ZAROBESZAMOLO

A Brooke-Spiegler szindroma (BSS; OMIM 605041) egy ritka, monogénes betegség,
melynek jellegzetessége a borfiiggelékeinek tumoros elfajulasa, cilindromak, spiradenomak és
trichoepitheliomdk kialakuldsa. A betegség autoszomalis dominans 6roklédés menetet mutat
¢és hatterében ismertek a cylindromatozis gén (CYLD) mutacidi. A betegség kialakulasért
felelos gén 2000-ben keriilt azonositasra €s, az azdta eltelt 15 évben ugyan szamos mutaciod
kerlilt leirasra ezen a génen, genotipus-fenotipus Osszefiiggések azonban mindeddig nem
voltak ismertek. A betegség pathogenezisének megismerése szempontjabol a mutaciok
azonositasan tul azok funkcidinak vizsgalata is nagy jelent0séggel bir és hozzajarulhat a
tiinetek kialakuldsanak mechanizmusanak megismeréséhez €s a késobbiekben akar 1) terapias
eljarasok fejlesztéséhez is.

Az OTKA tamogatas segitségével ebben a ritka betegségben szenvedd betegek vizsgalata
révén kerestem a véalaszokat az elébbiekben megjeldlt kérdésekre. Az OTKA tamogatas révén
a kovetkezd BSS-ben szenvedd betegek vizsgalatat végeztem el:

- szegedi BSS csalad, 3 generacio vizsgalata, 2 érintett csaladtag

- Szekszard kornyéki BSS csalad, 7 generacio vizsgalata, 21 érintett csaladtag
- szegedi BSS beteg (érintett csaladtagrol nincs tudomasa)

- spanyol BSS csalad, 2 generacid vizsgalata, 3 érintett csaladtag

Genetikai vizsgalataim eredményei:

A CYLD gén direkt szekvenalasa a betegek periférias vérmintaibdl nyert genomi DNS-en: A
szegedi BSS csalad esetében a CYLD génen egy 0ij misszensz muticiot azonositottam
(c.2613C/G p.His871GIn; Nagy et al., 2012). Tovabbi célom volt a Szekszard kérnyéki csalad
mutacid elemzése is, mely esetében egy az irodalomban mar ismert nonsense mutaciot
(c.2806C/T p.Arg936X) azonositottam. Ez a mutacid szintén jelen van egy észak-angliai BSS
csaladban is. Az észak-angliai BSS csaldd kezeldorvosaval Dr. Neil Rajannal (Newcastle,
UK) felvettem a kapcsolatot, és a magyar ill. az észak-angliai csalad DNS mintain haplotipus
vizsgalatot végeztem a mutdcido kornyéki polimorfizmusok genotipizaldsaival. Haplotipus
vizsgalati eredményeim arra utalnak, hogy a két foldrajzilag is tdvoli csaladban azonositott
ugyanazon mutacido két egymadstol fliggetlen muticios esemény eredményeként alakult ki
(Nagy et al., 2013). A CYLD gén direkt szekvenalasa a betegek paraffinba agyazott daganatos
szovetmintain is megtortént, de tovabbi mutdcid azonositisira sem a szegedi, sem a
Szekszard kornyéki csalad esetében nem keriilt sor.

Vizsgalataimba egy tovabbi magyar BSS beteg (J.V.) is bevonasra keriilt, akinek a
csalddjaban nem volt tudomésa szerint mas BSS-ben szenvedd beteg. Az 59 éves férfibeteg
esetében a klinikai kép és a szovettani vizsgalati eredmény alapjan meriilt fel a Brooke-
Spiegler szindroma lehetdsége. A vizsgalt beteg esetében a kordbban a Szekszard kornyéki
csaladban azonositott nonszensz muticiot azonositottam heterozigota formaban. A vizsgalt



beteg részletes kikérdezése ¢és csaladfajanak felrajzolédsa alapjan eddig nem volt ismert
esetleges rokonsdga az altalam vizsgalt Szekszard kornyéki csaldddal. Tekintettel arra, hogy
egy ritka betegségrol van szo, és a vizsgalt beteg ugyanazon mutdciét hordozza, mint a
Szekszard kornyéki csalad tiinetes tagjai, a rokonsagi kapcsolat és az azonos alapitd hatés
lehetdsége felmeriil. Ennek a kérdésnek a tovabbi vizsgalatdra a haplotipus vizsgalatot
végeztem, melynek eredménye alapjan feltételezhetem, hogy J.V. szegedi BSS beteg és a
Szekszard kornyéki BSS csalad kozeli rokonok lehetnek.

Vizsgalataimba egy tovabbi spanyol BSS csalad is bevonasra keriilt. A spanyol Brooke-
Spiegler szindromaban szenvedd csalad genetikai vizsgalatat spanyol-magyar egyiittmiikodés
keretében kezdtem meg. Dr. Alfredo Montoro és Dr. Raquel Rodriguez (Valencia,
Spanyolorszag) spanyol boérgyogyasz kollégakkal egyiittmiikodésben elvégeztem a spanyol
BSS csalad genetikai vizsgalatat és azonositottam a ¢.2272C/T p.R758X nonszensz mutéciot.
A detektalt mutaci6é az irodalmi adatok alapjan az egyik leggyakoribb CYLD gén mutacio
vilagszerte. Azon kutatokkal, akik a vilagirodalomban mar a ¢.2272C/T p.R758X mutéciot
kozolték Brooke-Spiegler szindromaban szenvedd betegekben felvettem a kapcsolatot és
spanyol-magyar-holland-cseh egyiittmiikodés keretében, amelyben a cseh BSS beteg mintakat
Prof. Dr. Dmitry V. Kazakov-tol (Pilsen, Csehorszag), a holland beteg mintakat Dr. Ans
M.W. van den Ouweland-t6l (Rotterdam, Hollandia) kaptam, haplotipus vizsgalatot
végeztem, mely egy Gjabb mutacios forropontot igazolt a génen (Nagy et al., BCM Genetics,
under review).

A vizsgalataim soran megallapitott 4j genotipus fenotipus 6sszefiiggések:

A genotipus fenotipus Osszefiiggések vizsgalatdhoz Gsszegyijtottem az irodalomban eddig
kozolt CYLD gén mutéciokat (n=95), a leggyakoribb mutacio tipusokat (nonszensz, frameshift
és misszensz mutaciok), megvizsgaltam a mutaciok elhelyezkedését és a betegek klinikai
tiineteit és a kovetkezd 0j genotipus-fenotipus Osszefiiggéseket allitottam fel (Nagy et al.,
2014, 2015a és 2015b): A CYLD gén nonszensz mutacidi a misszensz mutaciokhoz képest
sulyosabb klinikai tiineteket eredményeznek. A CYLD gén nonszensz mutacidi nemcsak a
deubiquitinaz aktivitasért felelés domén kodolasaért felels szakaszon helyezkednek el, mint
a misszensz mutaciok, hanem a citoszkeleton asszocialt glicin gazdag domén kodolasaért
felelds teriileteken is, esetiikben nemcsak a deubiquitinacids aktivitas csokken, hanem a
CYLD fehérje mikrotubulusokhoz vald kapcsolodasa is sériil. A nonszensz mutéaciok esetében
a borfiiggelék tumorok valtozatos formai (cylindromak, spiradenomaék és trichoepitheliomak)
dominaljak a klinikai tlineteket, mig a misszensz mutdciok esetében trichoepithelioméak
alakulnak foként ki.

Funkcionalis vizsgalataim eredményei:

A szegedi csalad esetében a betegek fibroblasztokjaibol immunprecipitalt NEMO fehérje
ubiquitinaltsaganak vizsgalataval igazoltam, hogy a muticid csokkent deubiquitindcids
aktivitast eredményez és a mutacié hordozasa fokozott NF-kB aktivitast eredményez (Nagy et
al., 2012). Tovabbi funkcionalis vizsgalataim soran a CYLD fehérje altal medialt tovabbi
jelatviteli utvonal, a WNT/B-catenin Gtvonal vizsgéalatat, melyrdl ismert, hogy fontos szerepet
jatszik a Dborfiiggelékek kialakuldsaban. A WNT/B-catenin  utvonal vizsgalatahoz



immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztem a BSS betegek paraffinba agyazott
borfliggeléktumor mintdin, azonban nem detektaltam a WNT/B-catenin utvonal fokozott
aktivalodasara utalo jelet. A szegedi csalad esetében megtortént friss periférids vérmintabdl a
kiilonboz6 limfocita altipusok aranyanak a meghatdrozasa flow citometriaval, azonban a nem
¢s kor azonos egészséges kontrollokhoz képest nem detektaltunk eltérést egyik limfocita
altipusok aranyaban sem.

Génkorrekcios vizsgalataim eredményei:

A génkorrekcios SMART modszer alkalmazasdhoz, CYLD mutaciét hordozd sejtvonalak
inditasat és a sejtek immortalizalasat terveztem elvégezni. A szegedi csalad tilinetes tagjaitol
borbiopszids mintdkat vettem, melyekbdl keratinocita és fibrolaszt sejtek izoldltam és
tenyésztettem. A CYLD mutéaciot hordozo sejtek immortalizalasat a kovetkezok szerint
végeztem: Hatodik passzazsban 1évd, CYLD mutaciot hordozo sejtekbe HPV16-E6 pCMV
plazmidot juttatam Roche X-treme Gene 9 transzfektalo reagenssel. A transzfekciot kovetéen
a sejteket G418 antibiotikum tartalmi tipoldattal szelektaltam. A keratinocitak
immortalizalasa szdmos kisérlet utdn sem sikeriilt. A fibroblasztok esetében a nukleofektalt
kultaraban az életben maradt sejtek a 3. héten osztddni kezdtek. A megfeleld sejtszam elérése
utan a sejteket passzaltam és folyamatos fenntarté G418 koncentracié mellett felszaporitottam
Oket. Ezutan a sejtek egy részét ritkara passzaltam, és honapokig tenyésztettem monoklonalis
kultira létrehozasa céljabol. A fibroblaszt sejtkultirdkban azonban a novekedési iitem
lelassult, és az immortalizalas ezekben a sejtekben sem volt sikeres. A génkorrekciods
vizsgalatok tekintetében a munkatervben vallaltakhoz képest lemaradas tortént, nem sikeriilt a
munkatervben véllaltakat teljes mértékben megvalositani, mivel a génkorrekcios vizsgalathoz
sziikséges CYLD mutaciot hordozd keratinocita és fibroblaszt sejtvonalak immortalizalasa
mindeddig nem volt sikeres. Az immortalizalasra iranyul6 sikertelen kisérleteink oka lehetett
a donorok viszonylag magas életkora, a sejtek mutans volta, illetve viszonylag magas
passzazsszama.

Vizsgalataim jelent6sége, hasznosithatosaga:

1. Az 4ltalam Ujonnan azonositott mutacid esetében elvégzett funkcionalis
vizsgalataim igazoltdk, hogy a mutacid6 csokkenti a CYLD fehérje
deubiquitinacios aktivitasat (Nagy et al., 2012). Ennek a megallapitasnak nemcsak
a betegség kialakulasdnak mechanizmusédnak feltérképezése, hanem késdbbi 1j,
oki terdpias eljarasok fejlesztése szempontjabol is lehet jelentOsége.

2. Az altalam azonositott, de az irodalombol ismert mutaciok esetében nemzetkozi
egyiittmiikddés keretében haplotipus vizsgalatokat végeztem, melyek mutécios
forropontokat igazoltak a CYLD génen. Vizsgalataim sordn azonositott mutdcios
forropontoknak, mutéacios szlirOpanelek kidolgozasaban lehet nagy jelentdsége,
ami szintén jelentds gazdasagi haszonnal jarhat a késébbiekben (Nagy et al.,
2013; Nagy et al., BCM Genetics, under review).



3. Az altalam elsOként feltart genotipus fenotipus Osszefliggéseknek a betegség
varhaté prognozisa szempontjabol van jelentOsége és a betegek terapids
alcsoportba torténd besorolasa szempontjabol lehet jelentésége a késébbiekben v,
oki terapias eljarasok fejlesztése soran (Nagy et al., 2014, 2015a és 2015b).

4. Vizsgalataim sordan azonositott kéroki mutaciok jelentds diagnosztikai értékkel
birnak, mivel a ritka betegségek gydgyitasdban jelentkezd, uj kutatasi irany, a
,repurposing” kapcsan a gazdasagi haszon abban jelentkezik, hogy mar meglévo
gyogyszereket, vagy gyogyszer hatdoanyagokat 1j indikacidban hasznositanak.
Ennek a vonatkozasnak, 0j terapids modalitdsként a betegek szdmara is és
ugyanakkor gazdasagilag is nagy a haszna.

5. A vizsgalt BSS csaladok ¢és izolalt BSS beteg esetében azonositottam a betegség
kialakulasaért felelés koroki mutacidt, melynek jelentdsége, hogy ezaltal a
prenatalis diagnosztika elérhetd a csalad szamadra és ez nagy jelentdséggel bir a
csaladtervezésben (Nagy et al., 2012 és 2013; Nagy et al., BCM Genetics, under
review).
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