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Összefoglalás 

A Hailey-Hailey betegség, más néven familiáris krónikus benignus pemphigus 

(MIM# 169600), egy olyan genodermatózis, melyet felnőtt korban jelentkező, elsősorban a 

hajlatokat érintő bőr vezikulumok és eróziók jellemeznek. Autoszómális dominánsan 

öröklődő bőrelváltozás, ahol a keratinocita adhézió zavara figyelhető meg az epidermisz 

szuprabazális rétegében. Nemrégiben, a humán szekretoros útvonal Ca(2+)-ATPázát 

(hSPCA1) kódoló gén, az ATP2C1 bizonyult sérültnek Hailey-Hailey betegségben. Azóta 

több mint 80 különböző mutációját írták le az ATP2C1 génnek. 

A szekretoros útvonal Ca2+ -ATPázairól (SPCA), mint amilyen az ATP2C1 által 

kódolt hSPCA1 is, legtöbbet a sütőélesztő (Saccharomyces cerevisiae) PMR1 fehérjéjének 

vizsgálatai alapján tudunk. E fehérje a mediális Golgi apparátusba lokalizálódik és a Ca2+ és 

Mn2+ kompartmentalizációját segíti az organellumba. PMR1 hiányában sérül a Golgi 

apparátusban a fehérjék lebontása, glikolizációja és továbbítása. A PMR1 hiányos sejtek 

mangánra, alacsony és magas Ca2+ tartalmú környezetre érzékenyek. Bár a hSPCA1 csak 

49%-ban homológ az élesztő PMR1-gyel, a fehérje expressziója élesztőben teljesen 

komplementálja a PMR1 hiányát. Így a PMR1 hiányos élesztő törzsek hasznos modellként 

szolgálnak a betegség alapjainak feltárásában és a lehetséges kezelési eljárások 

továbbfejlesztésében. 

Munkámban a PMR1 hiányos élesztők olyan jellemzőit igyekszem feltárni, melyek a 

Hailey-Hailey betegség molekuláris patogenezisének és az egyes farmakoterápiás 

mechanizmusok megértésében hasznosak lehetnek. Ezen túlmenően, vizsgálataink direkt 

hasznosságát klinikai szinten is szeretném bemutatni, egy Magyarországon általunk elsőként 

genetikailag is alátámasztott Hailey-Hailey beteg esetének ismertetése során. 

 

 



 4

Bevezető 

A Hailey-Hailey betegséget (MIM#169600), avagy familiáris krónikus benignus 

pemphigust-t, elsőként a Hailey fivérek írták le 1939-ben [1]. A betegség ritka, incidenciája 

1/50 000-re tehető. A bőrelváltozásra jellemző, hogy pubertást követően jelentkeznek a 

tünetek, elsősorban a dörzsölésnek kitett hajlati területeken (mint a nyak, hónalj és 

ágyékhajlat). Fizikai stressz, hő, izzadás, infekció, UV sugárzás szerepel provokáló 

tényezőként. Az érintett területeken vezikulák, ritkábban bullák, fájdalmas eróziók és 

eritémás plakkok alakulnak ki (1-es ábra). A kórkép váltakozó menetű, visszatérő 

exacerbációk és remissziók jellemzik. A bőrön kívül más szerv nem érintett [2]. A betegség 

kezelésében a provokáló tényezők elkerülésén túl hagyományosan szteroid és antibiotikum 

tartalmú kenőcsök, fertőtlenítők használatosak, de újabban FK506 és D3 vitamin analóg 

tartalmú készítményeket, valamint  lézer terápiát is alkalmaznak [3-6]. 

                                                              

1-es ábra. A Hailey-Hailey betegségre jellemző vezikuláris, pörkös 

bőrelváltozás hiperémiás alapon. 

 

Szövettanilag a bőrelváltozást a szuprabazális réteg sejtjeinek adhéziós defektusa 

jellemzi, mely intercelluláris szétválást (akantolízis) eredményez (2-es ábra). A sejtekben az 

intermedier keratin filamentumok perinukleáris aggregációja és a filamentumok eltávolodása 

a dezmoszómális plakkoktól figyelhető meg [7;8]. 
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2-es ábra. Szuprabazális akantolízis. A Hailey-Hailey betegség biopsziás, 

fénymikroszkópos képére jellemző szuprabazális akantolízis látható (fekete nyíl). 

 

A Hailey-Hailey betegség autoszómális dominánsan öröklődik. Teljes penetrancia 

jellemzi felnőtt korban, változó expresszivitással [2]. Ez annyit jelent, hogy a hordozó 

betegek mindenképpen érintettek lesznek, de tüneteik súlyossága előre nem megjósolható, 

egyénre jellemző lesz.  

A betegségért felelős génmutációk feltárásában fontos szerepe volt a kórképpel 

kapcsolatos génlókus (3q21-q24) meghatátározásának [9-11]. Ezt követően két munkacsoport 

egymástól függetlenül igazolta a humán szekretoros útvonal Ca2+-ATPázát (hSPCA1) kódoló 

gén, az ATP2C1 kóroki szerepét a bőrelváltozásban [12;13]. Maga az ATP2C1 gén 28 

exonból áll egy körülbelül 30 kb-nyi szakaszán a 3q21-q24 régiónak. Egy 4.5kb hosszúságú 

elsődleges mRNS-t kódol, mely alternatív splicing folyamatokon keresztül 4 variánssá, 

ATP2C1a,b,c,d-vé alakul [13-17]. Ezek közül az ATP2C1d a legnagyobb, mely tartalmazza 

mind a 27-es és 28-as exont is [18]. Egyelőre nem ismert, hogy vannak-e funkcionális 

különbségek az egyes mRNS variánsok által kódolt fehérjék között.  

Az ATP2C1 által kódolt hSPCA1 a P-típusú ion ATPázok SPCA alcsaládjába 

sorolható. Az SPCA transzporterek a SERCA (sarco/endoplasmatic-reticulum Ca2+-transport 
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ATPase-ok) típusú ATPázokra jellemző két nagy-affinitású Ca2+ kötőhely közül csak egyet 

tartalmaznak. Mégis, ezek nagy hatékonysággal képesek egy Ca2+-, vagy Mn2+ ion 

mozgatására. E tulajdonságaik különítik el az SPCA transzportereket a szintén P-típusú 

SERCA és PMCA (plasma-membrane Ca2+-ATPase) pumpáktól [19;20]. 

A hSPCA1 közel ubiquiter módon kifejeződik különböző szövetekben, de eltérő 

mértékben. A bőrben mutatható ki relatíve legnagyobb mennyiségben [14]. A hSPCA1 a  

Golgi-apparátusban található és a SERCA típusú transzporterekkel együtt segíti a Ca2+ 

kompartmetalizációját ebbe az organellumba. A hSPCA1 hozzájárulása a Golgi Ca2+ 

felvételéhez eltérő mértékű, különböző sejttípusokban 15-50%, de a keratinocitákban a 

legjelentősebb [21-23]. Ez részben magyarázhatja azt, hogy miért kizárólag a bőr érintett 

HHD-ben. Azonban, ennek pontos oka jelenleg nem ismert [4;24]. 

Míg a hSPCA1 jobbára a Golgiban helyezkedik el, addig mérhető módon hozzájárul 

az endoplazmatikus retikulum (ER) Ca2+ anyagcseréjéhez is. Így befolyásolja mind a Golgi, 

mind az ER Ca2+ függő folyamatait, úgymint például a poszt-transzlációs glikán feldolgozást, 

az ER-hoz kapcsolódó fehérje lebontást (ER associated protein degradation /ERAD/) és az 

ER stresszre adott választ [25;26]. Úgy tűnik, hogy a hSPCA1 a citoszólikus Ca2+ 

oszcillációk finom-szabályozásában is szerepet játszik [19;22;25]. A HHD keratinocitáknak 

magasabb a citoszólikus Ca2+ szintje, mint a normálisaknak, de azoknál összegészében 

kevesebb Ca2+-ot akkumulálnak. Ezen túlmenően, a HHD keratinociták kevésbé reagálnak a 

környezeti kalcium szint növekedésére, mint az egészséges sejtek. Így össz-kalcium 

tartalmuk egyre kevesebb a normál sejtekhez képest, amikor a környezeti kalcium emelkedik 

[14]. 

Máig több mint 80 különböző ATP2C1 génmutációt írtak le HHD-ben. Ezek közül 

20% nonsense mutáció, 19% splice site mutáció, 30% frameshift mutáció, mely korai 

terminációs kodonhoz vezet (premature termination codon /PTC/), 28% missense mutáció, és 
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~3% in-frame deléció vagy inzerció [4;24]. A korai terminációs kodonhoz vezető mutációk 

(frameshift és nonsense) nagy száma ahhoz a következtéshez vezetett, hogy valószínűleg 

haploinszufficiencia a domináns öröklődésmenet módja HHD-ben. A fehérje stabilitását és 

funkcióját befolyásoló missense mutációk vizsgálata során kiderült, hogy míg a mutáns 

ATP2C1 mRNS szintje normális, addig a mutáns fehérje mennyisége kisebb a Golgi-ban, 

annak ellenére, hogy lokalizációja megfelelő. Ezek a vizsgálatok megerősítették, hogy a 

haploinszufficiencia lehet a domináns öröklődési mechanizmus HHD-ben, és rávilágítottak 

az Asp742 és Gly309 aminosavak fontos szerepére a hSPCA1 Ca2+ és/vagy Mn2+ kötésében (3-

as ábra) [18;27]. Mindezek ellenére, érdekes módon az egyes mutációk nincsenek 

összefüggésben a kórkép súlyosságával [28]. E megfigyelések azt jelzik, hogy nincs genetikai 

„forró pont” a génben.  

 

3-as ábra. Az SPCA transzporterek fő alegységei. Az M4, M5 and M6 

transzmembrán hélixek kritikus szereppel bírnak az ion szelektivitásban és 

transzportban. A V335Q és Q783A mutációk a hélix konformáció kialakulását és 

az ion szelektivitást befolyásolják [29;30]. A G309C és D742Y mutációk szintén 

a hSPCA1 Ca2+ és Mn2+ kötését befolyásolják [18;27]. A fő citoplazmáris hurok 

tartalmazza a foszforilációs, és a nukleotid kötő helyeket. Kék háttérrel a 

hSPCA1-gyel, szürke háttérrel pedig a PMR1-gyel végzett mutációs 

eredményeket jelöltük. 
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A hSPCA1-gyel kapcsolatos egyre bővülő ismereteink ellenére az SPCA 

transzporterekről szerzett legtöbb információnk a Saccharomyces cerevisiae homológ, 

PMR1-től ered.  

A SPCA pumpák közül elsőként a PMR1 került leírásra [31;32]. A mediális Golgi 

apparátusban helyezkedik el, de hozzájárul az  ER Ca2+/Mn2+ homeosztázisához is egy másik 

P-típusú ATPázzal, a COD1-gyel együtt S. cerevisiae-ben [33;34]. A PMR1 hiányos élesztők 

érzékenyek alacsony divalens kation tartalmú környezetre (EGTA, BAPTA) és magas 

kalcium tartalmú környezetre is [35-37]. Mind a citoszólikus, mind a sejt össz-kalcium 

szintjük emelkedett [37]. A pmr1∆ törzsek mangánra és oxidatív stresszre is érzékenyek, de 

toleránsabbak Na+-ra, mint a vad típusú sejtek [38-40]. Sérült ER és Golgi Ca2+/Mn2+ 

homeosztázisuknak köszönhetően a pmr1∆ S. cerevisiae-ben zavart a fehérjék továbbítása a 

szekretoros útvonalon, és érzékenyek ER stresszre [33;34;41]. A PMR1 mutációs vizsgálata 

során a Gln783-as aminosav bizonyult kritikusnak a Mn2+ szelektivitásban és a transzmembrán 

hélixek közötti másodlagos kapcsolatok fontosságára is fény derült (3-as ábra) [29;30].  

A PMR1 fehérjén kívül kiemelkedő fontosságú a S. cerevisiae intracelluláris Ca2+ 

anyagcseréjében a PMC1 elnevezésű vakuoláris Ca2+-ATPáz [42] és a VCX1 elnevezésű 

vakuoláris Ca2+/H+ „kicserélő” (exchanger) is. E fehérjék segítségével az élesztők a sejten 

belüli Ca2+ mennyiségének mintegy 80-90%-át a vakuolumon belül tárolják [43;44]. Amint 

munkánkból kitűnik majd, a PMC1- és VCX1 működésének kiesése befolyásolja a pmr1∆ 

sejtek Ca2+- és Mg2+ fenotípusát, mely eredményeink is hasznos következtetések alapjául 

szolgálhatnak a Hailey-Hailey betegség patomechanizmusát illetően. 

Az a felismerés, hogy a PMR1 humán homológja érintett HHD-ben, lehetővé tette, 

hogy hasznosítsuk ezt a modell sejtet ezen genodermatózis patofiziológiájának és esetleges 

terápiás lehetőségeinek megértésében [45;46]. Valóban, terjedőben van az „orthobetegség” 

fogalma. Ez alatt olyan humán betegségeket értünk, melyeknél alacsonyabb rendű 
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élőlényekben is fellelhető homológok bírnak patogenetikai szereppel. Így, ezen alacsonyabb 

rendű élőlények hasznos modell organizmusok lehetnek a humán betegség megismerésében 

[47]. Ezáltal még az egyelőre igen alapkutatásnak tűnő, extrém organizmusokban végzett 

megfigyelések is [48] közelebb kerülhetnek majd a klinikumhoz. 

 

Célkitűzések 

Munkámban elsősorban a PMR1 hiányos élesztőkkel nyert eredményeinket szeretném 

összefoglalni a Hailey-Hailey betegség tükrében. Vizsgálni fogjuk a PMR1 hiányos S. 

cerevisiae növekedését és sejt össz-ion tartalmát fokozódó környezeti Ca2+- és Mg2+-szint 

mellett. Továbbá azt is tanulmányozni fogjuk, hogy a calcineurin gátlása hogyan befolyásolja 

a PMR1 hiányos sejtek különböző fenotípusait. Bemutatjuk egy HHD beteg hSPCA1 génjét, 

és különböző terápiákra adott válaszát.  

 

 

Felhasznált anyagok és metodikák 

Táptalajok, élesztő törzsek 

Az élesztő törzseket (lsd. I. Táblázat) gazdag YPD (2% glükóz) táptalajban, vagy szintetikus, 

minimál mediumban - kiegészítve a szükséges adalékokkal - tenyésztettük [49]. A 

mediumokat rutinszerűen 40mM Mes-Tris-sel puffereltük pH 5.5-re. A vad típusú (VT) 

ATP2C1-et és a missense T570I mutációt tartalmazó  ATP2C1-et hordozó élesztő expressziós 

plazmidokat Dr. Rajini Rao-tól kaptuk [50;51]. A T570I mutációt véletlenszerűen 

választottuk a különböző patogén konstrukciók közül. Korábbi élesztőbeli expressziós 

vizsgálatok azt mutatták, hogy a különböző kóroki mutációk hasonló fenotípust hoznak létre 

pmr 1∆ S. cerevisiae-ben [51]. Így jelenlegi tudásunk szerint minden patogén allél hasonlóan 

viselkedik. 



 10

Törzs                              Genotípus                                                                       Referencia 

SEY6210   MAT α, ura3-52, leu2-3,112, his3- ∆200, trp1- ∆901, lys2-801, suc2- ∆9 S.                                       Emr, UCSD, San Diego, CA 
YDB224    MAT α, ura3-52, leu2-3,112, his3- ∆200, trp1- ∆901, lys2-801, suc2- ∆9, pmc1 ∆::TRP1                               Miseta et al., 1999a 
YDB225    MAT α, ura3-52, leu2-3,112, his3- ∆200, trp1- ∆901, lys2-801, suc2- ∆9, vcx1 ∆::URA3                                Miseta et al., 1999a 
YDB279    MATa, ura3-52, leu2-3,112, his3- ∆200, trp1- ∆901, lys2-801, suc2- ∆9, pmr1 ∆::LEU2                                 Miseta et al., 1999a 
YDB254    MAT α, ura3-52, leu2-3,112, his3- ∆200, trp1- ∆901, lys2-801, suc2- ∆9, pmc1 ∆::TRP1, vcx1 ∆::URA3      Miseta et al., 1999a 
YDB276    MATa, trp1- ∆901, ura3-52, his3- ∆200, leu2-3,112, pmc1 ∆::TRP1, pmr1 ∆::LEU2                                 Kellermayer et al. 2003 
YDB289    MATa, trp1- ∆901, ura3-52, his3- ∆200, leu2-3,112, lys2-80, vcx1 ∆::URA3, pmr1 ∆::LEU2                    Kellermayer et al. 2003    

I. Táblázat. Felhasznált törzsek. 

Sejt össz-Ca2+, össz-Mg2+ mérés 

A sejt össz-Ca2+ mérés lángfotometriával, az össz-Mg2+ mérés atomabszorpcióval történt 

[35]. Az élesztőket 30-40 ml YPD-ben, vagy ugyanezen táptalajban - kiegészítve különböző 

koncentrációjú kalciummal vagy magnéziummal - tenyésztettük logaritmikus fázisig, amíg a 

tenyészet kb. 1 OD (600nM-en mért optikai denzitás) sűrűséget ért el. Ekkor a sejteket 

centrifugálással összegyűjtöttük és 20ml pufferelt YPD-vel mostuk kétszer, majd előre lemért 

tömegű Eppendorf csövekbe továbbítottuk. 2x3 perces centrifugálást (16,000 rpm) követően 

a felülúszókat eltávolítottuk. Ezt követően a minták tömegét meghatároztuk, majd Speedvac-

ben teljes száradásig szárítottuk a sejteket. Ismételt tömegmérést követően HCl-ban 

feloldottuk (minimum 24 órán keresztül) a mintákat a mérésekhez. A Ca2+ mérések 

Eppendorf EFOX-5070 lángfotométerrel, a Mg2+ mérések Varian AA-20 atomabszorpciós 

spectrofotométerrel történtek, melyet követően a sejtek Ca2+és Mg2+ tartalmát szárazanyag 

tömegre vonatkoztatva adtuk meg 

 

„Hely-irányított” (site directed) mutagenezis  

A 1402C>T mutációt „QuickChange site-directed mutagenesis kit” (Stratagene) segítségével 

- a DB2561 (5´-GCT GTT AAG TGT GTA CAC TGA ACA CAG CAG GAC-3´) és 

DB2562 (5´-GTC CTG CTG TGT TCA GTG TAC ACA CTT AAC AGC-3´) primerek 

felhasználásával - hoztuk létre a vad típusú ATP2C1-et hordozó élesztő expressziós 

plazmidban. A YDΒ0279 pmr1∆ élesztő törzset transzformáltuk a VT hSPCA1-et, hSPCA1-

R468X-et, vagy hSPCA1-T570I –et hordozó élesztő expressziós plazmidokkal. 
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Immunprecipitáció 

A hSPCA1-R468X-et expresszáló pmr1∆ mutánst 100µg/ml paromomycin jelenlétében és a 

nélkül növesztettük 18 órán keresztül. Ezt követően a kultúrákat metabolikusan jelöltük 

Tran35S-Label-lel (ICN Pharmaceuticals) 40 percig, majd a sejt extraktumokat 

immunoprecipitáltuk hSPCA1 elleni nyúl poliklonális antitesttel (aa 720-919) (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.) és SDS-PAGE-t végeztünk.  Az immunoprecipitált fehérjéket 

PhosphorImager analízisnek vetettük alá (GE Healthcare). Kontrolként a mitochondrialis F1-

ATPáz béta alegységet (subunit) (F1ß) használtuk. 

 

Betegvizsgálat 

Az ismertetett beteg beleegyezését adta a vizsgálatokba, amelyek a Helsinki Deklarátumban 

foglaltakkal nem ütköztek. Az egyetem (PTE) etikai bizottsága jóváhagyta az ismertetett 

kísérleti terápia alkalmazását. 

 

DNS izolálás, ATP2C1 szekvenálás 

A DNS izolálás perifériás vérből, standard módszerekkel történt [52]. Az ATP2C1 gén 27 

exonjának szekvencia meghatározása Chao és mtsai módszere szerint történt Dr. Chao 

intézetében [53]. 

 

Eredmények 

1. A PMR1 hiányos élesztők relatív sejt össz-Ca2+ tartalma csökken magas Ca2+ 

koncentrációjú környezetben 

Mint azt a bevezetőben említettük, a HHD keratinociták kevésbé reagálnak a 

környezeti kalcium szint növekedésére, mint az egészséges sejtek. Tehát össz-kalcium 
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tartalmuk egyre kevesebb a normál sejtekhez képest, amikor a környezeti kalcium emelkedik. 

Felmerült a kérdés, hogy hasonló jelenség megfigyelhető-e pmr1∆ S. cervisiae-ben. Vad és 

pmr1∆ sejteket emelkedő Ca2+ tartalmú tápoldatban tenyésztettünk, majd sejt össz-Ca2+ 

mennyiségüket meghatároztuk. Azt tapasztaltuk, hogy a HHD keratinocytákhoz hasonlóan, a 

PMR1 hiányos élesztők egyre kisebb mennyiségű Ca2+-ot tartalmaznak a vad típusú sejtekhez 

képest, növekvő környezeti Ca2+ koncentrációk mellett. 

 

4-es ábra. Csökkenő sejt össz-Ca2+ tartalom a pmr1∆ S. cervisiae-ben VT-hoz 

képest. Míg növekvő médium Ca2+ koncentráció mellett mind a VT (fekete 

hasáb), mind a pmr1∆ S. cervisiae-ben (szürke hasáb) nő az sejt össz-Ca2+ 

tartalom, addig az utóbbi törzsben kevésbé (A.), ami csökkenő relatív sejt össz-

Ca2+ tartalomhoz vezet a PMR1 hiányos sejtekben VT-hoz képest (B.). Az 

ábrákon egy reprezentatív mérés eredményeit (A.) vagy három külön kísérleti 

eredmény átlagait (B.) ábrázoltuk. A hibahatárok a standard deviációt mutatják. 
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2. A hSPCA1 visszafordítja a PMR1 hiányos törzs magas környezeti Ca2+ érzékenységét  

 Előző vizsgálatunk azt jelezte, hogy a PMR1 hiányos élesztők magas környezeti Ca2+ 

fenotípusa fontos lehet a HHD patogenezisének megértésében, hiszen a sejtek hasonlóan 

viselkednek ilyenkor a beteg keratinocitákhoz. Korábbi kísérletek alapján tudtuk, hogy a 

pmr1∆ S. cervisiae érzékeny magas környezeti Ca2+-ra [34;35]. E mellett megfigyelték, hogy 

az EGTA és mangán érzékeny pmr1∆ fenotípusokat visszafordítja a hSPCA1 (a PMR1 

humán homológja) expressziója élesztőben, de a magas környezeti Ca2+ érzékeny fenotípust 

nem vizsgálták e tekintetben [50]. Ezért mi is expresszáltuk a hSPCA1-et pmr1∆ S. cervisiae 

törzsünkben és megvizsgáltuk hatását magas környezeti Ca2+ mellett. Azt tapasztaltuk, hogy 

a hSPCA1 visszafordítja a PMR1 hiányos sejtek magas környezeti Ca2+ érzékenységét. 

 

5-ös ábra. A hSPCA1 visszafordítja a PMR1 hiányos törzs magas környezeti 

Ca2+ érzékenységét. A törzseket YPD agaróz (A.) plusz 500mM CaCl2 (B.) 

táptalajokon tenyésztettük. Amíg a pmr1∆ mutáns nem nőtt 500mM Ca2+-on (B.), 

addig az ATP2C1 expressziója (amely hSPCA1-é transzlálódik) visszafordította 

ezt a fenotípust (B.). Ez a hatás ATP2C1-re specifikus volt, hiszen a patogén 

mutációt (T570I) hordozó ATP2C1 expressziós plazmidnak nem volt hatása a 

fenotípusra (B.). 
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Tehát a hSPCA1 még 4-500mM  extracelluláris Ca2+ koncentráció mellett is képes 

ellátni a PMR1 szerepét, mely igen meglepő, hiszen a két fehérje csak 49%-ban szekvencia 

azonos (homológ) [50].  

 

3. A PMR1 hiányos törzs érzékeny környezeti magnéziumra 

Ahogy azt korábban már hangsúlyoztuk, a HHD keratinociták nem képesek fokozódó 

környezeti Ca2+ szint mellett Ca2+-ot akkumulálni a normál sejtekhez képest. Valószínűleg ez 

a hiányosság vezet ahhoz, hogy az egészséges bőrre jellemző epidermális Ca2+ grádiens (a 

bazális rétegtől kiindulva fokozódik mind az intra-, mind az extracelluláris Ca2+ tartalom a 

granuláris rétegig) hiányzik a HHD betegek epidermiszéből [14]. A normál Ca2+ grádiens 

fontos szerepet játszik az epidermális inzultusokra adott bőrválaszokban, melynek során 

gyors grádiens lebomlás, majd lassú (6-24 órán belüli) újjáépülés figyelhető meg [54]. Ezen 

túlmenően, nemcsak Ca2+, de Mg2+ szint változások is jellemzik a bőr fizikai stresszre adott 

válaszát [55]. Ilyenkor a Mg2+ és a Ca2+ kompetitív módon befolyásolja az E-cadherin- és 

alpha-2-beta-1 integrin által elősegített keratinocita adhéziót és aktivációt [56]. Ezért 

megvizsgáltuk, hogy a pmr1∆ élesztők érzékenyek-e Mg2+-ra.  

  Azt tapasztaltuk, hogy a pmr1∆ törzs érzékeny környezeti Mg2+-szint emelkedésre (6-

os ábra). Ezt az érzékenységet fokozta a PMC1 elnevezésű vakuoláris Ca2+-ATPáz hiánya. A 

pmr1/pmc1∆ kettős mutánsról ismert, hogy Golgi/ER Ca2+ tartalma kisebb, mint a 

pmr1∆ törzsé. Így a kettős mutáns érzékenyebb környezeti Ca2+ szint csökkenésre, mint a 

pmr1∆ törzs, mivel kevésbé tudja fenntartani a Golgi/ER rendszer működéséhez szükséges 

megfelelő szintű Ca2+ tartalmat [36]. Mindezek alapján arra következtettünk, hogy a Mg2+ 

gátolja a sejt és/vagy Golgi Ca2+ akkumulációját, tovább csökkentve azon törzsek Golgi/ER 

Ca2+ kompartmentalizációs képességét, amelyek már eleve kevésbé tudják a Ca2+-ot 

bejuttatni a Golgi/ER rendszerbe. 
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6-os ábra. A PMR1 hiány Mg2+ érzékenységet okoz Saccharomyces 

cerevisiae-ben. A törzseket 40mM Mes-Tris, pH 5.5-öt (A.), valamint 50mM-

(B.), és 200mM (C.) MgCl2-ot tartalmazó agaróz táptalajokon tenyésztettük. A 

pmr1/pmc1∆  mutáns (amelyik több Ca2+-ot akkumulál és érzékenyebb alacsony 

környezeti Ca2+-ra, mint a pmr1∆  törzs [36]) már 50mM Mg2+-on, míg a 

pmr1∆  törzs 200mM Mg2+-on nem nőtt. A VCX1 (a vacuolar Ca2+/H+ exchanger 

[57]) deléciójának nem volt hatása e fenotípusra. 
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4. A PMR1 hiányos élesztő össz-Mg2+ tartalma hasonlóan alakul, mint össz-Ca2+ 

tartalma 

 Megvizsgáltuk a PMR1 hiányos törzs össz-Mg2+ tartalmát növekvő környezeti Mg2+ 

koncentráció mellett és azt tapasztaltuk, hogy hasonlóan a Ca2+ esetén megfigyeltekhez, a 

pmr1∆ mutáns, csökkenő mértékben képes Mg2+-ot akkumulálni magas Mg2+ tartalmú 

környezetben (7-es ábra). E tekintetben tehát a sejtek magnézium homeosztázisa hasonlít a 

kalciuméra.  

 

7-es ábra. A pmr1∆ mutánsban csökken a Mg2+ akkumulációs képesség 

növekvő környezeti Mg2+ koncentráció mellett. A VT és a pmr1∆ törzset YPD 

40mM Mes-Tris, pH 5.5-ben és plusz 100mM Mg2+-ban tenyésztettük. Amíg 

normal médiumban a pmr1∆  törzs körülbelül 1.5-szer több sejt össz-Mg2+-mal 

bír mint a VT, addig a relatív Mg2+ tartalma a VT-hoz képest körülbelül 90%-ra 

csökkent 100mM Mg2+-ban. Az eredmények két külön mérés átlagát mutatják 

(kisebb, mint 10% különbség volt a két mérés között). 

 

5. A Ca2+ és a Mg2+ egymással szemben befolyásolja a PMR1 hiányos törzs növekedését 

 Ahogy azt a 3. fejezetben ismertettük, a Mg2+ és a Ca2+ kompetitív módon 

befolyásolja az E-cadherin- és alpha-2-beta-1 integrin által elősegített keratinocita adhéziót és 

aktivációt. Ezen túlmenően, megfigyeléseink azt sugallták, hogy a Mg2+ a Ca2+ felvétel (vagy 
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sejt, vagy Golgi/ER szintű) gátlásán keresztül fejti ki hatását a pmr1∆ törzsre. Így 

megvizsgáltuk, hogy vajon a Ca2+ befolyásolja-e a pmr1∆ S. cervisiae Mg2+ fenotípusát, és 

fordítva. Azt találtuk, hogy Ca2+ hozzáadása segíti a pmr1∆ mutáns növekedését magas Mg2+ 

tartalmú tápoldatban. Fordítva, Mg2+ hozzáadása is segíti a pmr1∆ mutáns növekedését 

magas Ca2+ tartalmú tápoldatban, de ez a hatás kevésbe szelektív a PMR1 hiányos törzsre, 

mivel a vad típusú (VT) törzs növekedését is hasonlóan támogatta a Mg2+ ilyen körülmények 

között (8-as ábra). 

 

8-as ábra. A Ca2+ és a Mg2+ kompetitíve befolyásolja a pmr1∆  törzs 

növekedését. A VT (fekete vonal) és pmr1∆ (szürke vonal) törzseket YPD, 

40mM Mes-Tris, pH 5.5-öt tartalmazó táptalajban tenyésztettük, kiegészítve 

100mM Mg2+-mal (A.) vagy 400mM Ca2+-mal (B.). Mind a két médium gátló 

hatású a pmr1∆ mutáns növekedésére. A táptalajokat ezután növekvő 

mennyiségű Ca2+-mal (A.) vagy Mg2+-mal (B.) egészítettük ki, majd az 

A600=0,01-re hígított sejt-kultúrákat egy éjszakán keresztül tenyésztettük és A600 
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(OD) értéküket meghatároztuk. Az OD értékeket az adott körülmények között 

(100mM Mg2+ (A.) vagy 400mM Ca2+(B.)) maximálisan növő VT tenyészet 

értékeihez viszonyítottuk. 50 és 100mM Ca2+ hozzáadása a 100mM Mg2+-ot 

tartalmazó táptalajhoz specifikusan segítette a pmr1∆ törzs növekedését (A.). 

Ezzel szemben Mg2+ hozzáadása a 400mM Ca2+-ot tartalmazó táptalajhoz mind a 

VT, mind a pmr1∆ növekedését fokozta, de a pmr1∆ mutáns mindig 50-60%-al 

lassabban nőtt, mint a VT. Így a Mg2+ hatása ilyen körülmények között kevésbé 

volt specifikus (B.). Az ábra két különböző vizsgálat reprezentatív értékeit 

mutatja, ahol a két kísérlet eredménye közötti különbség kisebb volt, mint 10%.  

 

Megfigyeléseink igazolták, hogy a Mg2+ Ca2+-tól függően fejti ki hatását a PMR1 

hiányos törzsre. Ezen túlmenően, tenyésztéses vizsgálataink szerint a Mg2+ a Ca2+ egész-sejt 

szintű felvételét gátolja, hiszen magas Ca2+ tartalmú környezetben fokozza a PMR1 hiányos 

(és a VT) élesztő törzs növekedését. Ilyen körülmények között a PMR1 hiányos élesztők 

valószínűleg azért érzékenyebbek Ca2+-ra, mint a vad típus mert a vakuoláris Ca2+ 

kompartmentalizációs készségük telítődése után nem képesek a Golgi/ER rendszer Ca2+ 

felvételét maximalizálni [35]. Így ha a Mg2+ a sejten belüli (pl. Golgi/ER) Ca2+ 

kompartmentalizációt gátolná, akkor magas környezeti Ca2+-ban inkább gátló hatású lenne, 

mert tovább csökkentené a már amúgy is beszűkült intracelluláris Ca2+ raktározási 

lehetőséget. Ezzel szemben, a sejtek direkt Ca2+ felvételét gátolva jótékony hatású lehet 

magas Ca2+ koncentrációjú környezetben.Valóban, korábbi megfigyelések szerint a Ca2+ és a 

Mg2+ hasonló mechanizmussal, egymással kompetícióban jut be az élesztő sejtekbe [58;59]. 

Ezen túlmenően, a Mg2+ hatására bekövetkező Ca2+ akkumuláció csökkenést már 

megfigyelték pmr1∆ S. cervisiae-ben [37], de a törzs Mg2+ fenotípusát nem vizsgálták.  
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6. A calcineurin gátlás segíti a PMR1 hiányos törzs növekedését magas Ca2+ tartalmú 

környezetben 

A fenti kísérleteinkből azt a következetést vontuk le, hogy a PMR1 hiányos élesztők 

magas környezeti Ca2+ érzékeny fenotípusa jó modellként szolgálhat a HHD betegség 

molekuláris patológiájának megértésében. A továbbiakban arra voltunk kíváncsiak, hogy a 

HHD farmakoterápiájában kaphatunk-e információt modell sejtünktől. Az irodalomból ismert 

volt, hogy a HHD terápiájában hasznos lehet a calcineurin gátló szerek (mint az FK506 és a 

cyclosporin) alkalmazása. A fő hatásmechanizmusa e szereknek nagy valószínűséggel a 

limfocita aktiváció gátlásában nyilvánul meg. Azonban direkt, nem immunológiai jellegű, 

sejtszintű hatások lehetőségét is felvetették a calcineurin gátlók alkalmazásakor [60;61]. 

Ezért megvizsgáltuk, vajon a PMR1 hiányos élesztők valamelyik fenotípusára van-e jótékony 

(„visszafordító”) hatása a calcineurin gátlásának. Azt tapasztaltuk, hogy magas Ca2+ tartalmú 

táptalajon a calcineurin gátlás segíti a pmr1∆ mutáns növekedését, méghozzá a VCX1 

elnevezésű vacuoláris Ca2+/H+ exchanger-től függő módon (9-es ábra). Ezzel szemben a 

PMR1 hiányos élesztők más fenotípusaira nem-, vagy éppenséggel hátrányosan hat a 

calcineurin gátlása, fokozva az érzékenységüket [62]. 
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9-es ábra. A calcineurin gátlás VCX1-en keresztül segíti a PMR1 hiányos 

törzs növekedését magas Ca2+ tartalmú környezetben. A törzseket 40mM 

Mes-Tris, pH 5.5-öt-(A.), valamint 500mM Ca2+-ot-(B.), és 500mM Ca2+-ot 

plussz 20 µg/ml cyclosporint (C.) tartalmazó agaróz táptalajokon növesztettük. 

Míg a PMR1 hiányos törzs nem nő magas környezeti Ca2+-ban, addig cyclosporin 

kezelés hatására eltűnik ez a fenotípus. A cyclosporin hatása a VCX1-en 

keresztül érvényesül, mivel a pmr1/vcx1∆ mutánsra nem hat a cyclosporin 

kezelés. Az ábra azt is mutatja, hogy a PMC1 fehérje nem játszik szerepet ebben 

a folyamatban, mert a pmr1/pmc1∆  törzset is hasonlóan segíti a cyclosporin 

kezelés, mint a pmr1∆  mutánst. 

  

 Magas Ca2+ tartalmú környezetben tehát a cyclosporin segíti a vakuoláris Ca2+ 

kompartmentalizációt a VCX1 fehérje aktiválásán keresztül. Keratinocitákban nincs 

vakuolum, azonban a calcineurin funkcionálisan aktív [63], és az emlős sejtek lizoszómáiban 

létezik a VCX1 működéséhez nagyon hasonló Ca2+ kompartmentalizációs mechanizmus [64]. 
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Ezek alapján felvetettük, hogy esetleges hasonló folyamatok játszódhatnak le a calcineurin 

gátlók alkalmazásakor HHD keratinocytákban, mint pmr1∆ S. cervisiae-ben [62]. 

 

7. Az első genetikailag is igazolt HHD beteg Magyarországon 

73 éves nőbeteg. Anamnézisében bőrbetegségén kívül csak alsó végtag varikozitások és 

epekő műtét szerepelt. Első bőrtünetei 21 éves korában jelentkeztek masztitist követően, a kötés 

alatti területen. Azóta, leginkább hőre, izzadásra 2-3 hétig tartó bőrkiütései jelennek meg főleg a 

nyaki-, hónalji-, emlő alatti és inguinális régiókban. Kezdetben viszkető, égő érzés, hyperemiás 

alapon megjelenő vezikulák, majd kifakadás, pörkösödés és gyógyulás jellemezte az 

exacerbációkat. A betegségre jellemző hosszanti, fehéres körömcsíkozottság nem volt 

megfigyelhető betegünkön. Tünetei korábban gyorsabban visszafejlődtek különböző 

bőrgyógyászati, lokális fertőtlenítő, hámosító kezelésekre, úgymint bórax pasztára, merkurochrom 

ecsetelésre, szalicil-bór kenőcsre. A korábban elvégzett bőrbiopszia Hailey-Hailey betegséget 

igazolt. Az érintett területből kimetszett szövetben intraepidermális hólyagképződést, 

szuprabazális akantolízist és granulocitákat, limfocitákat tartalmazó papilláris lobosodást figyeltek 

meg.  A definitív diagnózis felállítása és a kezdeti tünetek megjelenése között azonban mintegy 45 

év telt el a beteg esetében. 

Édesanyja hasonló, de súlyosabb és gyakoribb bőrelváltozásban szenvedett. Első 

terhességből született fiánál (51é) is Hailey-Hailey betegség igazolódott. Az ő tünetei csak 

kifejezett fizikai bőr-stressz után jelentkeznek és enyhébb lefolyásúak, mint betegünké. 

A beteg ATP2C1 gén exonjainak szekvencia vizsgálata egy nukleotid cserét igazolt az 1402-

es pozícióban (1402C>T) mely elváltozás nonsense mutáció (R468X) kialakulásához vezet (10-es 

ábra). A beteg édesanyja elhalálozott, fia és fiának tünetmentes fia (19é), valamint lánya (14é) 

egyelőre nem vetették alá magukat a genetikai vizsgálatnak.  
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10-es ábra. A direkt szekvencia meghatározás mutációt igazolt az ATP2C1 

génben A. A beteg génjében egy C>T csere figyelhető meg heterozigóta 

formában az 1402-es bázisnál (piros N). Ez egy nonsense (korai stop) mutációhoz 

vezet (R468X). B. Normál kontrol. 

 

8. Gentamicin indukálta remisszió nonsense ATP2C1 mutációt hordozó betegben. 

Vizsgált betegünk tehát egy nonsense mutációt hordozott ATP2C1 génjében, mely a 

hSPCA1 fehérje szintézisének korai stopjához vezetett. Ezek alapján felmerült bennünk, 

hogy esetlegesen elősegíthetnénk-e génszintű farmakoterápiás úton a nonsense mutáció 

átírását terápiás célzattal. Korábbi tanulmányokból tudtuk, hogy különböző genetikai 

kórképekben az aminoglikozid antibiotikum csoportot már kísérletesen alkalmazták, mint 

esetleges farmakogenetikus szereket. E kísérletekben az aminoglikozidok missense 

transzlációt okozó hatását használták ki (ha nonsense mutációt hibásan olvasnak le a 

riboszómák aminoglikozid hatására, akkor azt - ha kis százalékban is - de átírhatják, 

indukálva a teljes fehérje szintézist). Számos in vitro és klinikai tanulmány hozott bíztató 

eredményt [65-71]. Azonban ezt a farmakogenetikai megközelítést bőrbetegségben még nem 

alkalmazták. Annak ellenére nem, hogy például a gentamicint 100-szoros koncentrációban 
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alkalmazza az orvostudomány felületi kezelés során, mint parenterálisan. Ezen túlmenően, a 

hagyományos aggodalom az aminoglikozidok mellékhatásait (hallás csökkenés, 

vesekárosodás) illetően általában elhanyagolható felületi kezelés esetén.  

Amikor betegünk kiütésekkel jelentkezett, akkor beleegyezésével összevetettük a 

felületi gentamicin kezelés hatékonyságát egy 5% bórsavat és 2% szalicil savat (szalbór 

kenőcs) tartalmazó készítménnyel (11-es ábra). Ezt a készítményt korábban sikerrel 

alkalmazták a betegnél. A szalbór kenőcs antimikrobiális hatása összevethető a 

gentamicinével [72-74] míg tudtunkkal nem hat a transzlációra. 

 

11-es ábra. A gentamicin elősegíti a remissziót nonsense ATP2C1 mutációt 

hordozó HHD betegben. 0.1% gentamicin-t (1 mg/ml) /Gent./ alkalmaztunk 

naponta kétszer egy emlő alatti elváltozásra (bal oszlop). A kezelés hatásosságát 

összehasonlítottuk egy tüneteket mutató hónalji területtel, melyet egy 5% 

bórsavat és 2% szalicil savat (szalbór kenőcs) /Boric acid/ tartalmazó 

készítménnyel kezeltünk (jobb oszlop).  
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Azt tapasztaltuk, hogy betegünk szubjektív panaszai már a kezelés 2. napján 

megszűntek és kiütése a 7-10. napon teljesen visszafejlődött a gentamicinnel kezel területen. 

Ezzel szemben a szalbór kenőccsel kezelt kiütés esetén 10-12 napig tartott a viszkető-, égető 

érzés és még a kezelés 18. napján is apró eritémás foltok voltak megfigyelhetők (10-es ábra).  

 

9. Az aminoglikozidok mint potenciális farmakogenetikai szerek HHD-ben. 

 Betegünket megkímélendő egy, vagy két invazív bőrbiopsziától, ismételten élesztő 

modellünk segítségét vettük igénybe annak érdekében, hogy új farmakogenetikus 

megközelítésünket molekuláris szinten is alátámasszuk. Létrehoztuk a betegben talált R468X 

mutációt az ATP2C1-et hordozó élesztő expressziós vektorunkban és ezt transzformáltuk 

PMR1 hiányos törzsünkbe. Az aminoglikozidok közül az élesztők nonsense mutációs átírását 

jobban stimuláló paromomycint választottuk kísérleteinkhez. Azt tapasztaltuk, hogy a 

paromomycin mind funkcionálisan (12-es ábra), mind fehérje szinten (13-as ábra) fokozta az 

R468X mutáció átírását a transzláció során. Vizsgálatainkból arra következtettünk, hogy az 

aminoglikozidok, vagy általában a patogén nonsense mutáció átíródását elősegítő ágensek, 

hasznos gyógyszerek lehetnek a genodermatózisok kezelésben. 
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12-es ábra. A paromomycin elősegíti a hSPCA1-R468X-et expresszáló PMR1 

hiányos élesztő törzs növekedését.  A VT hSPCA1-et, a hSPCA1-R468X, és a 

hSPCA1-T570I-et expresszáló pmr1∆, valamint a pmr1∆ törzset minimál 

médiumon (SM –URA, 2% dextróz, 40mM Mes-Tris, pH 6.5) (A) és ugyanezen 

médium plusz 2mM EGTA (B) vagy 2mM EGTA + 50µg/ml paromomycin (C) 

növesztettük. Míg csak a VT hSPCA1-et expresszáló törzs nőtt jól 2mM EGTA-

n, addig a paromomycin fokozta a hSPCA1-R468X-et expresszáló pmr1∆ mutáns 

növekedését, de nem befolyásolta a hSPCA1-T570I-et expresszáló pmr1∆  

mutánst. Ez azt mutatja, hogy a paromomycin funkcionálisan vissza tudja 

fordítani az R468X mutáció hatását az UGA stop kodon transzlációját indukálva. 
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13-as ábra. A paromomycin elősegíti a teljes hosszúságú hSPCA1 fehérje 

képződést. A hSPCA1-R468X-et expresszáló pmr1∆ mutánst 100µg/ml 

paromomycin jelenlétében (+) és a nélkül  (−) növesztettük 18 órán keresztül, 

majd immunprecipitációt végeztünk. Míg az R468X mutáció következtében 

megrövidült fehérje nem detektálható a felhasznált antitesttel, addig a teljes 

hosszúságú hSPCA1 fehérje (115 kDa) megjelenését/mennyiségének fokozódását 

észleltük a  hSPCA1-R468X plazmidot hordozó pmr1∆ mutánsban, melyet 

100µg/ml paromomycinnel kezeltünk (+), szemben a kezeletlen törzzsel (−). 

Kontrolként a mitochondrialis F1-ATPáz béta alegységet (subunit) (F1ß) is 

immunoprecipitáltuk, mutatva, hogy a paromomycin lényegileg nem befolyásolja 

a fehérje szintézis egészét.  
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Megbeszélés 

Munkámban a PMR1 hiányos S. cerevisie segítségével tanulmányoztuk a familiáris 

krónikus benignus pemphigus (avagy Hailey-Hailey betegség /HHD/) molekuláris 

patogenezisét. Bár a kórkép nevében szerepel a benignus kifejezés, tanulmányok igazolják, 

hogy igen komoly morbiditással társul a legtöbb esetben [75].  

A HHD keratinociták eddig leginkább megfigyelt fenotípusa az intracelluláris Ca2+ 

homeosztázis megváltozása, melynek következtében nem képesek a sejtek megfelelő 

mennyiségű Ca2+-ot akkumulálni és a normál bőrre jellemző epidermális Ca2+-grádienst 

kialakítani [14;23;76]. Vizsgálataink igazolták, hogy e tekintetben a PMR1 hiányos élesztők 

magas környezeti Ca2+ érzékeny fenotípusa hasznos modell rendszer lehet a molekuláris 

patológia vizsgálatok számára. Ilyen körülmények között hasonlóan viselkednek az élesztő 

sejtek, mint a keratinociták Ca2+ akkumuláció tekintetében [77], továbbá a HHD betegség 

kezelésében hasznos calcineurin gátlás is csak a magas környezeti Ca2+ érzékeny 

pmr1∆ fenotípust enyhíti [62]. 

A Ca2+ grádiens jelenléte fontos a fizikai stresszre adott bőrválasz során, amikor 

extracelluláris Ca2+- és Mg2+ szintváltozások egymást befolyásolva alakítják a keratinocita 

aktivációt. A HHD betegek (akik epidermiszéből hiányzik a normál Ca2+ grádiens) pedig 

pont fizikai stresszre érzékenyek, aminek következtében jelentkeznek akut exacerbációik. 

Vizsgálataink során megfigyeltük, hogy a PMR1 hiányos élesztők nemcsak az extracelluláris 

Ca2+, de Mg2+ szint változásokra is érzékenyek, és a két ion egymással együttműködve 

alakítja a pmr1∆ S. cerevisiae Ca2+ homeosztázisát [77]. Ezek alapján feltételezhető, hogy a 

HHD keratinociták Mg2+ háztartása is módosult az intracelluláris Ca2+ homeosztázis zavar 

mellett, amely nagy valószínűséggel szöveti szintű ionális zavarhoz is vezet. Érdekes módon 

a szövetszintű zavarok lehetnek a legfontosabbak a HHD patogenezisében, mert sejtszinten a 

HHD keratinocyták nem mutatnak eltérést dezmoszómák kialakulásában, illetve az UVB 
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sugárzásra adott válaszban, normál sejtekhez képest [78]. Szövetszinten vizsgálva azonban 

akantolízis (melynek alapja a dezmoszómák felbomlása) jellemzi az elváltozást. 

Elsőként írtuk le Magyarországon egy Hailey-Hailey beteg ATP2C1 mutációját [79]. 

Dolgozatunk megjelenését megelőzően azonban hasonló tanulmány jelent meg hazánkból is 

[80]. Betegünknél sikeresen alkalmaztunk egy új farmakogenetikai megközelítést, mely 

nonsense mutációk átírásának elősegítését célozza. Gentamicin segítségével korábbi 

remissziót értünk el, mint egy bevált felületi antiszeptikus kezeléssel [81]. Munkánk az első 

ilyen jellegű vizsgálat volt a bőrgyógyászatban. Ahogy azt bemutattuk, megfigyeléseink 

molekuláris szintű alátámasztásában segítségünkre volt a PMR1 hiányos élesztő-modell.  

Mindezek alapján megállapíthatjuk, hogy humán betegségek (mint például a Hailey-

Hailey betegség) vizsgálatakor a S. cerevisiae hasznos mikroorganizmus lehet, mind a 

molekuláris patogenezis megértésben, mind farmakoterápiás megközelítések kidolgozásában. 
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