacidt. Vizsgdlataink tovabbi érdekessége, hogy ugyanazon koéroki
mutacié hordozasa ellenére, az angliai és magyar paciensek klinikai tinetek kozott jelentés

kilonbségek mutatkoztak a tlinetek sulyossagat és diverzitasat illetGen.

A spanyol MFT1-ben szenved§ csalad esetében egy olyan nonszensz mutaciot azonositottunk
a CYLD génen, melyet korabban mar BBS-ben szenvedd osztrak paciensben és FC-vel
diagnosztizalt holland csalddban is detektdltak.®® Haplotipus vizsgélatot végeztiink annak
igazolasara, hogy a spanyol, a holland és az osztrak paciensek, akik ugyanezen mutdciét
hordozzdk, egy azon alapitd hatas eredményeként vagy pedig egymastdl figgetlen mutdcios
események eredményeként hordozzdk ugyanazon mutdciét. Vizsgalataink tovabbi
érdekessége, hogy ugyanazon koroki mutacié hordozasa ellenére, a spanyol beteg MFT1-ben,

a holland beteg FC-ben az osztrak paciens pedig BSS-ben szenved.
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A Szekszard kornyéki BBS-ben szenvedd csalad altal hordozott nonszensz mutaciot egy angliai
BSS csalad érintett tagjai is hordozzak, azonban ugyanazon kéroki mutacio hordozasa ellenére,
az angliai és magyar paciensek klinikai tinetek kozott jelentds kilonbségek mutatkoztak a
tinetek sulyossagat és diverzitdsat illetéen.>® Tovabbi célkitlzésink volt fenotipus-mddositd

genetikai variansok azonositdsa teljes exom szekvenaldssal (WES).

2.1.8. A CTSC gén mutacioihoz kapcsolt fenotipus spektrum vizsgalata, haplotipus vizsgalatok
és fenotipus-modositd genetikai variansok azonositasa

Egy PLS-ben szenvedd szegedi csalad, egy PLS-sel diagnosztizalt kaposvari beteg és egy HMS-
ben érintett kaposvari paciens genetikai vizsgdlatat végeztik el.?%6! Elsddleges célkitlizésiink
volt a CTSC gén mutdcid szlrése, az azonositott mutdcidk vizsgdlata, genotipus-fenotipus
Osszefliggések feltardsa. A PLS-ben szenvedd szegedi csaldd esetében egy az irodalombdl még
nem ismert, 7 bazist érinté homozigdta delécidt azonositottunk a CTSC génen .t A PLS-ben és
HMS-ben szenvedd kaposvari paciensekben az elvégzett genetikai vizsgdlatok ugyanazon

homozigdta nonszensz mutaciét detektaltak.

Mivel a PLS-ben és HMS-ben szenvedd kaposvari pdaciensekben ugyanazon homozigdta
nonszensz mutaciot detektaltuk, haplotipus vizsgalatot végeztiink annak igazolasara, hogy a két
paciens ugyanazon mutaciét egy azon alapitd hatas eredményeként vagy pedig egymastdl
fliggetlen mutaciés események eredményeként hordozzak. Vizsgalataink tovabbi érdekessége,
hogy ugyanazon koroki mutacié hordozdsa ellenére az egyik paciens PLS-ben, a masik paciens

HMS-ben szenved.3>62

Mivel a PLS-ben és HMS-ben szenvedd kaposvari paciensekben ugyanazon homozigdta
nonszensz mutaciot detektaltuk, tovabbi célkitlizéslink volt fenotipus-mddositd genetikai

variansok azonositasa WES-sel .62
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2.1.9. Az OCA1, OCA2 és OCA4 genetikai vizsgalata

Vizsgdlatainkba 13 olyan magyar OCA paciens kerllt bevonasra, akik mindegyike
hipopigmentdlt bdrrel, szinte héfehér hipopigmentalt hajjal és kék szemmel rendelkeztek.#>63
Mivel a kaukazusiak kozott az OCA1, OCA2 és OCA4 izoldlt formak fordulnak el6 a
leggyakrabban, elsédleges célkitlizésiink volt a TYR, OCA2 és SCL45A2 gének mutacio szlrése,

az azonositott mutacidk vizsgdlata, genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltarasa.

2.1.10. PRP genetikai hatterének vizsgalata

Egy PRP-ben szenvedd magyar n6beteg vizsgalatat végeztik el, akinél ugyan masik PRP-vel
diagnosztizalt beteg nincs a csalddban, de lanya és unokdja psoriasis miatt rendszeres
b&rgydgyaszati kezelés alatt 4ll.°* Ennél a paciensnél elsédleges célkitlizésink a CARD14 gén
mutdacid szlrése, genotipus-fenotipus 0Osszefliggések feltdrdsa és funkcionalis vizsgalatok
végzése volt. A vizsgalt n6beteg mellett tovabbi 18 PRP-ben szenvedd magyar paciens esetében
is elvégeztik a CARD14 gén mutdcio sz(irését, a CARD14 gén mutacios spektrumanak bévitése

és genotipus-fenotipus dsszeflggések feltdrasa céljabol.®®

2.2. Funkcionalis vizsgalatok végzése

2.2.1. ATAFOCS betegség patomechanizmusanak vizsgalata

A TAFOCS, egy a familidris daganatszindromak csoportjaba tartozé ritka betegség, melynek
munkacsoportunk az elsé leirdja. A hattérben alld kéroki mutacido azonositdsat kovetben
tovabbi célkitlizésiink volt funkciondlis vizsgalatok végzése: a kdroki gén altal kodolt fehérjének
és interakcids partnereinek expresszidjat hasonlitottuk Ossze az érintett paciensektél és
egészséges egyénektdl vett bdrbiopszids mintakbdl izoldlt fibroblasztokban, a betegség

kialakuldsi machanizmusanak megismerése céljabal.
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2.2.2. Az FPLCA pathomechanizmusanak vizsgdlata

Habar ma mar ismert, hogy az FPLCA genetikai hattere heterogén és a hattérben allo koroki
gének egy része is azonositasra kerilt, a betegség kialakuldasdnak pathomechanizmusa
mindeddig kevéssé tisztazott. Tovabbi célkitlizéslink volt az FPLCA pathomechnizmusanak
feltardsa |ézionalis és egészséges bdérbiopszids mintdk teljes transzkriptom mintdzatanak

0sszehasonlitasa révén.

2.2.3. Az Ujonnan azonositott CYLD mutdcio funkcionalis vizsgdlata

A BSS-ben szenved6 szegedi csaldd esetében egy, az irodalombdl még nem ismert, novum,
heterozigdta misszensz mutdcidt azonositottunk a CYLD génen.>’ Célul tlztik ki funkciondlis
vizsgdlatok végzését, melyekkel igazolhatd, hogy ezen Ujonnan azonositott mutacio valdban
befolydsolja a CYLD enzim deubikvitindz aktivitdsat és ezzel hozzdjarulhat a BSS betegség

tineteinek kialakuldsdhoz a vizsgalt BSS-ben szenvedd szegedi csalad érintett tagjaiban.

2.2.4. Funkcionalis vizsgalatok PRP-ben

Az azonositott variansok kapcsan funkcionalis vizsgalatokat végeztiink. Annak tisztazasara, hogy
a CARD14 gén detektdlt mutaciok és polimorfizmusok hozza jarulhatnak-e a PRP vagy
pikkelysomor kialakuldsahoz az NF-kB jeldtviteli Utvonal aktivitasat vizsgaltuk meg. Tovabba
célul tliztik ki annak tisztdzasat, hogy a CARD14 variansok milyen szerepet jatszanak a PRP-
psoriasis fenotipus spektrumban. Célul tlztlik ki annak tisztdzasat, hogy a CARD14 variansok
milyen szerepet jatszanak a PRP és/vagy a pikkelysomor kialakuldséban, illetve, hogy
kifejezetten a PRP kialakulasaért felel6s specifikus genetikai variansok-e vagy esetleg inkabb a

kronikus gyulladas indikatorai.
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2.2.5. Szabalyozd RNS molekulak vizsgalata

A génexpresszid szabdlyozdsaban a nem transzlalddd RNS-molekuldk szerepe egyre jobban
feltérképezett. Azonban a téma komplexitdsat jol mutatja, hogy egy-egy ilyen szabalyozd
molekula tobb szaz kulonbozé fehérje kifejez6dését befolyasolhatja, illetve egy-egy fehérje
kifejez6dése is szamos RNS-molekula szabdlyozd hatasa alatt allhat. Folyamatosan zajlik annak
feltérképezése, hogy az egészséges bdérben, illetve kilonboz6 bdrbetegségekben milyen
szabalyozd RNS-molekuldknak van jelent&sége. Vizsgalataink soran célul tlztik ki a bérben
azonositott szabalyozd RNS-molekuldk esetében azok target fehérjéinek azonositasat,
lehetséges mikddési mechanizmusuk tisztazasat.

2.3. Terapias fejlesztések

2.3.1. Allogén fibroblaszt injekciok hatasmechanizmusanak vizsgalata

Az RDEB-ben korabbi klinikai megfigyelések igazoltak, hogy az intradermalis allogén fibroblaszt
injekciok az injektalt terlleten a b6r fragilitasat csokkentik, és - ugyan id8szakosan, és
részlegesen - de jelent8sen javitjak, illetve helyredllitjadk a C7 mennyiségét a DEJ-ben.>3
Célkitlizésink volt annak vizsgalata, hogy az intradermalis allogén fibroblaszt injekciokat
kovetéen a C7 mennyiségének emelkedését a DEJ-ben az injektdlt fibroblaszt sejtekbdl
szarmazd C7 vagy az RDEB paciensek sajat keratinocitdi és/vagy fibroblasztjai altal termelt C7
termelésének emelkedése eredményezi-e, valamint hogy a C7 mennyiség iddszakos javuldsa
milyen id6tartamot foglal magaba. Vizsgdltuk azt is, hogy az alkalmazott allogén fibroblaszt
injekciok kivalthatdak-e valamilyen gydgyszeres kezeléssel, ami a sejtekhez hasonldan szintén

javitja a C7 mennyiségét a DEJ-ben.
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3. Betegek és modszerek
3.1. Betegek
3.1.1. TAFOCS-ban szenvedd amerikai csalad

Vizsgalatainkat egy TAFOCS-ban érintett, 5 generacids, amerikai (Indiana allam) csaladban
végeztlik el. A betegség két f6 klinikai tiinetének, a teleangiectasianak és az oropharyngealis

daganat kialakuldsanak eloszlasat a csaladfa szemlélteti (1. dbra).’

I ‘ . [ 1) = Tinetmentes férfi, tinetmentes n6
> - . . | — ! Be- Teleangiectasias férfi, teleangiectasias né
l | ) [ B ® = Oropharyngealis daganatos férfi
] O &8O O [F é B L HO Oropharyngealis daganatos n6
1 2|3 4 56 7|8 9 10 1 |12
% = Vizsgélatba bevont egyének
[ ] I 1
mn O 8 @€ O C
1 2 3 4 5

— | : T T ! I T 1 ; 1
- = . ‘
n (He® B0 60 He OO~ T ) O O
6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 ’ 19 20 21 22 | 23 24

1 =g I . SE IR Y ey © am— o
\ \ O o | e I H®
6 7 8 9 10 1 | 12 13 |14 15 |16 17 | 18 19 | 20
* [ 1% = 1 *i‘ ] % 1.
Vv @ ) i ] il . @®
4 5 6

1 2 3

1. dbra. A vizsgalt amerikai csalad csaladfaja.

Az érintett csalddban dsszesen 24 érintett csaladtag van, akik a 2., 3., 4. és 5. generacidkban

helyezkednek el (1. dbra). Genetikai vizsgalatainkat 7 tinetes és 5 tlinetmentes csaladtagon

végeztik el.?

3.1.2. CPN-ben szenvedd marokkoi csalad

Vizsgalatainkat egy CPN-ben érintett, 0Osszesen 4 generaciés, a 3. generacidban

rokonhdzassagot tartalmazé marokkdi csalddban végeztiik el. 1
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OO Tiinetmentes férfi, tiinetmentes né
.. Beteg férfi, beteg n6

# Vizsgalatba bevont egyének

v V-2 Vi3 Iv:4

2. abra. A vizsgalt marokkdi csalad csaladfaja.

Az érintett csaladban Osszesen 3 érintett csaladtag van a 4. generdcidban (2. dbra). Az érintett
paciensek klinikai tinetei a betegség tipusos tineteit mutattak: poikiloderma, palmoplantaris
keratoderma, korom rendellenességek, rekurrens infekciok és neutropénia. Genetikai

vizsgalatainkat a 3. generacié mindkét tagjan és a 4. generdcidé négy tagjan végeztik el. 1°
3.1.3. Az RDEB-ben szenvedd betegek
3.1.3.1. A széveti mozaikossdgot mutato brit pdciens vizsgdlata

A RDEB-ben szenvedd brit férfibeteg hosszu ideje észlelt két bérterlletet a bal csukldn és a jobb
labszaron, melyek nem vagy csak nagyon ritkdn mutattak hélyagképz&dést vagy kisebesedést
(3. abra).’” Ezen bdrteruletek esetében felmerilt a szoveti mozaikossag lehet8sége.
Vizsgalataink soran a két kevésbé fragilis bdrteriletbdél és tinetes kornyezetikbdl vettiink

bérbiopszids mintakat a szévettani és genetikai vizsgélatok elvégzéséhez.®’
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A | - Bal csuklé B Jobb labszar

3. dbra. A két kevésbé fragilis b6rterilet az RDEB-ben szenvedd péciens testén.

3.1.3.2. A brit pdciens kezelése allogén fibroblaszt injekciéval

Az allogén fibroblaszt injekcids kezelés hatasainak vizsgalata céljabol egy RDEB-ben érintett brit
férfibeteg kerllt bevonasra. A paciens esetében a jobb véllon [évé csecsembtenyérnyi, also
pélusandl  hamfosztott  terllet  allogén Jobb vall

Jobb vall

fibroblaszt injekcids kezelését (4. 4abra)

végeztik el .58

3.1.4. HAEIll-ban szenvedd brit csalad

Vizsgalatainkat  egy  HAElll-ban  érintett,

0sszesen 3 generacios brit csaladban végeztik

el (5. abra).®° ] e o,
4. abra. Az allogén fibroblaszt injekcidkkal

kezelt jobb vall kezelés el6tti allapota.
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B

. O TlUnetmentes férfi, tinetmentes né

. Angioneurotikus 6démas
rohamokban szenvedd né

[ |« * Vizsgalatokba bevont egyének
O T o
. *(}

@
5. dbra. A vizsgalt brit csalad csaladfaja.

Az érintett csalddban Osszesen 3 érintett csalddtag van, egy-egy angioneurotikus 6démas
rohamokat mutatd csalddtag mindhdrom generdciéban.?® Genetikai vizsgalatainkat a 1.

generaci6 1-es tagja kivételével minden csalddtagon elvégeztiik.®®

3.1.5. FPLCA-ban szenvedd csalddok bemutatasa

Csalad 1. D @
1.1 1.2
1.1 1.2
1.1 .2 1.3 1.4 .5 1.6 .7
V.3 V.4 V.5 V.6 V.7 V.8 V.9 V.10
N * . . " " DO Tunetm’ethes férfi, tﬂunetmentes né
.. Beteg férfi, beteg né
V.2 V.3 va V5 V6 V7 Vizsgalatokba bevont egyének

6. abra. Az FLPCA-ban szenved6 holland csalad csaladfaja (Csalad 1.).
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Ot autoszémalis dominans 6roklédést mutatd, FPLCA-ban szenvedd csalad genetikai vizsgélatat
végeztik el.> Az 6t vizsgalt csaldd kozott két holland (Csaldd 1. and 2.), két brit (Csalad 3. és 4.)
és egy dél-afrikai (Csaldd 5.) csalad volt (6. és 7. dbrak), a vizsgdlt paciensek klinikai tiinetei a

betegség tipusos megjelenését mutattak: pruritus és lichenifikacid.>

Csalad 2. Csalad 3. Csalad 4. Csalad 5.
: - -
0@
. : 1.1 1.2 1.1 1.2 1.1 |.2

ERIRE . 5 HE;——————EE* "

111 1.2 1.3

I:‘O Tlnetmentes férfi, tinetmentes n§

*:1 * .. Beteg férfi, beteg n§

* Vizsgdlatokba bevont egyének
1.1 .2 & &Y

7. abra. Az FLPCA-ban szenvedd csaladok csaladfaja (Csalad 2-5.).

3.1.6. Az SSPS szenvedd brit paciens és SSPS/O0DD fenotipusu brit csalad bemutatdsa
3.1.6.1. Az SSPS-ben szenved? brit pdciens

Egy SSPS-ben szenved§ brit paciens kerilt bevonasra (8. dbra), akinek elmondasa szerint 74
éves batyja és mar elhunyt édesapja is mutatta a betegség jellegzetes klinikai tineteit.”® Mas
tlnetes csaladtagot a klinikai vizsgdlat soran nem emlitett. A pdaciens klinikai tlineteit, kiemelve

az SSPS jellegzetességét, a szemhéj cisztakat, a 8. dbra szemlélteti.>®
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8. dbra. A vizsgalt brit SSPS paciens fenotipusos megjelenése.

3.1.6.2. Az SSPS/O0DD fenotipusu brit csaldd bemutatdsa

Vizsgalatainkba egy 4 generacids brit csaladot is bevontunk, akiknél 7 érintett csaladtag
genetikai vizsgdlata tortént meg, akik a 2., 3. és a 4. generacidban helyezkednek el a csaladfan
(9. 4bra).”® A vizsgdlt csalddban az érintett csalddtagok diverz ektodermalis eltéréseket
mutatnak, melyek néhdny esetben SSPS-t, mig mas csaldadtagoknal OODD fennallasat

valdszindsitik (9. dbra).”®

28



dc_1813 20

I1:2 Paciens

1 2

*
I (O~
1 2 3
* *
1]
1 2 3 4 5
sk * * *
v
1 2 3 4

DO Tinetmentes férfi, tinetmentes né
BO® :coicqrfi, betegns Szemhéj cisztak

* Vizsgalatokba bevont egyének

9. dbra. A vizsgalt brit SSPS/O0DD fenotipusu csalad. A 4 generacios csaladfan 6sszesen 8
tlnetes paciens lathatd (A). A csaldd tlnetes tagjai kozott az SSPS és az OODD fenotipus is
megtalalhato, a klinikai tinetek kozll a szemhéj cisztdkat az SSPS specifikus
jellegzetességének tartjak, ez lathatd a ll:2-es paciens klinikai fotdjan (B).

3.1.7. BSS-ben és MFT1-ben érintett csalddok bemutatésa

3.1.7.1. A BSS-ben érintett csalddok bemutatdsa
A

10. abra. A szegedi BSS csalad. I:1 pdciens klinikai tinetei (A) és csaladfa (B).

*

—O

Il D_jg i
E *

|:|O Tunetmentes férfi, tinetmentes né

@ Betes férfi, beteg né
«  Vizsgalatokba bevont egyének
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Egy szegedi BSS-ben szenvedd csaldd genetikai vizsgdlatat végeztik el (10. dbra).>” A csalddnak

két tlnetes csalddtagja van (apa és lanya) az 1. és 2. generacidkban.>’

._ B O
I YeISelal Jsle

mge*ommm¢mbébm
TSI TSIetete

"UI a0

O Tlnetmentes férfi, tinetmentes né

.. Beteg férfi, beteg n§
Vizsgalatokba bevont egyének

11. bra. A Szekszard kdrnyéki BSS csaldd csaladfdja.

IV:9 I11:3 V:6

12. dbra. A Szekszard kornyéki BSS csaldd klinikai fotoi.
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Vizsgalatainkba egy 6 generacids, 19 érintett csalddtagot tartalmazd Szekszard kdrnyéki BBS-
ben érintett csalad is bevonasra kertlt (11. dbra).”® A csaldd tobb mint 50 éve all bérgydgyészati
gondozas alatt, de a betegség hatterében alloé kdroki mutdcid azonositdsara vizsgalataink révén
kertlt sor. A Szekszard kornyéki BSS csaldd tlnetei sulyosabbak, mint a szegedi BSS csalad

érintett tagjaié (12. dbra).”®

A

_O
morr ‘*i*@*
V. Y Yole

DO Tunetmentes ferfi, tinetmentes nd

.. Beteg férfi, beteg n§

* Vizsgalatokba bevont egyének

13. abra. Az észak-angliai BSS csalad klinikai fotdi (A) és csaladfaja (B).
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Vizsgdlatainkba egy 5 generdcids, 8 érintett csalddtagot tartalmazo BBS-ben szenved§ észak-

angliai csaldd is bevonasra kerdlt (13. dbra).>®

3.1.7.2. Az MFT1-ben szenvedéd csaldd bemutatdsa

DO Tunetmentes férfi, tiinetmentes nd

.. Beteg férfi, beteg n6
«  Vizsgdlatokba bevont egyének

14. abra. Az MFT1-ben szenvedd spanyol csalad klinikai fotoi (A) és csaladfaja (B).

Vizsgalatainkba egy 3 generdacids 2 érintett csaladtagot tartalmazé MFT1-ben szenvedd spanyol

csaldd is bevonasra kerdilt (14. dbra).>®
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Haplotipus vizsgalatainkhoz DNS mintakat kaptunk egy FC-ben szenved6 holland csalad tiinetes
és tlnetmentes tagjaitél, valamint egy BSS-ben érintett osztrak pdciens részérél, a

kezelGorvosaikkal tortént kapcsolatfelvételt kovetSen.>®

3.1.8. A PLS-ben és HMS-ben érintett paciensek bemutatdsa

3.1.8.1. A PLS-ben érintett pdciensek bemutatdsa

Egy PLS-ben szenvedd szegedi csalad vizsgdalatat végeztuk el, akiknél a szil6k klinikailag

tinetmentesek, harom lanygyermekik kozil ketts a betegség tineteit mutatja (15. dbra).t!

B Il

DO TUnetmentes férfi, tinetmentes né

.. Beteg férfi, beteg né
x  Vizsgalatokba bevont egyének

15. abra. A PLS-ben szenvedd szegedi csalad klinikai fotdi a bérgydgydszati tiineteket (A) és a
fogaszati tineteket szemléltetik (B) és csaladfa kerilt bemutatdsra (C).
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DO TUnetmentes férfi, tinetmentes né

@ Betes férfi, betegné
® Vizsgalatokba bevont egyének

16. abra. A PLS-ben szenvedd kaposvari paciens klinikai fotoi (A) és csaladfaja (B).

A PLS-ben érintett szegedi csaldd mellett egy PLS-ben szenvedd kaposvari férfibeteg is
bevondasra kerllt vizsgdlatainkba (16. dbra).?® A 25 éves paciensnek a szllei klinikailag
tlinetmentesek, testvére vagy gyermeke nincs. Mds PLS-ben érintett rokonrdl nincs

tudomasa.®®

3.1.8.1. A HMS-ben szenvedd beteg bemutatdsa

Vizsgdlatainkba egy tovabbi kaposvari, HMS-sel diagnosztizalt 39 éves nébeteg is bevonasra
kerilt, aki sztleit nem ismeri, nevelGotthonban nétt fel. Gyermeke nincs, a betegségben
érintett rokonrdl nincs tudomasa. A HMS-ben szenveddé kaposvari nébeteg klinikai tlineteit a

17. dbra szemlélteti.t0

17. dbra. A HMS-ben szenvedd kaposvari paciens klinikai fotoi.
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3.1.9. Vizsgalt OCA paciensek bemutatasa

Egy kaposvari ledny testvérpar jelentkezett

] O
OCA tinetekkel, az id6sebb testvér 31, a

fiatalabb 28 éves volt a vizsgalatba tortént I *rﬂ*

bevonasukkor (18. &bra). Az idGsebb

DO TUnetmentes férfi, tinetmentes né

testvérnek ismert volt Crohn betegsége és Beteg ferfi, beteg né

.  Vizsgdlatokba bevont egyének

csokkent pajzsmirigymikodése.®3

18. abra. A kaposvari OCA testvérek csalddfaja.

Paciens Nem Eletkor B&r, haj és iris pigmentaciod
1 Férfi 75 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
2 Férfi 7 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
3 NG 57 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
4 Férfi 48 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
5 NG 60 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
6 Férfi 11 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
7 Férfi 15 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
8 NG 3 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
9 Férfi 21 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
10 Férfi 6 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz
11 Férfi 4 Hypopigmentalt bér, hofehér haj, kék irisz

. tablazat. A vizsgalatba bevont OCA paciensek demografiai alapadatai és klinikai tinetei.*
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A fiatalabb testvér esetében az OCA mellett egyéb belgydgydszati betegség nem volt a
vizsgalatkor ismert. A testvérpar klinikai tinetei a hypopigmentalt bér, hofehér haj és kék irisz
jellemezte, fotodokumentacié készitésébe nem egyeztek bele. Szileik klinikailag

tinetmentesek. Tovabbi OCA-ban szenvedd rokonrdl nem volt tudomdsuk.®3

Vizsgdlatainkba tovabbi 11, szintén kozel azonos klinikai tlineteket mutatd OCA paciens is
bevondsra kerult. A klinikai tinetek alapjan az OCA altipusba torténd besorolds nem volt

lehetséges, az OCA1, OCA2 és OCA4 varidnsok fenndlldsa volt valdszin(sithetd (1. tablazat).*

3.1.10. A vizsgalt PRP paciensek bemutatasa

Osszesen 19 PRP-ben szenvedd magyar paciens esetében elvégeztitk a CARD14 gén mutécid
sz(irését, a CARD14 gén mutdcids spektrumanak bdévitése és genotipus-fenotipus

dsszefliggések feltardsa céljabdl (l1. tablazat).64®>

3.1.11. A vizsgalt psoriasisban szenvedd paciensek bemutatdsa

A vizsgdlatba bevont psoriasisban szenvedd paciensektdl (n=6) el6zetes tajékoztatas és irasbeli
beleegyezés utdn 6 mm-es bdrbiopszids minta vételezés tortént tlnetes és tlnetmentes
bérteriletekrél. Minden, a vizsgdlatba bevont paciensnek plakk tipusu psoriasisa van, a tlinetes
mintavételezés esetében a minta régdta fennalld plakkbodl, a plakk centralis részérdl tortént. A
mintavétel el6tt a paciensek nem kaptak pikkelysomor elleni kezelést. A tlinetmentes
mintavételezés a glutealis terUletrdl tortént. Egészséges kontroll egyének (n=6) plasztikai
beavatkozasra érkezd paciensek kozll keriiltek bevonasra, ahol a bérbiopszias minta vételezése

a plasztikai beavatkozds soran eltavolitott bérteriletbdl tortént.6®
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Paciens Nem E'Ietkorla PRP Erythroderma A PI?P fennallasa Csaladi anamnesis
kialakuldsakor hénapokban
1 N6 61 + 17 psoriasis
2 NS 62 + 3 -
3 Férfi 61 + 3 -
4 Férfi 32 - 6 -
5 Férfi 73 + 9 _
6 Férfi 60 + 19 -
7 Férfi 56 + 42 -
8 Férfi 73 + 16 -
9 Férfi 68 + 19 -
10 Férfi 67 + 10 -
11 Férfi 69 + 4 -
12 Férfi 66 - 7 -
13 NG 55 - 22 -
14 N6 8 - 5 i
15 Férfi 60 + 132 -
16 N6 46 - 144 psoriasis
17 Férfi 48 + 2 -
18 Férfi 40 - nem ismert -
19 NG 43 - nem ismert -

Il. tablazat. A vizsgalatba bevont PRP pdaciensek demografiai alapadatai és klinikai

jellegzetességei.®®
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3.2. Mddszerek

3.2.1. A betegség hatterében allé kéroki gén és kdroki mutacio azonositasa

A TAFOCS, egy a familidris daganatszindrémak csoportjaba tartozo ritka betegség mindeddig
nem volt ismert, munkacsoportunk a betegség elsé leirdja.? A betegséget egy 5 generdcios, 24
érintett csaladtagot tartalmazd amerikai csalddban figyeltik meg el8szor.® A klinikai tinetek
részletes dokumentaldsa mellett a betegség hatterében allo koroki gén, valamint a koroki
mutdcid azonositasat is munkacsoportunk végezte el el6szor.” 26 csalddtag vizsgalatat végeztik
el (13 tlinetes és 13 tlinetmentes csaladtag kerilt bevonasra). A vizsgalt egyének esetében a
teljes genomot lefed6en polimorfizmusok keriltek genotipizalasra a Human Mapping 10K 2.0
array (Affymetrix) felhasznalasaval. A kapott eredményekbdl az Alohomora szoftverrel
generaltunk a kapcsoltsagi vizsgalathoz alkalmazott Merlin programhoz megfelel adatokat.®
Autoszémalis domindns 0Oroklédést és teljes penetranciat feltételezve parametrikus
kapcsoltsagi vizsgalat tortént. A vizsgalati eredmények altal feltart régio szlkitésére tovabbi
mikroszatellita markerek genotipizaldsat végeztik el.® Az igy kapott marcsak mintegy 90
kiilonb6z6 gént tartalmazo régid esetében a potencidlis kéroki gének korének szikitése a réluk
kdzolt kordbbi tudomanyos publikaciokban leirt genotipus-fenotipus Osszefliggések alapjan
tortént meg. Igy kerllt 30 lehetséges koroki gén kivélasztasra, melyek esetében direkt

szekvendlassal tortént a betegség hatterében allo kdroki mutdcio azonositasa.®

Egy CPN-ben szenvedd marokkoi csalad vizsgalata kapcsan - akiknél a klinikai tiinetek mar
korabban publikalasra keriltek, azonban a betegség genetikai hattere mindeddig nem kerilt
felderitésre - célul tlztik ki a betegség hatterében allo6 kéroki gén és koéroki mutacid
azonositasat.1912 A CPN klinikai tiinetei részletesen dokumentdltak az irodalomban, azonban a

betegség hatterében allé kéroki gén és koroki mutacid azonositdsat is munkacsoportunk
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végezte el elBszor, egy munkacsoportunktdl fliggetlen olasz munkacsoporttal egyidGben
(2010).1112 Hat csalddtag vizsgalatat végeztik el (két tinetmentes szil6, 3 tinetes gyermeke
és egy tlnetmentes gyermeke kerllt bevondsra).'? A vizsgalt egyének esetében a teljes
genomot lefedéen polimorfizmusok keriltek genotipizalasra a Human Mapping 10K 2.0 array
(Affymetrix) felhaszndldsdval. A kapott eredményekbdl az Alohomora szoftverrel generaltunk a
kapcsoltsagi vizsgalathoz alkalmazott Merlin programhoz megfelel§ adatokat.'> Autoszémalis
recessziv oroklédést és teljes penetranciat feltételezve parametrikus kapcsoltsagi vizsgalat
tortént. A vizsgdlati eredmények altal feltart hat régid szlkitésére a korabbi irodalmi adatokban
szereplé kapcsoltsagi vizsgélati eredmények felhasznaldsaval végeztik el. igy kerilt
kivalasztdsra a lehetséges koroki gén, mely esetében direkt szekvenaldssal tortént a betegség

hatterében allé kdroki mutdcid azonositasa.!?

3.2.2. Ismert kéroki gén esetén a betegség hatterében allé novum és rekurrens mutaciok
azonositasa

A BSS-ben, FC-ben és MFT1-ben szenvedd paciensek esetében a hattérben allé CYLD gén, a PLS-
ben és HMS-ben érintett paciensek esetében a CTSC gén, az izolalt OCA formakban szenveddék
esetében a TYR, OCA2 és SLC45A2 gének, az SSPS és OODD tlneteit mutatd betegek esetében
a WNT10A, a HAEIll paciensek esetében az F12 gén, az FPLCA-ban szenvedd csalddok esetében
az OSMR és IL31RA gének, RDEB-ben szenvedd paciensek esetében a COL7A1 gén és a PRP-ben
szenved§ pdciensek esetében a CARDI14 gén mutdcid szlrését végeztik el. Az ismertetett
esetek egyrésze elsédlegesen diagnosztikus céli megkeresés révén kertlt a latoteriinkbe. A
kutatdsi célu vizsgalatokat (funkcionalis vizsgalatok és terapias fejlesztések) etikai
engedélyeztetést kovetben kezdtik meg. A genetikai vizsgalatok elvégzéséhez a vizsgalt
paciensektll és egészséges egyénektll genetikai tanacsaddst kovetSen adott irasbeli
beleegyezést kdvetben periférids vérmintat vettiink. A teljes vérbdl genomi DNS izoldlast
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végeztink a QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) segitségével. Az izolalds soran proteinaz K
enzimmel torténd emésztést kovetben alkoholos mosdsokat végeztiink a protokolinak

megfelel6en, majd a gDNS-t 100 ul desztillalt vizben vettik fel.

A polimerdz lancreakciéhoz (PCR) templatként a genomi DNS-b6l 3 pl haszndltunk fel
reakcidkként. Ezen kivil a reakcié elegy tartalmazott 7 ul Dream Tag Green PCR Master Mix-et
(Fermentas), 3 ul desztilldlt vizet és 2 ul-t a megfeleld primerparokbdl. A primereket az UCSC
Genome Browser (www.genome.ucsc.edu) és a Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) interneten
elérhet6 programok segitségével terveztik. A PCR amplifikdlasokat MyCycler PCR géppel
(BioRad) végeztik a kovetkez6k szerint. Az 1. [épés: 10 perc 95°C-on, 2. |épés: 30 masodperc
95°C-on (denaturalds), 3. 1épés: 30 masodperc 59°C-on (annealing), 4. |épés: 45 masodperc
72°C-on (szintézis), 5. [épés: 10 masodperc 72°C-on és 6. lépés: 4°C fokon tartdsa a mintaknak.
A 2., 3. és 4. lépéseket 40 alkalommal ismételtik meg. Az annealing h6mérséklet és a ciklusok
szama az adott primerpar fliggvénye volt, a szintézis reakcio idejét pedig az amplifikalt termék
varhatd hossza hatdrozta meg. A PCR reakcidk soran a kodold régiok és az azokkal hataros

intronalis régidk felszaporitasat végeztik el.

A PCR termékeket 2%-o0s agardz gélen (SeaKem LE agardz, Lonza) 2,5 ul GelRed (Biotium)
jelenlétében, TBE puffert (Lonza) haszndlva futtattuk meg. A GelRed-del festett géleket egy
BioRad Molecular Imager® GelDoc™ XR géldokumentdcids rendszert hasznalva a QuantitiOne

szoftver segitségével analizaltuk.

A szekvendldsok a PCR reakcio termékekbdl torténtek megfeleld tisztitds utan, Big Dye
Terminator v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems) felhasznaldsaval ABI Prism 7000
(Applied Biosystems) szekvenald platformmal. A szekvendldsi eredmények kiértékelése az

Ensemble Genome Browser (https://www.ensembl.org/), HGMD (http://hgmd.cf.ac.uk), EXAC
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(http://exac.broadinstitute.org) és dbSNP (http://ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) adatbazisok
felhaszndldsaval végeztik el. A kapott genetikai variansok koéroki szerepének vizsgalata in silico
pathogenitds predikcios szoftverekkel tortént, ugy mint SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg/),

Polyphen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) és MutationTaster

(http://www.mutationtaster.org/).

Az F12, CTSC, CARD14 és CYLD gének esetében az irodalombdl mar ismert, rekurrens
mutdcidkat is azonositottunk. Ezekben az esetekben az irodalomban a mutaciot publikald
munkacsoporttal felvettik a kapcsolatot, DNS mintakat kértlink és tovabbi haplotipus
vizsgdlatokat végeztik annak vizsgdlatara, hogy az adott mutdcid a foldrajzilag tavoli
betegekben egy ugyanazon alapitd hatas eredményeként alakult-e ki. A haplotipus analizis
elvégzéséhez az azonositott mutaciotdl 5 és 3’ irdnyban elhelyezkedd polimorfizmusokat
vizsgaltuk. Az SNP-k genotipizaldsat direkt szekvenaldssal végeztik el. A kapott genotipus
eredmények alapjan alakitottuk ki a haplotipusokat, melyeket a vizsgalt egyének esetében

o0sszehasonlitottunk.

3.2.3. Fenotipus-modositd genetikai variansok azonositasa

Azon pacienseink esetében, akiknél a genetikai vizsgalatok soran ugyanazon kéroki mutacio
hordozasa igazolddott, de a klinikai tiinetek jelent8s eltéréseket mutattak a tiinetek sulyossagat
és diverzitasat illetéen fenotipus-maddositd genetikai varidnsok azonositasat végeztik el teljes
exom szekvenaldssal (WES). A WES vizsgalatokat az UD-GenoMed Kft. (Debrecen) végezte
téritéses szolgdltatas keretében. A vizsgalt DNS mintak min&sége agardz gélelektroforézissel
felhasznaldsra. Az 6sszes human exonikus régid dusitasara az Agilent folyékony chip-rogzité

rendszere kerilt alkalmazdasra. Ezutan [llumina platformon Ujgenerdcids szekvenalas tortént. Az
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Agilent SureSelect Human All Exon V6 kit alkalmazasaval tortént a konyvtarkészités és a
“capture” tipusu vizsgalatok. Ezt kovetden az Agilent 2100 rendszert hasznaltuk a konyvtar
inzert méreteinek ellenérzésére. Az lllumina platformon a szekvenalds a gyarté altal eldirt
modon tortént. Nagy teljesitményl paired-end szekvenalds végeztiink (paired-end 150 bp,
PE150). A WES befejezése utan bioinformatikai elemzést végeztiink, amely magdban foglalta az
adatok mindségének értékelését, az SNP-k detektaldsat és a teljes genom asszociacids
vizsgdlatokat. A szekvenalasi adatok mindségellendrzési kovetelményei a kdvetkez6k voltak: az
egyes bazispoziciok szekvenaldsi hibaaranya kevesebb, mint 1% volt, az atlagos Q20 arany
nagyobb, mint 90%, az atlagos Q30 arany nagyobb, mint 80%, a szekvendlds 95% -os vagy annal
nagyobb illesztési ratat ért el és a bazis leolvasasi mélysége egy pozicidban elérte a 10x vagy
annal nagyobb értéket. Az SNP tesztet az aldbbiak szerint végeztik: a j6 mindségli szekvencidkat
a human referencia genomhoz (GRCh37/hgl19) hasonlitottuk, majd az észlelt variaciokat
elemeztik. A kapott genetikai varidnsok koroki szerepének vizsgélata in silico pathogenitds
predikcids szoftverekkel tortént, amelyek a kovetkezék voltak: SIFT, Polyphen2 és

MutationTaster.

3.2.4. Bérbiopszias mintak vétele, keratinocitak, fibroblasztok izoldldsa és tenyésztése

A vizsgdlt b6rmintak vételezése a paciens irdsbeli beleegyezését, a terllet fertétlenitését és
lidocainnal torténd infiltralasat kovetéen 6 mme-es punch biopszids korongokkal tortént. A
bérmintat 2% antibiotikum/antimikotikum tartalmu 0.9% fizioldgias sooldatban aztattuk 30
percig szobah&mérsékleten, majd Dispase oldatba helyeztik és egy éjszakan at 4°C-on
inkubaltuk. Ezt kovetfen a dermiszt az epidermisztél elvalasztottuk. Az epidermiszbdl
hamsejteket izolaltunk, a dermiszbdl fibroblasztokat. Az epidermiszre 2-3 ml tripszint

helyeztiink és 5 percig 37°C-on inkubdltuk. A dermiszre kollagendz, hialuronidaz és
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dezoxiribonukleaz tartalmu emészt6 enzim mixet helyeztiink és 2 6ran at inkubaltuk 37°C-on.
Az inkubacios id8 letelte utan a sejtlizatumokat steril szlrén atszlrtik. A sejteket
megszamoltuk, centrifugaltuk (10 perc, 4°C, 1150 rpm) és a felllUszét lebntve a megfeleld
tapoldattal szuszpendaltuk, majd sejttenyészté flaskdkba szétosztottuk Gket. A sejttenyészté

flaskakat 37°C-os sejttenyészté termosztatokba helyeztik.

3.2.5. RNS izolalas

Az RNS izoldldshoz a sejteket 500ul Trizolban vettik fel, par percet szobah&mérsékleten
inkubaltuk, ezt kovetéen 100ul kloroformot adtunk a mintakhoz, alaposan ¢sszeraztuk, majd
10 percig szobah&mérsékleten inkubaltuk, majd 13 000 rpm 20 percig, 4°C-on centrifugaltuk. A
fels§ vizes fazist Eppendorf cs6be mértik. A mintakhoz 250ul izopropanolt adtunk,
osszeforgattuk, majd 10 percig szobahdmérsékleten inkubdltuk. A mintakat 13 000 rpm 20
percig, 4°C-on centrifugdltuk. A fellluszét leszivtuk, a csé aljan 1évé pellet-et 750ul 75%
etanollal mostuk. Vortexeltlik, amig fel nem valt a pellet, majd maximalis fordulaton 6 percig
centrifugdltuk 4°C-on. A fellluszot leszivtuk, a csé aljan 1évé pelletet szobahémérsékleten
szaritottuk kb. 15-20 percig. A pellet méretétdl fliggbden 10-20ul nukledz mentes vizben
vortexeltik, mig a pellet feloldddott, majd 10 percig 55°C-on inkubaltuk. Az RNS mintakat

felhasznaldsig -80°C-on taroltuk.

3.2.6. Gén-specifikus csendesités

A Hela sejtekben a PRINS gén csendesitése vektor-alapu RNS interferencia modszerrel,
kiméra konstruktok alkalmazasaval tortént a pSilencer hygro alkalmazasi javaslatai alapjan

(Ambion).
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3.2.7. Génexpresszids vizsgalatok

Az RDEB-ben korabbi klinikai megfigyelések igazoltak, hogy az intradermalis allogén fibroblaszt
injekciok az injektdlt terlleten a bdr fragilitdsat csokkentik, és id6szakosan részlegesen
helyredllitiak a C7 mennyiségét a DEJ-ben. Annak a mechanizmusnak a feltarasara, amivel az
allogén fibroblasztok hozzajarulnak a C7 mennyiségének ndvekedéséhez a DEJ-ben, egy RDEB-
ben szenved§ paciens esetében bérbiopszids mintat vettink a kezelés el6tt a 7., 15., 90., 180.,
270. és 360. napon. A biopszias mintakbdl RNS-t izoldltunk és Sentrix Human-6 teljes genom
expresszios chipet alkalmaztuk (Illumina). Az adatokat a Beadstudio 3.0 verzidjanak segitségével
normalizaltuk (lllumina). A génexpresszids kiulonbségek meghatarozasa az expresszios
kilonbség értéke (Diff Score) >13 vagy < -13, amely figyelembe veszi a hattérzajt és mintak
heterogenitdsat, valamint annak relativ (Diff Fold Change) legaldbb kétszeres vagy nagyobb
valtozdsa alapjan tortént. Emellett az atlagos jelintenzitds mindegyik préba esetében
szignifikdnsnak volt tekintett <0,05 P érték esetén. Ettél eltérd P érték esetén az adott proba

kizarasra kerilt az elemzésbdl.

A valds idejli, kvantitativ, reverz transkriptdz PCR (Q-RT-PCR) vizsgalatok soran az izoldlt RNS
mintak koncentraciéjat megmértik, majd egységes koncentraciéra higitottuk ket (0,2ug/ul).
Ezutan cDNS-sé irtuk at ket az ABI High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit protokollnak
megfelel§ alkalmazdsaval. A cDNS mintakkal Q-RT-PCR vizsgalatokat végeztiink validalt ABI
Tagman kit-ek alkalmazasaval. A vizsgalatokhoz cDNS, Tagman master-mix, specifikus primerek,
proba osszemérését kdvetben ABI 7500 real-time PCR késziléket alkalmaztunk. A méréseket
minden minta esetében elvégeztiik egy valasztott housekeeping génre specifikus primer parral

(18S riboszomalis RNS) és a vizsgalni kivant gén(ek) primer parjaval. A vizsgalni kivant mintak
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esetében a relativ expressziot a haztartasi 18S és vagy GAPDH gén esetében mért értékekre

normalizalva hataroztuk meg.

3.2.8. Immunofluorescens vizsgalatok

A bérbél 6mm-es punch biopszidval eltavolitott, foszfat pufferes séoldatban (PBS) maximum
néhany éran at tarolt, majd lefagyasztott, kriosztatban elhelyezett, mikrotdémmal metszett, kb.
4-6 um vastagsagu, nativ szovetmintat hasznalunk. A fagyasztott mintat targylemezre vettik
fel, szaritottuk, PBS-ben mostuk, majd az elsédleges ellenanyaggal inkubaltuk, ezt kdvetden
masodlagos ellenanyaggal blokkoltuk. A metszeteket ezutan haromszor valtott PBS-ben mostuk
at, majd szaritottuk, végll DAPI-t tartalmazd Vectashield HardSet fed6 médiumot helyeztliink

rajuk (Vector Lboratories, Peterborough, Anglia) és fluoreszcens mikroszkdppal megvizsgaltuk.

3.2.9. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Lézionadlis, 1ézid melletti pikkelysomords és egészséges bdrbiopszids mintak 24 6ras 4%
formaldehides fixalasat kdvetéen a mintakat parffinba dgyaztuk. 4 um vastagsagl metszeteket
targylemezekre helyeztliink, 3-szor 5 percig xylene-nel kezeltlk, majd visszahidrataltuk
csokkend koncentracioju ethanol és methanol elegyével 2-szer 3 percig. A szdveti endogén
peroxiddz blokkolasat 90 ml methanol és 3 ml hidrogén-peroxid elegyével végeztik 5 percig. A
nem specifikus antigének blokkolasahoz 1%-o0s szarvasmarha szérum albG1P3 umin és 0,1%-0s
Azidot alkalmaztunk 10 percig. A nem specifikus antigén blokkolast kovetéen a metszeteket
G1P3 elleni elsédleges egér monoklonalis ellenanyaggal kezeltik (Abnova) egy napig. Az
izotipus kontrollok festésekor a G1P3 elleni elsédleges ellenanyagot kihagytuk a festésbél. Az
érzékenyebb reakcié elérése céljabdl 30 percig tormaperoxiddz polimert alkalmaztunk

(Envision System, Dako). A 3,3’ diaminobenzidin (DAB) reakcid intenzitasat fénymikroszképpal
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vizsgaltuk meg (RealEnvision system, Dako). A metszeteket egy percig hematoxillin-nel

festettUk.

......

A BSS-ben szenved§ szegedi csaldd két tlnetes csaladtagjatdl, valamint egészséges kontroll
egyénektél négy mm-es punch biopszia mintat vettlnk. Diszpaz enzimmel (Grade Il, Roche
Applied Science) torténé emésztést kdvetden fibroblaszt sejteket izolaltunk és tenyésztettik

standard korulmények kozott. 30

A fibroblasztokat PBS-sel torténd mosast kovetéen 1 ml lizis pufferben (Sigma) szuszpendaltuk,
majd jégen h(tdtt homogenizdtor segitségével homogenizaltuk. Ezt kovetéen az
Immunoprecipitation Kit Protein G (Roche Applied Science) megadott instrukcidinak
kovetésével, anti-human NEMO egér antitest (BD Pharmingen) felhasznalasaval NEMO fehérjét

immunprecipitaltunk mind a kontroll, mind pedig a CYLD muténs fibroblasztokbdl.

Az immunprecipitacié soran kinyert fehérjéket hasznaltuk fel a Western blott analizis soran. A
fehérjéket 10%-os SDS-poliakrilamid gélen futtattuk meg. A gélrél a fehérjéket szaraz blott
rendszer (iBlot Gel Transfer System, Invitrogen) segitségével nitrocelluléz membréanra
blottoltuk. A membranokat 3%-os tejport tartalmazo TBS oldatban 2 éran at telitettuk. Anti-
human ubiquitin egér (Santa Cruz Biotechnology) elsédleges ellenanyagot haszndltunk a fehérje
kimutatasahoz. 3% tejport tartalmazé TBS oldatban kihigitott ellenanyaggal egy éjszakan at 4°C-
on inkubaltuk a nitrocelluléz membrant. Mosasokat kovet6en egér IgG ellen termeltetett
alkalikus foszfatdz konjugdlt masodlagos ellenanyagot (Sigma) és 5-bromo-4-kloro-3-indolil-
foszfat/nitroblue-tetrazdélium (Sigma) el6hivé oldatot hasznaltunk a fehérje savok

megjelenitéséhez.
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3.2.11. Statisztika és bioinformatikai elemzések

Az egyes vizsgalatok kapcsan végzett statisztikai analizishez a VassarStats: Statistical

Computation Web Site (www.vassarstats.net) oldalon, online, ingyenesen elérhet§ statisztikai

vizsgalémddszereket alkalmaztuk.

A szekvenaldasi  eredmények  kiértékelése az  Ensemble  Genome  Browser

(https://www.ensembl.org/), HGMD (http://hgmd.cf.ac.uk), ExAC

(http://exac.broadinstitute.org) és dbSNP (http://ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) adatbazisok
felhaszndldsaval végeztik el. A kapott genetikai variansok koéroki szerepének vizsgalata in silico
pathogenitds predikcios szoftverekkel tortént: SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg/), Polyphen2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) és MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/).
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4. Eredmények

4.1. Genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltarasa

4.1.1. A kutan teleangiectasiaval tarsuld familiaris oropharyngealis daganat szindroma
(TAFOCS) hatterében az ataxia teleangiectasia és Rad3-kapcsolt (ATR) gén novum mutacidjat
azonositottuk

A TAFOCS szindromat egy 5 generacids, 24 érintett csaladtagot tartalmazd amerikai csaladban
figyeltik meg el8szor. Osszesen 26 csalddtag vizsgalatat végeztik el (13 tinetes és 13
tinetmentes csalddtag keriilt bevondsra).® A vizsgalt egyének esetében a teljes genomot
lefed6en polimorfizmusok keriltek genotipizdlasra, kapcsoltsagi vizsgalatot végeztiink. A
vizsgalati eredmények egy szignifikans Iékuszt azonositottak a 3g22-24 régidban (az rs722813
SNP-t6l az rs952032 SNP-ig), a régié szlkitésére tovabbi mikroszatellita markerek
genotipizaldsat végeztik el. Az igy kapott marcsak mintegy 90 kilonb6zd gént tartalmazd régid
(az rs712984 SNP-t6l az rs951465 SNP-ig) esetében a potencialis koroki gének korének
sz(ikitése a roluk kozolt kordbbi tudomanyos publikaciokban leirt genotipus-fenotipus
dsszefliggések alapjan tortént meg. Igy keriilt 30 lehetséges koroki gén kivalasztasra, melyek

esetében direkt szekvenaldssal tortént a betegség hatterében alld koroki mutacié azonositasa.

A 30 feltételezett koroki gén direkt szekvenaldsa révén a betegség kialakuldsaért felels
mutacio, egy heterozigdta misszensz varians az ataxia teleangiectasia és Rad3-kapcsolt (ATR)
génen kerilt azonositdsra (c.6431A>G, p.GIn2144Arg, 19. dbra).? Ez a mutacié minden érintett
csaladtag vérbdl izoladlt genomi DNS-én jelen volt, mig a vizsgalt klinikailag tinetmentes
csaladtagok kozul egyik sem hordozta. 220 tovabbi egészséges, kontroll egyén vizsgalata sordn

a c.6431A>G, p.GIn2144Arg ATR mutdcid nem volt jelen egyetlen egyénben sem.

48



dc_1813 20

Egészséges, kontroll egyén 2142 2143 2144 2145 2146
Vérbsl izolilt | DNS Phe Ser Gin Leu lle

croot 1zofalt genomi CTTTTTCACAATTGATCT
ATR gén L
TAFOCS szindromaban
szenvedod beteg 2142 2143 2144 2145 2146
Vérbdl izolalt genomi DNS ne Ser Gin - .
ATR o6 CTTTTTC CACAA TTGATCT

gen CG A
Arg

‘_

TAFOCS szindromaban

szenvedo beteg 2142 2143 2144 2145 2146

. Phe Ser Arg Leu lle
Oropharyngealis daganat
szovetbdl izolalt genomi DNS CTTTTTC ACGATTGATCT
ATR gén : l
f ’1| J ‘ |'|I‘\‘\ f‘ \'\. "‘
{ MV VAW IVAY Y

19. dbra. Az ATR gén c.6431A>G, p.GIn2144Arg mutacidjanak detektdlasa TAFOCS
szindrémaban szenvedd paciens esetében vérbdl és oropharyngealis daganat szovetbdl izolalt
genomi DNS-en. A daganatszdvetben a heterozigdtasag elvesztését detektaltuk.

Az érintett csaladtagok esetében az oropharyngedlis daganat szdvetbdl izolalt DNS direkt
szekvendldsa sordn a mutaciot homozigdta formédban detektaltuk (19. dbra).® A c.6431A>G,
p.GIn2144Arg ATR mutdcid egy Ujonnan azonositott mutacié, mindeddig nem volt ismert az
irodalombdl. A mutdcid az ATR fehérje egy, az evolucid sordn jelentdsen konzervalt régidjat
érinti (20. dbra).” Az ATR fehérjének a mutaci6 altal érintett teriletén egy ismert funkcionalis

domén, a FAT (FRAP, ATM és TRRAP) domén helyezkedik el (20. dbra). Az irodalmi adatokbdl
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ismert, hogy az ATR fehérje FAT doménje az AaRS-interakciés multifunkcios 3 fehérjéhez

(AIMP3) kapcsolddva a p53 aktivaldsaban jatszik fontos szerepet.®

ATR

799 835 1329 1365 1640 2185 2321 2567 2612 2643
[ 1 —— T T T 1
HEAT1 HEAT2 FAT kinase FATC
| L1 — | | I
p.GIn2144Arg

Human: TNYLAPYQFLTAF
Chimp: TNYLAPYQFLTAF
Dog : TNHLAPYQFLTAF
Mouse: TNRLAPYQFLTAF
Lizard : TQLLAPYQFLTAF
Fugu : CDNLAPYQFLTAF

LISRICHSHDEVEV
LISRICHSHDEVEV
ISRICHSHDEVEV
ISRICHSHDEVFV
LISRICHSHDEVEYV
LISRVCHSSDEVFT

20. abra. A p.GIn2144Arg mutdcio lokalizacidja a ATR fehérjén és a régié evolucids
konzervaltsaganak bemutatasa.

4.1.2. A Clericuzio tipusu poikiloderma (CPN) betegség hatterében 16-os kromoszéma nyitott
leolvasasi keret 57 (C160rf57) gén novum mutaciojat azonositottuk

Egy CPN-ben szenvedd marokkoi csalad vizsgalata kapcsan - akiknél a klinikai tiinetek mar
korabban publikaldsra keriltek, azonban a betegség genetikai hattere mindeddig nem kerult
felderitésre, célul tlztik ki a betegség hatterében allé kéroki gén és koéroki mutdcid
azonositasat.’® Hat csalddtag vizsgdlatat végeztik el (két tinetmentes szil6, 3 tinetes

gyermeke és egy tiinetmentes gyermeke kerilt bevonasra). A vizsgalt egyének esetében a teljes
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genomot lefed6en polimorfizmusok keriiltek genotipizalasra a Human Mapping 10K 2.0 chip

(Affymetrix) felhasznalasaval.

1wt/ c.179delC 2 wt/c.179deiC

Gy Pro Glu Gly Pro Glu
wt AGGeacldrcaac Wt AGGGGCIJTGAAG
m AGGGGCTGAAG m AGGGGCTGAAG

WV Mt

. . 0 !

IV:1 ¢.179delC / c.179delC IV:2 ¢.179delC / c.179delC IV:3 wt/wt IV:4 ¢.178delC / c.179delC
Gly Leu Lys Gly Leu Lys Gly Pro Glu Gly Leu Lys
AGGGGCTGAAG AGGGGCTGAAG GGBGGCCTGAAG GGGGCTGAAG

{

{ i }
AT N TV A AT LAY LA YAL A

DO Tunetmentes férfi, tinetmentes né
W@ Beteg férfi, beteg né

21. abra. A CPN-ben szenvedd 4 generacids csalad esetében a ¢.179delC p.Pro60fsX54 mutaciét
azonositottuk. A harmadik generacidban |évé apa (I11:1) és anya (I1l:2) mindketten
heterozigdta formdaban hordoztdk a deléciot, a negyedik generacio tiinetes csaladtagjai (1V:1,
IV:2 és IV:4) homozigdta formaban hordoztak a mutaciot, mig klinikailag tinetmentes
testvérik (1V:3) csak vad tipusu szekvenciat hordozott.

A vizsgdlati eredmények altal feltart hat régid szlkitésében és a lehetséges koroki gén
kivalasztasaban nagy jelentésége volt Volpi és munkatdrsai munkajanak (2010, Am J Hum
Genet, 86:72-76.), akik munkacsoportunkat par hdnappal megel6zve, ugyanabban az évben
irtak le a 16-os kromoszdma nyitott leolvasasi keret 57 (Cl6orf57) gén koroki szerepét a
betegség kialakuldsaban.'* A chip vizsgélati eredmények alapjan a C160rf57 gén kozte volt a
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lehetséges koroki géneknek. A gén kddold szakaszainak és azokkal hataros intronalis régidknak
a direkt szekvenalasat elvégezve egy Uj, az irodalomban korabban nem publikalt deléciot

azonositottunk (c.179delC p.Pro60fsX54, 21. dbra).*?

4.1.3. A recessziv disztréfids epidermolizis bullozaban (RDEB) szenvedd pdaciens szomatikus
mozaicizmusaért a keratinocitakban kialakult a 7-as tipusu kollagén gént (COL7A1) gént érint6
egyszeri intragenikus keresztezddés a felel&s

A RDEB-ben érintett 41 éves férfibeteg hosszu ideje észlelt két bérteriletet a bal csuklon és a
jobb labszaron, melyek nem vagy csak nagyon ritkdn mutattak holyagképz&dést vagy
kisebesedést. Ezen bérterlletek esetében felmerilt a sz6veti mozaikossag lehet6sége, melyet

a C7 immunhisztokémiai vizsgalata valoban igazolt (22. dbra).

*

Tunetes bor

Tunetmentes bor

22. 4bra. A C7 immunhisztokémiai vizsgdlata a kevésbé fragilis bérterileten a fehérje
fest6désének helyredllasat igazolta, mig a gyakran sérilt, holyagképzddést és sebesedést
mutato tlnetes bérterileten a C7 nem volt detektalhato.
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A paciens periférids vérmintajabol és a kevésbé fragilis bérteriletekbdl valamint tlinetes
kornyezetikbdl vett bérbiopszids mintdkon genetikai vizsgdlatokat végeztiink. Mindhdrom
minta esetében izolalt gDNS-en a ¢.1732C>T p.Arg578X mutacidt detektdltuk a COL7A1 gén 13.
exonjaban és a c.7786delG p.Gly2593fsX4 mutacidt a 104. exonban.®” Ugyanakkor a periférias
vérmintabol és a tinetes borbdl izolalt cDNS-en szintén mindkét mutacid, a c.1732C>T
P.Arg578X mutdcio és a ¢.7786delG p.Gly2593fsX4 mutacio jelen volt. A tinetmentes bérbdl
izoldlt cDNS esetében viszont csak a ¢.1732C>T p.Arg578X mutdcié volt jelen a gén 13.

exonjaban (23. dbra).%’

Tlnetes bér genomi DNS  Tunetmentes bér genomi DNS Kontroll genomi DNS
3 {
o0
2| v oo ol A
oc
9O
3 VX, \ '
0 //\ / / [ A
™~ / /
™~

Tinetes bér cDNS Tlnetmentes bér cDNS Kontroll cDNS

>
LN
o i
O
3 { { \
2 | v/l oMYA | MY v
0 |/ / .
~
™~

23. abra. A paciens vérmintajabdl, tlinetes és tliinetmentes bérbiposzids mintajabdl izolalt gDNS
és cDNS esetében detektalt mutacidk a COL7A1 génen. Valamennyi gDNS minta és a
vérmintabdl, illetve a tliinetes b&rbdl izolalt cDNS mintdkon két heterozigdta mutaciot
detektaltunk a gén 13. és 104. exonjaban, mig a tinetmentes b&rbdl izolalt cDNS-en csak a
13. exonban |évé mutacié volt kimutathato.

Mivel a C7-et a keratinocitak és a fibroblasztok is termelik, a kevésbé fragilis és fragilis teljes
bérmintakbdl, illetve az abbdl izoldlt fibroblasztokbdl szarmazéd mRNS mintdk esetében is

elvégeztik COL7A1 mRNS expresszidjanak vizsgalatat. Vizsgdlati eredményeink a kevésbé
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fragilis és fragilis b6érmintakbdl izolalt fibroblasztokbdl szarmazd mRNS-ek esetében is csokkent

COL7A1 mRNS expressziot mutattak.

Teljesvastag bérbiopszias minta

2 < 107
~N
w2z 08 1
§ o
e £ 06
5 —l
> X 04 ]
e |
B S 02
m ’
o
0° Kontroll ' Beteg ' Beteg
Tiinetmentes bér Tlinetes bor
Tenyésztett fibroblaszt sejtek
o 10
‘N <
» = 0,8 -
2 0,
O o
E. E 0:6 7
5 —l
> E 0,4 -
%g S 02
(3
| I
0 Kontroll Beteg Beteg
Tiinetmentes bér Tlinetes bor

24. dbra. A COL7A1 mRNS kifejez8dése a paciens fragilis és kevésbé fragilis teljes bérmintaiban
és az azokbdl izolalt fibroblasztokban.

Ugyanakkor a kevésbé fragilis és fragilis teljes bérmintakbdl izolalt mRNS-ek esetében csak a
fragilis teljes b&rmintakbdl izoldlt mRNS mutatott csdkkent COL7A1 mRNS expressziot (24.
abra). Vizsgdlati eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a reverzid a keratinocitakban
jBhetett étre.%” Feltételezzilk tovabbd, hogy a paciens esetében tapasztalt szomatikus
mozaicizmus hatterében egyszeres intragenikus keresztezédés allhat, melynek kévetkeztében
a COL7A1 mRNS atirédasakor az anyai eredetd p.Arg578X mutacio detektalhatd, azonban az
apai eredetd ¢.7786delG mutacid helyett csak vad tipusu szekvencia detektalhatd a kevésbé

fragilis bérterilet cDNS mintajiban (25. dbra).%’
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Anyai Apai allél
S m—

rs1264194 |@
p.Arg578X G A

@ | c.7786delG

25. abra. A gént érint6 egyszeres intragenikus keresztezddés.

4.1.4. A herediter angioneurotikus 6déma lll-as tipusa (HAEIII) hatterében recurrens misszensz
mutdacioét azonositottunk a koagulacios faktor 12 (F12) génen

A HAEIIl egy olyan ritka formdja a HAE-nek, mely csak néket érint és a rohamok kialakuldsa
magas Osztrogén szinttel jard allapotokhoz tarsul. Vizsgalataink soran célul tlztik ki egy HAEIII-
ban szenvedd csalad genetikai vizsgalatadt, a hattérben allé F12 gén mutdcid szlirését. Az
irodalombdl mar jol ismert rekurrens, misszensz mutacidt azonositottunk (c.983C>A

p.Thr328Lys).%°

Haplotipus vizsgalatot végeztink, annak igazolasara, hogy az eurdpai HAEIIl paciensek, akik
ugyanezen mutdciét hordozzak, egyazon alapitd hatas eredményeként vagy pedig egymastol
fuggetlen mutécids események eredményeként hordozzék ugyanazon mutdciot (26. dbra).8%7t
Mivel az eurdpai HAEIIl paciensek és az altalunk vizsgalt brit HAEIlll-ban szenved§ csalad
mutaciot hordozod tagjai ugyanazon haplotipust hordozzadk, feltételezzik, hogy ugyanazon

mutdcio kialakuldsdhoz ezen paciensek esetében egy azon alapité hatas vezetett.® 71
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[]
[

rs1801020 T C
rs4976649 cT
rs4976692 TT
rs4976648 A A
Thr328Lys cC A
rs17876031 T C
rs17876032 cT

o
5

o
o

D Tunetmentes férfi

rs1801020 cT cc cc cc
rs4976649 TC TT TT TT . ;
rs4976692 TT TC TT TT O Tiinetmentes no
rs4976648 A A A G A A A A
Thr328lys cc cc c A c A . HAEIII rohamokat mutatd n6
rs17876031 cT cc cc cc
rs17876032 TC TT TT TT
. O Q.
rs1801020 cc cc rs1801020  C
rs4976649 TT TT rs4976649 T
rs4976692 TT cT rs4976692 T
rs4976648 A A G A rs4976648 A
Thr328Lys C A C A Thr328Lys A
rs17876031 cc cc rs17876031  C
rs17876032 TT TT rs17876032 T

26. abra. Haplotipus vizsgdlat. A mutaciét hordozd csalddtagok ugyanazt a haplotipust
hordozzak, melyet kordbban az eurdpai HAEIIl paciensekben leirtak (piros szinnel kiemelve).

4.1.5. Ot, a familidris lokalizalt kutdn amyloidosisban (FPLCA) szenvedd csaldd esetében két
novum és egy rekurrens misszensz mutaciot azonositottunk az onkostatin M receptor (OSMR)
génen

Ot, autoszémalis domindns 6rokl6dést mutatd FPLCA-ban szenvedd csaldd genetikai vizsgalatat
végeztik el. Elsédleges célkitlizéslink volt az OSMR és az IL31RA gének mutdcid szlrése, az
azonositott mutdciok vizsgalata, genotipus-fenotipus Osszefliggések feltarasa. Két csalad
esetében Uj, az irodalmi adatokbdl korabban nem ismert misszensz mutacidkat azonositottunk
az OSMR génen (Csalad I. c.1939G>T p.Asp647Tyr, Csalad Il. ¢.1891G>T p.Val631llLeu; 27.
abra).>> Harom csalad esetében pedig ugyanazon rekurrens misszensz mutaciét azonositottunk
az OSMR génen (c.1853G>C p.Gly618Ala).>> Az Ujonnan azonositott misszensz mutaciok a
OSMRP fehérje extracellularis fibronektin Il domén (FNIII) tertletén helyezkednek el.>> Mivel a

Csalad lll., IV. és V. tlnetes tagjai valamennyien ugyanazon koéroki misszensz mutaciot
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hordoztak, haplotypusvizsgalatot végeztiink annak vizsgalata céljabdl, hogy ugyanazon mutacio
egy azon alapitd hatads vagy fliggetlen mutdcids események kovetkeztében jott-e létre az
érintett csaladokban. Haplotipus vizsgdlati eredményeink alapjan a harom érintett csaladban a
detektdlt mutdcid ugyanazon alapitd hatds eredményeként johetett létre, mivel az érintett

csalddtagok ugyanazon haplotipust hordoztdk.>

c.1939G>T, p. Asp647Tyr

\y )”\; /f\/\; "\ &'\ /p\gj/\& W\

Csalad I. FPLCA-ban szenvedo csaladtag (IV.6)

Egészséges, kontroll egyén

c.1891G>T, p.Val631Leu

Csalad II. FPLCA-ban szenvedd csaladtag (111 1)

\ /\/V\AA[\/\&/\/\M

Egészséges, kontroll egyén

c.1853G>C, p.Gly618Ala

\ A \/\ /" - 4 4 ~ / \ N

Csalad III. FPLCA-ban szenvedd csaladtag (I1.1)

T

Egészséges, kontroll egyén

27. 4bra. Két novum és egy rekurrens misszensz mutdaciot azonositottunk az OSMR génen.

A két Uj mutacid a Csalad I. as Csalad ll-ben kerUlt detektaldsra, a rekurrens mutdciot hordozta

a Csalad lll, IV és Vis.
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4.1.6. A WNT csalad 10A gén (WNT10A) homozigdta nonszensz mutdciéja Schopf-Schulz-
Passarge szindroma (SSPS), mig compound heterozigdta misszensz és nonszensz mutdcioi és
homozigdta misszensz mutdcidja odonto-onycho-dermalis diszpldzia (OODD) kialakuldsat

eredményezi

Egy 70 éves, klinikailag SSPS-ben szenvedd brit paciens kerilt bevonasra, akinél az elvégzett

genetikai vizsgalatokkal egy, az irodalombdl ismert homozigéta nonszensz mutaciot, a

€.321C>A p.Cys107X-t, azonositottunk a WNT10A génen (28. abra).>®

Trp Asn Cys Ser Ser

T GGAACT GCTTCAAGTC

A

Egészséges, kontroll egyén

Trp Asn STOP

TGGAACTG GATT CAAGSGEC
c 321C>A (p.Cys107X)

R

SSPS-ben szenvedo beteg

28. adbra. Az SSPS-ben szenved§ paciens esetében azonositott rekurrens, homozigéta,

nonszensz mutacio a WNT10A génen.

Vizsgalatainkba egy négy generacids brit csaladot is bevontunk, akiknél 7 érintett csaladtag

genetikai vizsgalata tortént meg. A vizsgalt csaladban a klinikai tineteket mérlegelve diverz

klinikai képet mutatnak, melyek néhany esetben SSPS-t, mig mas csaladtagoknal OODD

fennallasat valdszinUsitik.
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Az elvégzett genetikai vizsgalatok alapjan a csaladon beliil az SSPS klinikai varians kialakulasat a
WNTI0A gén homozigdta nonszensz mutacidja eredményezte (c.321C>A p.Cys107X), mig az
OODD klinikai varidns kialakuldsdért a WNT10A gén heterozigdta misszensz (c.682T>A
p.Phe228lle) és heterozigdta nonszensz (c.321C>A p.Cys107X) mutdcidinak kombinacioja vagy

a gén homozigdta misszensz mutécidja a felelds (c.682T>A p.Phe228lle; 29. dbra).”®

i [i

IV

1 2 3 B

|:| Klinikailag tiinetes, WNT10A4 ¢.321C>A p.Cys107X nonszensz mutaciot hordozo egyén
[ Klinikailag tiinetes, WNT10A c.682T>A p.Phe228Ile misszensz mutaciot hordozé egyén
[] Klinikailag tiinetmentes, genetikai vizsgalatba bevont egyén
) Klinikailag tiinetes, genetikailag nem vizsgalt egyén

DO Klinikailag tiinetmentes, genetikailag nem vizsgalt egyén

29. 4dbra. Genotipus-fenotipus dsszefliggések feltdrdsa SSPS-ben és OODD-ben. A IV:2-es
klinikailag SSPS-ben szenved6 csaladtag esetében a c.321C>A p.Cys107X homozigota
nonszensz mutaciot azonositottuk a WNTI0A génen. A lll:2, III:6 és IV:1-es klinikailag OODD-
ben szenved§ csaladtagok esetében a WNTI10A gén heterozigdta misszensz (c.682T>A
p.Phe228lle) és heterozigdta nonszensz (c.321C>A p.Cys107X) mutacidinak kombinaciojat
detektaltuk. Az OODD-ben szenved®§ Il:2 paciens esetében a gén homozigdta misszensz
mutdcidja a felelGs (c.682T>A p.Phe228lle) a betegség kialakuldsaért.
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4.1.7. ACYLD génen egy novum misszensz és két rekurrens nonszensz mutaciét azonositottunk,
utdbbiak eltérd klinikai variansok — familidris cylindromatdézis (FC), multiplex familiaris
trichoepitheliomatdzis (MFT1) és Brooke-Spieger szindroma (BSS) -kialakuldsat eredményezik

Egy BSS-ben szenvedd szegedi csalad, egy BBS-ben érintett Szekszard kornyéki csaldd és egy
MFT1-ben szenved§ spanyol csaldd genetikai vizsgalatat végeztiik el. Elsédleges célkitlizésink
volt a CYLD gén mutacidé szlrése, az azonositott mutdciok vizsgalata, genotipus-fenotipus
Osszefliggések feltardsa. A BSS-ben szenvedd szegedi csalad tlnetes tagjaiban egy novum, az
irodalombdl eddig nem ismert heterozigdta, misszensz mutdciét azonositottunk (¢.2613C>G
p.His87GlIn; 30. abra).>’

Glu Thr Ser His/GIn Tyr Val Ala

G AAACAAGCCANTATGEG TTGC T
c.2613C>G (p.His8716GlIn)

l

Glu Thr Ser His Tyr Val Ala
G A AACAAGCCACT ATGTTGCT

BSS beteg (I/1) DNS szekvencidja

Kontrol egyén DNS szekvencidja

30. abra. A szegedi BSS csaladban azonositott novum heterozigdéta misszensz mutacio
(.2613C>G p.His87GlIn).

A Szekszard kornyéki BSS csalddban egy rekurrens, heterozigdta, nonszensz mutaciot
azonositottunk a CYLD génen (c.2806C>T, p.Arg936X; 31. dbra).”® A mutacid azonositdsdnak
oriasi jelentGsége van a csalad szamara, mivel esetiikben a betegség sulyos, kiterjedt,

stigmatizalod tinetekkel jelentkezik, ami szocidlis izolaciéhoz vezetett, illetve ez a csaldd mar
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mintegy 50 éve all b6rgydgyaszati gondozas alatt. A betegség hatterében allo koroki eltérés
azonositasdra azonban csak most kerUlt sor, ez a kés6bbiekben a csaladalapitas kapcsan is nagy
jelentéséggel birhat. Az azonositott rekurrens, nonszensz mutaciot egy Eszak-angliai, BSS-ben
szenvedd csalad is hordozza, amelyben a tlinetes csaldadtagok azonban jéval enyhébb klinikai
tineteket mutatnak. Haplotipus vizsgalatot végeztiink annak igazoldsara, hogy az angol és
magyar BSS paciensek - akik ugyanezen mutaciot hordozzak - egy azon alapitd hatas
eredményeként, vagy pedig egymastdl flggetlen mutdcidos események eredményeként
hordozzak ugyanazon mutaciot.

Gly Cys Ala  Arg/STOP Arg Leu Leu

G 6 C TGGTGCANGAAGAC TG6CT T
1c.2806C>T (p.Arg936Xx)

BSS beteg (V/2) DNS szekvencidja
Gly Cys Ala Arg Arg Leu Leu
G 6 C TGEGTG6GCACGAAGAC TGEC T T

Kontrol egyén DNS szekvencidja

31. abra. A Szekszard kérnyéki BSS csalddban azonositott rekurrens heterozigéta nonszensz
mutaciod (c.2806C>T p.Arg936X).

Haplotipus vizsgdlati eredményeink alapjdn ugyanazon mutdciét a foldrajzilag tavoli két
csaladban egymastol flggetlen mutdcios események hoztdk létre, ami felveti a mutacids

forrépont lehet8ségét a génen (lIl. tablazat).”®
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o Magyar | Magyar | Magyar | Angol Angol
Polimorfizmusok beteg | beteg beteg beteg beteg
v/2 V/6 v/8 Iv/1 Iv/2
rs2160683 A/T AT AA AT TT TT
rs115042932 |C/6 GC GC GC cc cc
rs117998712 c/T (o ccC cC cC cC
MUT c/T TC TC TC TC TC
CM001120

1. tablazat. Haplotipus vizsgalat: a Szekszard kornyéki BSS és az észak-angliai BSS csalad.

Vizsgalataink tovabbi érdekessége, hogy ugyanazon koéroki mutdcid hordozdsa ellenére az

angliai és magyar paciensek klinikai tlinetei k6zott jelentés kildnbségek mutatkoztak a tiinetek

sulyossagat és diverzitasat illetéen. Tovabbi célkitlzésink volt fenotipus-mddosité genetikai

variansok azonositasa teljes exom szekvenaldssal (WES). Az elvégzett WES vizsgalati

eredmények 0Osszehasonlitdsa

révén

harom

lehetséges fenotipus

azonositottunk: az rs1053023 SNP-t a transzkripcié 3 szignal transzducer és aktivator génen

(STAT3), az rs1131877 SNP-t a tumor nekrdzis faktor receptor asszcialt faktor 3 génen (TRAF3)

és azrs202122812 SNP-t a BRCA génnel hataros gén 1-en (NBR1) génen (V. tablazat).

SIFT
SNP Varians Polyphen2 Asszociaciot
(gén) tipusa MutationTaster mutato korképek
rs1053023 3’ UTR — Sclerosis multiplex
(STAT3) varians — B-NHL
Polimorfizmus BSS”
rs1131877 Exonikus Toleralt Posztradioterapia
(TRAF3) varians Benignus mdukalta toxicitas
(misszensz) | Polimorfizmus BSS*
rs202122812 | Exonikus Pathogén
(NBRI) varians Feltehetoen pathogén BSS”
(misszensz) | Betegség okozo

IV. tablazat. Potencialis fenotipus mddositd genetikai varidnsok BSS-ben. A * jelolés a sajat
vizsgalati eredményeket jeloli.
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Egy MFT1-ben szenvedd spanyol csalad esetében egy heterozigdta nonszensz mutaciot
azonositottunk a CYLD génen (c.2272C>T p.Arg758X), melyet kordbban mar egy BBS-ben
szenved§ osztrak paciensben, valamint egy FC-vel diagnosztizalt holland csalddban is
detektaltak (32. dbra).>® Haplotipus vizsgalatot végeztiink annak igazolasara, hogy a spanyol, a
holland és az osztrak paciensek esetében ugyanazon mutacié egy azon alapitd hatds
eredményeként, vagy pedig egymastol flggetlen mutdcios események eredményeként jott-e

[étre.

Gin Met Pro Arg/STOP _Phe Gly Lys

C A G A T G C C T Y G A T T T G G A A A A

MFT1-ben szenvedd spanyol beteg (I1:2)

~ GIn Met Pro Arg
G 2

C A G A T G C C T C A T

Phe Gly L
T T G G A A A A

||'I.jl\ . l|I . i
v A AN N A
_/\_’ﬂ?ﬂf fj *A/\/\/ R\Mﬁ \ \1.&!2’.[\&5_} !\’\’ \

Egészséges, kontroll egyén

32. abra. A MFT1-ben szenvedd spanyol csalddban azonositott rekurrens heterozigéta
nonszensz mutacié (c.2272C>T p.Arg758X).

A vizsgalat alapjan az MFT1-ben szenved§ spanyol és az FC-ben érintett holland csalad tinetes
tagjai hordozzak ugyanazon haplotipust, egyazon alapitd hatdsra utalva.>® Ugyanakkaor az
ugyanazon mutdciét hordozd BSS-ben szenvedd osztrak paciens eltéré haplotipust hordoz, ami

fuggetlen mutdcids eseményre utal (V. tdblazat).”® Vizsgalataink tovabbi meger8sitésil
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szolgalnak, miszerint az MFT1, FC és BSS nem harom kilonb6z6 betegség, hanem ugyanazon

korkép eltérd klinikai megjelenési variansai.

Nemzetiség Spanyol Holland Osztrdk
Klinikai varidns MFT1 FC BSS
SNP azonositd Gyakori allél

rs201757487 G/- GG GG GG GG GG
rs10451132 G/T GG GG GG GG GT
rs370702435 A/G AA AA AA AA AA
CM001116 Cc/T CcT CcT CcT CcT CcT
rs199912760 G/A GG GG GG GG GG
rs375106322 G/A GG GG GG GG GG
r201860550 G/T GG GG GG GG GG
rs149502055 C/T cC cC cC cC cC
rs75157714 G/A GG GG GG GG GG
Rs201233994 AT/- AT AT AT AT AT
Rs200973965 ATAC/- ATAC ATAC ATAC ATAC ATAC
rs77528321 T/C T TT TT TT TT
rsl46702654 T/- 1T 1T TT TT 1T
6145827 | ACACAC/ | ACacac | ACACAC | ACACAC | ACACAC | Acacac
3064638 | ACACAC/ | hcacac | achcc | ACACAC | Acacac -
rs73584492 A/G AA AA AA AA AA

V. tablazat. Haplotipus vizsgalat: Spanyol MFT1, holland FC és osztrak BSS paciensek.

4.1.8. A cathepsin C (CTSC) génen egy novum delécidt és egy rekurrensz nonszensz mutaciot
azonositottunk, amely utobbi eltéré klinikai varidnsok — Papillon-Lefévre szindréma (PLS) és
Haim-Munk szindroma (HMS) - kialakulasat eredményezi

Egy PLS-ben szenvedd szegedi csalad masodik generacidjaban két beteg lednytestvér esetében
(11:2 és 1I:3) egy, az irodalombdl mindeddig nem ismert 7 bazist érinté homozigdta deléciot

azonositottunk a CTSC génen (c.681delCATACAT p.T188fsX199; 33. 4bra).%!

Az elvégzett genetikai vizsgdlatok igazoltak, hogy a klinikailag tinetmentes szil6k (I:1 és I:2) a
deléciot heterozigdta formaban hordozzdk és a klinikailag tinetmentes leanytestvér (ll:1)
szintén heterozigdta hordozdja a delécidnak.®’ Mivel a CTSC gén mutécidi meglehet8sen ritkak

- minddssze néhany szaz PLS-ben érintett beteg ismert vildgszerte - felmerilt annak lehet&sége,
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hogy ugyanazon heterozigdota mutacid hordozdsa esetleg rokonhazassag eredménye-e? A

szUl6knek azonban nem volt tudomadsa rokonhdazassagrol a csaladban.

Ala Thr Thr Tyr Met Glu Tyr Glu Thr Leu Thr Leu Gly

GCAACT ACATA CAT/GGAATATGAGACT CTTACCCTGGGA

.,lm

Kontroll egye“; 681 delCATACAT, p.T188fsX199

Ala Thr }Arg' Asn Met Arg Leu Leu Pro Trp Glu lle STOP
GCA A CTA.BGAATATGAGACT CTTA CCCTGGGAGATATGA

GCAACTAWGAATATG AGAC
GCAACTA TATGAGACTCT TACC

o -

ACC C TGGG A
GAG A TATGA

7 bazm heterozigota delécidja (I:1)

33. dbra. A PLS-ben szenvedé szegedi csaladban azonositott novum 7 bazis delécié a CTSC
génen (c.681delCATACAT p.T188fsX199).

A PLS-ben és HMS-ben szenvedd kaposvari paciensek esetében az elvégzett genetikai

vizsgdlatok ugyanazon rekurrens, homozigdta nonszensz mutdciét igazoltdk (c.748C>T

p.Arg250X) a CTSC génen (34. abra).%0

A PLS-ben és a HMS-ben szenvedd paciensek nem ismerik egymast, a PLS-ben szenvedd
paciensnek nincs testvére és gyermeke, valamint tudomadasa szerint az egyedili PLS-ben
szenved( beteg a csaladon belll. A HMS-ben szenved§ paciens nem ismeri szlleit, rokonait,

nevelGotthonban nevelkedett. Mivel a genetikai vizsgalatok ugyanazon homozigdta mutaciot
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azonositottdk mind a PLS-ben, mind a HMS-ben szenved§ paciens esetében haplotipus
vizsgalatot végeztiink, annak igazolasara, hogy a két paciens ugyanazon mutaciét egy azon
alapité hatds eredményeként, vagy pedig egymadstol flggetlen mutdcids események

eredményezték-e.

Ser Pro Val STOP Asn Gln Gly

A G T CC TG T TTGAAACTCAATGG T
lc.748 C/T p.Arg250STOP

HMS-ben szenvedé paciens

Ser Pro Val Arg

A GT T 0% F C G A A

) MW WA

Egészséges, kontroll egyén

34. abra. A PLS-ben és HMS-ben szenvedd kaposvari paciensekben azonositott rekurrens,
homozigdta nonszensz mutacid a CTSC génen (c.748C>T p.Arg250X).
Vizsgalati eredményeink alapjan a PLS-ben és a HMS-ben szenvedd pdciensek ugyanazt a
haplotipust hordoztdk, ezért nem kizart, hogy mégis van kozottik rokoni kapcsolat (VI

tablazat).%°

Vizsgalataink tovabbi érdekessége, hogy ugyanazon kéroki mutacio hordozasa ellenére az egyik
paciens PLS-ben, a masik paciens HMS-ben szenved. A PLS-t és HMS-t korabban kilon

entitdsoknak vélték, de az irodalmi adatok és a kapott vizsgalati eredményeink alapjan

66



dc_1813_20

felmerUlt, hogy a PLS és HMS nem kilonb6z6 betegségek, hanem ugyanazon kérkép eltéré

klinikai variansai.

PLS-ben HMS-ben
CTSC gén szenvedd szenvedé
kaposvari beteg kaposvari beteg
15116702910 T TT TT
1577499989 A AA AA
15144951351 T IT TT
15150778155 GAAA GAAA GAAA

1560736750 C cC cc
15150294063 T IT TT
15186157569 A AA AA
15112016678 C ccC CcC
15147642061 T TT TT
CM002938 C TT TT
15200799436 T IT TT
1s217116 T TT TT
15141174591 G GG GG
15115099408 C cC cc
15147844154 G GG GG

VI. tablazat. Haplotipus vizsgalat: A PLS-ben és HMS-ben szenved§ kaposvari paciensek.

Tovabbi célkitlizéslink volt olyan fenotipus-modositd genetikai varidnsok azonositasa, melyek
felelGsek lehetnek az ugyanazon mutaciét hordozd pdaciensekben az eltérd klinikai variansok
(PLS és HMS) kialakulasdért. Az elvégzett WES vizsgalati eredmények dsszehasonlitdsa révén
kett§ lehetséges fenotipus mdédositd markert azonositottunk: az rs34608771 SNP-t az SH2
domént tartalmazd 4A génen (SH2D4A) és az rs55695858 SNP-t az illatanyag kotd fehérjét

kédold 2A (OBP2A) génen (VII. téblazat).5?
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SIFT

SNP Varians Polyphen2 Asszociaciot mutato
(gén) tipusa MutationTaster korképek
rs34608771 Exonikus Toleralt
(SH2D4A) varians Benignus HMS *

(misszensz) | Polimorfizmus
rsS5695858 Exonikus Toleralt
(OBP24) varians Feltehetoen pathogén HMS ™

(misszensz) | Polimorfizmus

VII. tablazat. Potencidlis fenotipus mddositd genetikai variansok a CTSC gén mutacidi altal
elsédlegesen meghatarozott kdrképekben. A * jelolés a sajat vizsgalati eredményeket jeldli.

4.1.9. Okulokutan albinizmusban (OCA) két novum mutdciot azonositottunk a membranhoz
kotott transzportfehérje génen (SLC45A2) és 11 rekurrens varidnst a tirozindz (TYR), okulokutan
albinizmus 2 (OCA2) és SLC45A2 géneken

Az OCA egy Kklinikailag és genetikailag is heterogén betegségcsoport, mely altaldnos
jellegzetessége a haj, a bér és a szemek hipopigmentdcidja. Vizsgalatainkba 13 olyan magyar
OCA pdciens kerllt bevonasra, akik mindegyike hipopigmentalt bdrrel, szinte hofehér

hipopigmentalt hajjal és kék szemmel rendelkeztek.

A kaukazusiak kozott az OCA1, OCA2 és OCA4 izolalt formak fordulnak el6 a leggyakrabban,
ezért els6dleges célkitlizésiink volt a TYR, OCA2 és SCL45A2 gének mutacidé sz(irése, az

azonositott mutdciok vizsgalata, genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltarasa.

Egy OCA-ban szenved§ kaposvari ledny testvérpar esetében az elvégzett genetikai
vizsgalatokkal egy novum heterozigdta misszensz (c.1226G>A p.Gly409Asp) és egy novum
heterozigdta nonszensz (c.1459C>T p.GIn437X) mutacidt detektaltunk az SLC45A2 génen (35.
abra).®® A misszensz mutdcid a kddolt fehérje 9. a nonszensz mutacid pedig a 10.
transzmembran domént érinti. A misszensz mutacio erésen konzervalt régidban helyezkedik el.
Az elvégzett genetikai vizsgalatok alapjan a testvérpar klinikai tineteinek hatterében az OCA4

izoldlt forma igazolddott.
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Leu Leu Phe Gly/Asp Leu Gly Thr I Gln Leu Ala _GIn/STOP lle Leu val
EWE W EEE GRCCTO GGG ACG FTEXEEENE L6 AT CC T O 6 % C
chZZGG»I‘\p Glya09Asp l €.1459C>T p.GInag7*
f\ A [\ A ' A
{ \ 2 A A ) \ X f\
f\ ! \ [\ A 1) AN A A IS A I\ I\ N N
x \ [\ f | f \’ » | \ ;‘ \ ‘l {’\\ / "\ ,‘ \ ;‘ \ //'\\ \ \ \ / '\ J{ '| p AYA { \‘ | \ J\
[RVRTRIATATA [ Vi ___.Z. AL ATRYRIATARY, ‘-] YA L UL JA'RVAVATATAVAAVAVARYAVRATATSTAYEVAVAY
Kaposvari OCA péciens (11:1) Kaposvari OCA péaciens (11:1)
Leu Leu Phe Gly Leu Gly Thr Gin Leu Ala Gln lle Leu Val
A o R T 0 1 ' 36 @ C CTO0O0C G GC \ € O CA 0 CT & 0CT €A OCOAT C €1 G GT C

N AN AN \ A UV An AN / \ . /AN AN
/VV Y VY VYY" ANV VW VYN TV VWD

Egészséges, kontroll egyén Egészséges, kontroll egyén

35. dbra. A kaposvari OCA leanytestvérekben azonositott novum heterozigéta misszensz
(c.1226G>A p.Gly409Asp) és novum heterozigdta nonszensz (c.1459C>T p.GIn437X) mutdcidk
az SLC45A2 génen.

Vizsgdlatainkba tovabbi 11, szintén kozel azonos klinikai tliineteket mutatd OCA paciens is

bevondsra kerult. A klinikai tinetek alapjan az OCA altipusba torténd besorolds nem volt

lehetséges, az OCA1, OCA2 és OCA4 variansok fennallasa volt valdszinUsithetd.

Az elvégzett genetikai vizsgdlatok sordn 11 rekurrens varidnst azonositottunk, melyek
hozzdjarulhatnak az OCA fenotipus kialakuldasahoz. Az azonositott genetikai variansok a TYR,
OCA2 és SLC45A2 géneken kilonboz8 kombinaciokban fordultak el6 (VI tablazat), mely

alapjan a paciensek kilonboz6 izolalt klinikai formakba kerlltek besoroldsra.

A 11-b6l 8 paciens esetében az OCA1 izolalt forma igazolddott. Vizsgdlati eredményeink alapjan
az OCA1 izoldlt forma fordult el6 a leggyakrabban. Egy paciens - mivel mind TYR, mind SLC45A2
kéroki mutaciét hordozott - az OCA1/OCA4 atmeneti izolalt forma kerult diagnosztizélasra. Két
paciens esetében betegséget okozd mutaciét nem detektdltunk a TYR, OCA2 és SLC45A2

géneken, esetlikben a diagnosztikai besorolds nem volt lehetséges.*

69



dc_1813_20

Beteg | Detektalt koroki mutacié (1) |Detektalt koroki muticié (2)| Detektalt polimorfizmusok N([i‘:;eg];‘:)l:;‘s
1 TYR gén: p.Arng?Gln ) ) OCAL
(heterozigota)
SLC4542 gén: p.Leu374Phe .
2 - - S 1smeretlen
(homozigota)
TYR gén: ¢.1037-7T/A SLC4542 gén: p.Leu374Phe
3 . - ., OCAl
(homozigdta) (homozigota)
TYR gén: p.Serl92Tyr
4 TYR gén: p.Argd02X ) (homozigota) OCAl
(heterozigota) SLC4542 gén: p.Leu374Phe -
(homozigota)
TYR gén: p.Serl192Tyr
(homozigota)
5 - - TIR gen: p.A_.rg402Gln 1smeretlen
(heterozigota)
SLC4542 gén: p.Leu374Phe
(homozigota)
TYR gén: p.Serl92Tyr
6 SLC4542 gen..p.’Val?yGTHe TYR gén: c.136§+4A/G (hete,r021gota) OCAI/OCA4
(heterozigéta) (heterozigota) SLC4542 gén: p.Leu374Phe
(homozigota)
SLC4542 gén: p.Leu374Phe
7 TYR gén: c.1037-7T/A i (homozigota) OCAL
(homozigota) 0OCA?2 gén: p. Arg305Trp ’
(heterozigota)
TYR gén: p.Arg402GIn
g TTR gén: p.Arg217GIn i (heterozigota) OCA1
(heterozigota) SLC4542 gén: p.Leu374Phe ’
(homozigota)
TYR gén: p.Argd02Gln
9 TYR gén: p.Arg217GIn i (heterozigota) OCAL
(heterozigéta) SLC4542 gén: p.Leu374Phe ’
(homozigota)
TYR gén: ¢.1037-7T/A SLC4542 gén: p.Leu374Phe
10 ., - ., OCAl
(homozigota) (homozigota)
1 TYR gén: ¢.75insT p.Val25ValfsX28 TYR gén: ¢.346C/T p.Argl16X i OCAL
(heterozigota) (heterozigdta)

VIII. tablazat. Az OCA betegek izolalt OCA formakba torténd besoroldsa a genetikai vizsgalati

eredmények alapjan.

4.1.10. A vizsgalt 19 pityriasis rubra pilarisban (PRP) szenved6 paciensbdl 8 hordozott olyan
kaszpaz felvétel domént tartalmazo fehérje 14 (CARD14) gén varianst, amelyet korabban
pikkelysdmorben szenvedd paciensekben is detektaltak

Egy PRP-ben szenvedd magyar n6beteg esetében végeztik el a CARD14 gén mutacio sz(irését.

A vizsgdlt pdaciens csalddjaban masik PRP-vel diagnosztizalt beteg nincs, de lanya és unokdja

psoriasis miatt rendszeres bdérgyogyaszati kezelés alatt all. Genetikai vizsgalataink soran

Osszesen négy, az irodalombdl ismert varidnst detektdltunk a CARDI4 génen a paciens

periférids vérmintajabdl izolalt gDNS-en: ¢.676-6 G/A splice polimorfizmus (ritka allél frekvencia

0,34), p.Arg682Trp misszensz mutaciot (ritka allél frekvencia 0,01), a p.Argb47Ser misszensz
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polimorfizmust (ritka allél frekvencia 0,37) és a p.Arg820Trp misszensz polimorfizmust (ritka

allél frekvencia 0,35).4 A PRP-ben szenvedd péciensnél detektdlt négy CARD14 varidnsbol

hdrom varians korabban psoriasisban szenvedd pacienseknél kerilt kimutatasra (p.Arg682Trp,

p.Arg547Ser, p.Arg820Trp), mint hajlamositd genetikai faktor.

A vizsgalt n6beteg mellett tovabbi 18 PRP-ben szenvedd magyar pdaciens esetében is elvégeztik

49,72-75

a CARD14 gén mutdcid sz(irését (IX. tablazat). Osszesen nyolc, az irodalombdl mar ismert

CARD14 varianst azonositottunk a PRP-ben szenvedd pdciensekben: 2 mutaciot és 6
polimorfizmust (IX. tablazat).®> A vizsgdlt 19 péaciensbdl 10 hordozott CARD14 varianst. A 10
paciensbdl 8 hordozott olyan CARD14 varidnst, amelyet kordbban psoriasisban szenvedd

paciensekben is detektdltak és 10-bél 6 paciens esetében hajlamositd varidnsok kombinacidjat

detektaltuk. 4964657275

CARD14 varians cDNS-en, Ritka
Péciens | Nem azonosito fehérjén Funkcid allél
(rs) okozott valtozas frekvencia
rs117918077 c.2044C/T p.Arg682Trp misszensz 0,01
rs2066964 c.1641G/T p.Arg547Ser misszensz 0,37
NGE

rs28674001 c.676-6G/A splice site 0,34
rs11652075 c.2458C/T p.Arg820Trp misszensz 0,35

NG - - - -

Férfi - - ) )

Férfi - - ) )
’ rs117918077 | c.2044C/T p.Arg682Trp misszensz 0,01

Férfi ,

rs11652075 c.2458C/T p.Arg820Trp misszensz 0,35
Férfi rs2066964 c.1641G/T p.Arg547Ser misszensz 0,37
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7 Ferfi - - - -
’ rs34367357 c.1753G/A p.Val585lle misszensz 0,08
8 Ferfi
rs28674001 c.676-6G/A splice site 0,34
rs2066964 c.1641G/T p.Arg547Ser misszensz 0,37
rs28674001 c.676-6G/A splice site 0,34
9 Ferfi
rs11652075 c.2458C/T p.Arg820Trp misszensz 0,35
rs11653893 €.2399-4A/G splice site 0,36
10 Férfi rs2066964 c.1641G/T p.Arg547Ser misszensz 0,37
11 Férfi rs2066964 c.1641G/T p.Arg547Ser misszensz 0,37
rs2289541 €.2648G/A p.Arg883His misszensz 0,02
rs2066964 c.1641G/T p.Arg547Ser misszensz 0,37
12 Férfi | rs28674001 C.676-6G/A splice site 0,34
rs11652075 c.2458C/T p.Arg820Trp misszensz 0,35
rs11653893 €.2399-4A/G splice site 0,36
13 NG - - - -
14 NG - - - -
15 Férfi - - - -
16 NG - - - -
17 Férfi rs2066964 c.1641G/T p.Arg547Ser misszensz 0,37
18 Férfi - - - -
rs28674001 c.676-6G/A splice site 0,34
19 NG rs11652075 c.2458C/T p.Arg820Trp misszensz 0,35
rs11653893 €.2399-4A/G splice site 0,36

IX. tablazat. PRP-ben szenvedd paciensek genetikai vizsgalati eredményeinek bemutatasa.

Az azonositott variansok a betegség lefolyasaval, suUlyossagdval vagy a kilonbozé

bérgyodgyaszati kezelésekre adott terdpias valasszal nem mutattak Osszefliggést. Vizsgalati
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eredményeink arra utalnak, hogy a CARD14 variansok feltehetéleg nem egyedulalldan a PRP
vagy a psoriasis genetikai jellegzetességei, a detektalt fokozott NF-kB aktivitds miatt lehetséges,

hogy a krénikus gyulladassal hozhatdak 6sszefliggésbe.®®

4.2. Funkcionalis vizsgalatok eredményei

4.2.1. A TAFOCS szindromaban szenved§ paciensek ATR mutaciot hordozo fibroblasztjaiban a
P53 mennyisége csokkent az egészéges egyének fibroblasztjainak p53 szintjéhez képest

A teleangiectasia és oropharyngealis daganat kialakuldsaval jaré TAFOCS szindromat egy 5
generacios, 24 érintett csaladtagot tartalmazé amerikai csalddban irtuk le el6szor. Az elvégzett
genetikai vizsgalatok soran a betegség hatterében egy hetreozigdta misszensz ATR mutaciot
(c.6431A>G, p.GIn2144Arg) azonositottunk a vizsgalt paciensekben. A genetikai vizsgdlatokat
kovetGen tovabbi célkitlizéstnk volt funkcionalis vizsgalatok végzése annak felderitésére, hogy
az Ujonnan azonositott hetreozigdta, misszensz ATR mutacid hogyan jarul hozza a TAFOCS

betegség kialakulasahoz.

Két érintett csaladtag és két kontroll egyén esetében bdérbiopszidas mintabdl fibroblasztokat
izolaltunk és ¢sszehasonlitottuk a mutaciot hordozd és nem hordozo fibroblasztokban az ATR
MRNS és fehérje mennyiségét Q-RT-PCR és Western blot segitségével. A c.6431A>G,
p.GIN2144Arg ATR mutacid hordozdsa nem eredményezett jelent8s mennyiségi valtozast az

ATR mRNS és fehérje termel&désébe a mutaciot nem hordozdkhoz képest.®

Habar az ATR fehérje mennyiségében nem taldltunk eltérést, felmerilt annak lehet&sége, hogy
a mutacio nem az ATR fehérje mennyiségi valtozdsa révén jarul hozzd a betegség
kialakuldsahoz, hanem esetleg valamelyik ATR-interakcios partner kot6helyének a defektusa
révén.® Mivel a FAT doménrélismert, hogy az AIMP3 fehérjén keresztil p53 aktivalé hatdsa van,

megvizsgaltuk a p53 fehérje mennyiségét hydroxyurea aktivacid elStt és utdn a mutdciot
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hordozd fibroblasztokban és egészséges egyénekbd izolalt fibroblasztokban (36. abra). A
mutaciét hordozé fibroblasztok p53 szintje alacsonyabb volt az egészséges fibroblasztokban
detektalt p53-hoz képest.’

TAFOCS szindromaban szenvedo

betegek (IV/12, 1V/20)
ATR mutaciot hordozo fibroblasztjai

Kontroll egyén
fibroblasztjai

pS3

B-actin

Hydroxyurea

aktivacio E + = + = +

36. adbra. A p.GIn2144Arg mutdcidt hordozé fibroblasztokban a p53 mennyisége csdkkent
hydroxyurea aktivacio el6tt és utan is a mutaciot nem hordozé fibroblasztok p53 fehérje
mennyiségéhez képest.

4.2.2. Az FPLCA-ban kialakuld lichenifikdcid és pruritus hatterében allé gén expresszios
eltérések azonositasa

Ot autoszémalis domindns 6roklédést mutatd FPLCA-ban szenvedd csaldd genetikai vizsgalatat
végeztlik el, két csaldd esetében Uj, az irodalmi adatokbdl kordbban nem ismert misszensz
mutaciokat azonositottunk az OSMR génen (Csalad |. ¢.1939G>T p.Asp647Tyr, Csalad II.
c.1891G>T p.Val631Leu).>> A genetikai vizsgdlatokat kovetSen tovabbi célkitlzésiunk volt az
FPLCA pathomechnizmusanak feltdrasa léziondlis és egészséges bdrbiopszids mintak teljes
genom gén expresszios mintazatanak 6sszehasonlitasa révén. Osszesen 77 gén expresszidjanak

esetében tapasztaltunk mennyiségi eltérést, ebbdl 34 fokozott kifejez6dést 43 pedig csokkent
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kifejez6dést mutatott. A 77 génbdl 6sszesen 15 gén expressziojanak a validalasat végeztik el
Q-RT-PCR-rel, ezek a gének az irodalmi adatok alapjan kerUltek potencialisan relevans génként
kivalasztasra. A 15 kivalasztott gén kozott voltak keratinocita proliferacidés markerek, KRT6E,
ARG1, SDCBP2 és KRT16, amelyek fokozott kifejez6dést mutattak, illetve keratinocita
differenciaciés markerek kozil csokkent expressziot mutatott a CLDN10, THH, RASD1 and
SFRP1.> Ezen eltérések dsszefliggésbe hozhatdak az FPLCA egyik jellegzetes klinikai tlinetével
a lichenifikacioval. Vizsgalati eredményeink alapjan csokkent expressziét mutattak az
epidermalis Gssejt markerek, ugy mint a LRIG1, KRT15 és PROMI1 és az anti-apoptotikus
faktorok, gy mint az IGFBP5 és az MX1.>> Tovabbi vizsgélati eredményeink alapjan fokozott
kifejez6dést mutatott néhany neuralis marker, ugy mint a KIF1A és a METRNL, ami feltehet6en

a betegséget jellemzd pruritussal hozhatdak dsszefiggésbe.>>

4.2.3. A CYLD gén Uujonnan azonositott misszensz mutaciojat (p.His871GIn) hordozd
fibroblasztokban a NEMO fehérje fokozott ubikvitindltsagot mutatott az egészséges egyének
fibroblasztjaibol immunprecipitalt NEMO fehérjéhez képest

A BSS-ben szenvedé szegedi csaldd tiinetes tagjaiban egy novum, az irodalombdl eddig nem
ismert heterozigéta misszensz mutaciot azonositottunk (c.2613C>G p.His871GIn) a CYLD
génen.”’ A genetikai vizsgalatokat kdvetSen tovabbi célkitlzésiink volt funkcionalis vizsgalatok
végzése annak felderitésére, hogy az Ujonnan azonositott CYLD mutdcid hogyan jarul hozza a

BSS betegség kialakuldsahoz.

Az elvégzett funkciondlis vizsgalataink soran a CYLD fehérje interakcids partnerét, a NEMO
fehérjét immunprecipitdltuk a mutaciét hordozd és nem hordozd fibroblasztokbdl és
osszehasonlitottuk a NEMO fehérje ubikvitinaltsagat a kulonb6zé mintakban. A mutaciot

hordozd fibroblasztokbdl szarmazd NEMO fehérje esetében jelentésen fokozott
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ubikvitinaltsagot detektaltunk, ami arra utal, hogy a ¢.2613C>G p. His871GIn misszensz CYLD

mutacié hordozasa csdkkenti a kddolt CYLD enzim deubikvitindcids aktivitasat (37. dbra).>’

I| K ! 4

kontroll CYLD mutaciot
fibroblaszt hordozé fibroblaszt

\ )
)\

Az immunoprecipitalt NEMO fehérje azonos
mennyiségli felvitele

Wy ————
T —_—_

kontroll CYLD mutdéciot
fibroblaszt hordozé fibroblaszt
\ Y )
A NEMO fehérje
ubikvitinaciéja
37. abra. A NEMO fehérje ubikvitinaltsaganak 6sszehasonlitdsa a ¢.2613C>G p.His87GIn CYLD
gén mutaciét hordozé és nem hordozé fibroblasztokban.

4.2.4. A kordbban pikkelysomor kialakuldsara hajlamosité genetikai tényezéként azonositott
CARD14 variansok fokozott NF-kB aktivitas révén jarulnak hozza a PRP betegség kialakulasahoz

Egy PRP-ben szenvedd magyar n6beteg esetében végeztik el a CARD14 gén mutacio sz(irését.
A genetikai vizsgalataink sordn dsszesen négy, az irodalombdl mar ismert varidnst detektaltunk
a CARD14 génen a paciens periférias vérmintajabdl izoldlt gDNS-en: c.676-6 G/A splice
polimorfizmust, a p.Arg682Trp misszensz mutacidt, a p.Arg547Ser misszensz polimorfizmust és
a p.Arg820Trp misszensz polimorfizmust.®* A PRP-ben szenvedd pdciensnél detektdlt négy
CARD14 variansbol harom varians korabban pikkelysémorben szenvedd pacienseknél kerilt

kimutatdsra (p.Arg682Trp, p.Arg547Ser, p.Arg820Trp), mint hajlamositd genetikai faktor.4%72-7>

76



dc_1813_20

A genetikai vizsgalatokat kovet&en tovabbi célkitlizésiink volt funkcionalis vizsgalatok végzése
annak felderitésére, hogy az azonositott CARD14 variansok hogyan jarulnak hozza a PRP

betegség kialakuldsahoz.

Az elvégzett funkcionalis vizsgalatok sordn a PRP-ben szenvedd pdaciens |éziondlis bérbiopszids
mintdjanak immunfluoreszcens festése soran az NF-kB p65 alegysége nukledris festédést
mutatott, mig a nem-Iéziondlis PRP-s b&rbiopszids minta és az egészséges egyének bbriopszias

mintajanak fest6dése nem utalt fokozott NF-kB aktivitdsra (38. dbra).5*
.

38. abra. Lézionalis PRP bdérbiopszids minta (A,D), nem-lézionalis PRP minta (B,E) és egészséges
bér (C,F) NK-kB p65 alegység immunofluoreszcens festése. Az A és D képeken nuklearis
festédés lathatd, ami NF-kB aktivitasra utal (nyilakkal jeldlve), mig a B,E,C és F mintak

esetében nincs nukledris festédés (bar = 100 um).

Funkcionalis vizsgalataink eredményei alapjan a vizsgdlt nébetegben a négy detektalt CARD14
varians fokozott NF-kB aktivitas révén jarul hozza a PRP kialakuldsdhoz.
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4.2.5. Az interferon a indukalt fehérje 6 (G1P3) és fibroblaszt ndvekedési faktor receptor 2
(FGFR2) fehérjék szabalyozd RNS-molekulak potencialis targetjei a bérben

A nem transzlalddé RNS-molekuldk szerepe a génexpresszid szabdlyozdsdban egyre jobban
feltérképezett. Vizsgalataink soran célul tlztik ki a bérben azonositott szabalyozé RNS-
molekuldk esetében azok target fehérjéinek azonositasat, lehetséges mukodési
mechanizmusuk tisztdzasat. Molekuldris bioldgiai vizsgalataink kdzéppontjaban a psoriasissal
Osszefliggésbe hozott stressz indukalta hosszu nem-kddold RNS gén (PRINS) és a mikroRNS-
125b allnak.5676,79

A PRINS nem-kodold RNS kifejez6dését csendesitettik Hela sejtekben, ami a Hela sejtek
morfoldgiai valtozasat eredményezte. A morfoldgiai valtozasok arra utaltak, hogy a PRINS
csendesités valdoban megvaltozathatja fehérje-kddold gének kifejez6dését a Hela sejtekben,
ezért dsszehasonlitottuk a PRINS csendesitett és a kontrol siRNS-sel transzfektalt Hela sejtek
génexpresszids mintdzatat. A mintdzatok kozotti kilonbség o6t gén jelentBs expresszid
csokkenését mutatta: interferon a indukalt fehérje 6 (G1P3) gén, DNS javitd fehérje RAD52
homoldg (RAD52) gén, cink ujj fehérje 207 (ZNF207) gén, annexin a7 (ANXA7) gén és a B sejtes
limféoma 9 (BCLY) gén.®® Eredményeinket Q-RT-PCR-rel validaltuk.

Ezt kovetGen megvizsgaltuk az 6t génrdl atirddd mRNS-eknek és a gének altal kodolt fehérjék
kifejez6dését pikkelysomords |ézionalis, a [ézid melletti bér és egészséges bérmintdkban, és azt
taldltuk, hogy a G1P3 fehérje jelent6sen emelkedett kifejez6dést mutatott mind a Iéziondlis,
mind a 1ézié melletti mintdkban (39. dbra).?® A masik négy gén éltal kodolt fehérjék esetében
nem taldltunk eltérést a pikkelysémoros [éziondlis, a 1ézid melletti b6r és egészséges bérmintak

fest6dése kozott.
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39. dbra. Egészséges (A), nem-léziondlis psoriasisos (B) és |ézionalis psoriasisos (C) b&r biopszids
mintdkban G1P3 fehérje immunhisztokémiai festése. Egészséges (D), nem-lézionalis psoriasisos

(E) és lézionalis psoriasisos (F) bér izotipus kontrolljai (bar = 150 um).
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A mikroRNS-125b egy multifunkcionalis mikroRNS, ami jelentdsen csokkent kifejez6dést mutat
a pikkelysomoros léziondlis epidermiszben az egészséges bér epidermiszéhez viszonyitva. A
mikroRNS-125b potencidlis target fehérjéje a bérben a fibroblaszt névekedési faktor receptor
2 (FGRF2). Az FGFR2 csendesitett keratinocitakban a proliferdcio jelentésen csdkken, tovabba
a mikroRNS-125b csendesités is jelent6s proliferdcid csokkenést eredményez a
keratinocitdkban. Bioinformatikai analizissel az FGFR2 gén 3" UTR régéidjdban 4 lehetséges
mikroRNS-125b kétéhelyet azonositottunk. Igy felmerilt a lehet8ség, hogy a mikroRNS-125b-
nek a keratinocitdk proliferaciojara gyakorolt szabalyozo hatdsa legaldbb részlegesen az FGFR2
révén medialt. Ezt kovetéen megvizsgaltuk az FGFR2 kifejez6dését pikkelysomoros lézionalis
bérben és egészséges bérmintakban, és a FGFR2 jelentésen emelkedett kifejez6dést mutatott

a léziondlis mintdban fehérje szinten (40. dbra).”®

40. dbra. Az FGFR2 fehérje immunhisztokémiai festése egészséges (A) és lézionalis psoriasisos
mintakban. A négyszog az alsé részen bemutatott nagyobb nagyitast jeldli (bar = 50 um).
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4.3. Terapias fejlesztések

4.3.1. Az allogén fibroblaszt injekcidk terdpids mechanizmusanak hatterében a HB-EGF

indukalta COL7A1 expresszio allhat

Az

injekciok az injektalt terlleten a bér fragilitasat csokkentik és id@szakosan részlegesen

he

megfigyelések szerint azokndl az RDEB betegeknél hatasos, akiknél a C7 csokkent termelése all
fenn; azoknal a betegeknél, akiknél teljesen hidnyzik, kevésbé hatdsos.”®> Mindezen
megfigyelések alapjan felmerll a kérdés, hogy vajon az allogén fibroblaszt terdpia fenotipust

javitd hatdsanak hatterében a beinjekcidzott fibroblasztokbdl szarmazé C7 vagy a paciens sajat

RDEB-ben korabbi klinikai megfigyelések igazoltdk, hogy az intradermalis allogén fibroblaszt

lyredllitidk a C7 mennyiségét a DEJ-ben.>® Az allogén fibroblaszt terdpia a Kklinikai

keratinocitdi és fibroblasztjai altal termelt C7 a felel&s.

[ Egészséges 7-es kollagén

:E » | [_] A beteg sajat 7-es kollagénje
na
o e
‘g'_ €

L}
a
g8
® O
oV
[

I B I

K “ elétt utana utana utana utana utana
ontro 15 nappal 30 nappal 90 nappal 180 nappal 270 nappal

Allogén fibroblaszt injekcio

41. dbra. A COL7A1 mRNS kifejez6dése allogén fibroblaszt injekcid el6tt és utan. A COL7A1
MRNS kifejez8désének maximuma az injekcidt kovets 1-3 hdnapban kdvetkezett be. A
COL7A1 mRNS termelés 2/3-4t a beteg sajat kollagénje adta.
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Ennek a vizsgalata céljabdl egy olyan RDEB pacienst valasztottunk, akinél két heterozigdta
mutacio felel6s a betegség kialakulasaért, az egyik ¢.2044C>T p.Arg682X nonszensz mutacio, a
masik az IVS87+4A>G splice site mutacio, ez utdbbi az atirodd COL7A1 mRNS-en a 87. exon
kiesését eredményezi. igy a paciens altal termelt C7 jél elkiilnithetd az allogén fibroblasztokbdl
szarmazo6 C7-t8l (41. dbra).%8 Vizsgalati eredményeink alapjan a COL7A1 mRNS kifejez6désének
maximuma az injekcidt kovetd 1-3 hdnapban kovetkezett be. A COL7A1 mRNS termelés 2/3-at

a beteg sajat kollagénje adta.®®

Eredményeink alapjan felmerilt a kérdés, hogy ha az allogén fibroblaszt injekcidk hatasara a
paciens sajat C7 termelése ilyen mértékben novekedik, akkor vajon mi lehet a mediator(ok),
amely(ek) ezt a hatdst kdzvetitik? Ennek vizsgalata céljabdl génexpresszids chip vizsgalatokat
végeztlnk és a kapott eredményket Q-RT-PCR-rel validaltuk. Vizsgalati eredményeink alapjan
azon citokinek szintjében, melyek az irodalmi adatokbdl ismert médon novelik a COL7A1 mRNS
expressziojat és ezdltal a C7 termelést, jelent6s mennyiségi valtozdst nem detektaltunk.
Vizsgalati eredményeink alapjan a heparin kot6 epidermalis novekedési faktor (HB-EGF) mRNS
szintje mutatott leginkdabb hasonldsagot a COL7A1 mRNS szint valtozasaval (linearis korrelacid,
r=0,978; p=0.0001).%8 Eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a HB-EGF-nek jelent8s szerepe

lehet az allogén fibroblaszt injekciok altal kivaltott C7 termelésben.

In vitro keratinocita és fibroblaszt kulturak 100 ng/ml HB-EGF kezelése jelentésen novelte a
COL7A1 mRNS emelkedését a kezeléséket kovetéen 15 perccel mind a COL7A1 mutdciot
hordozd, mind nem hordozd sejtekben. Mindezek alapjan feltételezzik, hogy az allogén
fibroblaszt injekcid, az RDEB paciensek sajat keratinocitaira és fibroblasztjaira is hatva emeli a
paciensek sajat C7 termelést a DEJ-ben. Eredményeink jol korreldlnak, illetve magyarazatul

szolgadlnak azon klinikiai megfigyelésre is, miszerint az allogén fibroblaszt injekciok
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hatékonyabbak azon RDEB pacienseknél, akiknél a C7 termelés csdkkenése, nem pedig teljes

hidnya van jelen.

Vizsgalati eredmeényeinkbdl egy szabadalmi bejelentés szlletett, melyben a HB-EGF kezelés,
mint az RDEB egyik lehetséges Uj kezelési alternativaja kerult leirdsra (Nagy N, McGrath JA:
Medical use of heparin-binding egf-like growth factor, Nemzetkodzi szabadalom,

GBGB1014097.8A, kozzététel éve: 2010, végleges oltalom: 2011).68
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5. Megbeszélés

5.1. Genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltarasa

5.1.1. A TAFOCS betegség - a munkacsoportunk altal leirt, Uj, familiaris daganatszindroma —
hatterében az ATR gén novum, heterozigdta, misszensz mutdcioja all

A TAFOCS szindromat egy 5 generdcids, 24 érintett csaladtagot tartalmazd amerikai csaldadban
figyelttk meg munkacsoportunk el8szor.® A betegség autoszomalis  domindns
oroklédésmenetet mutat, jellegzetes klinikai tiinetei a b&éron kialakuld teleangiectasia, a haj,
fog és korom rendellenességek és a malignus daganat kialakuldasanak fokozott kockazata, mely
leggyakrabban az oropharynx terlletére lokalizalt. Ez a familidris daganatszindromak
csoportjaba tartozo Ujonnan leirt, ritka betegség mindeddig nem volt ismert. A klinikai tinetek
részletes dokumentdldasa mellett a betegség hatterében allo kéroki gén azonositasa, koroki

mutacio azonositasat is munkacsoportunk végezte el elészor.”

Az elvégzett genetikai vizsgalatok kéroki génként az ATR gént azonositottak, kéroki mutacioként
egy heterozigdta misszensz mutdciot azonositottunk (c.6431A>G p.GIn2144Arg), melyet
valamennyi vizsgalt beteg csalddtag hordozott.? A c.6431A>G, p.GIn2144Arg ATR mutacio egy
Ujonnan azonositott mutacid, mindeddig nem volt ismert az irodalombdl. Az ATR fehérjének a
mutdcid altal érintett tertiletén egy ismert funkciondlis domén, a FAT domén helyezkedik el.®°
A paciensekbdl eltavolitott daganat szovetekben a mutacié tekintetében a heterozigdtasag

elvesztése is megfigyelhetd volt.8!

Az ATR gén mutacioit korabban Seckel szindromaban (OMIM 210600) irtdk le, ami egy
klinikailag és genetikailag is heterogén betegség. A Seckel szindréma autszomalis recessziv
oroklédés menetet mutat és a klinikai tinetek kozott elssorban a mikrokefalia és a progeroid
fenotipus dominalja a klinikai képet, az érintett betegek nem mutatnak fokozott fogékonysagot
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malignus daganatok kialakuldsara.8283 A jelentds klinikai kilonbségek hatterében a TAFOCS és
a Seckel szindroma esetében az ATR deficiencia mértéke, illetve jellege allhat, melyek miatt
feltehet8en jelentésen eltér§ pathomechanizmussal alakul ki az ATR mutdciok altal okozott két

kilonb6z8 korkép.

A genetikai faktorok mellett, az oropharyngealis daganatok kialakuldsanak kockazatat
jelentésen emelheti szamos életmodbeli tényezd is, mint a tulzott alkohol fogyasztas,
dohanyzas vagy virus infekciok. Ezek kozul az altalunk vizsgdlt csalddban a virus infekciok

esetleges hajlamositd szerepét nem lehetett kizdrni.8*

5.1.2. A CPN betegség hatterében a Cl6orf57 gén egy, az irodalombdl eddig nem ismert
homozigdta delécidjat azonositottunk

Egy CPN-ben szenvedd marokkdi csaldd vizsgalata kapcsan, akiknél a klinikai tinetek mar
kordbban publikaldsra keriltek, azonban a betegség genetikai hattere mindeddig nem kerult
felderitésre, célul tdztik ki a betegség hatterében alld kéroki gén és koéroki mutacio
azonositasat.' A betegség hatterében all6 kéroki gén azonositdsat és publikdlasat végil Volpi
és munkatdrsai (2010, Am J Hum Genet, 86:72-76.) végezték el el8szor, akik
munkacsoportunkat par hdnappal megel6zve, ugyanabban az évben azonositottak a C160rf57-
t, mint koroki gént.!12 Az elvégzett genetikai vizsgélataink soran, a CPN-ben szenvedd
marokkodi csaldd esetében egy, az irodalombdl még nem ismert homozigdta delécidt

azonositottunk (c.179delC p.Pro60fsX54) a C160rf57 génen.!?

A gén dltal kodolt CI60RF57 fehérje pontos bioldgiai szerepe ma még kevéssé feltérképezett,
az irodalmi adatok alapjan ismert interakciés partnere a SMAD4 fehérje, ami a HDAC1, TP53
és/vagy a RAD51-en keresztil a RECQL4-el is kapcsolatban van.8>86 A tovabbiakban funkcionalis

vizsgalatok szUkségesek magdnak a fehérjének a megismerésére, illetve annak
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feltérképezésére, hogy a Cl6orf57 gén mutacidi hogyan jarulnak hozza a CPN betegség

kialakulasahoz.

5.1.3. Az RDEB-ben detektalt szomatikus mozaicizmusért a paciens keratinocitaiban kialakult
egyszeri intragenikus keresztezddés allhat

Egy RDEB-ben érintett férfibeteg bal csukldja és jobb ldbszara nem, vagy csak nagyon ritkan
mutatott hdélyagképzédést. A C7 fehérje immunhisztokémiai vizsgalata a kevésbé fragilis
bérteriileteken a C7 ndvekedett mennyiségét mutatta a fragilis bérteriletekhez képest. A
paciens periférias vérmintajabol és a kevésbé fragilis bérteriiletekbdl, valamint a tlnetes
kornyezetikbd! vett bérbiopszids mintakon genetikai vizsgalatokat végeztiink. Mindhdrom
minta esetében a gDNS-en az anyai eredetl ¢.1732C>T p.Arg578X heterozigdta, nonszensz
mutdcidt és az apatdl oroklott ¢.7786delG p.Gly2593fsX4 heterozigdta delécidt detektdltuk.®”
A periférias vérmintabal és a fragilis b6rbdl izolalt mRNS-en szintén mindkét mutdcié jelen volt.
Ugyanakkor a kevésbé fragilis b6rbdl izoldlt mRNS esetében csak az anyatdl szarmazod
€.1732C>T p.Arg578X heterozigéta nonszensz mutacié volt jelen.®” A kapott eredmények
alapjan egyszeri intragenikus keresztezédés allhat a mozaikossag hatterében. Génexpresszios
vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a korrekcid a paciens keratinocitaiban jott 1étre.®” Ennek a
,spontan kialakult génterapianak” a hatterében alld6 mechanizmusanak a feltérképezése
hozzajarulhat késébbi, Uj kezelési lehet6ségek kidolgozasahoz ebben az igen sulyos, rossz
életminGséggel és csokkent varhato élettartammal jard ritka betegségben.>36887.88
Munkacsoportunk kdézleménye o6ta (2010) az epidermolizis bulloza valamennyi tipusaban
figyeltek meg szomatikus mozaicizmust, mi tobb joval nagyobb el6forduldsi gyakorisaggal, mint
ahogy azt az embriogenezis korai id6szakaban bekovetkezd (ezért a bérben nagyobb méretl
egészségesebb bdrteriletként megjelend) reverz mutaciok gyakorisdga indokolnd. %> A témat
vizsgalo kutatok arra kovetkeztetésre jutottak, hogy a fejlédés kés6bbi szakaszaban kialakulo
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fenotipust helyreallitd szomatikus mozaicizmus altal érintett sejtek ndvekedési elényt élveznek
és ez magyarazza a Sszomatikus mozaicizmus megnovekedett gyakorisagat epidermolizis

bulllozdban szenvedd paciensekben.1%

5.1.4. Az eurdpai HAEIIl paciensek ugyanazon misszensz £12 mutaciot és ugyanazon haplotipust
hordozzdk, a betegség Eurépaban detektdlhatd eseteiért feltehetéen ugyanazon alapito hatas
a felel@s

A HAEIIl egy olyan ritka formdja a HAE-nek, mely csak néket érint és a rohamok kialakuldsa
magas 0sztrogén szinttel jard allapotokhoz tarsul. Egy HAEIlI-ban szenvedd brit csaldd esetében
genetikai vizsgalataink soran egy, az irodalombdl mar ismert, rekurrens, misszensz mutaciot
azonositottunk az F12 génen.®®’! Mig a HAE klasszikus tipusai a C1 inhibitor diszfunkcidja
kovetkeztében alakulnak ki, a HAE Ill-as tipusat az F12 diszfunkcié eredményezi (42. abra). A
betegség kialakulasanak érdekessége, hogy az angioneurotikus oedemas rohamok altaldban
csak magas Osztrogén szint mellett alakulnak ki, ennek molekuldris hatterében pedig az a
magyarazat, hogy az F12 gén promoter régidja egy Osztrogén érzékeny részt tartalmaz, igy a

magas 0sztrogén szint hatdsdra fokozott F12 aktivacio johet létre.

Haplotipus vizsgalatot végeztlink annak igazoldsara, hogy az eurdpai HAEIIl paciensek - akik
ugyanezen mutdciot hordozzak - egy azon alapitd hatas eredményeként vagy pedig egymastol
fuggetlen mutdciés események eredményeként hordozzak ugyanazon mutaciét.l” Mivel az
eurdpai HAEI pdciensek és az altalunk vizsgdlt brit HAElll-ban szenvedé csaldd mutaciot
hordozd tagjai ugyanazon haplotipust hordozzak, feltételezziik, hogy ugyanazon mutacié
kialakuldsdhoz ezen paciensek esetében egy azon alapitd hatds vezetett. Vizsgalati
eredményeink arra utalnak, hogy a HAEIl betegség eurdpai elterjedéséért feltehetben

ugyanazon alapité hatas a felel8s.%®
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42. abra. A HAE lll-as tipusanak pathomechanizmusa. Az F12 fehérje diszfunkciodja fokozott
kallikrein keresztik fokozott bradikinin képzédést eredményez, ami tovabbi mediator
fehérjéken keresztll angioneurotikus oedema kialakuldsat eredményezi.

5.1.5. FPLCA-ban két novum, heterozigdta misszensz mutaciot és egy rekurrens misszensz
mutdacidét azonositottunk az OSMR génen

Ot autoszémalis domindns 6roklédést mutatd FPLCA-ban szenvedd csaldd genetikai vizsgalatat
végeztik el. Két csalad esetében Uj, az irodalmi adatokbdl kordbban nem ismert misszensz
mutdcidt azonositottunk az OSMR génen (c.1939G>T p.Asp647Tyr, ¢.1891G>T p.Val631Leu).”>
Harom FPLCA csalad esetében pedig ugyanazon rekurrens misszensz mutaciét azonositottunk
az OSMR génen (c.1853G>C p.Gly618Ala).>> Az Ujonnan azonositott misszensz mutdaciok a
OSMRP fehérje extracellularis fibronektin Il domén (FNIII) teriletén helyezkednek el. Az
ugyanazon mutaciot hordozd csalddok esetében haplotipus vizsgdlatot végeztlnk,
eredményeink alapjan a harom érintett csalddban a detektalt mutacidé ugyanazon alapité hatds

eredményeként johetett létre, mivel az érintett csalddtagok ugyanazon haplotipust
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hordoztdk.>> Az FPLCA léziondlis és egészséges bdrbiopszids mintdk dsszehasonlitdsa révén,
génexpresszids vizsgalatainkkal a betegségben fokozott kifejez6dést mutatd keratinocita
proliferacios markereket, csokkent expressziot mutatd keratinocita differencidcios markereket,
csokkent expressziot mutatd epidermalis Gssejt markereket és anti-apoptotikus faktorokat,
valamint fokozott kifejez6dést mutatd neurdlis markeret azonositottunk.> A keratinocita
proliferacios és differencias markerek valtozdasai feltehet6en az FPLCA-s tlinetes b6érben lathaté
lichenifikacioval hozhato 6sszefliggésbe, mig a neuralis faktorok valtozasai a [ézionalis bérben
kialakuld pruritussal magyarazhatdak.®' Vizsgalati eredményeink tovébb bévitik az OSMR gén
mutdacids spektrumat, segitik genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltarasat és hozzajarulnak a

betegség pathomechanizmusanak jobb megértéséhez.

5.1.6. A WNTI0A gén homozigdta nonszensz mutacidja SSPS, mig compound heterozigdta
misszensz és nonszensz mutacioi és homozigéta misszensz mutdciéja OODD klinikai varians
kialakuldsat eredményezi

SSPS-ben az irodalombdl ismert homozigéta nonszensz mutaciot, c.321C>A p.Cys107X,
azonositottunk a WNT10A génen.>® Mig az OODD-ben szenvedd pécienseknél a WNTI0A gén
heterozigdta misszensz (c.682T>A p.Phe228lle) és heterozigdta nonszensz (c.321C>A
p.Cys107X) mutdcidinak kombindcidjat vagy a gén homozigdta misszensz mutaciojat (c.682T>A
p.Phe228lle) detektaltunk.”® Vizsgalati eredményeink hozzdjarulnak a genotipus-fenotipus
Osszefliggések feltardsaban SSPS-ben és OODD-ben, illetve tovabb er@sitik azt a felvetést, hogy
ezen két ritka betegség nem 06ndllé kérkép, hanem a egy ugyanazon betegség eltérd
megjelenésd klinikai varidansai.?* Munkacsoportunk kozleményei 6ta (2010 és 2011) SSPS-ben
nem sziletett Uj, attoéré eredmény, ugyanakkor OODD-ben szenvedd paciensekben egy
Ujonnan azonositott homozigdta splice site mutaciot (2017) és tovabbi 6t, az irodalombdl még

nem ismert Uj mutdciot (2019) detektdltak.106107
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5.1.7. A CYLD génen egy novum misszensz és két rekurrensz nonszensz mutdciot
azonositottunk, illetve igazoltuk, hogy ugyanazon mutacio eltérd klinikai variansok — FC, MFT1
és BSS - kialakuldsat eredményezhetik, tovabba potencidlis fenotipus mddositd genetikai
faktorokat azonositottunk, melyek magyarazhatjdk a fenotipus diverzitdst az ugyanazon
mutaciot hordozo paciensekben

Egy BSS-ben szenved§ szegedi csalad tlinetes tagjaiban egy novum, az irodalombdl eddig nem
ismert heterozigdta, misszensz mutacidt azonositottunk (c.2613C>G p.His87GIn).>’ Egy
Szekszard kornyéki BSS csaldadban egy rekurrens, heterozigdta, nonszensz mutdciot
azonositottunk a CYLD génen (c.2806C>T, p.Arg936X).°® Az azonositott mutéciét egy BSS-ben
szenved§ észak-angliai csaldd is hordozza, amelyben a tlinetes csaladtagok azonban jéval
enyhébb klinikai tlineteket mutatnak. Haplotipus vizsgdlati eredményeink alapjan ugyanazon
mutaciot a foldrajzilag tavoli két csalddban egymdstdl fliggetlen mutdcios események hoztak

létre, ami felveti a mutacids forropont meglétének lehetéségét a génen.>®

Vizsgdlataink tovabbi érdekessége, hogy ugyanazon kéroki mutdcié hordozasa ellenére az
angliai és magyar paciensek klinikai tliinetei kozott jelentés kilonbségek mutatkoztak a tlinetek
sulyossagat és diverzitdsat illetéen. Az elvégzett WES vizsgalati eredmények 6sszehasonlitdsa
révén harom lehetséges fenotipus moédositdé markert azonositottunk: az rs1053023 SNP-t a
STAT3 génen, az rs1131877 SNP-t a TRAF3 génen és az rs202122812 SNP-t az NBR1 génen.
Jelenleg folynak a variansok koroki folyamatokat befolydsold hatasanak feltérképezését célzo
in vitro funkcionalis vizsgdlatok. Az irodalmi adatok alapjan feltételezhet§, hogy az azonositott
fenotipus modositd faktorok az NF-kB jelatviteli Utvonalon keresztll a gyulladas és a daganat

képzddés folyamatok keresztil fejtik ki hatasukat (43. dbra).
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43. abra. Potencialis fenotipus mdédositd faktorok fenotipus médositd hatasanak
mechanizmusa.

Egy MFT1-ben szenvedd spanyol csaldd esetében egy heterozigdta nonszensz mutaciot
azonositottunk a CYLD génen (c.2272C>T p.Arg758X), melyet kordbban mar BBS-ben szenveddé

osztrak paciensben és FC-vel diagnosztizalt holland csalddban is detektéltak.>?

Vizsgdlataink tovabbi megerd@sitésil szolgdlnak, arra, hogy az MFT1, FC és BSS nem harom
kilonbozE betegség, hanem ugyanazon korkép eltérd klinikai megjelenés(i variansai.®>’
Eredményeink szemléltetik, hogy az U] technoldgidk révén tagul a genodermatdzisok
univerzuma, ugyanakkor az Uj genotipus-fenotipus Osszefliggések feltarasa révén bizonyos

korképek esetében az univerzum szdkilését is latjuk.

5.1.8. A CTSC génen egy novum delécidt és egy rekurrens nonszensz mutaciét azonositottunk,
illetve igazoltuk, hogy ugyanazon mutdcio eltérd klinikai variansok — PLS és HMS - kialakulasat
eredményezhetik, tovabba potencidlis fenotipus modositd genetikai faktorokat azonositottunk,
melyek magyardzhatjak a fenotipus diverzitast az ugyanazon mutaciét hordozo paciensekben

Egy PLS-ben szenvedd szegedi csalad esetében az irodalombdl még nem ismert, 7 bazist érinté,
homozigodta delécidt azonositottunk a CTSC génen (c.681delCATACAT p.T188fsX199),%! - ezzel

egy id6ben, két kaposvari paciensben - egy PLS-ben és egy HMS-ben szenved§ paciensben az
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elvégzett genetikai vizsgalatok ugyanazon rekurrens, homozigdta, nonszensz mutaciot igazoltak

(c.748C>T p.Arg250X) a CTSC génen.®0

A PLS-t és HMS-t kordabban kilon entitasoknak vélték, de az irodalmi adatok és a kapott
vizsgdlati eredményeink alapjan felmerult, hogy a PLS és a HMS nem kulénbdz6 betegségek,

hanem ugyanazon kérkép eltérd klinikai variansai.3>°8°9

Tovabbi célkitlizésink volt fenotipus-mddositd genetikai varidnsok azonositasa, melyek
felelGsek lehetnek az ugyanazon mutaciét hordozd pdaciensekben az eltérd klinikai variansok
(PLS és HMS) kialakulasaért. Ezekhez a vizsgalatokhoz WES analizist végeztink. Az elvégzett
WES vizsgdlati eredmények 0Osszehasonlitdsa révén kett§ lehetséges fenotipus modositd
genetikai varianst azonositottunk: az rs34608771 SNP-t a SH2D4A génen és az rs55695858 SNP-
t az OBP2A génen.®? Az irodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy az azonositott fenotipus
modosité faktorok az TCR és az 6sztrogén receptor jelatviteli Utvonalakon keresztil a gyulladas
és a sejtproliferacié fokozasan keresztil fejtik ki hatasukat (44. dbra).

TCR jelatviteli

. —— Gyulladas
Utvonal

CTSC ——— CST7 —— SH2D4A
Osztrogén receptor

e e e te Sejtproliferacié
jelatviteli dtvonal

Kornyezeti

) Gyulladas
bioszenzor

GLT6D1 «—— OBP2A———

44, abra. Potencialis fenotipus mddosité genetikai faktorok médositd hatasanak mechanizmusa.
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5.1.9. OCA-ban két novum mutaciét azonositottunk az SLC45A2 génen és 11 rekurrens varianst
a TYR, OCA2 és SLC45A2 géneken

Egy OCA-ban szenved§ kaposvari ledany testvérpar esetében az elvégzett genetikai
vizsgalatokkal egy novum, heterozigdta misszensz (c.1226G>A p.Gly409Asp) és egy novum,
heterozigdta nonszensz (c.1459C>T p.GIn437X) mutécidt detektaltunk az SLC45A2 génen.%3 Az
elvégzett genetikai vizsgdlatok alapjan a testvérpar klinikai tineteinek hatterében az OCA4

izoldlt forma igazolddott.

Vizsgalatainkba tovabbi 11 OCA pdciens is bevonasra kertlt. A klinikai tinetek alapjan az OCA
altipusba torténd besorolds nem volt lehetséges, az OCA1, OCA2 és OCA4 variansok fennallasa
volt valdszinUsithetd. Ezen leggyakoribb klinikai variansok a melanin szintézis folymatdanak

kilonb6zd pontokon létrejové defektusai kdvetkeztében alakulnak ki (45. dbra).

Sejtmembran

Melanoszéma

Premelanoszoma

OCA2 és SLCA5A2
transzport fehérjék
Golgi A (OCA2 és OCA4
klinikai variansok)
AN

AN

Tirozinaz
(OCA1 klinikai A\ /OCAZtransport
varians) /\ protein (OCA2)

Endoplazmatikus
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Sejtmag

45. dbra. A melanoszéma kialakulasanak folyamata a melanin szintézis soran és az OCA kéroki
génjeink szerepe ezekben a folyamatokban.
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Az elvégzett genetikai vizsgalatok soran 11 rekurrens varidanst azonositottunk, melyek

hozzajarulhatnak az OCA fenotipus kialakuldasahoz.

Az azonositott genetikai variansok alapjan a pacienseket a kdvetkezd izolalt klinikai formakba
kerultek besoroldsra: A 11-b6l 8 paciens esetében az OCA1 izoldlt forma igazolédott. Egy
paciens esetében OCA1/0OCA4 atmeneti izolalt forma kerllt diagnosztizélasra.*> Két paciens
esetében betegséget okozd mutdciét nem detektaltunk a TYR, OCA2 és SLC45A2 géneken,

esetlkben a diagnosztikai besorolds nem volt lehetséges.*

Az irodalmi adatokkal korreldl, hogy az izolalt OCA esetek 10-25%-anak genetikai hattere
felderitetlen marad a leggyakoribb OCA formak koroki génjeinek mutacié szlrésével. Ezekben
az esetekben a hattérben feltehetéen tovabbi ritka OCA variansok koroki génjeinek kéroki

mutdcidi allhatnak.100-102

5.1.10. CARD14-asszocialt papuloszkvamodzus eruptioval jard betegségspektrum magaba
foglalja mind a PRP-t, mind a psoriasist

Egy PRP-ben szenvedd magyar nébeteg esetében dsszesen négy, az irodalombdl ismert varidnst
detektaltunk a CARDI14 génen: egy misszensz mutdciot, egy splice site és két misszensz
polimorfizmust. A detektalt varidnsok kozul a két misszensz polimorfizmus korabban mar

pikkelysomoros betegekben is kimutatdsra kerilt tobb egymastdl fuggetlen vizsgalatban.*97275

PRP-ben szenvedd tovabbi paciensek (n=18) esetében is elvégeztik a CARD14 gén mutacid
szlirését. Osszesen nyolc, az irodalombdl mar ismert CARD14 varidnst azonositottunk: 2
mutdciot és 6 polimorfizmust.®® A vizsgalt 19 péciensbdl 10 hordozott CARD14 varidnst. A 10
paciensbdl 8 hordozott olyan CARDI14 varianst, amelyet korabban psoriasisban szenved§

paciensekben is detektaltak és 10-bdl 6 paciens esetében hajlamositd variansok kombinacidjat

94



dc_1813_20

is detektaltuk.#>®* Az azonositott variansok a betegség lefolydsaval, sulyossdgaval vagy a

kilonb6z8 bérgyodgyaszati kezelésekre adott terdpids valasszal nem mutattak dsszefliggést.

Vizsgalati eredményeink arra utalnak, hogy a CARD14 variansok feltehet8leg nem egyedilalléan
a PRP vagy a psoriasis genetikai jellegzetességei. Craiglow és munkatdrsai (2018) a CARD14-nek
a PRP-ben és a psoriasisban betoltdtt szerepének vizsgalata kapcsan javasolta a nevezéktan
modositdasat CARD14-asszocialt papuloszkvamdzus eruptidra, ami jol mutatja, hogy a PRP-t és

a pikkelysdémaort ugyanazon betegség-spektrum kilonbozé részeként kapcsolna dssze 193

5.1.11. A genotipus-fenotipus 0sszefliggések megismerésének jelentfsége

A ritka monogénes bérbetegségek kozul szamos korkép igen sulyos, akar az érintett paciensek
varhato élettartamat is csokkentheti (az altalam vizsgalatak kozil példaul a TAFOCS betegség
vagy az epidermolizis bulloza), illetve vannak tovabbi korképek, amelyek az élettartamot nem
csokkentik, de igen stigmatizald tinetekkel jarnak az érinettek szamara, ugy mint a Brooke-
Spiegler szindroma, okulokutdn albinizmus vagy a CARD14-asszocidlt papuloszkvamodzus
eruptidval jaré betegségspektrum. Mindezek fényében a genotipus-fenotipus 6sszefliggések
feltarasanak oriasi jelent6sége van, mivel a paciensek szamara arrél adhat felvilagositast, hogy
az adott mutacié hordozasa milyen sulyos klinikai tinetekkel jarhat, mi lesz a betegség varhato
prognodzisa. A genotipus-fenotipus 0Osszefliggések feltdarasa a pdciensek kezel6orvosait is
nagymértékben segitheti, a paciensek alcsoportokba torténd besoroldsaban példaul a
kilonb6z8 kezelések varhatd terdpias hatékonysaganak szempontjabél. A genotipus-fenotipus
korrelaciokon tul a fenotipus madosité faktorok azonositdsa Uj potencialis terdpids célpontokat
tarnak fel és hozzdjarulnak a betegség pathomechanizmusanak jobb megértéséhez, mint

példaul a CYLD gén vagy a CTSC gén mutdcidihoz kapcsolt fenotipus spektrumok esetében.
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5.2. Funkcionalis vizsgalatok

5.2.1. ATAFOCS betegség pathomechanizmusa p53 medialt

A TAFOCS szindromat munkacsoportunk irta le elészor.® A betegség autoszémalis domindns
oroklédésmenetet mutat, jellegzetes f6bb klinikai tiinetei a b&rdn kialakuld teleangiectasia és
a malignus daganat kialakulasanak fokozott kockazata, mely leggyakrabban az oropharynx
terlletére lokalizalt. Az elvégzett genetikai vizsgalatok koéroki génként az ATR gént
azonositottak, koroki mutdcioként egy heterozigdta, misszensz mutdciot azonositottunk
(c.6431A>G p.GIn2144Arg), melyet valamennyi vizsgdlt beteg csalddtag hordozott.® A
€.6431A>G, p.GIn2144Arg ATR mutacio egy Ujonnan azonositott mutacid, mindeddig nem volt
ismert az irodalombdl. Az ATR fehérjének a mutdcié altal érintett terlletén egy ismert
funkciondlis domén, a FAT domén helyezkedik el. Az irodalmi adatokbdl ismert, hogy az ATR
fehérje FAT doménje az AIMP3 fehérjéhez kapcsolddva a p53 aktivalasaban jatszik fontos

szerepet.80

Megvizsgaltuk a p53 fehérje mennyiségét hydroxyurea aktivacid elétt és utdn a mutaciot
hordozd fibroblasztokban és egészséges egyénekbdl izoldlt fibroblasztokban. A mutacidt
hordozd fibroblasztokban csokkent p53 mennyiséget detektéltunk.? Funkciondlis vizsgalataink
alapjan feltételezzlk, hogy az azonositott novum misszensz mutacié az ATR génen a p53 szint

csokkenése révén jarulhat hozza a betegség tlineteinek kialakuldsahoz.

5.2.2. FPLCA-ban azonositottuk a fébb tlinetek, mint a pruritus és a lichenifikacio kialakuldsanak
hatterében 4all6 génexpresszids eltéréseket

Két FPLCA-ban szenvedd csalad esetében két Uj, az irodalmi adatokbdl kordbban nem ismert
misszensz mutaciok (c.1939G>T p.Asp647Tyr, c.1891G>T p.Val631Leu),” harom FPLCA csalad

esetében pedig ugyanazon rekurrens misszensz mutacidt azonositottunk az OSMR génen
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(c.1853G>C p.Gly618Ala).>> FPLCA léziondlis és egészséges bdérbiopszids mintak
Osszehasonlitdsa révén, génexpresszids vizsgalatainkkal FPLCA-ban fokozott kifejez6dést
mutatd keratinocita proliferaciés markereket, csdkkent expressziét mutatd keratinocita
differenciacids markereket, csokkent expressziét mutatd epidermadlis 8ssejt markereket és anti-
apoptotikus faktorokat, valamint fokozott kifejez6dést mutatd neurdlis markeret
azonositottunk.> A keratinocita proliferdcids és differencids markerek valtozésai feltehet8en
az FPLCA-s tlnetes bérben lathatd lichenifikacidval hozhatdk dsszefliggésbe, mig a neurdlis
faktorok véltozédsai a léziondlis bérben kialakuld pruritussal magyardzhatdak.213 Vizsgalati

eredmeényeink hozzajarulnak a betegség pathomechanizmusanak jobb megértéséhez.

5.2.3. ACYLD gén novum misszensz mutacioja feltehet8en a deubikvitacids aktivitas csokkenése
révén eredményezi a BSS betegség kialakulasat

Egy BSS-ben szenved§ szegedi csalad tlinetes tagjaiban egy novum, az irodalombdl eddig nem
ismert heterozigéta misszensz mutdciot azonositottunk (c.2613C>G p.His871GIn).>’ Az
elvégzett funkciondlis vizsgdlataink soran a mutaciot hordozé fibroblasztokbol szarmazé NEMO
fehérje esetében jelent&sen fokozott ubikvitindltsagot detektaltunk, ami arra utalt, hogy az
azonositott CYLD mutacié hordozésa csokkenti az enzim deubikvitindcids aktivitdsat.>’
Vizsgalati eredményeink hozzajarulnak a betegség pathomechanizmusanak jobb megértéséhez

(46. abra).
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46. abra. A Brooke-Spiegler szindréma pathomechanizmusa.

5.2.4. CARD14-asszocialt papuloszkvamdzus eruptidval jard betegségspektrum magaba foglalja
mind a PRP-t, mind a psoriasist

Egy PRP-ben szenvedd magyar nébeteg esetében 6sszesen négy, az irodalombdl mar ismert
varianst detektaltunk a CARD14 génen: egy misszensz mutdaciot, egy splice site és két misszensz
polimorfizmust detektaltunk. A detektdlt varidnsok kozil a két misszensz polimorfizmus
kordbban mar pikkelysomoros betegekben is kimutatdsra kertlt tobb egymastdl fuggetlen
vizsgalatban.#?727> Az elvégzett funkciondlis vizsgalatok eredményei alapjan a vizsgalt
nébetegben a detektalt CARD14 variansok fokozott NF-«kB aktivitds révén jarul hozza a PRP

kialakuldsahoz (47. dbra).5

Vizsgdlati eredményeink arra utalnak, hogy a CARD14 varidansok, feltehetéleg nem

egyedilalldan a PRP vagy a psoriasis genetikai jellegzetességei. A detektalt fokozott NF-kB
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aktivitdas miatt lehetséges, hogy inkdbb a mind a PRP-ben, mind a psoriasisban kialakuld

kronikus gyulladédssal hozhatdak dsszefliggésbe.®

Sejtmembréan

CARD-CARD interakcio
indukalja a BLC10
oligomerizaciot

A foszforildalt 1kB

A oligomerizalt BLC10 degradalédik

aktivalja az IKK-t

Sejtmag

A foszforildlja ‘
az IkB-t
(Inaktiv) WDNA

47. abra. A pityriasis rubra pilaris pathomechanizmusa.

5.2.5. A szabalyozé RNS-molekuldk target fehérjéinek meghatarozasa bérben

A génexpresszid szabdlyozdsdban a nem transzlalédé RNS-molekuldk szerepe egyre jobban
feltérképezett. Azonban a téma komplexitdsat jol mutatja, hogy egy-egy ilyen szabalyozd
molekula tobb szaz kulonbozé fehérje kifejez6dését befolydsolhatja, illetve egy-egy fehérje
kifejez6dése is szamos RNS-molekula szabalyozé hatdsa alatt allhat. A szabalyozd RNS-
molekuldk kapcsan végzett molekularis bioldgiai vizsgalataink kdzéppontjaban a PRINS hosszu

nem kodold RNS és a mikroRNS-125b allnak.

A PRINS csendesitése Hela sejtekben a GI1P3, RAD52, ZNF207, ANXA7 és a BCL9 gének

expresszid csokkenését eredményezte.®® Ezen gének kdzll a G1P3 fehérje szinten jelent8s
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emelkedést mutat a 1ézid melletti és a |ézionalis psoriasisos epidermiszben az egészséges
epidermiszhez képest. % Vizsgélati eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a G1P3 a PRINS
szabalyozdsa alatt all, tisztazva ezzel egy Uj, eddig az irodalombdl nem ismert,

pathomechanizmust, amely révén a PRINS hozzdjarul a psoriasis kialakulasahoz.

Bioinformatikai analizissel az FGFR2 gén 3’ UTR régéidjaban 4 lehetséges mikroRNS-125b
kotéhelyet azonositottunk. gy felmeriilt a lehet8ség, hogy a mikroRNS-125b-nek a
medialt. Vizsgalati eredményeink alapjan mind az FGFR2 csendesités, mind a mikroRNS-125b
csendesités a proliferacio jelentésen csdkkenését eredményezi a keratinocitakban. Vizsgalati
eredményeink alapjan feltételezzik, hogy az FGRF2 a mikroRNS-125b szabdlyozdsa alatt all,
tisztdzva ezzel egy Uj, eddig az irodalombdl nem ismert mechanizmust, amely révén a

mikroRNS-125b hozzajarulhat a proliferacios rendellenességek kialakulasahoz a bérben.

Munkacsoportunk kozleményei 6ta (2010 és 2011) a bdrgydgydszati vonatkozasok
tekintetében a PRINS tovabbi funkcidja kerult tisztazasa, mivel fokozott kifejez6dése csokkenti
a keratinocitadkban a gyulladdsos mediatorok termel&dését, 108 109 3 mikroRNS-125b esetében
pedig Ujabb target (Akt3) kerilt azonositasra, melyen keresztil a keratinocitak proliferacidjanak

szabdlyozasa megveldsul.108 109

5.2.6. A funkcionalis vizsgalatok jelent8sége

A ritka monogénes bérbetegségek esetében a funkcionalis vizsgalatok jelent6sége abban rejlik,
hogy segitenek feltérképezni a vizsgalt betegség pathomechanizmusat. A TAFOCS betegségben
- melynek elsé leiréja munkacsoportunk - nem volt ismert a genetikai hattér és a betegség
kialakuldsi mechanizmusa, igy a kéroki ATR gén és mutdcidjanak azonositdasa valamint a
funkcionalis vizsgalatok révén feltart mechanizmus, mely szerint p53 medialt betegségrél van
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sz6 igen nagy tudomanyos jelent&séggel bir. Mas vizsgalt genodermatdzis esetében, a
funkcionalis vizsgdlatok egy-egy Ujonnan azonositott mutacid jellemzése kapcsan keriltek
elvégzésre annak vizsgalata céljabdl, hogy a mutacioé hordozasa hogyan jarulhat hozza az adott
betegség kialakulasahoz, erre példa az FPLCA-ban és BSS-ben végzett vizsgalatok. A funkcionalis
vizsgdlatoknak ugyanakkor mar az irodalombdl ismert genetikai variansok kapcsan is oriasi
jelent6sége lehet, mint példaul a CARD14 szerepének feltardsa esetében. Vizsgdlati
eredményeink arra utalnak, hogy a CARD14 variansok feltehetéleg nem egyeduladlldan a PRP
vagy a psoriasis genetikai jellegzetességei. A detektalt fokozott NF-kB aktivitas miatt lehetséges,
hogy inkdbb a mind a PRP-ben, mind a psoriasisban a kialakuld krénikus gyulladassal hozhatdak

Osszefliggésbe.

Mindezek alapjan az értekezésben bemutatott a funkcionalis vizsgalatok - melyek kapcsan a
molekuldris bioldgiai vizsgalatok széles skaldjat végeztik el - nagymértékben hozzajarultak a
vizsgdlt betegségek kialakuldsi mechanizmusanak feltérképezéséhez, illetve jobb

megismeréséhez.

5.3. Terapias fejlesztések

5.3.1. Az RDEB-ben alkalmazott allogén fibroblaszt injekciék hatékonysaganak
mechanizmusanak hatterében a paciens sajat C7 termelésének fokozddasa allhat, melyet
feltehet8en az injekcidk altal kivaltott HB-EGF emelkedés indukal

Az RDEB-ben korabbi klinikai megfigyelések igazoltak, hogy az intradermalis allogén fibroblaszt
injekciok az injektalt terlleten a bdér fragilitdsat csokkentik és részlegesen helyreallitjak a C7
fehérje mennyiségét a DEJ-ben.>® Felmerult a kérdés, hogy vajon az allogén fibroblaszt terapia
fenotipust javitd hatdsdnak hatterében a beinjekcidzott fibroblasztokbdl szarmazé C7, vagy a
paciens sajat keratinocitai és fibroblasztjai altal termelt C7 fehérje a felel8s. Ennek a vizsgdlata

céljabdl egy olyan RDEB pdacienst valasztottunk, akinél két heterozigdta mutacio felel6s a
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betegség kialakulasaért, az egyik c.2044C>T p.Arg682X nonszensz mutacio, a masik az
IVS87+4A>G splice site mutacio, ez utdbbi az atirodd COL7A1 mRNS-en a 87. exonjanak a
kiesését eredményezi. Vizsgalati eredményeink alapjan a COL7A1 mRNS kifejez6désének
maximuma az allogén fibroblaszt injekciot kovetd 1-3 hdnapban kovetkezett be.®® A COL7A1
mRNS termelés 2/3-3t a beteg sajat kollagénje adta.®® Génexpresszids vizsgalati eredményeink
alapjan az allogén fibroblaszt injekcidk C7 termel&dést fokozd hatasat feltehet6en a HB-EGF

medidlja.%8

Eredményeink jol korreldlnak, illetve magyarazatul szolgalnak azon klinikai megfigyelésre is,
miszerint az allogén fibroblaszt injekciok hatékonyabbak azon RDEB pacienseknél, akiknél a C7
termelés csokkenése, nem pedig teljes hidnya van jelen.>® Vizsgédlati eredményeink
hozzajarulnak ahhoz, hogy az allogén fibroblaszt injekcids kezeléstél (sejtterapia) eljuthassunk
a gyogyszeres kezelés kidolgozasaig, illetve potencidlisan hozzajarulhat kés6bbi, Uj kezelési
lehetdségek kidolgozdsahoz ebben az igen sulyos, rossz életmindséggel és csdkkent varhatd
élettartammal jard ritka betegségben.®9°0 Vizsgalati eredményeinkbdl egy szabadalmi
bejelentés is sziletett (Nagy N, McGrath JA: Medical use of heparin-binding egf-like growth

factor, GBGB1014097.8A, nemzetkodzi szabadalom, kozzététel: 2010, végleges oltalom: 2011).58

Munkacsoportunk kdzleménye 6ta (2011) szamos Uj attorés sziletett ebben a témaban, jol
mutatva, hogy a genodermatdzisok esetében az oki terapias alternativak fejlesztése az elmalt
évek orvos bioldgiai kutatdsainak fokuszaban vannak vildgszerte 110119 Az 4ttoréseket tekinve
harom f6 csoportba sorolhatjuk 6ket: Uj sejtterapias, Uj gydgyszeres kezelési alternativak és Uj
génterapias eljdrasok.10%11° Csontvel8i Bssejt illetve genetikailag korrigalt indukalt pluripotens
Bssejt kezeléssel javitottdk az RDEB-ben szenvedd pdéciensek klinikai tineteit.!3119 A

gyogyszeres kezelések kdzil az amlexanox, a gentamicin és a losartan jelentdsen javitjak az

102



dc_1813_20

epidermolizis bullozdban szenvedd paciensek klinikai tuneteit. 10115116 Az (jj génterdpids
eljarasokat tekintve sikerrel jutattak be in vivo kezelés soran a COL7A1 gént lentiviralis vektorral
RDEB paciensek fibroblasztokjaiba, a kezelés hatékonynak és biztonysdgosnak bizonyult.}*? In
vivo génterapia soran retrovirdlis vektorral is sikeresen korrigaltak a COL7A1-et RDEB paciensek
fibroblasztjaiban,'*’ valamint a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével sikerrel korrigaltak RDEB

paciensekben a COL7A1 gént 111114

5.3.2. A terapias fejlesztések jelentGsége

Eredményeink k6zil az allogén fibroblaszt injekcidk C7 termel8dést fokozd hatasanak vizsgalata
RDEB-ben jol szemlélteti, hogy ezekben a ritka mongénes betegségekben jelenleg is szamos Uj
terdpias modalitds klinikai vizsgdlata folyik és a betegség genetikai hatterének felderitése, a
hattérben all6 ok felderitése nagymértékben hozzdjarul ezen Uj terdpids lehet6ségek
fejlesztéséhez. A fibroblaszt injekciok kapcsan megallapitottuk, hogy a sejtterdpidval az RDEB
kialakuldsat eredményez6 C7 hidny csokkenthetd, a fenotipus javul az alkalmazas teriletén.
Tovabbi vizsgalatunk célja az volt, hogy kideritsik felvalthaté-e a sejtterapia gyogyszeres
kezeléssel. Eredményeink alapjan a HB-EGF alkalmazdsa hatékony alternativaja lehet a
sejtterapianak (Szabadalom: Nagy N, McGrath JA: Medical use of heparin-binding egf-like
growth factor. Nemzetkozi szabadalom: GBGB1014097.8A). A jov6ben eredményeink
remélhetdleg egy Uj, hatékony, gydgyszeres kezelés kidolgozasanak alapjaul szolgalnak RDEB-

ben.

A CYLD gén mutdcidhoz kapcsolt fenotipus spektrum kiléonbozé variansaiban — FC, MFT1 és BSS
— szenved§ paciensek, a betegségben érintett csaladok regisztracioja megtortént kalfoldi
kollaboracid keretében egy jelenleg Nagy-Britannidban mar engedélyezett és folyamatban 1évé

klinikai vizsgalatban. A klinikai vizsgalat célkitlizése egy mar mas betegség gyodgyitasaban,
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leukémia és mieloproliferativ betegségek kezelésében, indikacidban |évé tirozin kindz inhibitor
hatdanyagnak, a lestaurtinibnak, U indikacidéban, a Brooke-Spiegler szindromaban, torténd
alkalmazasa (,,repurposing”). A klinikai vizsgalat sordn A klinikai vizsgélat egyik vezetdje, Dr. Neil

Rajan (Newcastle, Anglia) egytttmikodé partnerink.

Az bemutatott példak jol mutatjak, hogy a genetikai és funkciondlis vizsgdlatoknak egyre
nagyobb jelentésége van a genodermatdzisok esetében, mivel hozzajarul Uj terapias
modalitasok fejlesztéséhez, valamint a ,repurposing” megkdzelités alkalmazdsa révén mar mas

betegségekben indikacidoban |évé terdpias alternativak Uj indikacidban torténd alkalmazasara.
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6. Osszefoglalds és sajat megallapitasok

1. ATAFOCS betegséget - egy uj familiaris daganatszindrémat - munkacsoportunk irt le els6ként.
A klinikai tiinetek részletes dokumentalasa mellett a TAFOCS hatterében allé kéroki génként az
ATR gént azonositottuk. A csalad esetében a betegség kialakulasat az ATR gén Ujonnan
azonositott, heterozigdta, misszensz mutacidja eredményezte. Az elvégzett funkcionadlis
vizsgalatok arra utalnak, hogy a mutacid a p53 szintjének csokkentése révén jarul hozza a betegég
kialakulasahoz. Vizsgalati eredményeink Uj klinikai korképpel és hattérbe alld koroki mutacidval
kapcsoltak 6ssze az ATR gént, hozzdjarulva ezzel a familidris daganatszindrémak csoportjanak

jobb megismeréséhez.
A fentiek alapjaul szolgald kozlemény:

Tanaka A, Weinel S, Nagy N, O'Driscoll M, Lai-Cheong JE, Kulp-Shorten CL, Knable A, Carpenter
G, Fisher SA, Hiragun M, Yanase Y, Hide M, Callen J, McGrath JA. Germline mutation in ATR in
autosomal- dominant oropharyngeal cancer syndrome. Am J Hum Genet. 2012;90:511-7.

2. A CPN betegség hatterében a Cl6orf57 génen egy, az irodalombdl eddig nem ismert
homozigdta delécidt azonositottunk egy CPN-ben szenvedd marokkdi csalad vizsgalata kapcsan.
Vizsgalati eredményeink hozzajarulnak a CPN-ben szenvedd paciensek esetében a genotipus-
fenotipus Osszefliggések feltarashoz és tovabb bdévitik a Cl6orf57 gén ismert mutdacidinak

spektrumat.
A fentiek alapjaul szolgalé kézlemény:

Tanaka A, Morice-Picard F, Lacombe D, Nagy N, Hide M, Taieb A, McGrath J. Identification of
a homozygous deletion mutation in C160rf57 in a family with Clericuzio-type poikiloderma
with neutropenia. Am J Med Genet A. 2010;152A:1347-8.
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3. Az RDEB-ben detektalt szomatikus mozaicizmusért a paciens keratinocitaiban kialakult egyszeri
intragenikus keresztez6dés allhat. Génexpresszids vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a korrekcié a
paciens keratinocitaiban johetett Iétre. Ennek a ,spontdn kialakult génterdpidanak” a hatterében
alld  mechanizmusnak a feltérképezése hozzdjarulhat késébbi, Uj kezelési lehetGségek
kidolgozdsdhoz ebben az igen sulyos, rossz életmingséggel és csokkent varhaté élettartammal

jaro ritka betegségben.

A fentiek alapjaul szolgalé kézlemény:

Almaani N, Nagy N, Liu L, Dopping-Hepenstal PJ, Lai-Cheong JE, Clements SE, Techanukul T,
Tanaka A, Mellerio JE, McGrath JA. Revertant mosaicism in recessive dystrophic epidermolysis
bullosa. J Invest Dermatol. 2010;130:1937-40.

4. Az RDEB-ben alkalmazott allogén fibroblaszt injekciék hatékonysaganak hatterében a paciens
sajat C7 termelésének fokozddasa allhat, melynek maximuma az allogén fibroblaszt injekciét
kovet6 1-3 honappal kovetkezik be. Génexpresszids vizsgalati eredményeink alapjan az allogén
fibroblaszt injekciok C7 termel&dést fokozd hatasat feltehetéen a HB-EGF medialja.
Eredményeink magyardzatul szolgdlnak azon klinikai megfigyelésre is, miszerint az allogén
fibroblaszt injekciok hatékonyabbak azon RDEB pacienseknél, akiknél a C7 termelés
csokkenése, nem pedig teljes hianya van jelen. Vizsgdlati eredményeink hozzajarulnak ahhoz,
hogy az allogén fibroblaszt injekcids kezeléstdl, mint sejtterapiatdl eljuthassunk a gyégyszeres
kezelés kidolgozasaig, illetve hozzajarulhatnak késébbi, Uj kezelési lehetéségek kidolgozasahoz

RDEB-ben. Vizsgalati eredményeinkbdl egy nemzetkdzi szabadalmi bejelentés is szlletett.

A fentiek alapjaul szolgalé kozlemény:

Nagy N, Almaani N, Tanaka A, Lai-Cheong JE, Techanukul T, Mellerio JE, McGrath JA. HB-EGF
induces COL7A1 expression in keratinocytes and fibroblasts: possible mechanism underlying
allogeneic fibroblast therapy in recessive dystrophic epidermolysis Bullosa. J Invest Dermatol.
2011;131:1771-4.
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5. Egy HAEIIl-ban szenved®d brit csalad esetében genetikai vizsgalataink soran egy, az irodalombdl
mar ismert, rekurrens, misszensz mutaciét azonositottunk az F12 génen. Haplotipus vizsgalatot
végeztliink, annak igazoldsara, hogy az eurdpai HAEIll paciensek, akik ugyanezen mutaciot
hordozzak, egy azon alapitd hatas eredményeként vagy pedig egymastdl fliggetlen mutacids
események eredményeként hordozzak ugyanazon mutaciét. Mivel az eurdpai HAEIIl paciensek
és az altalunk vizsgalt brit HAEIll-ban szenved6 csaldd mutaciét hordozd tagjai ugyanazon
haplotipust hordozzak, feltételezziik, hogy ugyanazon mutdcid kialakuldsdhoz ezen paciensek
esetében egy azon alapitd hatas vezetett. Vizsgalati eredményeink arra utalnak, hogy a HAEII

betegség eurdpai elterjedéséért feltehetéen ugyanazon alapitd hatds a felelds.

A fentiek alapjaul szolgald kézlemények:

Nagy N, Greaves MW, Tanaka A, McGrath JA, Grattan CE. Recurrent European missense
mutation in the F12 gene in a British family with type Ill hereditary angioedema. J Dermatol
Sci. 2009;56:62-4.

Nagy N, Greaves MW, Tanaka A, McGrath JA, Grattan CE. Recurrent European missense
mutation in the F12 gene in a British family with type lll hereditary angioedema. J Dermatol
Sci. 2009;56:62-4.

6. FPLCA-ban két novum, heterozigdta misszensz mutdciot és egy rekurrens, misszensz mutaciét
azonositottunk az OSMR génen. Az Ujonnan azonositott misszensz mutdciok a OSMRB fehérje
extracellularis FNIII doménjében helyezkednek el. Az ugyanazon mutaciét hordozé csaladok
esetében haplotipus vizsgalatot végeztiink, eredményeink alapjan a harom érintett csaladban a
detektalt mutdcié ugyanazon alapitd hatds eredményeként johetett létre. Génexpresszids
vizsgalatainkkal FPLCA-ban keratinocita proliferaciés és differencias markerek valtozasai
detektaltuk, ami feltehet8en a lichenifikaciéval hozhaté dsszefliggésbe, illetve neuralis faktorok

valtozasait detektaltuk, ami a pruritus kialakulasahoz kapcsolhaté. Vizsgalati eredményeink
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tovabb bdvitik az OSMR gén mutacids spektrumat, segitik a genotipus-fenotipus 6sszefliggések

feltardsat és hozzajarulnak a betegség pathomechanizmusanak jobb megértéséhez.

A fentiek alapjaul szolgald kdzlemény:

Tanaka A, Lai-Cheong JE, van den Akker PC, Nagy N, Millington G, Diercks GF, van Voorst Vader
PC, Clements SE, Almaani N, Techanukul T, Hide M, South AP, McGrath JA. The molecular skin
pathology of familial primary localized cutaneous amyloidosis. Exp Dermatol. 2010;19:416-23.

7. SSPS-ben az irodalombdl ismert, homozigéta, nonszensz mutdaciét azonositottunk a WNT10A
génen. Mig az OODD-ben a WNT10A gén heterozigéta misszensz és heterozigdta nonszensz
mutacidinak kombinacidjat vagy a gén homozigdta misszensz mutacidjat detektaltunk. Vizsgalati
eredmeényeink hozzajarulnak a genotipus-fenotipus Osszefiiggések feltarasahoz SSPS-ben és
OODD-ben, illetve tovabb erdsitik azt a felvetést, hogy ez a két ritka betegség nem 6nallo

korkép, hanem ugyanazon betegség eltéré megjelenés( klinikai variansai.

A fentiek alapjaul szolgalé kézlemények:

Wedgeworth EK, Nagy N, White JM, Pembroke AC, McGrath JA. Intra-familial variability of
ectodermal defects associated with WNT10A mutations. Acta Derm Venereol. 2011;91:346-7.

Nagy N, Wedgeworth E, Hamada T, White JM, Hashimoto T, McGrath JA. Schopf-Schulz-
Passarge syndrome resulting from a homozygous nonsense mutation in WNT10A. J Dermatol
Sci. 2010;58:220-2.

8. A CYLD génen egy novum misszensz és két rekurrensz nonszensz mutaciét azonositottunk.
Igazoltuk, hogy ugyanazon CYLD mutacié eltérd klinikai variansok — FC, MFT1 és BSS - kialakulasat
eredményezhetik. Tovabba potencialis fenotipus mddositd genetikai faktorokat azonositottunk,
melyek magyarazhatjak a fenotipus diverzitast az ugyanazon mutaciét hordozd paciensekben.
Vizsgalati eredményeink hozzdjarulnak a CYLD gén mutdcids spektrumdanak bdévitéséhez,

genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltarasahoz, illetve tovabb er@sitik azt a felvetést, hogy a
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BSS, FC és MFT1 nem 6nalld kérképek, hanem ugyanazon betegség eltéré megjelenés( klinikai

variansai.

A fentiek alapjaul szolgald kézlemények:

Pap EM, Farkas K, Széll M, Németh G, Rajan N, Nagy N. Identification of putative genetic
modifying factors associated with phenotypic diversity in Brooke-Spiegler syndrome. Exp
Dermatol. 2020 Aug 3. doi: 10.1111/exd.14161. Online ahead of print.

Farkas K, Dedk BK, Sanchez LC, Martinez AM, Corell JJ, Botella AM, Benito GM, Lépez RR,
Vanecek T, Kazakov DV, Kromosoeto JN, van den Ouweland AM, Varga J, Széll M, Nagy N. The
CYLD p.R758X worldwide recurrent nonsense mutation detected in patients with multiple
familial trichoepithelioma type 1, Brooke-Spiegler syndrome and familial cylindromatosis
represents a mutational hotspot in the gene. BMC Genet. 2016;17:36.

Nagy N, Farkas K, Kemény L, Széll M. Phenotype-genotype correlations for clinical variants
caused by CYLD mutations. Eur J Med Genet. 2015;58:271-8.

Nagy N, Rajan N, Farkas K, Kinyé A, Kemény L, Széll M. A mutational hotspot in CYLD causing
cylindromas: a comparison of phenotypes arising in different genetic backgrounds. Acta Derm
Venereol. 2013;93:743-5.

Nagy N, Farkas K, Kinyo A, Nemeth IB, Kis E, Varga J, Bata-Csorgo Z, Kemeny L, Szell M. A novel
missense mutation of the CYLD gene identified in a Hungarian family with Brooke-Spiegler
syndrome. Exp Dermatol. 2012;21:967-9.

9. ACTSC génen egy novum delécidt és egy rekurrensz nonszensz mutdaciét azonositottunk, illetve
igazoltuk, hogy ugyanazon mutacié eltéré klinikai variansok — PLS és HMS - kialakuldsat
eredményezheti, tovabba potencialis fenotipus mddosité genetikai faktorokat azonositottunk,
melyek magyarazhatjak a fenotipus diverzitast az ugyanazon mutaciét hordozd paciensekben.
Vizsgalati eredményeink hozzajarulnak a CTSC gén mutdcids spektrumanak bdévitéséhez,
genotipus-fenotipus dsszefliggések feltarasahoz, illetve tovabb er@sitik azt a felvetést, hogy a
PLS és HMS nem 0nallé kérképek, hanem ugyanazon betegség eltéré megjelenésd klinikai

variansai.
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A fentiek alapjaul szolgalo kézlemények:

Pap EM, Farkas K, Téth L, Fabos B, Széll M, Németh G, Nagy N. Identification of putative genetic
modifying factors that influence the development of Papillon-Lefévre or Haim-Munk
syndrome phenotypes. Clin Exp Dermatol. 2020;45:555-9.

Suldk A, Téth L, Farkas K, Tripolszki K, Fabos B, Kemény L, Valyi P, Nagy K, Nagy N, Széll M. One
mutation, two phenotypes: a single nonsense mutation of the CTSC gene causes two clinically
distinct phenotypes. Clin Exp Dermatol. 2016;41:190-5.

Nagy N, Valyi P, Csoma Z, Suldk A, Tripolszki K, Farkas K, Paschali E, Papp F, Toth L, Fabos B,
Kemény L, Nagy K, Széll M. CTSC and Papillon-Lefevre syndrome: detection of recurrent
mutations in Hungarian patients, a review of published variants and database update. Mol Gen
& Genom Med. 2014;2:217-28.

Farkas K, Paschali E, Papp F, Valyi P, Széll M, Kemény L, Nagy N, Csoma Z. A novel seven-base
deletion of the CTSC gene identified in a Hungarian family with Papillon-Lefevre syndrome.
Arch Dermatol Res. 2013;305:453-5.

10. OCA-ban két novum mutaciét azonositottunk az SLC45A2 génen és 11 rekurrens varianst a

TYR, OCA2 és SLC45A2 géneken. A genetikai vizsgalatok alapjan a 13 vizsgalt paciensbdl nyolc

OCA1 izolalt formaban, kett§ OCA4 izoldlt formdban, egy OCA1/OCA4 &tmeneti formaban

szenved és két pacienst nem lehetett besorolni, mivel a TYR, OCA2 és SLC45A2 gének mutacid

szlirésével a hattérben allé kéroki variansok nem keriltek azonositasra. Vizsgalati eredményeink

hangsulyozzak az OCA betegségcsoport meglehetdsen heterogén genetikai hatterét, ezért a

genetikai vizsgalatok kapcsan a komplex megkozelités, a tobb lehetséges koroki gén egylttes

sz(irése javasolt a genetikai hattér feltérképezéséhez a pdciensek pontos diagnosztikai

besoroladsa céljabadl.

A fentiek alapjaul szolgalé kézlemények:

Fabos B, Farkas K, Toth L, Sulak A, Tripolszki K, Tihanyi M, Németh R, Vas K, Csoma Z, Kemény
L, Széll M, Nagy N. Delineating the genetic heterogeneity of OCA in Hungarian patients. Eur J
Med Res. 2017;22:20.

Toth L, Fabos B, Farkas K, Suldk A, Tripolszki K, Széll M, Nagy N. Identification of two novel

mutations in the SLC45A2 gene in a Hungarian pedigree affected by unusual OCA type 4. BMC
Med Genet. 2017;18:27.
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11. A 19 PRP-ben szenvedd betegbdl 10 hordozott a betegség kialakulasara hajlamosité CARD14
varianst. A 10-bél 8 hordozott olyan CARD14 varianst, amelyet kordabban psoriasisban szenvedd
paciensekben is detektaltak. Vizsgalati eredményeink arra utalnak, hogy a CARD14 variansok,
feltehetSleg nem egyediilalléan a PRP vagy a psoriasis genetikai jellegzetességei. A detektalt
fokozott NF-kB aktivitas miatt lehetséges, hogy inkdbb a mind a PRP-ben, mind a psoriasisban

kialakulé kronikus gyulladassal hozhatdak 6sszefliggésbe.

A fentiek alapjaul szolgald kézlemények:

Gal B, Goblos A, Danis J, Farkas K, Sulak A, Varga E, Nagy N, Széll M, Kemény L, Bata-Csorgé Z.
The management and genetic background of pityriasis rubra pilaris: a single-centre
experience. J Eur Acad Dermatol Venereol. 2019;33:944-9.

Danis J, Goblos A, Gal B, Suldk A, Farkas K, Térok D, Varga E, Korom |, Kemény L, Széll M, Bata-

Csorgd Z, Nagy N. Nuclear Factor kB Activation in a Type V Pityriasis Rubra Pilaris Patient
Harboring Multiple CARD14 Variants. Front Immunol. 2018;9:1564.

12. A génexpresszio szabdlyozasaban a nem transzldlédé RNS-molekuldk szerepe egyre jobban
feltérképezett, vizsgalati eredményeink két potencidlis target fehérjét azonositottak, melyek
révén ezen RNS-molekuldk kifejtik hatasukat a bérben: A G1P3 kifejez6désének regulatora a

PRINS IncRNA, az FGFR2 mRNS a mikroRNS-125b targetje.

A fentiek alapjaul szolgald kézlemény:

Szegedi K, Sonkoly E, Nagy N, Németh IB, Bata-Csorgé Z, Kemény L, Dobozy A, Széll M. The
anti-apoptotic protein G1P3 is overexpressed in psoriasis and regulated by the non-coding
RNA, PRINS. Exp Dermatol. 2010;19:269-78.

Xu N, Brodin P, Wei T, Meisgen F, Eidsmo L, Nagy N, Kemeny L, Stahle M, Sonkoly E, Pivarcsi A.

MiR-125b, a microRNA downregulated in psoriasis, modulates keratinocyte proliferation by
targeting FGFR2. J Invest Dermatol. 2011;131:1521-9.
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7. Eredmeények jovébeni hasznosithatosaga

7.1. A genotipus-fenotipus dsszefliggések jovébeni hasznosithatdsaga

A genotipus-fenotipus dsszefliggések feltarasanak jovébeni hasznosithatdsaga oridsi, mivel a
paciensek szamara arrél adhat felvildgositast, hogy az adott mutacié hordozdsa milyen sulyos
klinikai tUnetekkel jarhat, mi lesz a betegség varhatd progndzisa. A genotipus-fenotipus
Osszefliggések feltardsa a paciensek kezel6orvosait is nagymértékben segitheti, a paciensek
alcsoportokba torténd besorolasaban példaul a kilonboz6 kezelések varhatd terdpias
hatékonysdganak szempontjabdl. A genotipus-fenotipus korrelaciokon tul a potencialis
fenotipus moddositd faktorok azonositdsa Uj potencialis terdpids célpontokat tarnak fel és

hozzajarulnak a betegség pathomechanizmusanak jobb megértéséhez.
Munkacsoportunk dltal azonositott eredmények kozil a legjelentésebbek:

Uj familidris daganatszindréma, a TAFOCS leirdsa, hatterében all6 kéroki ATR gén és koroki
mutacié azonositasa. Eredményeink tovabb bdvitik az ismert ritka monogénes bérbetegségek
univerzumat. A hattérben allé kérkoki gén azonositdsa pedig a jovében hozzajarulhat ahhoz,

hogy Uj, oki terapias eljarasokat fejlesszenek ki a betegség kezelésére.

A CPN hatterében novum delécid azonositasa a Cl6orf57 génen. A CPN-ben szenvedd
paciensek esetében hozzajarultunk a genotipus-fenotipus 6sszefliggések feltarashoz és tovabb
bévitik a Cl6orf57 gén ismert mutdcidinak spektrumat, valamint a betegség
pathomechanizmusanak jobb megismeréséhez. Eredményeink Uj terdpids modalitasok

kidolgozasahoz hozzajarulhatnak a jévében.
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FPLCA-ban azonositott novum mutaciok esetében funkcionalis vizsgalatok és recurrens
mutacidk esetében haplotipus vizsgalatok révén béviilt az OSMR gén mutdcios spektruma, Uj
genotipus-fenotipus 0Osszeflggések tarultak fel. Vizsgalataim soran azonositott mutacios
forropontoknak, mutacids szlrépanelek kidolgozasaban lehet nagy jelentésége, ami szintén

jelent@s gazdasdagi haszonnal jarhat a jovében.

HAEIll-as tipusaban végzett genetikai vizsgalati eredményeink arra utalnak, hogy a betegség
eurdpai elterjedéséért feltehetéen ugyanazon alapitd hatds a felel6s. Vizsgalataim sordn
azonositott mutdcids forrépontnak jelentés gazdasagi haszna lehet a jov6ben, mivel az F12 gén
egyetlen genetikai varidnsanak szlrésével az eurdpai esetek olcsdn, megbizhatdan

azonosithatdak.

Genetikai vizsgalatok révén bévilt a WNTI0A gén mutacidihoz tarsuld betegség spektum:
homozigdta, nonszensz mutacido SSPS-t, homozigdta, misszensz mutacio illetve heterozigdta
misszensz és heterozigdta nonszensz mutdcidinak kombindcidéja OODD kialakuldsat
eredményezi. Az dltalam els6ként feltart genotipus-fenotipus 6sszefliggéseknek a betegség
varhatd prognodzisa szempontjabdl van jelent8sége és a betegek terdpias alcsoportba torténd
besoroldsa szempontjabdl lehet jelent6sége a jov8ben Uj, oki terdpids eljardsok fejlesztése

soran.

A CYLD gén novum és rekurrens mutacidinak azonositdsa FC-ben, MFT1-ben és BSS-ben,
genotipus-fenotipus dsszefliggések feltarasa. lgazolasra kerilt, hogy az FC, MFT1, BSS nem

onallo korképek, hanem ugyanazon betegség eltéré megjelenés( klinikai variansai.

A CTSC gén novum és rekurrens mutdcidinak azonositdsa PLS és HMS szindrémakban.
Genotipus-fenotipus dsszefliggések feltarasa. Igazoldsra kerilt, hogy a PLS és HMS nem 6nalld

korképek, hanem ugyanazon betegség eltéré megjelenés( klinikai varidnsai. A feltart genotipus
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fenotipus dsszefliggéseknek a betegek terapias alcsoportba torténd besoroldsa szempontjabdl

lehet jelent6sége a jov6ben Uj, oki terapias eljarasok fejlesztése soran.

A CTSC és a CYLD-gén mutacidi okozta betegség spektrumokban elvégeztik potencialis
fenotipus moddositd genetikai varidansok azonositdsa, melyek magyardzhatjak a fenotipus
diverzitdst az ugyanazon mutdciét hordozd paciensekben. A betegségek progndzisa

szempontjabadl lehet jelentésége a jovSben.

OCA-ban a TYR, OCA2 és SCL45A2 gének egyUttes sz(irése hatékony stratégianak igazolédott a
paciensek pontos diagnosztikai besoroldsa céljabadl. A vizsgalataim sordn azonositott mutacios
forropontoknak mutdcids szlrépanelek kidolgozasaban lehet nagy jelent6sége, ami szintén

jelent@s gazdasagi haszonnal jarhat a késébbiekben.

7.2. A funkcionalis vizsgalatok jovébeni hasznosithatdsaga

A ritka monogénes bérbetegségek esetében a funkciondlis vizsgalatok jovébeni
hasznosithatésaga abban rejlik, hogy segitenek feltérképezni a vizsgalt betegség

pathomechanizmusat hozzajarulva ezzel jvébeni, Uj terapias modalitasok kidolgozdsahoz.

ATAFOCS betegségben nem volt ismert a betegség kialakuldsi mechanizmusa, igy a funkcionalis
vizsgalatok révén feltart mechanizmus nagy tudomanyos jelent&séggel bir és a késGbbiekben

oki kezelési modalitasok kidolgozdsanak alapjaul szolgalhat.

Az FPLCA és BSS esetében a funkciondlis vizsgalatok egy-egy Ujonnan azonositott mutacié
jellemzése kapcsan kerlltek elvégzésre annak vizsgdlata céljdbdl, hogy a mutdcié hordozasa
hogyan jarulhat hozza az adott betegség kialakulasahoz. Az elvégzett vizsgdlataink a jovébeni

paciensek szamara igen hasznosok lehetnek, mivel olyan kérdésekre is valaszt adnak, miszerint
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egy-egy klinikai tinet hatterében milyen molekularis bioldgiai eltérések vannak, ami az adott

tlinet célzott kezeléséhez is hozzajarulhat a jov6ben.

A funkcionalis vizsgalatoknak ugyanakkor mar az irodalombdl ismert genetikai variansok
kapcsan is ériasi jelentésége lehet, mint példaul a CARD14 varidnsok vizsgdlatanak. Vizsgalati
eredményeink arra utalnak, hogy a CARD14 variansok feltehet6leg nem egyeduldlléan a PRP
vagy a psoriasis genetikai jellegzetességei. A detektalt fokozott NF-kB aktivitas miatt lehetséges,
hogy inkdbb a mind a PRP-ben, mind a psoriasisban kialakuld krénikus gyulladdssal hozhatdak
Osszefliggésbe. Eredményeink a jov6ében hozzdjarulnak ahhoz, hogy a monogénes
bérbetegségeket klinikai tlnetein tul oki hatterik, pathomechanizmusuk alapjan

csoportositsak és oki terapias modalitasok keruljenek kidolgozasra.

7.3. A terapias fejlesztések jov6beni hasznosithatosaga

Aterdpias fejlesztéseknek kiemelked6en nagy jovébeni hasznosithatdsaga van, mivel Uj kezelési
alternativakat tesznek elérhetévé a jov6beli paciensek szamara, illetve a ,Repurposing”
megkozelités alkalmazasaval egy mar mads betegség gydgyitdsdban indikaciéban [év§

hatdanyagnak Uj indikacioban térténd alkalmazasat teszi lehetévé.

Eredményeink k6zil az allogén fibroblaszt injekcidk C7 termel&dést fokozd hatasanak vizsgalata
RDEB-ben jol szemlélteti, hogy ezekben a ritka mongénes betegségekben jelenleg is szamos Uj
terdpias modalitds klinikai vizsgalata folyik és a betegség genetikai hatterének megismerése, a
hattérben all6 ok felderitése nagymértékben hozzadjarul ezen U terapids lehetéségek
fejlesztéséhez. A fibroblaszt injekciok kapcsan megallapitottuk, hogy a sejtterapidval az RDEB
kialakuldsat eredményezé C7 hiany csokkenthetd, a fenotipus javul az alkalmazas teriletén.
Tovabbi vizsgalatunk célja az volt, hogy kideritsik felvalthato-e a sejtterdpia gyogyszeres
kezeléssel. Eredményeink alapjan a HB-EGF alkalmazdsa hatékony alternativaja lehet a
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sejtterapianak (Szabadalom: Nagy N, McGrath JA: Medical use of heparin-binding egf-like
growth factor. Nemzetkozi szabadalom: GBGB1014097.8A). A jovSben eredményeink
remélhetdleg egy Uj, hatékony gydgyszeres kezelés kidolgozasanak alapjaul szolgdlnak RDEB-

ben.

A vizsgdlataimban szerepld, a BSS betegségben érintett csaladok regisztracidja megtortént
kalfoldi kollaboracié keretében egy jelenleg Nagy-Britannidban mar engedélyezett és
folyamatban |évé klinikai vizsgalatban. A klinikai vizsgdlat célkitlizése a ,Repurposing”
megkdzelités alkalmazdsa a Brooke-Spiegler szindrémaban szenvedé betegek esetében. A
klinikai vizsgalat soran egy mar mas betegség gyogyitdsaban, leukémia és mieloproliferativ
betegségek kezelésében, indikdcioban I[év6 tirozin kindz inhibitor hatdanyagnak, a
lestaurtinibnak, Uj indikdcidban, a Brooke-Spiegler szindrémdban, torténé alkalmazdsa. A

klinikai vizsgalat egyik vezet6je, Dr. Neil Rajan (Newcastle, Anglia).
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134



dc_1813_20

11. Szabadalom

Szabadalom cime: Medical use of heparin-binding egf-like growth factor (hb-egf)
Szabadalom tulajdonosai: ~ Nagy Nikoletta, John A. McGrath

Szabadalom azonosité szdma: GBGB1014097.8A

Szabadalom tipusa: Nemzetk6zi szabadalom
Kozzététel éve: 2010
Végleges oltalom: 2011

135



dc_1813_20

12. Koszonetnyilvanitas

»Mindannyian csomoépontok vagyunk egy olyan haldzatban, amely tébb milliard mas
csomoponttal kapcsol 6ssze minket...” Barabasi Albert-Laszlé

Egy MTA Doktori Ertekezésben &sszefoglalt kutatdmunka minden esetben szamos
kdzremkods kozds eredménye. Jdmagam is szamtalan embernek tartozom kdszénettel, mind
szakmai, mind maganéleti terlleteken nyujtott tamogatasukeért. Nekik koszonhetd, hogy ez az
Ertekezés megszilletett.

Szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Széll Marta odaado szakmai és emberi tdmogatasaért,
akinek a védészarnyai alatt immar 2003 6ta dolgozok. Kezdetben az SZTE AOK B8rgyodgyaszati
és Allergoldgiai Klinikan, mint tudomanyos diakkdri munkat végzé hallgatd kapcsolddtam be a
tudomanyos munkaba Professzor Asszony iranyitasa mellett, majd pedig 2012-t6l, mint az
altala vezetett intézet, az AOK Orvosi Genetikai Intézet, adjunktusaként folytattuk a kozos
munkat. Tovabba koszonettel tartozom Dr. Farkas Katalin preciz szakmai munkdjaért és barat
tdmogatdsaért, Dr. Horvath Emese, Dr. Suldk Adrienn, Dr. Tripolszki Kornélia, Dr. Téth Lola,
Gérgyan Zsuzsanna és az AOK Orvosi Genetikai Intézet valamennyi munkatarsanak szives
tamogatasaért.

Kdszonettel tartozom Prof. Dr. Kemény Lajos és Prof. Dr. Dobozy Attila tdmogatasdért és, hogy
lehetévé tette, hogy az SZTE AOK B8rgydgyaszati és Allergoldgiai Klinikan folyd tudomanyos és
betegelldté munkdhoz csatlakozhattam. Prof. Dr. Bata-Csérg6 Zsuzsanna mellett tanulhattam
bele a b&rgydgyaszati fekvSbeteg elldtasba. Dr. Kinyd Agnes bardtként és kollégaként is
odaaddan tamogatott és motivalt a fejlédésben. Dr. Csoma Zsanett, Dr. Szolnoky Gy&zd, Dr.
Németh Istvan, Dr. Varga Erika, Dr. Korom Irma, Dr. Baltas Eszter, Dr. Kis Erika és Dr. Varga Janos
részt vettek kozos tudomanyos munkdink soran a betegek bevonasaban, a mintavételezésben
és a szovettani vizsgalatokban. Dr. Goblds Anikd és Dr. Danis Judit a laboratériumi munkakban
kozremikodtek, valamint kdszonettel tartozom az SZTE AOK Bérgydgyaszati és Allergoldgiai
Klinika valamennyi munkatarsanak.

A szegedi klinikai kdzpont tovabbi tanszékein dolgozd kollégaknak kozremlkddésikért, mint Dr.
Valyi Péter, Prof. Dr. Nagy Katalin, Dr. Papp Ferenc, Prof. Dr. Sztriha Laszlé.

A pdciensek orszagos szintl bevondasdért és szakmai egytttmdikodésukért Dr. Fabos Beata, Dr.
Tihanyi Mariann kollégaknak.

Koszonettel tartozom a szamos kilfoldi partnernek, akik nélkdl a vizsgdlatokat nem tudtuk
volna elvégezni, Dr. Neil Rajan, Prof. Dr. John McGrath, Dr. Akio Tanaka, Dr. Clive Grattan, Dr.
Sonkoly Eniké és Dr. Pivarcsi Andor nevét emelném ki elsésorban.

K6szondm a pacienseknek a vizsgdlatokban tortént részvétellket.

Végul, legnagyobb haldval csalddomnak tartozom. Szeretném megkdszonni szlleimnek és
testvéremnek tdmogatdsukat. A pdromnak, Veszelovszki Baldzsnak és gyermekeinknek,
Fruzsindnak és Vincének, hogy szeret§ tamogatasukra, motivacidjukra minden kortlmények
kdzott tamaszkodhattam.
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