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Osszefoglalas

A Hailey-Hailey betegség, mas néven familiaris kronikus benignus pemphigus
(MIM# 169600), egy olyan genodermatozis, melyet felnétt korban jelentkezd, elsdsorban a
hajlatokat érinté bér vezikulumok és er6zidk jellemeznek. Autoszomalis domindnsan
0roklodo borelvaltozas, ahol a keratinocita adhézid zavara figyelhetdé meg az epidermisz
szuprabazalis rétegében. Nemrégiben, a human szekretoros utvonal Ca(2+)-ATPazat
(hSPCA1) kodold gén, az ATP2C1 bizonyult sériiltnek Hailey-Hailey betegségben. Azota
tobb mint 80 kiillonb6z6 mutéciojat irtak le az ATP2C1 génnek.

A szekretoros Utvonal Ca®" -ATPazairol (SPCA), mint amilyen az ATP2CI altal
vizsgalatai alapjan tudunk. E fehérje a medialis Golgi apparatusba lokalizalodik és a Ca®" és
Mn®" kompartmentalizicidjat segiti az organellumba. PMR1 hidnyaban sériil a Golgi
apparatusban a fehérjék lebontasa, glikolizacidja és tovabbitdsa. A PMRI1 hianyos sejtek
manganra, alacsony és magas Ca’ tartalm kdrnyezetre érzékenyek. Bar a hSPCA1 csak
49%-ban homoldg az éleszt6 PMRI1-gyel, a fehérje expresszidja élesztdben teljesen
komplementalja a PMR1 hianyat. fgy a PMR1 hianyos éleszté torzsek hasznos modellként
szolgalnak a betegség alapjainak feltdrasiban és a Iehetséges kezelési eljarasok
tovabbfejlesztésében.

Munkdmban a PMR1 hidnyos ¢élesztok olyan jellemzoéit igyekszem feltarni, melyek a
Hailey-Hailey betegség molekularis patogenezisének ¢és az egyes farmakoterapias
mechanizmusok megértésében hasznosak lehetnek. Ezen tGlmenden, vizsgélataink direkt
hasznossagat klinikai szinten is szeretném bemutatni, egy Magyarorszagon altalunk els6ként

genetikailag is alatdmasztott Hailey-Hailey beteg esetének ismertetése soran.



Bevezeto

A Hailey-Hailey betegséget (MIM#169600), avagy familidris krénikus benignus
pemphigust-t, elséként a Hailey fivérek irtak le 1939-ben [1]. A betegség ritka, incidenciaja
1/50 000-re tehetd. A borelvaltozasra jellemzd, hogy pubertast kdvetden jelentkeznek a
tiinetek, elsdsorban a dorzsolésnek kitett hajlati teriileteken (mint a nyak, honalj és
agyékhajlat). Fizikai stressz, hé, izzadas, infekcido, UV sugéarzas szerepel provokalo
tényezOoként. Az érintett teriileteken vezikuldk, ritkdbban bulldk, fajdalmas er6zidk és
eritétmas plakkok alakulnak ki (l-es é&bra). A korkép valtakozd6 menetli, visszatérd
exacerbaciok és remissziok jellemzik. A boron kiviil mas szerv nem érintett [2]. A betegség
kezelésében a provokald tényezok elkeriilésén til hagyomanyosan szteroid és antibiotikum
tartalma kendcsok, fertotlenitdk hasznélatosak, de tjabban FK506 és D3 vitamin analog

tartalmu készitményeket, valamint lézer terapiat is alkalmaznak [3-6].

l-es abra. A Hailey-Hailey betegségre jellemzoé vezikularis, porkos

borelvaltozas hiperémias alapon.

Szovettanilag a bdrelvaltozast a szuprabazalis réteg sejtjeinek adhézids defektusa
jellemzi, mely intercellularis szétvalast (akantolizis) eredményez (2-es abra). A sejtekben az
intermedier keratin filamentumok perinukleéris aggregécioja és a filamentumok eltdvolodasa

a dezmoszomalis plakkoktol figyelhetd meg [7;8].



2-es abra. Szuprabazalis akantolizis. A Hailey-Hailey betegség biopszias,

fénymikroszkopos képére jellemzo szuprabazalis akantolizis lathato (fekete nyil).

A Hailey-Hailey betegség autoszomalis dominansan 6roklodik. Teljes penetrancia
jellemzi felnétt korban, valtozd expresszivitdssal [2]. Ez annyit jelent, hogy a hordozo
betegek mindenképpen érintettek lesznek, de tiineteik stlyossaga elére nem megjosolhato,
egyénre jellemzo lesz.

A betegségért felelés génmutaciok feltarasdban fontos szerepe volt a korképpel
kapcsolatos génlokus (3¢21-q24) meghatatarozasanak [9-11]. Ezt kovetden két munkacsoport
egymastol fiiggetleniil igazolta a human szekretoros Gitvonal Ca**-ATPazat (h\SPCA1) kodold
gén, az ATP2C1 koéroki szerepét a bdrelvaltozasban [12;13]. Maga az ATP2CI gén 28
exonbol all egy koriilbeliil 30 kb-nyi szakaszan a 3¢21-q24 régionak. Egy 4.5kb hosszasagi
elsddleges mRNS-t kodol, mely alternativ splicing folyamatokon keresztiil 4 varianssa,
ATP2Cla,b,c,d-vé alakul [13-17]. Ezek koziil az ATP2C1d a legnagyobb, mely tartalmazza
mind a 27-es és 28-as exont is [18]. Egyelére nem ismert, hogy vannak-e funkcionalis
kiilonbségek az egyes mRNS variansok altal kodolt fehérjék kozott.

Az ATP2CI é&ltal kodolt hSPCA1 a P-tipusu ion ATPazok SPCA alcsalddjaba

sorolhat6. Az SPCA transzporterek a SERCA (sarco/endoplasmatic-reticulum Ca*'-transport



ATPase-ok) tipusi ATPazokra jellemzd két nagy-affinitas Ca®" kotdhely kozill csak egyet
tartalmaznak. Mégis, ezek nagy hatékonysaggal képesek egy Ca’’-, vagy Mn®" ion
mozgatasara. E tulajdonsagaik kiilonitik el az SPCA transzportereket a szintén P-tipusu
SERCA és PMCA (plasma-membrane Ca’ -ATPase) pumpaktol [19;20].

A hSPCA1 kozel ubiquiter médon kifejezddik kiillonbozd szovetekben, de eltérd
mértékben. A borben mutathato ki relative legnagyobb mennyiségben [14]. A hSPCAI1 a
Golgi-apparatusban talalhato és a SERCA tipust transzporterekkel egyiitt segiti a Ca*"
kompartmetalizaciojat ebbe az organellumba. A hSPCAI hozzijarulisa a Golgi Ca’
felvételéhez eltéré mértéki, kiilonbozo sejttipusokban 15-50%, de a keratinocitdkban a
legjelentdsebb [21-23]. Ez részben magyarazhatja azt, hogy miért kizardlag a bor érintett
HHD-ben. Azonban, ennek pontos oka jelenleg nem ismert [4;24].

Mig a hSPCAL jobbara a Golgiban helyezkedik el, addig mérhetd mddon hozzajarul
az endoplazmatikus retikulum (ER) Ca®" anyagcseréjéhez is. Igy befolyasolja mind a Golgi,
mind az ER Ca”" fiiggd folyamatait, Ggymint példaul a poszt-transzlacios glikan feldolgozast,
az ER-hoz kapcsolodo fehérje lebontast (ER associated protein degradation /ERAD/) és az
ER stresszre adott vélaszt [25;26]. Ugy tiinik, hogy a hSPCA1l a citoszélikus Ca*"
oszcillaciok finom-szabalyozasaban is szerepet jatszik [19;22;25]. A HHD keratinocitdknak
magasabb a citoszolikus Ca®" szintje, mint a normalisaknak, de azoknal Ssszegészében
kevesebb Ca*"-ot akkumulalnak. Ezen tulmenden, a HHD keratinocitak kevésbé reagalnak a
kornyezeti kalcium szint novekedésére, mint az egészséges sejtek. Igy Ossz-kalcium
tartalmuk egyre kevesebb a normal sejtekhez képest, amikor a kornyezeti kalcium emelkedik
[14].

Maig tobb mint 80 kiillonboz6é ATP2CI génmutacidt irtak le HHD-ben. Ezek koziil
20% nonsense mutacid, 19% splice site mutacid, 30% frameshift mutacio, mely korai

terminacios kodonhoz vezet (premature termination codon /PTC/), 28% missense mutécio, és



~3% in-frame delécid vagy inzercid [4;24]. A korai terminécids kodonhoz vezetd mutaciok
(frameshift és nonsense) nagy szama ahhoz a kovetkeztéshez vezetett, hogy valoszinlileg
haploinszufficiencia a dominans 6roklédésmenet modja HHD-ben. A fehérje stabilitasat és
funkciojat befolyasold missense mutaciok vizsgalata soran kideriilt, hogy mig a mutans
ATP2CI mRNS szintje normalis, addig a mutans fehérje mennyisége kisebb a Golgi-ban,
annak ellenére, hogy lokalizaci6ja megfelel6. Ezek a vizsgalatok megerdsitették, hogy a
haploinszufficiencia lehet a dominans 6roklddési mechanizmus HHD-ben, és ravilagitottak
az Aspraz €s Glysgg aminosavak fontos szerepére a hSPCA1 Ca®’ ¢s/vagy Mn?" kdtésében (3-
as abra) [18;27]. Mindezek ellenére, érdekes moddon az egyes mutdciok nincsenek
Osszefiiggésben a korkép sulyossagaval [28]. E megfigyelések azt jelzik, hogy nincs genetikai

»forrd pont” a génben.
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3-as abra. Az SPCA transzporterek f6 alegységei. Az M4, M5 and M6
transzmembran hélixek kritikus szereppel birnak az ion szelektivitdsban és
transzportban. A V335Q ¢és Q783 A mutaciok a hélix konformécid kialakulasat és
az ion szelektivitast befolyasoljak [29;30]. A G309C és D742Y mutacidk szintén
a hSPCA1 Ca™" és Mn*" kotését befolyasoljak [18;27]. A £ citoplazmaris hurok
tartalmazza a foszforilacids, és a nukleotid kotd helyeket. Kék hattérrel a
hSPCAl-gyel, sziirke hattérrel pedig a PMRI1-gyel végzett mutacios

eredményeket jeloltiik.



A hSPCAIl-gyel kapcsolatos egyre boviild ismereteink ellenére az SPCA
transzporterekr6l szerzett legtobb informécionk a Saccharomyces cerevisiae homolég,
PMR1-t6l ered.

A SPCA pumpék koziil elséként a PMR1 keriilt leirasra [31;32]. A medialis Golgi
apparatusban helyezkedik el, de hozzajarul az ER Ca®"/Mn’" homeosztazisahoz is egy masik
P-tipusi ATPazzal, a COD1-gyel egyiitt S. cerevisiae-ben [33;34]. A PMRI1 hianyos élesztok
érzékenyek alacsony divalens kation tartalmu kornyezetre (EGTA, BAPTA) és magas
kalcium tartalmi kornyezetre is [35-37]. Mind a citoszdlikus, mind a sejt 0ssz-kalcium
szintjiik emelkedett [37]. A pmrlA torzsek manganra és oxidativ stresszre is érzékenyek, de
toleransabbak Na'-ra, mint a vad tipusu sejtek [38-40]. Sériilt ER és Golgi Ca*/Mn*"
homeosztazisuknak koszonhetden a pmriA S. cerevisiae-ben zavart a fehérjék tovabbitasa a
szekretoros utvonalon, és érzékenyek ER stresszre [33;34;41]. A PMRI mutacids vizsgalata
soran a Glnygsz-as aminosav bizonyult kritikusnak a Mn?" szelektivitdsban és a transzmembran
hélixek kozotti masodlagos kapcesolatok fontossagara is fény dertilt (3-as abra) [29;30].

A PMRI fehérjén kiviil kiemelkedd fontossagn a S. cerevisiae intracellularis Ca®"
anyagcseréjében a PMC1 elnevezésti vakuolaris Ca®-ATPaz [42] és a VCXI elnevezésii
vakuolaris Ca>"/H" , kicserél8” (exchanger) is. E fehérjék segitségével az élesztSk a sejten
beliili Ca®” mennyiségének mintegy 80-90%-at a vakuolumon beliil taroljak [43;44]. Amint
munkankbol kitiinik majd, a PMC1- és VCX1 mikddésének kiesése befolyasolja a pmriA
sejtek Ca®"- és Mg®" fenotipusat, mely eredményeink is hasznos kovetkeztetések alapjaul
szolgélhatnak a Hailey-Hailey betegség patomechanizmusat illeten.

Az a felismerés, hogy a PMR1 humén homoldgja érintett HHD-ben, lehetévé tette,
terapias lehetdségeinek megértésében [45;46]. Valoban, terjed6ben van az ,,orthobetegség”

fogalma. Ez alatt olyan humdan betegségeket értliink, melyeknél alacsonyabb rendii



él61ényekben is fellelheté homologok birnak patogenetikai szereppel. Igy, ezen alacsonyabb
rendii €lélények hasznos modell organizmusok lehetnek a humén betegség megismerésében
[47]. Ezaltal még az egyeldre igen alapkutatasnak tiind, extrém organizmusokban végzett

megfigyelések is [48] kozelebb keriilhetnek majd a klinikumhoz.

Célkitiizések

Munkamban elsésorban a PMR1 hidnyos élesztokkel nyert eredményeinket szeretném
Osszefoglalni a Hailey-Hailey betegség tiikkrében. Vizsgalni fogjuk a PMRI1 hidnyos S.
cerevisiae novekedését és sejt Ossz-ion tartalmat fokozodo komyezeti Ca®'- és Mg* -szint
mellett. Tovabba azt is tanulmanyozni fogjuk, hogy a calcineurin gatlasa hogyan befolyasolja
a PMR1 hidnyos sejtek kiillonboz6 fenotipusait. Bemutatjuk egy HHD beteg hSPCAT1 génjét,

¢s kiilonbozo terapidkra adott valaszat.

Felhasznalt anyagok és metodikak

Taptalajok, éleszté torzsek

Az ¢€lesztd torzseket (Isd. 1. Tablazat) gazdag YPD (2% gliik6z) taptalajban, vagy szintetikus,
minimal mediumban - kiegészitve a sziikséges adalékokkal - tenyésztettiik [49]. A
mediumokat rutinszeriien 40mM Mes-Tris-sel puffereltiik pH 5.5-re. A vad tipusa (VT)
ATP2CI-et és a missense T570I mutacidt tartalmazd ATP2CI-et hordozo élesztd expresszids
plazmidokat Dr. Rajini Rao-t6l kaptuk [50;51]. A T5701 mutaciot véletlenszertien
valasztottuk a kiilonboz6 patogén konstrukciok koziil. Korabbi élesztébeli expresszios
vizsgalatok azt mutattak, hogy a kiilonboz6 kéroki mutaciok hasonlod fenotipust hoznak 1étre
pmrlAS. cerevisiae-ben [51]. igy jelenlegi tudasunk szerint minden patogén allél hasonldan

viselkedik.



Torzs Genotipus Referencia

SEY6210 MAT a, ura3-52, leu2-3,112, his3- A200, trpl- A901, lys2-801, suc2- A9 S. Emr, UCSD, San Diego, CA
YDB224 MAT a, ura3-52, leu2-3,112, his3- A200, trp1- A901, lys2-801, suc2- A9, pmcl A::TRP1 Miseta et al., 1999a
YDB225 MAT a, ura3-52, leu2-3,112, his3- A200, trp1- A901, lys2-801, suc2- A9, vex1 A::URA3 Miseta et al., 1999a
YDB279 MATa, ura3-52, leu2-3,112, his3- A200, trp1- A901, lys2-801, suc2- A9, pmrl A::LEU2 Miseta et al., 1999a
YDB254 MAT o, ura3-52, leu2-3,112, his3- A200, trpl- A901, lys2-801, suc2- A9, pmcl A::TRPI, vex] A::URA3  Miseta et al., 1999a
YDB276 MATa, trpl- A901, ura3-52, his3- A200, leu2-3,112, pmcl A::TRPI, pmrl A::LEU2 Kellermayer et al. 2003
YDB289 MATa, trpl- A901, ura3-52, his3- A200, leu2-3,112, lys2-80, vex] A::URA3, pmrl A::LEU2 Kellermayer et al. 2003

I. Tablazat. Felhasznalt torzsek.
Sejt dssz-Ca’*, 6ssz-Mg”" mérés
A sejt 6ssz-Ca”" mérés langfotometriaval, az 6ssz-Mg”" mérés atomabszorpcioval tortént
[35]. Az ¢élesztéket 30-40 ml YPD-ben, vagy ugyanezen taptalajban - kiegészitve kiilonb6zo
tenyészet kb. 1 OD (600nM-en mért optikai denzitds) stirliséget ért el. Ekkor a sejteket
centrifugaldssal 6sszegytijtottiik és 20ml pufferelt YPD-vel mostuk kétszer, majd eldre lemért
tomegii Eppendorf csdvekbe tovabbitottuk. 2x3 perces centrifugaléast (16,000 rpm) kdvetden
a feliiluszokat eltavolitottuk. Ezt kdvetden a mintak tdmegét meghataroztuk, majd Speedvac-
ben teljes szaradasig szaritottuk a sejteket. Ismételt tomegmérést kovetéen HCI-ban
feloldottuk (minimum 24 6ran keresztiil) a mintdkat a mérésekhez. A Ca®" mérések
Eppendorf EFOX-5070 langfotométerrel, a Mg”" mérések Varian AA-20 atomabszorpcios
spectrofotométerrel torténtek, melyet kovetden a sejtek Ca’"és Mg®" tartalmat szarazanyag

tomegre vonatkoztatva adtuk meg

»Hely-iranyitott” (site directed) mutagenezis

A 1402C>T mutaciét ,,QuickChange site-directed mutagenesis kit” (Stratagene) segitségével
-aDB2561 (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
felhasznalasaval - hoztuk létre a vad tipusi ATP2C1-et hordozé élesztd expresszios
plazmidban. A YDB0279 pmriA élesztd torzset transzformaltuk a VT hSPCA1-et, hASPCA1-

R468X-et, vagy hSPCA1-T5701 —et hordozo élesztd expresszios plazmidokkal.
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Immunprecipitacio

A hSPCA1-R468X-et expresszaldo pmrlA mutanst 100ug/ml paromomycin jelenlétében és a
nélkiil ndvesztettiik 18 oran keresztiil. Ezt koveten a kultirdkat metabolikusan jeldltiik
Tran>>S-Label-lel (ICN Pharmaceuticals) 40 percig, majd a sejt extraktumokat
immunoprecipitaltuk hSPCA1 elleni nytl poliklonalis antitesttel (aa 720-919) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) és SDS-PAGE-t végeztiink. Az immunoprecipitalt fehérjéket
PhosphorImager analizisnek vetettiik ald (GE Healthcare). Kontrolként a mitochondrialis F1-

ATP4z béta alegységet (subunit) (F18) hasznéltuk.

Betegvizsgalat
Az ismertetett beteg beleegyezését adta a vizsgéalatokba, amelyek a Helsinki Deklaratumban
foglaltakkal nem titkoztek. Az egyetem (PTE) etikai bizottsaga jovadhagyta az ismertetett

kisérleti terapia alkalmazasat.

DNS izolalas, ATP2C1 szekvenalas
A DNS izolalas periférias vérbdl, standard modszerekkel tortént [52]. Az ATP2C1 gén 27
exonjanak szekvencia meghatarozasa Chao és mtsai modszere szerint tortént Dr. Chao

intézetében [53].

Eredmények
1. A PMRI1 hidnyos éleszték relativ sejt 6ssz-Ca’" tartalma csokken magas Ca*"
koncentracioju kornyezetben

Mint azt a bevezetdben emlitettiik, a HHD keratinocitdk kevésbé reagalnak a

kornyezeti kalcium szint ndvekedésére, mint az egészséges sejtek. Tehat 6ssz-kalcium
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tartalmuk egyre kevesebb a normal sejtekhez képest, amikor a kornyezeti kalcium emelkedik.
Felmertilt a kérdés, hogy hasonl6 jelenség megfigyelheté-e pmriA S. cervisiae-ben. Vad és
pmrl A sejteket emelkedé Ca®* tartalmii tapoldatban tenyésztettiink, majd sejt dssz-Ca®*
mennyiségiiket meghataroztuk. Azt tapasztaltuk, hogy a HHD keratinocytdkhoz hasonldan, a
PMRI1 hianyos élesztSk egyre kisebb mennyiségii Ca*"-ot tartalmaznak a vad tipust sejtekhez

képest, ndvekvé kornyezeti Ca®* koncentraciok mellett.
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4-es abra. Csokken sejt ossz-Ca’* tartalom a pmrld S. cervisiae-ben VT-hoz
képest. Mig ndvekvé médium Ca®’ koncentracié mellett mind a VT (fekete
hasab), mind a pmrlA S. cervisize-ben (sziirke hasab) né az sejt ossz-Ca®"
tartalom, addig az utdbbi torzsben kevésbé (A.), ami csokkend relativ sejt Ossz-
Ca®" tartalomhoz vezet a PMRI hianyos sejtekben VT-hoz képest (B.). Az
abrakon egy reprezentativ mérés eredményeit (A.) vagy harom kiilon kisérleti

eredmény atlagait (B.) dbrazoltuk. A hibahatarok a standard deviaciot mutatjak.
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2. A hSPCAL1 visszaforditja a PMR1 hianyos torzs magas kornyezeti Ca’ érzékenységét
El6z6 vizsgalatunk azt jelezte, hogy a PMR1 hianyos éleszt8k magas kornyezeti Ca®*
fenotipusa fontos lehet a HHD patogenezisének megértésében, hiszen a sejtek hasonloan
viselkednek ilyenkor a beteg keratinocitdkhoz. Korabbi kisérletek alapjan tudtuk, hogy a
pmrlAS. cervisiae érzékeny magas kornyezeti Ca**-ra [34;35]. E mellett megfigyelték, hogy
az EGTA ¢és mangén érzékeny pmri A fenotipusokat visszaforditja a hSPCA1 (a PMRI1
human homoldgja) expresszidja élesztdben, de a magas kornyezeti Ca®* érzékeny fenotipust
nem vizsgaltak e tekintetben [50]. Ezért mi is expresszaltuk a hNSPCAl-et pmriAS. cervisiae
torzsiinkben és megvizsgaltuk hatasat magas kornyezeti Ca®" mellett. Azt tapasztaltuk, hogy

a hSPCA1 visszaforditja a PMR1 hianyos sejtek magas kornyezeti Ca®* érzékenységét.

5-6s abra. A hSPCAL1 visszaforditja a PMR1 hidnyos torzs magas kornyezeti
Ca®" érzékenységét. A torzseket YPD agaréz (A.) plusz 500mM CaCl, (B.)
taptalajokon tenyésztettiik. Amig a pmrlA mutans nem nétt 500mM Ca*"-on (B.),
addig az ATP2C1 expresszidja (amely hSPCA1-¢ transzlalodik) visszaforditotta
ezt a fenotipust (B.). Ez a hatds ATP2CI-re specifikus volt, hiszen a patogén
mutaciot (T570I) hordozo ATP2CI expresszids plazmidnak nem volt hatdsa a

fenotipusra (B.).
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Tehat a hSPCA1 még 4-500mM extracellularis Ca®* koncentracio mellett is képes
ellatni a PMR1 szerepét, mely igen meglepd, hiszen a két fehérje csak 49%-ban szekvencia

azonos (homolog) [50].

3. A PMRI1 hianyos torzs érzékeny kornyezeti magnéziumra

Ahogy azt korabban mar hangsulyoztuk, a HHD keratinocitak nem képesek fokoz6do
kérnyezeti Ca>” szint mellett Ca**-ot akkumulalni a normal sejtekhez képest. Valésziniileg ez
a hianyossag vezet ahhoz, hogy az egészséges bérre jellemzd epidermalis Ca®” gradiens (a
bazalis rétegtél kiindulva fokozodik mind az intra-, mind az extracellularis Ca" tartalom a
granularis rétegig) hianyzik a HHD betegek epidermiszébél [14]. A normal Ca®" gradiens
fontos szerepet jatszik az epidermalis inzultusokra adott bérvalaszokban, melynek soran
gyors gradiens lebomlas, majd lassu (6-24 oran beliili) Gjjaépiilés figyelheté meg [54]. Ezen
talmenéen, nemesak Ca®’, de Mg”" szint valtozasok is jellemzik a bér fizikai stresszre adott
valaszat [55]. Ilyenkor a Mg”*" és a Ca”* kompetitiv modon befolyasolja az E-cadherin- és
alpha-2-beta-1 integrin altal eldsegitett keratinocita adhéziot €s aktivaciot [56]. Ezért
megvizsgaltuk, hogy a pmriA éleszték érzékenyek-e Mg -ra.

Azt tapasztaltuk, hogy a pmrl A torzs érzékeny kornyezeti Mg® -szint emelkedésre (6-
os abra). Ezt az érzékenységet fokozta a PMC1 elnevezésii vakuolaris Ca* -ATPéz hidnya. A
pmrl/pmel Akettés mutansrol ismert, hogy Golgi/ER Ca”" tartalma kisebb, mint a
pmrl Atdrzsé. Igy a kettds mutans érzékenyebb kornyezeti Ca* szint csokkenésre, mint a
pmrlAtorzs, mivel kevésbé tudja fenntartani a Golgi/ER rendszer miikddéséhez sziikséges
megfeleld szintii Ca®" tartalmat [36]. Mindezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a Mg
Ca®" kompartmentalizacios képességét, amelyek mar eleve kevésbé tudjak a Ca®"-ot

bejuttatni a Golgi/ER rendszerbe.
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6-0s abra. A PMR1 hiany Mg”" érzékenységet okoz Saccharomyces
cerevisiae-ben. A torzseket 40mM Mes-Tris, pH 5.5-6t (A.), valamint 50mM-
(B.), és 200mM (C.) MgCl,-ot tartalmazé agardz taptalajokon tenyésztettiik. A
pmrl/pmeIA mutans (amelyik t5bb Ca*"-ot akkumulél és érzékenyebb alacsony
kornyezeti Ca’"-ra, mint a pmrliA torzs [36]) mar 50mM Mg*"-on, mig a

pmrlA torzs 200mM Mg” -on nem nétt. A VCXI (a vacuolar Ca®"/H" exchanger

crer
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4. A PMR1 hianyos éleszté ossz-Mg”" tartalma hasonléan alakul, mint ossz-Ca’"

tartalma

Megvizsgaltuk a PMR 1 hidnyos torzs 6ssz-Mg”" tartalmat novekvé kornyezeti Mg**
koncentracié mellett és azt tapasztaltuk, hogy hasonléan a Ca*” esetén megfigyeltekhez, a
pmrlAmutans, csdkkend mértékben képes Mg” -ot akkumulalni magas Mg®" tartalmu
kornyezetben (7-es abra). E tekintetben tehat a sejtek magnézium homeosztazisa hasonlit a

kalciuméra.

Relativ Mg?+ tartalom
=
[+ 4]

100
Hozzaadott Mg?* (mM)

7-es abra. A pmrld mutansban csokken a Mg®" akkumulaciés képesség
novekvé kornyezeti Mg®* koncentracio mellett. A VT és a pmri A torzset YPD
40mM Mes-Tris, pH 5.5-ben és plusz 100mM Mg*"-ban tenyésztettik. Amig
normal médiumban a pmriA torzs koriilbeliil 1.5-szer tobb sejt 6ssz-Mg* -mal
bir mint a VT, addig a relativ Mg”" tartalma a VT-hoz képest koriilbeliil 90%-ra
csokkent 100mM Mg*"-ban. Az eredmények két killon mérés atlagat mutatjak

(kisebb, mint 10% kiilonbség volt a két mérés kozott).

5. A Ca® és a Mg*" egymassal szemben befolyasolja a PMR1 hianyos torzs novekedését
Ahogy azt a 3. fejezetben ismertettiik, a Mg”" és a Ca®" kompetitiv modon
befolyasolja az E-cadherin- és alpha-2-beta-1 integrin altal eldsegitett keratinocita adhéziot és

aktivaciot. Ezen tilmenden, megfigyeléseink azt sugalltik, hogy a Mg®" a Ca”" felvétel (vagy
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sejt, vagy Golgi/ER szintil) gatlasan keresztiil fejti ki hatasat a pmrl A torzsre. gy

megvizsgaltuk, hogy vajon a Ca®" befolyasolja-¢ a pmrlAS. cervisiae Mg fenotipusat, és

forditva. Azt talaltuk, hogy Ca*" hozz4adasa segiti a pmrIA mutans ndvekedését magas Mg?*

tartalmu tapoldatban. Forditva, Mg*" hozzdadésa is segiti a pmrlA mutans novekedését

magas Ca’" tartalm@ tapoldatban, de ez a hatas kevésbe szelektiv a PMR1 hidnyos torzsre,

mivel a vad tipus (VT) torzs névekedését is hasonléan timogatta a Mg”" ilyen kériilmények

kozott (8-as abra).

120
100
80 fr "t
60
40 .
20

100mM Mg

=

A maximalis v T novekedéshez
viszanyitott ndvekedes %-ban

0 a0 100 200
Hozzaadott Ca+ (mhd)

120
100
g0
g0
40
20 =

400mM Ca?+

0 50 100 200
Hozzaadott Mg+ (mh)

A maximalis ¥T ndvekedeshez
viszanyitott ndvekedes %-ban

8-as abra. A Ca® é a Mg®" kompetitive befolyasolja a pmrld torzs
novekedését. A VT (fekete vonal) €s pmriA (szirke vonal) torzseket YPD,
40mM Mes-Tris, pH 5.5-6t tartalmazd taptalajban tenyésztettiik, kiegészitve
100mM Mg*-mal (A.) vagy 400mM Ca®*"-mal (B.). Mind a két médium gatlo
hatasi a pmrliA mutins ndvekedésére. A taptalajokat ezutdn ndvekvo
mennyiségli Ca’"-mal (A.) vagy Mg*-mal (B.) egészitettik ki, majd az

Ag00=0,01-re higitott sejt-kultardkat egy éjszakan keresztiil tenyésztettiik és Agoo
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(OD) értékiiket meghataroztuk. Az OD értékeket az adott koriilmények kozott
(100mM Mg>" (A.) vagy 400mM Ca’"(B.)) maximélisan nv8 VT tenyészet
értékeihez viszonyitottuk. 50 és 100mM Ca®" hozzdadasa a 100mM Mg -ot
tartalmazo taptalajhoz specifikusan segitette a pmrlA térzs névekedését (A.).
Ezzel szemben Mg”" hozzaadasa a 400mM Ca”"-ot tartalmazo taptalajhoz mind a
VT, mind a pmrlA ndvekedését fokozta, de a pmrlA mutans mindig 50-60%-al
lassabban nétt, mint a VT. gy a Mg”" hatasa ilyen koriilmények kozott kevésbé
volt specifikus (B.). Az é&bra két kiilonb6z6 vizsgalat reprezentativ értékeit

mutatja, ahol a két kisérlet eredménye kozotti kiilonbség kisebb volt, mint 10%.

Megfigyeléseink igazoltdk, hogy a Mg”" Ca*"-t6] fiigg8en fejti ki hatasat a PMR1
hianyos torzsre. Ezen talmenden, tenyésztéses vizsgalataink szerint a Mg”™ a Ca>" egész-sejt
szintii felvételét gatolja, hiszen magas Ca®" tartalma kornyezetben fokozza a PMR1 hidnyos
(és a VT) éleszto torzs novekedését. Ilyen koriilmények kozott a PMR1 hianyos éleszték
valosziniileg azért érzékenyebbek Ca**-ra, mint a vad tipus mert a vakuolaris Ca*"
kompartmentalizacios készségiik telitddése utan nem képesek a Golgi/ER rendszer Ca®”
felvételét maximalizalni [35]. gy ha a Mg®" a sejten beliili (pl. Golgi/ER) Ca**
kompartmentalizaciot gatolna, akkor magas kornyezeti Ca*-ban inkabb gatlé hatasu lenne,
mert tovabb csdkkentené a mar amugy is besziikiilt intracellularis Ca*" raktarozasi
lehetéséget. Ezzel szemben, a sejtek direkt Ca®* felvételét gatolva jotékony hatast lehet
magas Ca”" koncentracioju koryezetben. Valoban, korabbi megfigyelések szerint a Ca>™ és a
Mg”" hasonl6é mechanizmussal, egyméssal kompeticioban jut be az éleszté sejtekbe [58;59].

, /r 2+ o o 1 2+ Py o r 7
Ezen talmenden, a Mg~ hatasara bekovetkezd Ca”" akkumuléci6 csokkenést mar

megfigyelték pmriAS. cervisiae-ben [37], de a térzs Mg®" fenotipusat nem vizsgaltak.
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6. A calcineurin gatlas segiti a PMR1 hianyos torzs novekedését magas Ca’" tartalmi
kornyezetben
A fenti kisérleteinkbdl azt a kdvetkezetést vontuk le, hogy a PMR1 hidnyos élesztok

magas kornyezeti Ca’* érzékeny fenotipusa j6 modellként szolgalhat a HHD betegség

crer
ey

crer

cyclosporin) alkalmazasa. A f6 hatasmechanizmusa e szereknek nagy valdszintiséggel a
limfocita aktivacio gatlasaban nyilvanul meg. Azonban direkt, nem immunolégiai jellegi,
sejtszintli hatasok lehet6ségét is felvetették a calcineurin gatlok alkalmazasakor [60;61].
Ezért megvizsgaltuk, vajon a PMRI1 hidnyos ¢lesztok valamelyik fenotipusara van-e jotékony
(,,visszafordit6™) hatsa a calcineurin gatlisanak. Azt tapasztaltuk, hogy magas Ca”" tartalmu
taptalajon a calcineurin gatlas segiti a pmriA mutans ndvekedését, méghozza a VCX1
elnevezésii vacuolaris Ca”/H" exchanger-t6] fliiggd modon (9-es abra). Ezzel szemben a
PMR1 hianyos éleszték mas fenotipusaira nem-, vagy éppenséggel hatranyosan hat a

calcineurin gatlasa, fokozva az érzékenységiiket [62].
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500mM Caz+ 500mM Ca?* + CshA

pmriiAl pmcla

WT kU= 4 F.N

prmr f
pmcla
pracl) | pmr

wexla | we1a

9-es abra. A calcineurin gatlas VCX1-en keresztiil segiti a PMR1 hianyos
torzs novekedését magas Ca’" tartalmi kornyezetben. A torzseket 40mM
Mes-Tris, pH 5.5-6t-(A.), valamint 500mM Ca’"-ot-(B.), és 500mM Ca*"-ot
plussz 20 pg/ml cyclosporint (C.) tartalmazé agar6z taptalajokon ndvesztettiik.
Mig a PMR1 hidnyos t6rzs nem nd magas kornyezeti Ca*"-ban, addig cyclosporin
kezelés hatasara eltiinik ez a fenotipus. A cyclosporin hatisa a VCXl-en
keresztiil érvényesiil, mivel a pmril/vexIA mutinsra nem hat a cyclosporin
kezelés. Az abra azt is mutatja, hogy a PMCI fehérje nem jatszik szerepet ebben
a folyamatban, mert a pmrl/pmcIA torzset is hasonldan segiti a cyclosporin

kezelés, mint a pmrlA mutéanst.

Magas Ca”" tartalmu kdrnyezetben tehat a cyclosporin segiti a vakuolaris Ca>"

kompartmentalizaciot a VCX1 fehérje aktivalasan keresztiil. Keratinocitakban nincs

vakuolum, azonban a calcineurin funkciondlisan aktiv [63], és az emlds sejtek lizoszomaiban

létezik a VCX1 milkddéséhez nagyon hasonld Ca®” kompartmentalizacios mechanizmus [64].
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Ezek alapjan felvetettiik, hogy esetleges hasonl6 folyamatok jatszodhatnak le a calcineurin

gatlok alkalmazasakor HHD keratinocytakban, mint pmrilA S. cervisiae-ben [62].

7. Az els6 genetikailag is igazolt HHD beteg Magyarorszagon

73 éves ndbeteg. Anamnézisében borbetegségén kiviil csak also végtag varikozitasok és
epekd miitét szerepelt. Els6 bortiinetei 21 éves koraban jelentkeztek masztitist kovetden, a kotés
alatti teriileten. Azdta, leginkébb hoére, izzadasra 2-3 hétig tart6 borkiiitései jelennek meg foleg a
nyaki-, honalji-, emld alatti és inguinalis régiokban. Kezdetben viszketd, g6 érzés, hyperemias
alapon megjelend vezikuldk, majd kifakadas, porkdsodés és gyogyulds jellemezte az
exacerbaciokat. A betegségre jellemzd hosszanti, fehéres koromcesikozottsag nem volt
megfigyelhetd betegiinkon. Tiinetei kordbban gyorsabban visszafejlodtek kiilonbdzo
boérgyogyaszati, lokalis fertétlenitd, hamositod kezelésekre, igymint borax pasztara, merkurochrom
ecsetelésre, szalicil-bor kendcesre. A kordbban elvégzett bérbiopszia Hailey-Hailey betegséget
igazolt. Az érintett teriiletbdl kimetszett szovetben intraepidermalis holyagképzddést,
szuprabazalis akantolizist és granulocitdkat, limfocitakat tartalmazo papillaris lobosodast figyeltek
meg. A definitiv diagnézis felallitdsa és a kezdeti tiinetek megjelenése kdzott azonban mintegy 45
¢év telt el a beteg esetében.

Edesanyja hasonlo, de stlyosabb és gyakoribb bérelvaltozasban szenvedett. Elsé
terhességbdl sziiletett fidnal (51¢) is Hailey-Hailey betegség igazolodott. Az § tlinetei csak
kifejezett fizikai bor-stressz utan jelentkeznek és enyhébb lefolyastiak, mint betegiinké.

A beteg ATP2C1 gén exonjainak szekvencia vizsgélata egy nukleotid cserét igazolt az 1402-
es pozicioban (1402C>T) mely elvaltozas nonsense mutacid (R468X) kialakuldsdhoz vezet (10-es
abra). A beteg édesanyja elhaldlozott, fia és fidnak tiinetmentes fia (19¢), valamint lanya (14¢)

egyeldre nem vetették ald magukat a genetikai vizsgalatnak.
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CCA (R) > TGA (X)
TGTGTACACING ANCACAG

A,

TGTGTACAC CGAACACAG!

10-es abra. A direkt szekvencia meghatarozas mutaciot igazolt az ATP2C1
génben A. A beteg génjében egy C>T csere figyelhetd meg heterozigta
formaban az 1402-es bazisnal (piros N). Ez egy nonsense (korai stop) mutaciéhoz

vezet (R468X). B. Normal kontrol.

8. Gentamicin indukalta remisszié nonsense ATP2C1 mutaciot hordozé betegben.
Vizsgalt beteglink tehat egy nonsense mutaciot hordozott ATP2C1 génjében, mely a
hSPCAL fehérje szintézisének korai stopjahoz vezetett. Ezek alapjan felmeriilt benniink,
hogy esetlegesen eldsegithetnénk-e génszintli farmakoterapids uton a nonsense mutaciod
atirasat terapids célzattal. Korabbi tanulmanyokbdl tudtuk, hogy kiilonb6zd genetikai
koérképekben az aminoglikozid antibiotikum csoportot mar kisérletesen alkalmaztdk, mint
esetleges farmakogenetikus szereket. E kisérletekben az aminoglikozidok missense
transzlacidt okozo hatasat hasznaltak ki (ha nonsense mutaciot hibasan olvasnak le a
riboszomak aminoglikozid hatésara, akkor azt - ha kis sz4dzalékban is - de atirhatjak,
indukalva a teljes fehérje szintézist). Szamos in vitro és klinikai tanulmany hozott biztatd
eredményt [65-71]. Azonban ezt a farmakogenetikai megkozelitést borbetegségben még nem

alkalmaztdk. Annak ellenére nem, hogy példaul a gentamicint 100-szoros koncentracidban
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alkalmazza az orvostudomany feliileti kezelés soran, mint parenteralisan. Ezen tilmenden, a
hagyomanyos aggodalom az aminoglikozidok mellékhatésait (hallas csokkenés,
vesekarosodas) illetden altalaban elhanyagolhato feliileti kezelés esetén.

Amikor betegiink kiiitésekkel jelentkezett, akkor beleegyezésével sszevetettiik a
feliileti gentamicin kezelés hatékonysagat egy 5% borsavat és 2% szalicil savat (szalbor
kendcs) tartalmazo készitménnyel (11-es abra). Ezt a készitményt korabban sikerrel
alkalmazték a betegnél. A szalbor kendcs antimikrobidlis hatasa 6sszevethetd a

gentamicinével [72-74] mig tudtunkkal nem hat a transzlaciora.

0.d.

4. d.

18. d.

Gent. Boric acid

11-es abra. A gentamicin elésegiti a remissziét nonsense ATP2C1 mutaciot
hordoz6 HHD betegben. 0.1% gentamicin-t (1 mg/ml) /Gent./ alkalmaztunk
naponta kétszer egy emld alatti elvaltozasra (bal oszlop). A kezelés hatasossagat
Osszehasonlitottuk egy tiineteket mutatdé honalji teriilettel, melyet egy 5%
boérsavat ¢és 2% szalicil savat (szalbor kendcs) /Boric acid/ tartalmazo

készitménnyel kezeltiink (jobb oszlop).

23



Azt tapasztaltuk, hogy betegiink szubjektiv panaszai mar a kezelés 2. napjan
megsziintek és kiiitése a 7-10. napon teljesen visszafejlodott a gentamicinnel kezel teriileten.
Ezzel szemben a szalbor kendccsel kezelt kilités esetén 10-12 napig tartott a viszketd-, égetd

érzés és még a kezelés 18. napjan is apro eritémas foltok voltak megtigyelhetok (10-es dbra).

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

Betegilinket megkimélendd egy, vagy két invaziv bérbiopsziatol, ismételten élesztd
modelliink segitségét vettiik igénybe annak érdekében, hogy uj farmakogenetikus
megkozelitésiinket molekuldris szinten is alatdmasszuk. Létrehoztuk a betegben talalt R468X
mutaciot az ATP2C-et hordozo élesztd expresszids vektorunkban és ezt transzformaltuk
PMRI1 hianyos torzsiinkbe. Az aminoglikozidok koziil az élesztok nonsense mutaciods atirasat
jobban stimulalé paromomycint valasztottuk kisérleteinkhez. Azt tapasztaltuk, hogy a
paromomycin mind funkcionalisan (12-es abra), mind fehérje szinten (13-as abra) fokozta az
R468X mutécio atirdsat a transzlacié soran. Vizsgalatainkbdl arra kovetkeztettiink, hogy az
aminoglikozidok, vagy altalaban a patogén nonsense mutacié atirddasat elésegitd agensek,

hasznos gyogyszerek lehetnek a genodermato6zisok kezelésben.
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ormrfa-

12-es abra. A paromomycin elésegiti a hSPCA1-R468X-et expresszalo PMR1
hianyos éleszt6 torzs novekedését. A VT hSPCAl-et, a hSPCA1-R468X, és a
hSPCA1-T570I-et expresszalo pmriA, valamint a pmriAtdrzset minimal
médiumon (SM —URA, 2% dextr6éz, 40mM Mes-Tris, pH 6.5) (A) és ugyanezen
médium plusz 2mM EGTA (B) vagy 2mM EGTA + 50ug/ml paromomycin (C)
novesztettiilk. Mig csak a VT hSPCA1-et expresszalo torzs nétt jol 2mM EGTA-
n, addig a paromomycin fokozta a hSPCA1-R468X-et expresszald pmrilA mutans
novekedését, de nem befolyasolta a hSPCAI-T570I-et expresszald pmriA
mutanst. Ez azt mutatja, hogy a paromomycin funkcionalisan vissza tudja

forditani az R468X mutaci6 hatasat az UGA stop kodon transzlacidjat indukalva.
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13-as abra. A paromomycin eldsegiti a teljes hossziusagi hSPCA1 fehérje
képzédést. A hSPCA1-R468X-et expresszald pmriAmutanst 100pg/ml
paromomycin jelenlétében (+) és a nélkiil (—) novesztettilk 18 oran keresztiil,
majd immunprecipitaciét végeztiink. Mig az R468X mutacid kovetkeztében
megrovidiilt fehérje nem detektalhaté a felhasznalt antitesttel, addig a teljes
hosszusaga hSPCAL1 fehérje (115 kDa) megjelenését/mennyiségének fokozodasat
¢észleltik a  hSPCA1-R468X plazmidot hordozd pmrlAmutansban, melyet
100pg/ml paromomycinnel kezeltiink (+), szemben a kezeletlen torzzsel (-).
Kontrolként a mitochondrialis F1-ATP4az béta alegységet (subunit) (F1B) is
immunoprecipitaltuk, mutatva, hogy a paromomycin lényegileg nem befolyasolja

a fehérje szintézis egészét.
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Megbeszélés

Munkédmban a PMRI1 hidnyos S. cerevisie segitségével tanulmanyoztuk a familidris
kronikus  benignus pemphigus (avagy Hailey-Hailey betegség /HHD/) molekularis
patogenezisét. Bar a korkép nevében szerepel a benignus kifejezés, tanulmanyok igazoljak,
hogy igen komoly morbiditassal tarsul a legtobb esetben [75].

A HHD keratinocitak eddig leginkabb megfigyelt fenotipusa az intracellularis Ca®"
homeosztazis megvaltozadsa, melynek kovetkeztében nem képesek a sejtek megfeleld
mennyiségli Ca”™-ot akkumulalni és a normal bérre jellemzd epidermalis Ca®'-gradienst
kialakitani [14;23;76]. Vizsgalataink igazoltak, hogy e tekintetben a PMR1 hidnyos élesztok
magas kornyezeti Ca®" érzékeny fenotipusa hasznos modell rendszer lehet a molekuléris
patolégia vizsgalatok szamara. Ilyen koriilmények kozott hasonldan viselkednek az élesztd
sejtek, mint a keratinocitak Ca®" akkumulacié tekintetében [77], tovabba a HHD betegség
kezelésében hasznos calcineurin gatlds is csak a magas kornyezeti Ca®" érzékeny
pmrlAfenotipust enyhiti [62].

A Ca’ gradiens jelenléte fontos a fizikai stresszre adott bérvalasz soran, amikor
extracellularis Ca®"- és Mg”" szintvaltozasok egymast befolyasolva alakitjak a keratinocita
aktivaciot. A HHD betegek (akik epidermiszébél hianyzik a normal Ca®" gradiens) pedig
pont fizikai stresszre érzékenyek, aminek kovetkeztében jelentkeznek akut exacerbacioik.
Vizsgalataink sordn megfigyeltiik, hogy a PMR1 hidnyos ¢éleszték nemcsak az extracellularis
Ca®*, de Mg®" szint valtozasokra is érzékenyek, és a két ion egymassal egyiittmiikodve
alakitja a pmrlA S. cerevisiae Ca®" homeosztazisat [77]. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
HHD keratinocitik Mg>" haztartasa is modosult az intracellularis Ca*" homeosztazis zavar
mellett, amely nagy valosziniiséggel szoveti szintii ionalis zavarhoz is vezet. Erdekes modon
a szovetszintli zavarok lehetnek a legfontosabbak a HHD patogenezisében, mert sejtszinten a

HHD keratinocytdk nem mutatnak eltérést dezmoszomak kialakulasaban, illetve az UVB
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sugarzasra adott valaszban, normal sejtekhez képest [78]. Szdvetszinten vizsgalva azonban
akantolizis (melynek alapja a dezmoszomak felbomlasa) jellemzi az elvaltozast.
Dolgozatunk megjelenését megelézden azonban hasonld tanulmany jelent meg hazankbdl is
[80]. Betegiinknél sikeresen alkalmaztunk egy 10j farmakogenetikai megkdzelitést, mely
nonsense mutaciok atirdsdnak elOsegitését célozza. Gentamicin segitségével korabbi
remissziot értiink el, mint egy bevalt feliileti antiszeptikus kezeléssel [81]. Munkank az elsd
ilyen jellegli vizsgalat volt a bérgyogyaszatban. Ahogy azt bemutattuk, megfigyeléseink
molekularis szintii alatimasztasaban segitségiinkre volt a PMR1 hidnyos éleszt6-modell.
Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy human betegségek (mint példaul a Hailey-
Hailey betegség) vizsgalatakor a S. cerevisiae hasznos mikroorganizmus lehet, mind a

molekularis patogenezis megértésben, mind farmakoterapias megkdzelitések kidolgozasaban.
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megszerettetéséért. Dr. Charles L. Turnbough Jr.-nak és Dr. Paul Gollnicknak, 6nzetlen

tanitasukért, illetve a molekularis bioldgia €s genetika teriiletén végzett munkdmhoz nyujtott

segitségiikért. Tovabba mindazon munkatarsamnak és segitomnek, akiknek név szerinti

felsorolasara meghaladna e munka kereteit.
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